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RESUMEN

La expresión de la conducta maternal (CM) en la oveja parturienta está regulada por la presencia de

factores fisiológicos claves como lo son la estimulación vaginoceivical debida a la expulsión del feto y a altos

niveles de estiadiol (E2), Además, la capacidad de estos factores pata inducir la conducta maternal se ve

facilitada poi la experiencia maternal previa,, En la oveja, existen pocos estudios encaminados a identifica! las

estructuras neuroanatómicas involucradas en la expresión de esta conducta, sin embargo ninguno de ellos ha

estudiado donde actúa el estradiol para facilitar la conducta maternal El objetivo de este trabajo fue estudiar

las estructuras cerebrales en las cuales actúa el E2 sobre su receptor al momento del paito, y comprobar si la

mayor eficacia a la acción de los esteroides en hembras con experiencia maternal previa está relacionada con

un gran número de células que expresan el receptor a estiadiol (RE2). Se estudiaron cuatro grupos: ovejas

multíparas y nulíparas al estro (n-8 y n-7: grupos controles con E2 y sin CM), ovejas multíparas y nulípaias

al parto (n-10 y n=9: E2 y CM). Este estudio se realizó con la técnica de inmunohistoquímica con el

anticuerpo monoclonal 1D5 anti-RE2 (DAKO) sobre cortes coronales flotantes de las regiones

hipotalámicas El conteo celular se llevó a cabo con el sistema de análisis de imágenes BiocomHisto 5000

sobre 3 cortes por estructura y por animal en las siguientes áreas: área preóptica medial (APOM), núcleo

supraóptico (NSO), núcleo paraventricular (NPV), amígdala medial (AM) e hipotálamo medio basal (HMB).

Se encontraron células inmunoreactivas en todas las estructuras estudiadas, incluyendo el NSO y el

NPV, Por otra parte, se encontraron diferencias cualitativas con respecto al tipo de mareaje, el cual fue

nuclear principalmente en la AM, así como en el NSO y el NPV en la condición estro. Por el contrario, en el

APOM, así como en el NSO y NPV al parto, el mareaje fue nuclear y citoplásmico (APOM) y principalmente

citoplásmico NSO y NPV),, El número de células marcadas fue significantemente más alto en los grupos al

estío que en los grupos al parto en todas las estructuras, salvo para la AM donde no existieron variaciones en

los grupos analizados En cambio, no se encontraron diferencias significativas en relación al número de partos

previos y/o la experiencia maternal previa en ninguna de las estructuras estudiadas Estos resultados

sugirieren la existencia de una regulación negativa de la hormona sobre su receptor al momento del parto,

debida a una liberación masiva del E2 en este momento,,



SUMMARY

The expression of maternal behavior (MB) in parturient sheep, is regulated by physiologic factois

such as the vaginoceivical stimulation due to fetus expulsión and high prepaitum levéis ofestradiol (E2),.

Furtheimore, the capacity of'these factois to induce maternal behavior is facilitated by previous maternal

expeiience In sheep, few studies have investígated the neuroanatomic structures involved in the

expression of this behavior, and none of them have studied where the estiadiol may act to facilítate

maternal behavior.The aim of this work was to study the brain structuies in which the E2 acts on its

receptor at time of parturition, and to verify if the higher efficacy of estradiol action in females with

previous maternal expeiience could be related with a higher number of cells expressing the estiadiol

receptor (ER2), measured by immunohistoquemistiy Four groups weie studied: multiparous and

nuliparous ewes at estrous (n-8 and n=7: control groups with E2 / without MB), multipaious and

nuliparous parturients ewes (n=10 and n=9: with E2 and MB), In this study, the immunohistochemistry

technique was carried out using the monoclonal antibody 1D5 anti-ER2 (Dako company) in coronal

floating sections. The cellular count was made with the image system BiocomHisto 5000, in thiee

sections by structure/animal in the following áreas: medial preoptic área (MPOA), supraoptic nucleus

(SON), paiaventricular nucleus (PVN), medial amygdala (MA) and medio basal hypothalamus (MBH).

Immunoreactive cells were found in all the studied stiuctures, including the SON and PVN On

the other hand qualitative dífferences were found with respect to the type of' labelüng, It was mainly

nuclear in MA and MBH, and also in the SON and PVN in the estrous condition By contrastin the

MPOA, as well as in the SON and PVN at paiturition, labelüng was nuclear and citoplasmic (MPOA) or

mainly cytoplasmic (PVN and SON).Ihe number of immunostaining cells was significantly higher in the

estrous than in the paiturition groups in all the stiuctures, except the MA. On the other hand, no

signifficant differences were found in relation with the numbei of previous paiturition and/or the

previous maternal expeiience,, These íesults suggest the presence of a down-iegulation of ER2 by E2 at

paituiition, when this hormone reaches its highest levéis during the leproductive cycle,



I. INTRODUCCIÓN

La conducta maternal en mamíferos se caracteriza por un cuidado intensivo de la cría por su

madre, quien representa su única fuente de alimentación durante el inicio de su vida Tanto en especies

de crías precoces como en especies de crías alíndales, la adecuada manifestación de la conducta

maternal es importante para la sobrevivencia de las crías, El recién nacido posee pocas reservas

energéticas y una limitada teimoiregulación, de manera que es importante el rápido establecimiento de

una relación muy estrecha entre la madre y la cría para que ésta pueda sobrevivir y desarrollarse. Se ha

reportado en ovejas que la falta de un vínculo maternal estable es una posible causa de mortalidad

neonatal (Alexander, 1984; Poindron, Delgadillo, Flores et al, 1996; Stevens, Alexander y Lynch,

1982), mientras que en la tata, la construcción de un nido y el lamido anogenital de las crías son

fundamentales para su sobrevivencia; (Brouette-Lahlou, Godinot y Vernet-Maury, 1999; Rosenblatt,

1969).

En la mayoría de los mamíferos estudiados, la activación de la conducta maternal (CM) depende

de la presencia de factores fisiológicos asociados con el parto que facilitan su rápido y completo

despliegue (Bridges, 1996; Lévy, Kendrick, Keverne et al, 1996; Numan, 1994; Poindron, Caba,

Gomora Arrati et al, 1993), Una excepción es el ratón, en donde la sola presencia de las crías puede

inducir una conducta materna con latencias muy cortas (Noirot, 1972),

El estradiol (E2) ha sido el principal factor identificado en la facilitación de la conducta maternal

en la rata al momento del parto, en conjunto con otros factores tales como la prolactina (PRL) y la

oxitocina (OT) (Bridges, 1990; Numan, 1994; Rosenblatt, Siegel y Mayer, 1979; Rosenblatt, Mayer y

Giotdano; 1988), Los mecanismos de acción del estradiol han sido ampliamente estudiados en especies

de laboratorio que paren crías altriciales o poco desarrolladas (rata, ratón, coneja); en cambio, existen

pocos estudios en especies que paren crías precoces, como los ungulados (ovejas, cabras) quienes nacen

con un mayoi grado de desarrollo motor, Dichas especies representan por consiguiente una alternativa

interesante a los modelos de laboratorio para ampliar nuestro conocimiento acerca de los mecanismos de

control de la conducta maternal en mamíferos
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Por ejemplo, se ha demostrado que en la oveja, el E2 es necesario para la activación de la

conducta maternal al paito. Sin embargo, por si sola esta hormona es poco eficaz, y necesita de la

presencia de estimulación vaginocervical (EVC) causada por la expulsión del feto, para que se lleve a

cabo la manifestación completa e inmediata de la CM,. Así mismo, los mecanismos por los cuales actúa

dicha hormona aún se desconocen

Por otra parte, la experiencia maternal juega un papel importante en la facilitación de la CM. En

diferentes especies de mamíferos, la experiencia post-parto facilita la manifestación ulterior de la

conducta maternal hacia nuevas carnadas (Biidges, Feder y Rosenblatt, 1977; Orpen y Fleming, 1987;

Poindron, Le Neindre, Raksanyi, et al, 1980a),, En particular, facilita la acción de factores hormonales

como el E2 y la OT intracerebial, y de factores sensoriales exteroceptivos y piopioceptivos (señales

olfatorias, estimulación vaginoceivical)

En la oveja, existen pocos trabajos que han estudiado la localización de áreas sensibles al

estiadiol en el cerebro, y estos han sido más bien relacionados a la conducta sexual (CS) o con los

mecanismos de acción de la hormona liberadora de gonadotíopinas (Blache, Batailleí y Fabre-Nys,

1994; Herbison, Robinson y Skinner, 1993; Lehmann, Ebling y Karsh, 199.3), mientras que nadie ha

llevado a cabo el estudio de las áreas sensibles al estradiol en relación con el parto y la conducta

materna.

Por tanto, el objetivo del presente trabajo es estudiar las áreas cerebrales posiblemente

relacionadas con la facilitación de la conducta maternal en la oveja. Estos estudios se realizarán con

ayuda de técnicas de inmunohistoquímica que permiten observar las regiones en donde existen

receptores a los cuales el estradiol es susceptible de unirse para facilitar la CM, Por otro lado, se

comprobará si la experiencia maternal influye sobre el número de células que expresan receptores a

estradiol (RE2), comparando su expresión en ovejas con experiencia maternal previa y en ovejas sin

experiencia, puesto que resudados obtenidos en ratones sugieren que existe un aumento en el número de

células que contienen RE2 en relación con la experiencia previa (Ehret y Buckenmaier, 1994; Koch y

Ehret, 1989) Eso podría ser uno de los factores que incremente la capacidad del estradiol para activar la

CM en hembras con experiencia maternal previa,



II. ANTECEDENTES

A GENERALIDADES

1., La conducta maternal en mamíferos

La conducta maternal está dentro de la categoría de la conducta parental, la cual puede definirse

como cualquier1 comportamiento de un miembro adulto de una especie hacia un organismo

reproductivamente inmaduro de la misma especie y que permita su sobrevivencia y desarrollo.

En los mamíferos, la hembra es la que alimenta al recién nacido y por lo tanto es la principal

responsable del cuidado parental,, Sin embargo, en algunas especies de roedores, carnívoros y primates,

el padre también provee cuidados importantes al recién nacido, lo cual se puede referir como

comportamiento paterno (Alberts y Gubeinick, 1990; González-Mariscal y Poindron, 2002)

Por otra parte, el grado de desarrollo que posee la cría al nacer es uno de los elementos que

caracteriza el tipo de relación que existe entre la madre y la cría. En los mamíferos se pueden distinguir

tres tipos de relación dependiendo de las características del neonato:

En especies de crías altriciáles, la conducta maternal está organizada en relación con la presencia

de un nido y la madre generalmente cuida cualquier cría que se encuentre dentro de éste (Rosenblatt y

Siegel, 1981), Las crías son mantenidas en un nido que la madre construye antes del parto y en el cual

les amamanta; además, cuando la madre se encuentra dentro del nido, también confiere calor corporal a

la carnada.

En el caso de los primates, los infantes están poco desarrollados desde el punto de vista motor;

sin embargo, la maduración sensorial es mayor que en crías altriciáles, Las madres generalmente no

construyen un nido, pero acarrean a sus crías Por tanto, el contacto físico también es muy estrecho

entre la madre y el recién nacido, quien recibe mucha estimulación táctil, y este tipo de relación madre-

infante es conocido como matricolia (Poindron, Nowak, Lévy et al, 1993)
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En el caso de especies de ciías precoces, las crias tienen un avanzado desarrollo sensorial y

motor, como es el caso de los ungulados. En miniantes domésticos, el reconocimiento madre-cría tiene

lugar dentro de las primeras 2 a 4 horas post-parto, lo cual representa una característica típica de este

tipo de relación (Poindron et al, 1980a; Romeyer y Poindron, 1992) Este reconocimiento permite a la

madre discrimina! entre crías propias y ajenas y con ello orientar selectivamente la conducta maternal a

su progenie desde las primeras horas post-paito, rechazando cualquier cría que intente amamantarse de

ella.

2. Descripción de la conducta maternal en ovinos,,

Los ovinos son animales de reproducción estacional (al menos en latitudes subtropicales y

templadas) y su época de crianza ocurre normalmente al final del invierno e inicio de la primavera,

durante un periodo relativamente corto, lo cual permite al recién nacido un óptimo crecimiento y

desarrollo. Tanto en los ovinos salvajes como los domésticos que viven en condiciones extensivas

(pastoreo a campo abierto), las hembras adultas y sus crías forman rebaños que comparten un espacio en

común (Arnold y Dudzinski, 1978; Geist, 1971; Grubb y Jewel, 1966; L'Heureux, Lucherini, Festa-

Bianchet et al..9 1995; Rowell, 1991). Los grupos sociales se desplazan frecuentemente para buscar

alimento, y es necesario que las crías se muevan pronto para seguir a sus madres,, El establecimiento de

un vínculo selectivo entre la madre y la cría es esencial para la sobrevivencia de ésta,,

La capacidad de la hembra de mostrar una conducta maternal adecuada y completa en presencia

de un recién nacido (receptividad maternal) no es un estado permanente en los rumiantes, al contrario de

lo que se observa en ratones (Koch y Ehret, 1989; Noirot, 1972) o en ratas con experiencia maternal

(Bridges 1990; Rosenblatt, Siegel y Mayer, 1979), En la oveja, se ha demostrado que dicha receptividad

está presente solo por1 unas horas alrededor del parto,, La CM se puede observar de 2 a 4 horas antes del

parto (Arnold y Morgan, 1975) y si la madre es privada de su cordero inmediatamente después del

parto, la receptividad maternal desaparece dentro de 4 a 12 horas en la mayoría de los casos (Poindron,

Martin y Hooley, 1979; Poindron et al.., 1980a) Al contrario, si esta separación se realiza 24 a 48 horas

después del parto la gran mayoría de las madres continúa siendo maternal al presentarle nuevamente a su

cordero, inclusive con una separación de 24 horas (Poindron et al,, 1979),
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En condiciones normales, el recién nacido se queda con su madre y eso permite el

desencadenamiento completo y la consolidación de la CM después del periodo inmediato al parto. Con

ello, se lleva a cabo el establecimiento de un vínculo selectivo, con el cual, la madre quien podría

inicialmente manifestar comportamientos de aceptación hacia cualquier recién nacido, limita su conducta

materna hacia la(s) cría(s) con la(s) cual(es) ha estado en contacto después del parto, es decir la(s)

suya(s) en la mayoría de los casos Esta relación preferencial rápidamente culmina en la aceptación

exclusiva de dichas crías al amamantamiento Una vez establecido este vínculo selectivo es muy poco

probable que una madre acepte otra cría de manera espontánea, Al contrario, ella rechaza cualquier

intento de succión por parte de otras crías con las cuales no ha estado en contacto, frecuentemente con

conductas agresivas (por ejemplo golpes con la cabeza),. Esta conducta de amamantamiento selectivo se

establece dentro de las 2 a 4 horas post-parto (Poindron y Le Neindre, 1980), y puede ser evidenciada

incluso desde los 30 min post-parto (Smith, Van-Tolleí y Boyes, 1966)

El intervalo en el cual la madre consolida su conducta maternal y establece el vínculo selectivo

que le servirá para identificar y reconocer a su progenie es llamado "periodo sensible o periodo crítico"

y se refiere al momento inmediatamente post-parto durante el cual ocurre el establecimiento de la

conducta maternal (Hersher et al, 1963),, La existencia de un periodo sensible parece ser un elemento

constante de la conducta maternal en la mayoría de los mamíferos estudiados hasta la fecha (Rosenblatt

y Siegel, 1981) Fuera de este periodo sensible, la proporción de ovejas que muestran una conducta

maternal es muy baja. Poi ejemplo, se encontró que durante el estío (o mejor conocido como celo),

alrededor del 20% de las ovejas se muestran receptivas a corderos recién nacidos (Poindron y Le

Neindre, 1980),. Así mismo, durante la mayor parte de la gestación no se presenta receptividad de

neonatos a la ubre (Ver figura la),

3 Estro post-parto

En varias especies, el comienzo de la actividad sexual se presenta a los pocos días después de

haber parido la hembra, lo cual se conoce como estro post-parto, y la hembra puede ser fertilizada en

ese momento,, Así ocurre con los roedores (Conner y Davis, 1980). En el caso de las ovejas, cabras y

vacas esta característica está ausente, lo cual se conoce como anestro post-parto, a pesar de que la

secuencia hormonal de esteroides sexuales podría teóricamente promover la expresión de la receptividad



(Fabre-Nys y Martin, 1991),, La combinación de varios factores (el fotoperíodo, la alimentación, las

condiciones climáticas y la duración de la gestación) pueden influir pata que el estro post-paito no se

presente, debido al alto costo energético que representaría para la hembra un nuevo embarazo,, La

duración del periodo de reposo sexual post-paito también se ve influenciada por la duración de la

lactancia ya que retrasa el inicio de la actividad gonadal post-parto y por consiguiente influye en el

estado reproductivo de la madre (Gordon y Siegmann, 1991; Lahulou-Kassi, Berger, Biadfoid et al,

1989). Este periodo de reposo sexual puede variar de acuerdo a la fiecuencia de amamantamiento, ya

que una elevada actividad de amamantamiento durante las primeras semanas de lactancia, retarda el

inicio de la actividad sexual post-parto en ovejas (Fletcher y Lindsay, 1971; Louault, 1983) Por otro

lado, cuando los corderos se destetan poco después del parto y las madres son sometidas a la ordeña,

éstas inician nuevamente su actividad sexual más rápido que las hembras que permanecen amamantando

a sus crías (Mauléon y Dauzier, 1965),,

4. Factores fisiológicos involucrados en la facilitación de la CM en ovinos,

En la oveja, al final de la gestación aproximadamente entre los días 140 y 155 a partir de la fecha

de fecundación (dependiendo de la raza), tiene lugar una serie de cambios hormonales Por un lado, una

dramática caída en los niveles circulantes de progesterona aproximadamente unos cinco días antes del

parto, y por otro, un incremento súbito de los niveles de estradiol circulantes, que van de los 5 pg/ml en

niveles básales hasta 300 pg/ml al momento del parto aproximadamente (Stabenfeldt, 1974; Terqui,

1974). Otro incremento en los niveles de estradiol, aunque no tan grande como en el momento del parto,

se presenta cuando la hembra está en estro, alcanzando valor aproximado de 75 pg/ml, Ver figura Ib

Se ha demostrado que existe un relación positiva entre el E2 y la conducta maternal, Estudios en

hembras tratadas con altas dosis de estradiol, han comprobado que se puede inducir una conducta

maternal en el 50% de las hembras tratadas o más, si estas son multíparas (Le Neindre, Poindron,

Delouis, 1979; Poindron y Le Neindre, 1980; 1984) Así mismo, la duración del periodo sensible inicial

de receptividad al recién nacido depende del estradiol: la inducción del paito por una inyección de una

alta dosis de estradiol, resulta en niveles altos de esta hormona por más de 24 horas después del parto,

(siendo que sin la inyección los niveles disminuyen rápidamente dentro de las 2-3 horas post-parto), lo

cual promueve el mantenimiento de la receptividad maternal por mucho más que las 4 a 8 horas



normalmente observadas en el caso de un paito espontáneo o aun en el inducido por una inyección de

dexametasona (Poindron et al.,, 1979).
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Fig. 1. En la figura superior se observa el porcentaje de ovejas que manifestaron receptividad a

corderos recién nacidos, y en la figura inferior se observan las concentraciones plasmáticas del es t radio I y

progesterona en el mismo periodo. Adaptado de Poindron y Le Neindre, 1980»

Estos estudios también indicaron que dichos tiatamientos hormonales no siempre inducen la

conducta maternal de una maneta estrecha e inmediata, al contrario de lo que ocurre al paito, De hecho,

se requieren de dosis muy altas pata obtener una buena respuesta (Kendrick y Keverne, 1991; Poindion

y Le Neindre, 1980),. Ello sugiere que otros factores son necesarios para una completa manifestación de

la conducta maternal,

TESIS COI



En otras investigaciones se demostró que la estimulación vaginoceivical (EVC) ocasionada por

la expulsión del feto al nacer constituye un factor clave para una rápida y completa manifestación de la

conducta maternal Así, una EVC artificial de 5 minutos, aplicada a hembras no gestantes ni lactantes

después de un tratamiento con estradiol y progesterona, conduce a la manifestación de la conducta

maternal de una manera rápida y completa (Kendrick, Keverne, Hinton et al., 1991; Kendiick y

Keverne, 1992; Keverne, Lévy, Poindron et al., 1983; Poindron, Lévy y Krehbiel, 1988) Esta acción

facilitatoria de la EVC en el despliegue de la CM necesita de una preparación por el estradiol (Kendiick

y Keverne, 1991; Poindron et al, 1988),. Por otra parte, en hembras parturientas, si la EVC causada por

la expulsión del feto es bloqueada a través de una anestesia peridural, esto impide el despliegue de la

conducta maternal, especialmente en hembras primíparas (Krehbiel, Poindron, Lévy et al, 1987; Lévy,

Kendrick, Kevemeétf #/,, 1992),

Varios estudios han analizado el mecanismo de acción de la EVC; se ha demostrado que ésta

ejerce su papel a través de la liberación intracerebraí de oxitocina. Lo anterior concuerda con el hecho

de que existe una secreción importante de esta hormona en el líquido ceíaloiaquídeo durante elryarfi&j y

también durante una estimulación vaginocervical artificial (Kendrick, Keverne, Baldwin et al, \9§§;

Kendrick, Keverne, Hinton et al 1991)

Así mismo, infusiones intracerebrales de OT y estudios por retrodiálisis han demostrado la

capacidad de la OT para inducir la conducta maternal en ovejas no gestantes (Kendrick, Keverne y

Baldwin, 1987) y también para contrarrestar el efecto inhibidor de la anestesia peridural (Lévy et al,

1992),, Se ha demostrado que la acción de la OT es facilitada por los opioides y la hormona liberadora

de corticotropina (Kendrick y Keverne, 1989; Keverne y Kendrick, 1991), mientras que la

adrriinistración de naltrexona, antagonista de opioides, retrasa el inicio de la conducta materna en ovejas

parturientas (Caba, Poindron, Krehbiel et al, 1995),

Por otro lado, se ha encontrado que el dramático cambio en la preferencia olfatoria hacia los

fluidos amnióticos al momento del parto (Lévy et al, 1983) parece estar íntimamente asociado con los

cambios fisiológicos ocurridos en ese momento - altos niveles de E2 y liberación de OT- en respuesta a

la EVC (Lévy, Keverne, Poindron et al, 1990; Poindron et al, 1988),



Sin embargo, las estructuras sensibles al estradiol involucradas en la facilitación de la acción de la

EVC a nivel cerebral y su relación con la liberación de Oí , para el despliegue de la conducta maternal y

el vínculo selectivo en la oveja aun se desconocen

5. La importancia de la experiencia maternal previa

a) La experiencia maternal en la rata.

En la lata, la experiencia maternal previa no es un requisito para la óptima expresión de la

conducta maternal en el primer parto (Rosenblatt y Lehmann, 1963); sin embargo, el contacto con la

cría durante el periodo sensible facilita la consolidación de la conducta materna no solo a coito plazo,

sino también a largo plazo. Las madres primíparas que cuidan su progenie sólo durante los primeros dos

días post-parto, muestran una CM con una latencia corta cuando se les presentan nuevamente a otras

crías, varias semanas después Esto significa que las madres pasan por un proceso de reforzamiento en el

cual adquieren cierta experiencia de un fenómeno o evento dado y cuando este evento se le presenta

nuevamente, responden con una latencia más corta que cuando se les presenta por primera vez Por otro

lado, cuando las madres primíparas son privadas del contacto con sus ciías al momento del parto y

también probadas varias semanas después, éstas responden pero con una latencia de aproximadamente 4

días (Biidges, 1975; 1977; Jakubowski y Terkel, 1985)., Este efecto de la experiencia es también

observado en hembras vírgenes cuando son expuestas a crías durante una semana a 10 días Entonces,

este proceso es una manera de adquirir experiencia materna sin involucrar factores endocrinos del parto

También, hembras vírgenes con este tipo de experiencia se muestran maternales ante nuevas crías con

latencias de acercamiento y de alimentación más cortas que cuando se le presentan a crías por primera

vez (Biidges et al, 1977; Cohén y Bridges, 1981; Fleming y Rosenblatt, 1974)., Sin embargo, la

facilitación de la conducta maternal inducida por la expeiiencia es mayor en una hembra primípara con

algunas horas de contacto madre-crías, en comparación con una hembia viígen con expeiiencia de

sensibilización por vanos días (Fleming y Sarker, 1990). En otros téiminos, el efecto de la experiencia

materna es amplificado por el medio hormonal del parto.. Yeo y Keverne (1986) por1 su parte,

encontraron que en ratas tratadas con estradiol, la EVC mejora significantemente la proporción de

hembras multíparas que muestran conducta materna, mientras que en hembras nulíparas también tratadas

con estradiol la EVC no facilita la inducción de conducta maternal
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b ) La experiencia maternal en la oveja

La manifestación de la CM al paito difiere entre ovejas multíparas y primíparas Le Neindre y

colaboradores (1979) fueron los primeros en mencionar que existe una interacción entre hormonas y

experiencia en el despliegue de la conducta maternal en la oveja, En su experimento, el 50% de las

hembras multíparas respondieron maternalmente a un tratamiento hormonal de progesterona y estradiol

inicialmente diseñado para inducir la lactancia Sin embargo, este mismo tratamiento fue inefectivo para

inducir la conducta maternal en hembras vírgenes. Esto es apoyado también por el hecho de que la

respuesta maternal a los neonatos puede ser observada en hembras multíparas de 10 a 15 días pre-parto

(Alexander, 1960; Poindron y Le Neindre, 1980), mientras que este no es el caso en hembras nulíparas

(Raksanyi, 1979),, Esta respuesta se relaciona con el inicio de una producción significativa de E2

circulante por la placenta en las últimas dos semanas pre-parto, como se mencionó anteriormente.

Experimentos posteriores intentaron aclarar si la acción facilitatoria de los estrógenos dependía de la

maduración fisiológica asociada con el paito o si era necesaria la experiencia maternal del cuidado del

cordero, Los resultados indicaron que un solo ciclo de cuidado parental no parece ser suficiente para

que hembras no gestantes pudieran responder a un tratamiento de inducción por el estradiol,, En algunos

casos, trabajando con hembras adultas con experiencia de un gran número de partos y ciclos maternales

(crianza de corderos) la respuesta maternal ha sido observada en ausencia de cualquier tratamiento

(Poindron <?/£*/, 1984).

Por otro lado, los efectos de la EVC varían con la experiencia, En la mayoría de las ovejas

primíparas (90%), la supresión de la estimulación genital al parto por una anestesia peridural detiene el

despliegue de la conducta maternal (Krehbiel, Poindron, Lévy et al, 1987),, Por el contrario, si la

anestesia periduial se aplica en hembras multíparas esta privación tiene un efecto solamente en el 50%

de las madres-, La EVC facilita la CM en multíparas (Keveme et al, 198.3 ; Poindron et al, 1988)

mientras que el efecto es más difícil de obseivar en hembras nulíparas (Kendiick y Keverne, 1991).

En conclusión, la experiencia de interactuar con la cría durante el periodo sensible es muy

importante para la consolidación de la conducta maternal en la borrega y la duración de este periodo

depende de las altas concentraciones de E2 circulante, Así mismo, el efecto facilitador del estradiol y de

la EVC para inducir la conducta materna también se incrementan con el número de partos y/o

experiencia maternal
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B MECANISMOS DE ACCIÓN DEL ESTRADIOL

1 El estradiol (breve reseña)

Los primeros estudios acerca del estradiol datan de 1925, cuando Loewe y colaboradores

informaron por primera vez de la existencia de una hormona sexual femenina en la sangre de hembras de

diversas especies En el mismo año (Frank et al, 1925), se detectó un principio sexual activo en sangre

de cerdas en estro Sin embargo, el descubrimiento realizado por Loewe y Langue en 1926 tuvo mayor

importancia; se trataba de una hormona en orina de mujeres ciclando, cuya concentración variaba

dependiendo de la fase del ciclo menstrual Posteriormente, Zondek (1928), detectó gtandes cantidades

de esta hormona en la orina de mujeres embarazadas, lo cual sirvió para que los químicos de esa época

aislaran esta sustancia en forma de cristal (Butenandt, 1929; Doisy et al, 1929, 1930) y así poder

dilucidar la estructura química de lo que hoy conocemos como estiadiol.

A pesar de ello, no fue sino hasta la década de 1960 cuando Jensen y Jacobsen (1962) sugirieron

la presencia de receptores intracelulares para estrógenos en tejidos blanco tales como el hígado, huesos,

endotelio vascular, corazón, aparato reproductor femenino y sistema nervioso central,. Esto tuvo

importancia histórica porque fue la primera demostración de la existencia de receptores de la familia de

hormonas esferoides, y poique además proporcionó los métodos experimentales para identificar

receptores similares para otras hormonas esteroideas (Jensen y DeSombre, 1972),,

Dentro de la familia de los estrógenos, el estrógeno natural más potente y el que se encuentra en

mayor cantidad es el 17 B-estradiol, seguido por la estrona y el estriol (es por ello que frecuentemente

mencionamos al estradiol para referimos a los estrógenos en general), Cada una de esas moléculas es un

esteroide de 18 carbonos que contienen un anillo fenólico A (un anillo aromático con un grupo hidroxilo

en el carbono 3) y un grupo 6-hidroxilo o cetona en la posición 17 del anillo D (ver figura 2),, El anillo

fenólico A es la principal característica estructural de la cual depende la unión selectiva y de la alta

afinidad a receptores de estrógenos (Duax et al, 1988; Jordán et al, 1985;),,
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Estradiol

Figura 2. Estructura molecular del estradiol (Tomado de Williams y Stancel, 1998)

2 El estradiol y su receptor

Los estrógenos, al igual que otias hormonas esteroides, actúan principalmente por medio de la

regulación en la expresión de genes, Estas hormonas se difunden de modo pasivo a través de membranas

celulares y se unen a un receptor, localizado principalmente en el núcleo (Evans, 1988) ..

El receptor a estrógenos (o estiadiol, RE2) parece estar codificado por un gen único, y el

receptor tiene una masa molecular de aproximadamente 66,000 Daltons con un sitio único de unión a

hormona. El receptor interactúa con secuencias de nucleótidos específicas denominadas elementos de

reacción a estrógenos (ERE) presentes en genes blanco, y esta interacción incrementa, o en algunas

situaciones disminuye, la transcripción de genes específicos. Además de los elementos de reacción a

estrógenos, muchos genes contienen elementos que median acciones de otros factores reguladores, psto

puede proporcionar un mecanismo mediante el cual las señales provenientes de estrógenos y de 9$ros

compuestos convergen en sitios genómicos comunes para integrar respuestas celulares a múltiples

estímulos y consecuentemente alteraciones en la fimción celulai (Power et al, 1992),
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De maneta general, el mecanismo por medio del cual se lleva a cabo la actividad "genómica" del

receptor es el siguiente: éste posee una región o dominio separado para la unión a hormonas, un

dominio para la unión al ácido desoxinibonucleico (ADN) y otros dos dominios que participan en la

activación transcripcionaL El complejo estrógeno-receptor se une al ADN y estabiliza un complejo de

múltiples proteínas que incluyen ácido ribonucleico (ARN) polimerasa y otras proteínas necesarias para

el inicio de la síntesis de ARN de otras proteínas (Tsai y O'Malley, 1994. Figura 3),.

Esteroides

Síntesis de
proteínas

Figura 3.. Modelo del mecanismo de acción de los estrógenos sobre su receptor

para la síntesis de proteínas. (Tomado de Baulieu y Kelly, 1990).

Por otro lado, se ha encontrado que los RE2 están predominantemente localizados en el núcleo,

aunque también pueden existir en el citoplasma celular, No se conoce exactamente cual es la diferencia

entre los receptores citoplasmáticos y los receptores nucleares, Sin embargo, se ha demostrado que el

E2 incrementa la afinidad del receptor nuclear por la cromatina (King y Greene, 1984; Welshons,

Lieberman y Gorski, 1974) y esto permite la interacción entre receptor y el mecanismo de transcripción

de genes,,

También existen las acciones "no genómicas" de las hormonas esteroides, que se caracterizan

porque no involucran cambios en la expresión de genes y tienen lugar en el citoplasma celular; Además,

a diferencia de las "genómicas" se producen relativamente más rápido,, En este caso, ocurre una serie de

eventos que involucran a proteínas G y/o a segundos mensajeros que de manera indirecta pueden regular

la expresión de genes, De aquí parte el principio de la coparticipación de otras sustancias como por
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ejemplo ciertos neurotransmisores que pueden actuar sobre el núcleo de células que solo tienen

receptores a esteroides a nivel de la membrana celular (Orchinik y McEwen, 1995)

En neuronas, también se han encontrado receptores a nivel del núcleo y en sus proyecciones

(dendritas y axones), las cuales poseen el sustrato neuroanatómico para los efectos del estiadiol (Pfaff,

1980),

Un ejemplo de ellas, son las neuronas liberadoras de gonadotropinas o GnRH en el hipotálamo,

La actividad de estas neuronas es regulada por esteroides, y en células in vivo no se ha encontrado que

estas células expresen receptores a estradiol (Shivers, Harían y Morrel, 1983) o a progesterona en las

especies estudiadas (Herbison y Theodosis, 1992; Thind y Goldsmith, 1997; Warembourg et al, 1998)

Sin embargo, distintas poblaciones de células adyacentes inmunorreactivas a neurotensina (Herbison y

Theodosis, 1992), galanina (Horvath et al, 1997), ácido gamma-aminobutírico (GABA) o glutamato

expresan receptores a estxadiol (Thind y Goldsmith, 1997), Estos hallazgos muestran una regulación

indirecta de la liberación de GnRH por estrógenos,,

3.. Técnicas de visualización de los receptores a estradiol en el cerebro

Para entender los procesos moleculares y celulares por medio de los cuales los esteroides pueden

llegar a modular una conducta es importante conocer los sitios de acción de estas hormonas.

A partir de los años 60's se comenzaron a estudiar las zonas cerebrales que contienen

esteroides, Los primeros trabajos en el cerebro así como en el útero íueron realizados poi

autoradiogiafía con ayuda del E2-tritiado (3H-estradiol, utilizado como trazador radioactivo) el cual

facilitaba la localización de los sitios en los que se encontraba su receptor (Pfaff y Keiner, 1973; Stumpf

y Sar, 1975; Warembourg, Jolivet y Milgrom, 1989)

En el cerebro de la rata, los receptores a estradiol y a progesteíona se localizaron por medio de

autoradiografía en estructuras tales como la amígdala medial, el hipocampo, la corteza, locus cerúleos,

el núcleo dorsal del raphé, cerebro medio y cerebelo, aunque la densidad de RE2 en estas últimas

regiones fue muy baja y difusa en comparación con las estructuras hipotálamicas, como se detalla

posteriormente (McEwen y Alves, 1999),
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Hacia los años 80's, el aislamiento y la secuenciación de receptores a esteroides permitieron la

obtención de anticuerpos dirigidos contra esas moléculas., Al mismo tiempo, dichos anticuerpos

permitieron la detección de sus receptóles sobre cortes de tejido, y gracias al empleo de técnicas como

la inmunohistoquímica (IHQ) fue más fácil lograr su ubicación en el cerebro,,

La inmunohistoquímica abarca un gran número de técnicas que de manera general se basan en la

sensibilidad y especificidad de determinados marcadores, los cuales peimiten detectar moléculas

específicas por medio de anticuerpos. Estas técnicas se han empleado en la identificación de mensajeros

químicos como neurotransmisores, aminoácidos, péptidos y hormonas (Silverman, 1994)

Gracias al empleo de anticuerpos monoclonales y al empleo de técnicas como la IHQ, la

presencia de los RE2 fue confirmada en las regiones descritas anteriormente por autoradiografía (Fuxe

et al 1986 en rata; Blaustein y Turcotte, 1989; DonCarlos et al, 1991 en cobayo; Bayliss et al, 1986

engato; Lehmann et al, 1993 en oveja).

Algunas de las ventajas importantes de la IHQ sobre la autoradiografía son: a) la

inmunorreactividad de los RE2 puede ser detectada independientemente de la presencia del ligando

endógeno,, b) En esta técnica, los experimentos pueden ser realizados más rápidamente debido a que los

estudios de autoradiografía requieren de grandes tiempos de exposición y c) se evita el «§&• -é& la

radioactividad para llevarla a cabo,
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C Estructuras centrales involucradas en el control de la conducta maternal,

La mayor parte de lo que se conoce sobre estructuras cerebrales relacionadas con el control y

despliegue de la conducta maternal ha sido poi experimentos realizados principalmente en roedores

(Numan, 1994; Sheehan, Cirrito, Numan et al, 2000), La mayoría de los experimentos han consistido en

lesionar con sustancias químicas, realizar implantes hormonales, deaferentar regiones, zonas o núcleos,

estimular eléctricamente núcleos o vías neurales, o localizar receptores, agentes neuroquímicos y

activación genómica temprana (c-fos).

Sin embargo, en comparación con la rata, existen pocos trabajos relacionados con el control

neurobio lógico de la CM en la oveja (Da Costa, Guevara-Guzman, Ohkura et al, 1996; González-

Mariscal y Poindron, 2002; Kendrick et al, 1992, 1997; Lévy et al, 1996; Krehbiel et al, 1987;

Poindron et al, 1988),, En estudios por microdiálisis para la determinación de Oí", se han encontrado

varias estructuras cerebrales relacionadas con el control de la CM en la oveja, estas estructuras son: el

área preóptica media, el núcleo paraventricular (Lévy et al, 1996), el núcleo supraóptico, el núcleo

comisural anterior (NCA), el núcleo base de la stría terminal, y los bulbos olfatorios (OB) como lo

mencionan Kendrick et al (1986; 1988a-b; 1992d, 1997)

Las principales regiones involucradas en la regulación de la conducta maternal son las siguientes:

1 Área Preóptica Media (APOM)

Los resultados obtenidos en varios tipos de experimentos indican que el área preóptica media es

la estructura más importante para el control de la conducta maternal en la rata (Numan, 1977, 1984,

1994) El APOM se une rostralmente a la banda diagonal de Broca (BDB) y caudalmente al hipotálamo

anterior, Lateralmente se une al área preóptica lateral (APOL) y dorsalmente al NBST y a la comisura

anterior (CA)

Lesiones electrolíticas realizadas en ratas lactantes producen una inhibición en la actividad de

cuidado de las crías, en la construcción del nido y en la conducta de amamantamiento (Jacobson, Terkel,

Gorski y Sawyer, 1980; Numan, 1974; Numan et al, 1988), Más aun, la destrucción selectiva de los

cuerpos celulares del APOM con el ácido N-metil-DL-aspártico interrumpe la actividad de la
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construcción del nido, cuidado y conducta de amamantamiento (Numan, 1988, 1990a, b),, Así mismo, se

han empleado técnicas que cortan las vías aferentes y eferentes hacia el APOM (Franz, 1986; Miceli,

1983; Numan, 1974, 1980, 1985) y estos estudios sugieren que al ser dañadas las proyecciones del

APOM, se intenumpe la conducta maternal,

El APOM es uno de los sitios donde el estiadiol y la prolactina actúan para facilitar la conducta

maternal en la rata. Implantes de estradioí en el APOM facilita la conducta maternal en ratas vírgenes

(Bridges, Numan, Ronsheim et al, 1990; Numan, et al, 1977), mientras que la aplicación de

antiestrógenos la inhibe (Ahdieh, Mayer y Rosenblatt, 1987),, En la coneja, los resultados obtenidos

hasta el momento sugieren un papel similar de esta estructura (Caba, Beyer, González-Mariscal et al,

2001; González-Mariscal y Poindron, 2002),,

Por otra parte, en estudios por autor adiogr arla (Praffy Keiner, 1973; Stumpf et al, 1968, 1970,

1975), de los sitios de unión a receptor (Brown, 1988; Rainbow, Par son y McEwen, 1982) y en estudios

por inmunohistoquímica (Fleming et al, 1994; Fahrbach et al, 1986; Giordano, Siegel y Rosenblatt,

1989; Giordano, Ahdieh, Mayer et al, 1990; Jacobson et al, 1980; Koch y Ehret; 1989; Wagner et al,

1996; Numan, 1990; Sar y Parikh, 1986), se ha demostrado la presencia de receptores a estiadiol en esta

área en relación con la conducta maternal en la rata,,

En la oveja, la presencia de RE2 en esta estructura en relación con la CS y la ovulación está bien

establecida (Blache et al., 1994; Herbison et al, 1993; Lehmann et al., 1993) Sin embargo, la presencia

de estos receptores y su relación en el control de la conducta materna no ha sido estudiada

En relación con la experiencia maternal y los cambios neurobiológicos que se presentan en el

cerebro, se ha encontrado que en ratas, el número de RE2 muestra un incremento significativo al final de

la gestación (Giordano et al, 1989; 1990),, También se ha encontrado que el número de células

inmunorreactivas al RE2 en esta estructura varía entre las diferentes etapas de la gestación (Wagner et

al, 1996) Además, en el ratón se ha demostrado que la concentración de los RE2 en el APOM aumenta

con respecto a la experiencia maternal previa (Ehret y Buckenmaier, 1994; Koch, 1990),.
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h, Amígdala Medial (AM)

Se ha descrito que la amígdala juega un papel inhibitorio dentro del control de la conducta

maternal Fleming y cois (1980) demostraron que lesiones en la amígdala medial en ratas hembras

vírgenes facilitan la respuesta al cuidado de las crias Por otra paite, animales expertos maternalmente

que recibieron estimulaciones eléctricas en la amígdala mostraron más rápidamente una CM hacia las

crías que los animales no estimulados (Morgan, Watchus, Milgiam et al, 1999). Estos resultados

sugieren que los animales que recibieron lesiones en la amígdala son menos neofóbicos que los controles

es decir, aceptan más tapidamente a las crías, las cuales representan un nuevo estímulo para la hembra,.

La amígdala medial recibe proyecciones del órgano vomeronasal y la facilitación de la CM en

hembras vírgenes con lesiones en la amígdala es equivalente a lo observado en hembras vírgenes con un

daño selectivo en los nervios vomeronasales (Fleming, Vaccarino, Xambosso et al, 1979). En referencia

al órgano vomeronasal y su conexión con la amígdala, éste proyecta al bulbo olfatorio accesorio, el cual

proyecta a la amígdala medial. Así mismo, la amígdala medial proyecta por medio de la stría teiminalis al

núcleo base de la stría terminal y al APOM EL núcleo base de la stría terminal por su parte, también

tiene proyecciones al APOM (Figura 4).
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Fig 4 Diagrama que muestra las vías que van del órgano vomeronasal hacia la amígdala medial, núcleo base de la

siria terminal y APOM,, Abreviaciones (en inglés) ac, anterior comissure; ACo, anterior cortical amygdaloid

nucleus; AOB, accesory alfatory bulb; BL, basóla te ral amygdaloid nucleus; BNST, bed nucleus of the stria

terminalis; BNSTpi, bed nucleus of the stria terminalis postero intermedíate subdivisión; BNSTpm, posteromedial

división; Ce, centrla amigdaloid nucleus; fx, fornix; lot, lateral olfatory tract; Me, medial amigdaloid nucleus, MeA,

anterior subdivisión; MeP, posterior división; MOB main olfatory bulb; MPN, medial preoptic nucleus; MPOA1,

lateral subdivisión of the medial preoptic área; oc, optic chiasm; OM, olfatory mucosa; ot, optic tract; PLCo,

posterolateral cortical amigdaloid nucleus; PMCo, posteromedial cortical amygdaloid nucleus, vaf, ventral

amigdalofiigal pathway; VNO, vomeronasal oigan, Tomado de Wood, 1997»

La amígdala medial-coitical, recibe proyecciones de los sistemas olfatorios principal y accesorio

y las lesiones en esta zona parecen desinhibir la respuesta maternal poique interrumpen la información

proveniente de los olores de las crías que resultan ser ajenos o aveisivos a la hembra (Fleming et al..,

1980),, Por tanto, lesiones en la amígdala medial y corticomedial parecen aumentar la CM por la

reducción de la aversión a los olotes de las crías y por una reducción general de la timidez en respuesta a

nuevos olores (Oxley y Fleming, 2000),
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También se han encontrado RE2 en la amígdala medial en el cerebro de ratones (Koch y Ehret,

1989) y ratas (Warger et al.., 1996) en relación con la CM y experiencia maternal Lehmann (1993)

reportó células inmunopositivas a RE2 en la amígdala y en el hipocampo de la oveja,,

c, Núcleo base de la stría terminal (NBST) y septum

El NBST y el septum se han relacionado con el completo desarrollo de la CM, debido a que

lesiones de estas áreas en ratas (Fleischer y Slotnick, 1978; Terlecki y Sainsbury, 1978), ratones

(Carlson y Tomas, 1968, Slotnick y Nigrosh, 1975) y conejas (Cruz y Beyei, 1972) provocan una

desorganización espacial de la CM, Las madres toman a sus ciías paia transportarlas a otro lugar

(conducta de acarreo) pero colocan a cada una de ellas en sitios diferentes De igual forma, la

construcción del nido no resulta ser la adecuada por el tamaño del nido o la construcción en sí, De

manera general, lesiones en estos sitios no intenumpen la CM, pero sí causan una alteración en ella,

Por técnicas de IHQ se han encontrado receptores a estradiol en estas área y su presencia ha sido

relacionada con el control tanto de la conducta sexual (rata: Hui-Yun li et al, 1993; oveja: Blache,

1994) como de la conducta maternal (rata: Wagner et al, 1996),,

En la oveja, durante la lactancia, al final de la gestación y en tratamientos con estiadiol y

progesterona (Lehmann et al, 1993), también se encontró un incremento significativo de células

inmunoieactivas a OT en el NBST.,

d,, Núcleo Paraventricular (NPV),,

El NPV es la fuente principal de redes neurales oxitocinérgicas dentro del cerebro (Broad, Lévy,

Evans et al.., 1999; Caba, Silver, González-Mariscal et al., 1996; Da Costa et al, 1996; Giovenaidi,

Padoin, Cadoreeííz/,, 1997,1998; Sofioniew, 1985) y como se mencionó anteriormente, la OT juega un

papel importante en el despliegue de la CM, Por otra parte, existen evidencias de proyecciones

recíprocas entre el APOM y el núcleo paraventricular (Conrad y Pfaff, 1976; Sawchenco y Swanson,
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1983) Quizá las proyecciones del APOM hacia el NPV activan vías neurales oxitocinéigicas en este

núcleo en i elación con la conducta maternal, Numan y Corodimas (1985) presentaron evidencias de que

estas proyecciones no están involucradas en el control de la conducta maternal en ratas lactantes, pero

en este estudio, las hembras recibieron lesiones durante el periodo post-parto, después de que la

conducta maternal estaba bien establecida,, Por otro lado, en algunos experimentos se realizaron cortes

de las conexiones laterales del APOM y sí irrumpieron la CM (Morgan et al,, 1999)

Se han encontrado neuronas oxitocinérgicas en regiones cerebrales que reciben información del

sistema olfatorio principal y/o vomeronasal, Estas regiones incluyen al NBST, el núcleo olfatorio

anterior y el tubérculo olfatorio (De Kloet, Voohuis, Boschma et al.., 1986) Numan (1990) menciona

que es posible que el sistema oxitocinérgico incremente su actividad al hacer relevo en el NPV,

modificando con ello, la función olfatoria/vomeronasal al momento del parto, y de esta forma se facilita

el despliegue de la conducta maternal

Durante el parto en la oveja, existe una liberación de oxitocina en el NPV, bulbo olfatorio y área

preóptica Sin embargo, estudios por retrodiálisis de OT en el núcleo paraventricular han permitido la

inducción de la conducta maternal, mientras que infusiones en el APOM reduce solamente las conductas

de rechazo hacia el cordero. (Da Costa et al, 1996) El parto o la EVC activan al núcleo paraventricular

y tanto neuronas oxitocinérgicas como sus receptores se han encontrado en este núcleo (Kendrick et al,

1997). También se ha demostrado que el número de neuronas inmunoreactivas a oxitocina se incrementa

al momento del parto o después de una exposición previa con estradiol y/o progesterona (Broad et al,

1993; Lehmann et al, 1993) De igual forma, la experiencia maternal previa incrementa la expresión del

ARNm de oxitocina en el NPV (Broad et al, 1999)

Por otra parte, en estudios por inmunohistoquímica se ha encontrado que tratamientos con

estrógenos incrementan el número de células que contienen oxitocina en el cerebro de la rata

(Jirikowski, Caldwell, Stumpf et al, 1988); además incrementa el número de receptores a oxitocina

(Coirini, .Johnson, McEwen, 1989; De Kloet Vooihuis y Elands, 1985). Se sabe también que los

esteroides modifican la expresión del gen de oxitocina en el cerebro de la rata (Caldwell, Brooks,

Jirikowski et al, 1989; Miller, Ozimek Milner et al., 1989)
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Axelson y cois (1990) encontraron que los RE2 en el cerebro de la rata, se co-localizaion con

células inmunoreactivas a vasopresina en las células magnocelulares de los núcleos paraventricular y

supraóptico, lo cual sugiere que el estradiol influye dilecta o indirectamente sobre las células

magnocelulares de los núcleos hipotalámicos

e Núcleo Supraóptico (NSO)

Aunque este núcleo no está dilectamente relacionado con la expresión de la conducta maternal,

se sabe que es uno de los núcleos oxitocinérgicos más importantes del hipotálamo Las neuronas

magnocelulares liberadoras de oxitocina y vasopresina presentes dentro de los núcleos supraóptico y

paiaventiiculat también tienen un papel muy importante dentro de la mantención de homeóstasis y

dentro de algunas funciones reproductivas,. En la hembra, las fluctuaciones en las concentraciones de

estrógenos en la sangre alteran las concentraciones de oxitocina en plasma (en rata: Yamaguchi et al,,

1979; en humano: Amico et a t , 1981) También, se observan altos niveles de O í circulante dentro de

un ciclo estral normal cuando los niveles de E2 son igualmente altos (Saikar y Gibbs, 1984). Durante la

lactancia, se ha sugerido que el E2 está involucrado en la regulación de arreglos ultraestiucturales de la

glia dentro del NSO,. Por otra parte, el E2 es importante para que las neuronas liberadoras de

vasopresina respondan correctamente a un estímulo osmótico. La elevación de la secreción de

vasopresina y la expresión del ARNm seguida de un estímulo hiperosmótico solo ocurre en presencia de

E2 (Crowleyy Amico, 1993),,

Se ha encontrado que durante el parto y la última etapa de la gestación, los niveles de ARNm de

OT se incrementan en los núcleos paraventricular y supraóptico, De igual manera, se ha encontrado un

incremento en el nymejo de receptores a oxitocina en éste núcleo y en el núcleo paraventricular en

ovejas con experiencia maternal (Broad et al.,, 1999).. Por1 tanto, se considera que la experiencia maternal

puede aumentar la liberación de este péptido en sitios que regulan la expresión de la CM.

Voisin y cois,. (1997) también encontraron que las neuronas del NSO expresan el RE2, y que el

E2 puede regular las neuronas magnocelulares liberadoras de oxitocina y de vasopresina de manera

indirecta, por medio de una regulación tians-sináptica. La predominancia de RE2 en el área preóptica y
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su conexión con el núcleo supraóptico sugiere que la acción del E2 en las neuronas magnocelulares

puede modular el balance de fluidos y algunas funciones reproductoras,,

f.! Hipotálamo medio basal (HMB)

La importancia del HMB dentro de la conducta maternal radica en que esta estructura presenta

algunos cambios en relación con el número de RE2 en la etapa de transición de la conducta maternal a la

conducta sexual, lo cual (como hemos visto) se conoce como estro post-parto, Considerando que en la

oveja no existe un estro post-parto, esta estructura es un buen control de las variaciones de estos

receptores en estructuras no involucradas en la CM,

Wagner y cois (1996) reportaron un incremento en el número de células IR-RE2 en el

hipotálamo medio basal, el cual fue significativamente más alto en el día 22 que en los días 8 y 16 de

gestación,, Estos resultados mostraron una regulación específica regional y temporal de los receptores a

estradiol en el cerebro durante la gestación. Los cambios en los niveles de RE2 en regiones como el

APOM y el HMB podrían indicar el cambio que tiene la expresión de la conducta maternal hacia una

conducta sexual en una especie como la rata, y que ocurre después del momento del parto,

Esto confirma los estudios por autoradiografía (Pfafí y Keiner, 1973; Stumpf, 1968, 1975)

ínmunohistoquímica (Cintra, et al., 1986; Sai1 y Parikh, 1986; Koch y Ehret, 1989) y de hibridación in

situ (Lauber eí a/., 1990, 1991; Simmerly et al, 1990; 1991), que también han demostrado la presencia

de receptores a estradiol o su ARNm en el hipotálamo medio basal,

Como hemos visto, la acción del estradiol se acompaña por lo general de un aumento en el

número de receptores, tanto de receptores a él mismo como de receptores a otros compuestos, como

por ejemplo la oxitocina y vasopresina, Así mismo, se acompaña de un incremento en el número de

células inmunoreactivas a RE2 en relación con la experiencia maternal, como en el caso de los ratones,

Para estudiar cuales áreas sensibles al estradiol están involucradas en la activación de la CM en la

oveja, podemos realizar un análisis de la variación del número de células con RE2 en las áreas que se

han encontrado están relacionadas con la expresión de la CM en otras especies, y compararlas con

aquellas áreas involucradas en la CS (apoyándonos en estudios en la oveja y en otras especies),, Para
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ello, nuestro grupo control sería un gtupo al Estro en donde tenemos presencia de estiadiol pero no de

conducta materna, y nuestro grupo experimental un grupo de animales al momento del parto cuando hay

estradiol y conducta maternal, pero no conducta sexual

Por otro lado, es importante comprobar si el número de paitos previos (NPP) en la oveja puede

alteíai el número de células IR, como ocurre en los roedores, lo cual permitiría averiguar si la mayor

eficacia a la acción del E2 para activar la CM en hembras con experiencia, pueda depende: de un mayor1

número de células positivas al RE2 en ovejas multíparas..
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III. JUSTIFICACIÓN

La justificación de este trabajo se puede resumir en los siguientes puntos:

1..- El estradiol es indispensable para la facilitación de la conducta materna al parto en la oveja,,

En particular es necesario para que la EVC pueda tener un efecto completo,.

2,,- El efecto de estos factores fisiológicos (E2 y EVC) aumenta con la experiencia maternal y/o

el número de partos previos,.

3..- En otras especies, esta experiencia está asociada a una mayor cantidad de células

inmunopositivas al RE2

4 - Por consiguiente, en la oveja existe la posibilidad de que la mayor eficacia en la respuesta al

E2 y a la EVC para inducir la CM, dependa de un mayor número de células inmunopositivas a RE2.

5..- Sin embargo, en la oveja, las estructuras cerebrales responsables de la acción del E2 sobre la

CM se desconocen

6 - Por tanto, investigaremos si en las ovejas paituiientas existen cambios en el número de

células inmunoireactivas en zonas del cerebro susceptibles de participar en la facilitación de la CM,

considerando que un cambio en el número de células marcadas en alguna estructura podría ser un

indicador de la participación de dicha zona en la activación de la CM,, Como control, se utilizará la

condición del Estro en la cual hay presencia del estradiol pero no de conducta maternal, y la estructura

del hipotálamo medio basal, en la cual no deberían observarse cambios similares,

7, Así mismo, investigaremos si existen diferencias en el número y distribución de células

inmunomarcadas en relación con el NPP (lo cual implica una experiencia tanto fisiológica como

conductual), comparando su expresión en hembras que paren por primera vez y en hembras que han

parido al menos dos veces anteriormente,
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IV. HIPÓTESIS

1) Existen estructuras cerebrales que presentan un cambio en el número de células

inmunopositivas al momento del paito, cuando se activa la conducta materna,. Este número se espera sea

diferente del encontrado al estro, cuando hay presencia de estradiol, pero no hay expresión de dicha

conducta. Las estructuras que estudiaremos son el APOM, el NPV y la AM dada su importancia en el

control de la CM al momento del parto en roedores y ovinos, Al contrario, en el HMB, estructura que

supuestamente no está involucrada en dicha conducta, estos cambios deberían estar ausentes o ser a lo

menos diferentes, ya que la presencia de un estro post-parto es excepcional en esta especie,,

2) Se espera que existan diferencias en el número de células IR-RE2 entre el grupo al estro y §1

grupo al paito, dado que se trata de dos conductas diferentes y esto pudiera modificar la interacción yh

activación de las células inmunopositivas con el E2,. El número de neuronas marcadas debería ser mayor

al parto que al estro en las estiucturas involucradas en la conducta materna (APOM, NPV, NSO y

posiblemente AM), mientras que la situación debería ser opuesta en el HVM,

3) En hembras multíparas, el número de células inmunoreactivas a los RE2 será mayor al

encontrado en ovejas nulíparas,,
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V. OBJETIVOS

A) GENERAL

Determinar por técnicas de inmunohistoquímica la localización de receptores a estradiol en el cerebro

anterior de ovejas parturientas y su posible variación en relación con el número de partos,,

B) ESPECÍFICOS

1, Se buscará la presencia de RE2 en las siguientes regiones hipotalámicas conocidas por estar

involucradas en la conducta maternal: área preóptica medra, núcleo supraóptico, núcleo paraventricular

y amígdala medial,

2. Se anafizarán las posibles diferencias en la inmunorreactividad de estos receptores en ovejas

parturientas multíparas y en parturientas nulíparas,

Se compétism: estos resultados con los obtenidos- ea hembias en Estro, el cual será nuestro grupo

En to46& los grupos no solo se analizarán ías estructura*ya meBCJonadas, sino también el HMB

b en la expresión de la conducta sexual, pero- no de laveeneteeta maternal.,
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VI. ANIMALES, MATERIALES Y MÉTODOS

Este proyecto fue realizado en una colaboración (Proyecto de investigación ANUIES-ECOS #

M98-S04) con el Dr. Frédéric Lévy y la Ing. Matyse Meurisse del Laboratorio de Comportamiento

Animal (PRMD, URM CNRS-INRA-Universidad de Touis No, 6073) del Instituí National de la

Recherche Agionomique (INRA) en Nouzilly, Francia En este instituto se colectaron tejidos de

aproximadamente la mitad de los grupos (ver detalles a continuación) Esta colaboración facilitó la

rápida obtención de los anímales y un avance significativo en el análisis de los datos.

A Animales

En México, el mantenimiento de los animales y la colecta de los cerebros se realizó en el Rancho

Amazcala (Municipio del Marqués, Qro) en las instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la

Universidad Autónoma de Querétaro, donde el Centro de Neurobiología de la UNAM posee un hato de

aproximadamente 70 animales Dichas instalaciones cuentan con la infraestructura necesaria para el

cuidado y mantenimiento de los animales Las razas utilizadas fueron: Columbra y Rambouillet

En relación con los animales obtenidos en Francia, estos fueron criados en las instalaciones del

Rancho Experimental del INRA en Nouzilly Francia, bajo condiciones de manejo intensivo similares a

las de México Se utilizaron animales de cruzas de las razas Ile-de-France, Préalpes y Romanov.

Se utilizaron en total 34 ovejas, entre 1 y 5 años de edad y con un peso promedio de 55 kg, las

cuales fueron distribuidas en los siguientes grupos:

1) Hembras Nulíparas al Estro (n=7): hembras jóvenes entre 1 y 2 años de edad, sin

experiencia previa de parto y sacrificadas 15 a 30 min después del inicio del estro

conductual,

2) Hembras Multíparas al Estro (n=8): hembras de más de dos años de edad, con experiencia

previa de al menos dos partos y sacrificadas 15 a 30 min, después del inicio del estro

conductual,
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3) Hembras Nulíparas al Parto (n=9): hembras jóvenes entre 1 y 2 años de edad, sin

experiencia previa de parto, sacrificadas entre 15 y 30 min. después del paito

4) Hembras Multíparas al Parto (n=10): hembras adultas (de más de tres años), con al menos

dos partos previos y sacrificadas entre 15 y 30 min después deí parto

B. Tratamientos Generales

Todas las ovejas se trataron con esponjas intravaginales para sincronizar su ciclo estral. Las

esponjas contenían un progestágeno (45 mg de acetato de fluorogestona, Chtono-gest®) para inducir

una fase lúteal. Estas esponjas permanecieron durante 14 días completos. En éste día, la esponja fue

retirada e inmediatamente se inyectaron intramuscularmente 400 unidades internacionales (U.T.) de

gonadotropina sérica de yegua preñada (PMSG, Folligón Intervet®) para inducir el estro, que se

presentó 48-60 hoias posteriores al suministro de ésta

1) Grupo al Estro,,

Para los animales del grupo al Estro, se tomó en cuenta la aceptación del macho a la monta, esto

es, se introdujo al macho en un cotral de prueba junto con la hembra algunas horas (4 a 8) antes del

inicio del estro En la aceptación del macho a la monta, la hembra permaneció sin moverse, facilitándole

al macho a lo menos dos montas completas con intromisión y eyaculación, Posteriormente, la hembra

fue sacrificada después de 15 a 30 minutos

2) Grupo al Parto

Para los animales del grupo al Parto, de la misma manera que el grupo anterior, se introdujo el

macho al corral y se verificó la monta efectiva y eyaculación. A los 30 y 60 días posteriores a la monta,

se realizó una ecografía por medio de un aparato de ultrasonido de pantalla (SonoAce 600, Medison)

para verificar la fertilización efectiva y el desarrollo del producto.
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Se consideró una duración promedio de gestación de 150 ± 3 días Al día 147-148 de gestación

se suministró dexametasona (16 mg/ml Dexadreson, íntervet) como inductor del parto en las ovejas

nulíparas y multíparas, el cual ocurre entre 36 y 48 horas después de la inyección Los sacrificios se

realizaron 15-30 min, después del parto, después de verificar que las madres se mostraran maternales

hacia su cria, es decir con emisión de balidos de baja Secuencia y lamidos constantes al recién nacido

(limpieza de la cría) con una latencia menor a 5 minutos (Collias, 1956; Herscher et al..91963; Poindron

et al, 1984),.

C. Colecta de los cerebros, inmunohistoquímica v análisis de los cortes.

1. Sacrificios

Las ovejas de ambos grupos (al Estro y al Parto) se decapitaron,, Inmediatamente se localizaron

las arterias carótidas en la porción ventral media del cuello y se canularon Posteriormente se períundió

la cabeza utilizando una bomba de perfusión (Mod. 7753-70, COLE-PARMER).. En este proceso,

primero se suministraron 2 litros de solución salina al 0 9% conteniendo nitrito de sodio al 10 % como

vasodilatador1 y anticoagulante A continuación, se perfundió con 4 litros de paraformaldehído al 4% en

una solución de bufíer fosfatos (0,1 M pH 7,4) con glutar aldehido al 0 5% y ácido pícrico al 15% (a una

temperatura de 4°C), En total, el proceso de perfusión se realizó en un tiempo aproximado de 15 min,

2. Preparación del tejido

Una vez realizada la perfusión, se procedió a remover el cerebro cuidando no dañar las

estructuras de interés,. Posteriormente el cerebro se sometió a una post-fijación con paraformaldehído al

4% (en solución buífer fosfatos 0,1 M, pH 7 4) y ácido pícrico al 15% por espacio de 24 horas a 4°C,

Después de esto, el cerebro fue seccionado en tres bloques: el primero a partir de los bulbos olfatorios

hasta el inicio del quiasma óptico; el segundo bloque a partir del quiasma óptico hasta el inicio de los

cuerpos mamilares (bloque de interés) y el tercero de los cuerpos mamilares hasta el puente y bulbo

raquídeo, Estos bloques fueron sumergidos en una solución de sacarosa al 30% y azida de sodio al 1%

para crioprotejer el tejido, luego se mantuvieron a 4°C hasta el momento de realizar los cortes en el

microtomo de congelación
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El primer y tercer bloque se almacenaron y solo se utilizó el segundo bloque correspondiente a

las regiones hípotalámicas.. A este bloque se le retiró la corteza cerebral con el fin de colocaí las

secciones en un portaobjetos de 2 4 X 7,6 cm, debido a que el tamaño del encéfalo excede las

dimensiones de la laminilla y además, facilita la realización de los cortes en el microtomo de congelación

(Mod,, SM2000R, LEICA),. La temperatura a la cual se realizaron los cortes fue de -25°C,

Se realizaron cortes coronales de 40 iun de grosor, los cuales se colectaron en platos de

incubación con crioprotectoi (etilenglicol , sacarosa, buffer fosfatos pH 7,4, y H2O destilada) para

preservar el tejido hasta su procesamiento por inmunohistoquímica,,

Se colectaron todas las secciones del bloque a partir de la banda diagonal de Broca hasta el inicio

de los cuerpos mamilares.. Estas secciones se seleccionaron con base en los atlas de cerebro de oveja de

Richard (1967) y de Lehmann et al (199.3), y se utilizaron únicamente aquellas que contenían las

estructuras de interés (APOM, NSO, NPV, AM y HMB) para ser procesadas por inmunohistoquímica

Para obtener una representatividad de cada una de las estructuras, se tomaron 3 secciones que

correspondían a la porción rostral, la porción media y la porción caudal del núcleo o área, cuidando que

tuvieran el mismo nivel en cada uno de los cerebros colectados Este criterio de selección ha sido

utilizado anteriormente (Lehmann et al, 1993; Blache et al,, 1994) Posterior a esto, los cortes se

procesaron por IHQ, técnica que se describe a continuación
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3.. Inmunohistoquímica

Es importante mencionar que en cada sesión de inmunohistoquímica, siempre se incubaron

secciones de los diferentes grupos experimentales; es decir1, tuvieron el mismo tiempo de incubación y el

mismo tratamiento Tanto en Francia como en México se obtuvieron varios cortes de las secciones

representativas de cada estructura, los cuales se intercambiaron entre ambos laboratorios a fin de realizar

el tratamiento inmunohistoquímico de manera separada en cada laboratorio sobre cortes adyacentes,

para asegurarse de la homogeneidad de los resultados,,

La inmunohistoquímica se realizó en secciones en "libre flotamiento",, Dichas secciones se

sometieron a una serie de lavados, comenzando por una solución conteniendo peróxido de hidrógeno al

1.0% durante 1 hora para eliminar la actividad de las peroxidasas endógenas A continuación, se

incubaron por espacio de 1 hora en una solución con PBS-Tritón-Azida y suero albúmina de bovino

(BSA, SIGMA) al 2%,, Después, se realizó la incubación en el anticuerpo primario 1D5 a una

concentración 1/10 durante 60 horas a 4°C, Este anticuerpo es de tipo monoclonal anti-RE y actúa

directamente contra el dominio N-terminal de los receptores alfa en humanos; fue generosamente

donado por el Di: G. Delsol en Francia y está disponible por la compañía DAKO, en Copenhage,

Dinamarca, anticuerpo M7047 Luego, el tejido se sometió a una serie de lavados en PBS (3 durante 10

min ) y a continuación tue incubado en el anticuerpo secundario (sheep anti-mouse peroxidasa, Tackson-

ImmunoResearch) a una concentiación de 1/500 por 3 hrs a temperatura ambiente. Se realizaron

nuevamente lavados en PBS (3 de 10 min,, c/u) y Tris HC1 (0.05 M, pH 7,6; 2 lavados de 10 min. c/u),,

Para finalizar, se llevó a cabo la revelación con diaminobenzidina (3,3'-diaminobenzidine

tetrahydrocloride, SIGMA) intensificada con sulfato de níquel-amonio (FISHER-LABS) al 0,2% en Tris

HC1, adicionando 0 003% de peróxido de hidrógeno, lo cual nos dio un precipitado de color negro-

azulado Los controles de la reacción de inmunohistoquímica consistieron en la omisión del anticuerpo

primario en el protocolo de tinción Además, se realizó otro control de la reacción con una pie-

absorción del anticuerpo 1D5 (1:10 a 4°C) con 10 ng/ml de proteína sintética en PBS-Tiitón-Azida y

suero albúmina de bovino por 2 horas

La especificidad de este anticuerpo han sido probada anteriormente en rata (Simonian y

Herbison, 1997) y en oveja (Skinner y Herbison, 1997),,
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Una vez realizada la IHQ, el tejido se montó en poita-objetos con gelatina (al 0.5% y cromo-

aiúmina al 0 025%, FISHER-LABS) y se sometió a una sene graduada de alcoholes (70%, 80%, 96% y

100%, 1 min, en c/u) para deshidratarlo El montaje permanente se realizó con cubre-objetos con

permount (matea J.T.. BAKER),

Paia la localización e identificación de las estructuras hipotalámicas del cerebro de la oveja, se

realizó una tinción con violeta de cresilo en secciones adyacentes a los coites seleccionados para

corroborar la localización exacta de las células inmunomarcadas,

4, Análisis del tejido

Las secciones se analizaron en un microscopio de luz (Optiphot-2, NIKON) con objetivos de

20X, 10X y 4X, al cual se encontraba acoplada una cámara de video (GP-MF200, PANASONIC) y

ésta a una computadora (Pentium, ACER) con un sistema de análisis de imágenes (BiocomHisto 5000,

Francia) que permitió contabilizar de manera sistemática el número de neuronas inmunomarcadas en el

tejido. La selección óptima de las células y su conteo se realizó con base en los siguientes parámetros:

* Nivel de gris o contraste de gris = 120 (rango de 0 para negro absoluto y 255 para blanco)

* Factor de forma = ovoide 0,80 (en el rango entre dos ejes geométricos centrales, siendo el

número 1 para circunferencia y el 0 para líneas)

* Tamaño (mayor a 5 um y menor a 25 um de diámetro)

El color gris de fondo (background) y la iluminación óptima del microscopio se establecieron en

el sistema tomando en cuenta los valores promedio de 15 secciones,. Este proceso aumentó el contraste

entre los niveles de gris del núcleo y del fondo, El nivel de gris del núcleo también se tomó de un

promedio de 20 células, facilitando el conteo de los objetos marcados, Las células inmunomarcadas se

definieron por segmentación de la imagen, es decir, se tomó en cuenta el nivel de giis (objetos con

niveles mayores a 110 y menores a 130), así como aquellos que fueran mayores a 5um y menores a

25um de diámetro. Por otra parte, con el tactor de forma se consideraron solo los objetos de forma

oval, Los objetos fuera de estos parámetros se consideraron como artefactos y se descartaron,, Este
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sistema, además de trabajar1 en forma automática también tiene la opción de trabajar en modo manual, lo

que permite eliminar o marcar células que no son consideradas automáticamente. Con esto, cada campo

se revisó individualmente y los objetos sospechosos o de otra naturaleza (como vasos capilares o

residuos del cromógeno, DAB) se eliminaron manualmente., Del mismo modo, las células que se

encontraban muy agrupadas o en conglomerados se contaron manualmente.

Una de las características más relevantes de éste sistema de análisis de imágenes es que nos

permite realizar1 el conteo de grandes exeas o regiones cerebrales sin cometer errores de doble registro

celular o doble conteo, La mayoría de los sistemas de análisis de imágenes están diseñados para analizar

estructuras pequeñas (como es el caso del cerebro de la rata), Sin embargo, para cerebros tan grandes

como el de la oveja, este sistema resulta ser muy útil pues es capaz de procesar una mayor cantidad de

información y de analizar superficies más grandes. Además, facilita el almacenamiento de las

coordenadas de las células para posteriormente realizar automáticamente un esquema donde se aprecia

la localización de las células IR en la sección Es importante mencionar que se contaron todas las células

IR que se encontraban en el núcleo o área dentro de la sección de tejido analizada La delimitación de

estos (as) se corroboró con los cortes tratados con violeta de cresilo.

D,, Vaiiables analizadas v análisis estadístico

1 - Número total de células inmunorreactivas al RE2: definido como el número de células

IR-RE2 que se localizaron dentro de un núcleo o área, promediando las 3 secciones estudiadas por cada

uno de los animales,,

2.- Densidad celular: esta se estimó obteniendo la suma total de células IR por unidad de

superficie, expresada en mm2

Se realizaron pruebas de LÜliefors a los datos obtenidos en cada una de las estructuras para

verificar si estos tenían una distribución normal,. El número de células en el NSO no mostró una

distribución normal, por lo que estos datos fueron transformados a su raíz cuadrada pata analizarlos con

estadística paramétrica
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La cantidad de células en cada una de las áreas estudiadas fue comparada entre giupos mediante

un análisis de varianza a dos factores (condición fisiológica o CF; y número de partos previos, NPP)

Cuando se encontró un efecto significativo de alguno de los factores o de su interacción, se realizó una

pruebapost-hoc de Tukey para comparar las medias.

Todos estos análisis se realizaron con ayuda del programa estadístico SYSTAT Versión 7.0

Los resultados son presentados en media ± error estándar



36

VII. RESULTADOS

A. Desciipción general y análisis cualitativo

1 Características de las células IR-RE2,,

Las células inmunopositivas se caracterizaron por la presencia de un precipitado negro-azulado

en el núcleo También las células presentaron mareaje heterogéneo, lo cual dependió de la estructura

donde se localizaban,, Los diversos tipos de mareaje encontrados fueron los siguientes:

inmunorieactividad únicamente en el núcleo (Fig 5), núcleo inmunorreactivo sin tinción en el nucléolo

(Fig 6), mareaje nuclear y también con reacción en el citoplasma y procesos celulares (dendritas y

axones, Fig 7), El tamaño de los núcleos reactivos a los RE2 fiie en promedio de 8-15 um de diámetro,

que es similar a lo encontrado por Lehmann et al (1993, 6-16um),, En el tejido utilizado como control

de la reacción de inmunohistoquímica, no se observó inmunoireactividad ni nuclear ni citoplásmica

(Fig,. 8),

2, Distribución general de los receptores a estradiol

Los resultados obtenidos por medio de la técnica de IHQ nos muestran la presencia de células

conteniendo RE2 en diversas estructuras fuera de nuestro estudio tales como: la Banda Diagonal de

Broca (BDB), el septum lateral (SL)S núcleo base de la stría terminal, y en las regiones ventrolaterales

del hipotálamo anterior cerca del tracto olfatorio lateral (TOL).

Por otra parte, se encontró un mayor número de células inmunopositivas a los receptores a

estradiol en el Área Preóptica y en el Hipotálamo Medio Basal, También se encontraron en estructuras

como la Amígdala en su porción medial y cortical, Se encontró además, mareaje en el Núcleo

Supraóptico y en el Núcleo Paraventricular aunque en menor cantidad con respecto al APOM e HMB,

cuyas cifras se detallaran posteriormente,
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Figura 5. Microfotografía (10X) que ejemplifica el tipo de mareaje nuclear
encontrado en la amígdala medial de una oveja multípara al estro; el mareaje
aparece como un precipitado negro-azulado en los núcleos celulares. Se encontró
que el tipo de mareaje en esta región fue similar en todos los grupos estudiados.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 6a.

Mareaje encontrado en el
núcleo supraóptico de una
oveja nulípara de la condición
fisiológica estro (40X). B
mareaje fue similar en
nulíparas y multíparas de esta
condición.

Figura 6b.

Esta figura muestra un
acercamiento (100X) de la
figura anterior donde
indicamos la ausencia de
tinción en el nucléolo.
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Figura 7. Microfotografía (40X) del área preóptica media de una oveja multípara al
estro. Se observó la inmunoreactividad en el pericarión y en los procesos
celulares. El tipo de mareaje no varió en los demás grupos analizados.



Control de la reacción de inmunohistoquímica.

40

8a

NPV

r '

TESIS CON

- • • • 7 y i
N -A.

f
f

8b {

t >

í

* »v* ^

i

NPV

~"r ••— r -

i

En la figura superior (8a) se muestran células inmunomarcadas con el anticuerpo
1D5-DAKO en el NPV de una oveja al estro, mientras que en la inferior (figura 8b,
corte adyacente al anterior y donde se omitió el anticuerpo primario) no se observa
inmunorreactividad en el núcleo ni en el citoplasma.
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5. Estudio de las estructuras de interés,

a) Área Preóptica Media Se encontró un denso conglomerado de células inmunomarcadas a

nivel del órgano vasculoso de la lámina terminal (OVLT),. Las células en esta área presentaron un fuerte

mareaje nuclear y citoplásmico., Las células marcadas se encontraron en toda la extensión del área

preóptica desde su porción ventral en el OVLT hasta la comisura anterior y haciendo un continuum con

las células del NBST, En el APOM, la mayor parte de las células presentaban mareaje nuclear y

citoplásmico y muy pocas células presentaban mareaje nuclear únicamente (Fig, 9),. Las células en esta

área presentaban diámetros entre 8-12 u,m, No se encontró mareaje en el área preóptica lateral,, No se

encontraron diferencias cualitativas en el mareaje entre los grupos,,

b) Núcleo Supraóptico El mareaje en este núcleo presentó características diferentes con

respecto a la estructura anterior,, En él, se encontraron células de un diámetro aun mayor (12-15 uní),,

Además, este núcleo presentó una característica especial dependiendo del estado fisiológico de la

hembra,, En las ovejas al Estro (tanto en nulíparas como en multíparas) el mareaje fue nuclear y el

nucléolo no presentó inmunorreactividad. No se observaron células con mareaje citoplásmico (Fig. 10),

Por el contrario, en los grupos al Parto, las células presentaron un mareaje diferente, pues se

encontraron largos (80 um) y abundantes procesos celulares en todo el NSO, con escasos cuerpos

celulares inmunomarcados (Fig. 11),, En relación con el NPP, no se observaron diferencias en el mareaje

entre las hembras multíparas y nulíparas de ambas condiciones,,

c) Núcleo Par avenir icular, Este núcleo presentó un denso mareaje inmunopositivo, y de igual

forma que en el NSO, se observaron células con mareaje únicamente nuclear en los grupos al Estro (Fig,

12) y en los grupos al Parto se presentó un mareaje nuclear y citoplásmico (Fig., 13). Por otro lado, el

número de partos previos no influyó en el tipo de mareaje encontrado en este núcleo,

d) Amígdala Medial Las células con RE2 se localizaron en la porción medial y cortical de la

amígdala Se encontró una moderada tinción nuclear y una tinción citoplásmica muy tenue,, La

distribución celular fue homogénea en esta región (Fig. 14),. Hubo pocas neuronas inmunorreactivas en

su porción cortical El tipo de mareaje encontrado en todos los grupos fue el mismo, es decir, no se

encontraron diferencias en el mareaje en relación con la C¥ ni con el NPP
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e) Hipotálamo Medio Basal Él tipo de tinción encontrado fije de células con largos (70um)

procesos celulares marcados y cuerpos-celulares de tamaño promedio (10-13um) con tuerte mareaje,,

Las células de esta región tuvierpn una distribución desde la parte intermedia del Fórnix y el NPV hasta

el núcleo arcuato (NArc, Fig, 15), Los RE2 se localizaron en secciones un poco más rostíales en la

porción media, cercana al tercer ventrículo; mientras que en secciones posteriores, el mareaje se

presentó a manera de conglomerado celular, este fue el caso del hipotálamo ventromediaí ventrolateral

(HVM-VL, Fig. 16)., El NArc, mostró mareaje nuclear en mayor cantidad que el citoplásmico (Fig,, 17),,

El tamaño celular promedio fue de 8-12 um de diámetro,, Pata el HMB, tampoco se encontraron

diferencias en el tipo de mareaje con respecto a la condición fisiológica ni con el número de paitos

previos,
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Figura 9. Ejemplo del tipo de mareaje encontrado en el área preóptica medial. Se
aprecia una mayor cantidad de células con mareaje nuclear y citoplásmico que
células únicamente con mareaje nuclear. La microfotografía (20X) pertenece a
una hembra multípara al estro, se encontró que el tipo de mareaje en esta región
fue similar en todos los grupos estudiados.
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Figúralo,.

Mareaje encontrado en el núcleo
supraóptico de una oveja
multípara de la condición
fisiológica estro (1OX). B
mareaje fue similar en nulíparas
y multíparas de esta condición.

La inmunorreactividad se
presentó en los núcleos
celulares, los cuales no
mostraron tinción en el nucléolo.
No se observaron células con
mareaje citoplásmico.

ISIS»

Figura 11.

Ejemplo del mareaje encontrado
en el núcleo supraóptico de una
oveja multípara al parto (10X). El
mareaje fue similar en nulíparas
y multíparas de esta condición.

Contrario a la condición
fisiológica estro, se observaron
abundantes procesos celulares
en todo el NSO, con escasos
pericariones IR-RE2.

•
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Figura 12.

Mareaje encontrado en el núcleo
supraóptico de una oveja nulípara
de la condición fisiológica estro
Í20X).

Se observaron células
únicamente con tinción nuclear
(20X). El mareaje fue similar en
nulíparas y multíparas de esta
condición.

Figura 13.

Ejemplo del mareaje encontrado
en el núcleo supraóptico de una
oveja nulípara de la condición
fisiológica parto (20X). El mareaje
fue el mismo en hembras
nulíparas y multíparas de esta
condición.

Abundantes células con mareaje
nuclear y citoplásmico.
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Figuras 14a y 14b Tipo de
mareaje en la amígdala
medial de una oveja
nulípara al estro (se
observó el mismo
mareaje en todos los
grupos estudiados).

Se encontró una moderada
tinción nuclear y una
tinción citoplásmica
muy tenue (4X y 20X,
respectivamente),,

TESIS CON
FALLA DE ORIGJ
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Figura 15. La microfotografía (2X) muestra un ejemplo de la distribución de las
células IR-RE2 en el hipotálamo medio basal. La fotografía corresponde a una
hembra multípara al estro. Se encontró un mareaje similar en los demás grupos
analizados,.

FALLA DE ORIGEN
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Figura 16. Ejemplo del mareaje en el hipotálamo ventromedial-ventrolateral de las
ovejas multíparas y nulíparas al estro.. Se observaron abundantes procesos
celulares inmunomarcados (20X).
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Figura 17. Inmunorreactividad en el núcleo arcuato. Mayor número de neuronas
con IR nuclear que citoplásmica. Se observó el mismo mareaje en ovejas
multíparas y nulíparas de la condición fisiológica al estro.
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B ANÁLISIS CUANTITATIVO

1) Áreapreóptica media

a) Número total de células inmunopositivas

Para analizar posibles diferencias entre los grupos, se llevó a cabo un análisis de varianza, en

donde se encontró un efecto significativo de la condición fisiológica (4427 ± 303 células IR-RE2 pata el

grupo Estro y 1803 ± 340 células IR-RE2 para el grupo al Parto, ANOVA, F = 30.15, gl: 1,30;

p < 0.001), no así con respecto al NPP (2752 + 420 células en ovejas Multíparas vs,, 31951504 cél en

ovejas Nulíparas, ANOVA, F = 0 86, gl: 1,30; p ~ 0.36) La interacción entre estos dos tactores no fue

significativa (p = 0.75, ANOVA, F = 0,1, gl: 1,30)

Al obtener un efecto significativo de la CF, se realizaron pruebas post-hoc (Iukey), y se

encontraron diferencias significativas entre las dos condiciones fisiológicas tanto en las hembras

multíparas (p < 0.001) como en las nulíparas (p ~ 0.01, Figura 18)

En las Figuras 20 a, b, c y d, se muestran ejemplos de células inmunopositivas a RE2 de los 4

grupos experimentales, En estas figuras se ve claramente como en los animales de la CF Estro, el

número de células es mayor al que se observa en el grupo al Parto. Por otro lado, en relación con el

número de paitos, queda claro que no existen diferencias significativas, al contrario de lo observado en

laCF

b) Densidad de células IR-RE2por mm2

En relación con la densidad celular, se encontró que la CF tuvo un efecto significativo (386 ± 28

cél. IR-RE2/mm2 al estro y 179 ± 26 cél. IR-RE2/mm2 al parto, ANOVA, F - 27,01, gl: 1,30;

p < 0.001), mientras que el efecto de la paridad no fue significativo (268 ±31 multíparas vs, 273 ± 44

nulíparas, F = 0 06, gl: 1,30; p = 0.81), ni tampoco la interacción (p = 0.61, F = 0 28, gl: 1,30) Eso

corrobora los resultados obtenidos para número total de células inmunomarcadas en el APOM, mientras

que la prueba post-hoc (Tukey) también muestra diferencias significativas tanto en Multíparas como en

Nulíparas (p = 0,01 y p - 0 02 respectivamente Figura 19)



ÁREA PREÓPTJCA MEDIA

o
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GRUPOS

Figura 1S. Número total de células inmunor reactivas a RE2 en APOM, las barras representa» la media ± el

error estándar (Media±ES). ME=Multípara Estro, MP=Multípara Parto, NE=NuIípara Estro,

NP=Nulípara Parto. *p=0.01 y **p<0.001 (ANOVA seguida de Tukey)

ÁREA PREÓPTICA MEDIA
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Figura 19. Densidad de células por mm2 en el APOM. ** p<0.05

(ANOVA seguida de Tukey)

TESIS CON
ORIGEN
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a) Multípara Estro

c) Nulípara Estro

b) Multípara Parto

d) Nulípara Parto

Figura 20 (a, b, c, d). Ejemplos de la distribución de las células IR-RE2 en el área
preóptica medial en los 4 grupos experimentales (4X).

TESIS CON
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2) Núcleo supraóptico

a) Número total de células inmunopositivas

En la prueba de ANOVA, la CF presentó un efecto significativo (Estro, 2041 ± 216 vs Parto:

393 ± 73, ANOVA, F = 88,98, gl: 1,30; p < 0.001) Por otro lado, el NPP al igual que paia la

estructura anterior, no afectó de maneta significativa el número de células mateadas (multíparas 1226 ±

256 vs nulíparas: 1002 ± 237, F = 1.32; gl: 1,30; p - 0*2$) y tampoco se encontró una interacción

entre estos dos factores (p ~ 0,72, F = 0.13, gl: 1,30, Figura 21),

En las ptuebas post-hoc, se encontraron diferencias significativas en los gtupos de Multíparas y

de Nulíparas con respecto a la CF, (p < 0.001, ver figura 21)

b) Densidad de células IR-RE2 por mm2

La ptueba de ANOVA pata densidad, reveló las mismas diferencias que pata el número total de

células La CF tuvo un efecto significativo (Estro: 16 ± 1 vs, Parto: 8 ± 1, F = 63.70, gl: 1,30,

p < 0.001, peto no así el NPP (Multíparas: 12 ± 1 vs Nulíparas 11 ± 1, F = 1 99, gl: 1,30, p = 0.17) y

tampoco la interacción entre los dos factores (p - 0.30, F - 1,13, gl: 1,30). Lapmeba/?os/-/z£>c, muestra

diferencias entre las dos CF, tanto en Multíparas (p < 0.001) como en Nulíparas (p < 0.001 Ver figura

22)..



NÚCLEO SUFRAOFUCO
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Figura 21., Número de células inmunor reactivas a RE2 en NSO, (MediaiES). ME-Multípara Estro,

MD^Multípara Parto, NE=NuIípara Estío, NP=Nutípaia Parto.

**p<0.001 ANOVA seguida de Tukey)
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Figura 22. Densidad de células XR-RE2 en el núcleo supraóptico ** [XO.001

(ANOVA seguida de Tukey)
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3) Núcleo paraventricular

a) Número total de células inmunopositivas

El análisis de ANOVA indica que la CF presenta el mismo efecto que en las estructuras

anteriores (Estro 1484 ± 150 y Parto 659 ± 9.3, F = 21.90, gl: 1,29, p < 0.001, Figura 23). El NPP en

éste núcleo tampoco presenta un efecto significativo (1068 ± 176 en ovejas multíparas y 997 ± 136 en

nulíparas, F = 0.08, gl: 1,29, p ~ 0.77), ni la interacción condición fisiológica-número de partos (p =

0.59, F = 6.30, gl: 1,29), El análisispost-hoc indicó que el efecto de la CF fue significativo tanto en

hembras multíparas como en nulíparas (p - 0.005 en ambos grupos, Tukey)

b) Densidad de células lR-RE2por mm

De nueva cuenta, la CF tuvo un efecto significativo (Estro: 114 ± 10 vs,. Parto: 55 ± 5, F =

20/77, gl: 1,27; p < 0.001), pero no el NPP (Multíparas: 86 ± 13 vs. Nulíparas 82 ± 10, F = 0.04, gl:

1,27; p = 0.85), tampoco se encontró una interacción significativa (p = 0.64, F = 0,22 ; gl: 1,27) en el

análisis de vaiianza

Análisis Post-hoc, Se presentaron diferencias significativas en las hembras multíparas

(p — 0.006) y en hembras nulíparas (p = 0.04, Figura 24)



NÚCLEO PARÁVENTRICULAR

3000

ME MP NE NP
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Figura 23. Número de células inmunor reactivas a RE2 en NPV, (Media±£S), ME=Multípata Estro,

MDP=MuItípara Parto, NE=Nulípara Estro, NP=Nuü*paia Parto. * p=0.005

(ANOVA seguida de Tukey)
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Figura 24. Densidad de cél. IR-RE2 en el Núcleo Paraventricular *p<0.05

(ANOVA seguida de Tukey)
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4) Amígdala Medial

a) Número total de células inmunopoütivas

En esta estructura el número de células IR-RE2 no difirió significativamente en relación con la

CF (1780 ± 238 paia el grupo al Estro y 1323 ± 159 paia el giupo al Parto, ANOVA, F = 2.48 ; gl:

1,25; p = 0.18), ni en el NPP (1506 ± 231 en multíparas y 1583 ± 180 en nulíparas, F = 0,3, gl: 1,25;

p — 0.87,) Tampoco se encontró una interacción entre estos dos factores (p ~ 0.12, F = 2.62, gl: 1,25

Figura 25),

b) Densidad de células IR-RE2 por mm2

Los resultados obtenidos varían un poco con respecto a los del número total de células: para la

CF se encontró un efecto significativo (Estro: 295 ± 24 vs. Parto 207 ± 20, ANOVA, F = 7 86, gl:

1,24; p = 0.02), mientras que no fue el caso para el número de partos (multíparas: 221 ± 36 vs

nulíparas: 274 ± 16, F = 2..11, gl: 1,24; p = 0.16) ni para su interacción con la condición fisiológica (p =

0.2,5, F = 1 ..39, gl: 1,24),, El análisispost-hoc reveló una diferencia significativa en el grupo de las ovejas

multíparas (Estro : 294 ± 24 vs, Parto : 207 ±20, p = 0 01, Ver figura 26)..
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Figura 25. Nú meto de células inmunoi reactivas a RE2 en AM, (Media±£S). ME=Multípiua Estro,

MP=Multípara Parto, NE=Nulípara Estro, NP=Nulípara Parto.. (No Significativa, ANOVA)
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Figura 26. Densidad de cél IR-RE2 en la Amígdala Medial *p<0 05 (ANOVA seguida de Tukey)
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5) Hipotálamo medio basal

a) Número total de células inmunopositivas

De maneta similar a lo que ocurre en las demás estructuras, existe en el HMB un efecto

significativo de la condición fisiológica (2845 ± 177 cél. IR-RE2 pata el grupo al Estro y 1848 ± 171

cél. para el grupo al Parto ANOVA, F = 17 63, gl: 1,29; p < 0.001,% y no un efecto del NPP como tal

(2348 ± 247 células IR-RE2 vs.. 2252 ± 171 cél. IR-RE2 para los grupos de multíparas y nulíparas

respectivamente, ANOVA, F = 0.26, gl: 1,29; p = 0.62,) Sin embargo, se encontró una interacción

significativa entre la CF y el NPP (p = 0.02, F = 6,34, gl: 1,29)..

En la prueba post-hoc, encontramos además una diferencia significativa de la CF en multíparas

(p < 0.001) pero no en nulíparas (Figuia 27)

b) Densidad de células IR-RE2por mm2

La CF tuvo un efecto significativo (Estro: 219 ± 151 vs.. Parto : 151 ± 12, ANOVA, F - 18,93,

gl: 1,29; p < 0.001 al igual que para el número de células, mientras que eso no fue el caso paia el NPP

(multíparas: 180 ± 14 vs nulíparas: 185 ± 13, F= 0.12., gl: 1,29; p = 0.74) y tampoco existió una

inteiacción significativa (p = 0.25, F - 1.4 ; gl: 1,29. Ver figura 28), caso contrario a lo encontrado en el

número total de células

Para esta variable, el análisispost-hoc reveló una diferencia significativa solamente entre hembras

Multíparas (p = 0.002, Tukey)..
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Figura 27., Número de células inniunorreactivas a RE2 en HMB, (MediaiES). ME=Multípaia Estro,

MP=Muttípara Paito, NE=Nulípara Estío, NP=Nulípara Parto,

**p<0.001 (ANOVA seguida de Tukey)
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Figura 28 Densidad de ccl. IR-RE2 en el HMB

**p=0,02 (ANOVA seguida de Tukey)
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6) Influencia del origen de los animales

Además de los resultados obtenidos para cada una de las estructuras en los diferentes grupos de

animales, se llevó a cabo una comparación por separado de los resultados de las ovejas mexicanas y

francesas, para verificar si nuestros resultados eran consistentes, independientemente del origen de las

hembras

Los efectos encontrados fueron los mismos en cuanto a CF y NPP Con respecto a la condición

fisiológica, se encontró un menor número de células al Parto que en la condición al Estro, tanto en

ovejas de origen nances como en las de origen mexicano, mientras que no se encontró un efecto claro

de la variable NPP (Tabla 1)

Por otra parte, como se puede notar en la tabla 1, hubo un mayor número de células en varias

estructuras de las hembras francesas al momento del parto que en hembras de origen mexicano., Esto

también se observa en relación a la densidad de células IR-RE2 (Tabla 2)

En el APOM se encontró que el número de células IR al Parto fue mayor en las ovejas francesas

que en las mexicanas en ambos grupos (multíparas y nulíparas), presentándose una diferencia

significativa (2800 ± 434 cél IR en ovejas francesas y 696 ± 155 céi IR en ovejas mexicanas..

p = 0.001. Figura 29), Para realizar este último análisis, se utilizó la prueba T de Student,

En la amígdala medial se encontró un resultado similar (1615 ± 162 enfrancesas y 737 ± 141 en

mexicanas, T de Student; p = 0,001 Figura 30) Eso también fue el caso para el hipotálamo medio

basal en la CF de Parto (2291 ± 150 cél IR en ovejas francesas y 1295 ± 211 cél, IR en ovejas

mexicanas T de Student; p = 0,001. Figura 31).

En cambio, en estas mismas estructuras, no se encontraron diferencias significativas en la

condición estro, y en ninguna de las dos condiciones fisiológicas para las demás estructuras,



APOM Cond. Fisiol. (Parto)

6000

5000

4000

•i 3000

•S 2000
o

1000

o
Francia México

PA!S

Figura 29. Número de células 1R-RE2 en el APOM (Media±EE), en relación con la variable País,

en la Condición fisiológica Parto. **p=0.001 (Prueba T de Student)
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Figura 30,. Número de células IR-RE2 en la Amígdala medial (McdiaiES), en relación con la variable

País, en la Condición fisiológica Parto. **p=0.01 (Prueba de T-Student)
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Figura 31. Número de células ÍR-RE2 en e! HMB (Media±ES), en relación con la variable País,

en la Condición fisiológica Parto. **p=0.001 (Prueba de T-Student)
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ESTRUCTURA

APOM

NSO

NPV

AM

HMB

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

FRANCIA

Estro: 4526 ± 546 vs Parto: 2800 ± 434
F = 6.09 ;gl = 1,13; p = 0M
Multíp 3231 ± 584 vs Nulíp .: 3826 ± 529
F = 0.76 ;gl = 1,13; p = 0.4
p^0.43; gl =1,13 ; F = 0.66

Estro: 2257 ± 392 vs Parto: 468 ± 127
F - 21.80 ;gl = 1,13; p< 0.001
Multíp : 1395 ± 437 vs Nulíp : 992 ± 345
F = 0.71 ;gl = 1,13; p^0.41
p = 0.60; g l= l , 13 ;F = 0.28

Estro: 1693 ± 252 vs Parto: 682 ± 132
F = 12.83; «1=1,13; p = 0.03
Multíp 1103 db 291 vs Nulíp • 1094 ± 205
F = 0 . 2 ; g l = l , 1 3 ; p = 0.88
p~0Jl; gl =1,13 ; F = 0.14

Estro: 1232 ± 282 vs Parto: 1615 ± 162
F = 2.9 ; g l= 1,13; p = 0.11
Multíp 1653 ± 235 vs Nulíp , 1990 ± 207
F = 1.0 ; g l= 1,13; p = 0.33
p = 0.55; gl =1,13 ; F = 0.37

Estro: 3163 ± 244 vs Parto: 2291 ± 150
F = 10.03; «1 = 1,13; p = 0.007
Multíp : 2635 ± 293 vs Nulíp 2666 ± 163
F = 0.02 ;g l= 1,13; p^0.97
p = 0.13; g l= l , 13 ;F = 2.86

MÉXICO

Estro: 4339 ± 343 vs Parto: 695 ± 155
í = 97.20 ; g l= 1,13; p< 0.001
Multíp,: 2273 ± 592 vs Nulíp 2564 ± 834
F = 0.09 ;g l= 1,13; p-0.77
p = 0.27; gl =1,13 ; F = 1.31

Estro: 1855 ± 222 vs Parto: 311 ±60
F = 44.68 ; g l= 1,13; p<0,001
Multíp:. 1059 ± 294 vs Nulíp,: 1013 ± 351
F = 0.33 ; g l= 1,13; /> = 0.J7
p = 0.91; g l= l ,13 ;F=1 .13

£S/TO: 1302 ± 164 vs P^ to : 629 ± 134

F = 8.76 ;g l= 1,12; p = 0.012
Multíp,: 1030±204vsNulíp 901 ± 188
F = 0.32 ; g l= 1,12; p = A5«
p^0.86; gl =1,12 ; F = 0.3

£sí?o: 1428 ± 352 vs Parto: 737 ± 141
F = 2.53 ;gl = 1,8; p = 0.15
Multíp,: 1241 ± 465 vs Nulíp 1039 ± 115
F = 0.28 ;«1= 1,8; p-=0.61
p = 0.3; g l = l , 8 ; F = 1 . 2 6

Estro: 2567 ± 223 vs Parto: 1295 ±211
F =230.71; «1=1,12; p< 0.001
Multíp,: 2024 ± 397 vsNulíp : 1837 ± 222
F = 0.51; «1=1,12; p = A^9
p = 0.02; g i= l , 12 ;F = 6.8

TABLA 1. Número de células por cada estructura en los grupos de ovejas francesas y mexicanas, en
relación a la condición fisiológica, número de partos previos y su interacción.
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ESTRUCTURA

APOM

NSO

NPV

AM

HMB

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

CF

NPP

INTERACCIÓN

FRANCIA

Estro: 413 ± 48 vs Parto: 255 ± 32
F = 7.4;gl = l ,13 ; p = 0.02
Multip, 307 ± 40 vs Nulíp 335 ±56
F = 0.45 ;gl = 1,13; p = 0.1
p = 0.88; gl =1,13 ; F = 0.02

Estro: 302 ± 50 vs Parto: 66 ± 13
F = 29.54 ;g l= 1,13; p< 0.001
Multip,: 199 ± 58 vs Nulíp 123 ± 39
F =2.95 ; g l = 1,13; p = 0.01
p = 0.17; gl =1,13 ; F = 2.16

Estro: 129 ± 19 vs Parto: 60 ± 10
F = 9.3 ; g l= 1,11; p = 0.01
Multip : 95 ± 23 vs Nulíp : 89 ± 15
F = 0 . 3 ; g l = l , l l ; p = 0.96
p = 0.60; g l = l , l l ; F = 0.28

Estro: 343 ± 22 vs Parto: 232 ± 25
F = 11.66 ;gl = 1,13; p = 0.005
Multip 252 ± 36 vs ÍV«/Í> 307 ± 19

F = 3.15 ; g l = 1,13; p = 0.70
p = 0.54; gl =1,13 ; F = 0.39

£sfr»:239± 11 vs Parto: 187 ± 10
F = 13.69 ;g l= 1,13; p = 0.003
Multip : 199 ± 14 vs JV«/§? , 218 ± 13
F = 2.4 ; g l= 1,13; p = 0.15
p = 0.64; gi =1,13 ; F = 0.23

MÉXICO

Estro: 633 ± 32 vs Parto: 94 ± 18
F = 51.9 ; g l= 1,13; p<0.001
Multip,: 228 ± 45 vs Nulíp •• 212 ± 65
F = 0.62 ;g l= 1,13; p = 0.45
p = 0.18; gl =1,13 ; F = 2.04

Esí/o: 239 ± 30 vs Parto: 72 ± 20
F = 19.37 ; g l = 1,13; p = 0.01
Multip,: 147 ± 32 vs ÍVw/ip.; 154 ± 49
F = 0.01 ; g l = l , 1 3 ; p = ft95
p=*0.67; g l= l , 13 ;F = 0.19

Estro: 101 ± 10 vs Parto: 50 ± 10
F = 11.3 ; g l = 1,12; p^ 0.006
Multip „: 77 ± 12 vs Nulíp • 75 ± 15
F * 0.03 ;g l= 1,12; p = <?.5#
p = 0.94; «1=1,12 ; F = 0.06

Estro: 238 dt 34 vs Parto: 157 ± 22
F = 2 . 2 5 ; g l = l , 7 ; p = 0.18
Multíp: 167 ± 47 vs Nulíp 2309 ± 13
F = 0.96;gl = l , 7 ; p^0.36
p = 0.77; g l = l , 7 ; F = 0.9

Estro: 202 ± 13 vs Parto: 107 ± 9
F =40.21 ; g l - 1 , 1 2 ; p< 0.001
Multip: 158 ± 25 vs Nulíp : 151 ± 17
F = 0.27 ; g l = 1,12; p = 0.61
p = 0.12; g l - l , 1 2 ; F = 2.73

TABLA 2. Densidad celular de cada estructura en los grupos de ovejas francesas y mexicanas, en relación a
la condición fisiológica, número de partos previos y su inteíacción.
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VIH. DISCUSIÓN.

En relación con los resultados obtenidos en este estudio, observamos que de maneta general

existe una disminución en el número de células inmunoreactivas al receptor a estradiol en las ovejas de la

condición fisiológica al parto, con respecto a las ovejas del grupo al estro, lo cual es contrario al

hipótesis que habíamos propuesto,,

Observamos también que no existe ningún efecto del número de partos previos sobre el número

de células que expresan el RE2, excepto en la interacción de la condición fisiológica y número de paitos

previos en el hipotálamo medio basal

Por otra parte, encontramos que existen diferencias en el número de células IR-RE2 entre las

ovejas mexicanas y las francesas en la condición fisiológica al parto,. Sin embargo, al realizar la

comparación por separado de las ovejas mexicanas y francesas observamos que se sigue manteniendo el

efecto de la condición fisiológica, es decir, siempre existió un menor número de células en la CF al Parto

que en la condición al Estro, mientras que no se encontró un efecto del número de paitos previos tanto

en ovejas mexicanas como en ovejas fiancesas,

Con estos resultados, nuestra hipótesis cambia de sentido con relación a un posible aumento en

el número de células inmunopositivas al momento del paito, en las áreas relacionadas con el control de

la conducta maternal en la oveja; también cambia nuestra hipótesis acerca de que animales con

experiencia previa de parto también tendrían un mayor número de células IR-RE2 (a excepción del

hipotálamo medio basal).

En una comparación del porcentaje de células IR en las estructuras implicadas en la CM,

observamos que el número de células en el APOM y el NPV disminuye de una condición a otra, pero no

en la misma proporción que en el HMB, como se observa en la figura 32, mientras que en la amígdala

esta proporción no es tan grande,
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Fi«. 32 Disminución en el nú ni. de céL al parto en las 5 estructuras estudiadas

(expresada en porcentajes)

Obseivamos que en todos los casos es evidente la disminución del número de células

inmunomardas al momento del paito,, Lo cual, indica que la hipótesis es contraria a lo planteado

inicíalmente. Sin embargo, es probable que la hipótesis no se rechace completamente, sino que el

momento en el cual se pudiera observar el mayor número de células inmunoreactivas pueda presentarse

antes del momento del parto, es decir, cuando los niveles de estradiol todavía no son tan altos y que este

fenómeno de "preparación del sistema" se presente antes del incremento súbito del estradiol. El

momento en el cual pudiera observarse el mayor número de células inmunoreactivas pudiera presentarse

entre los días 145-147 de gestación cuando los niveles de estradiol se mantienen aun bajos. Es probable

que la proporción en las gráficas anteriores se invierta al analizar lo que ocurre en un grupo días antes

del momento de parto.

Por otro lado, observamos que a pesar de las diferencias en el número de células inmunoreactivas

en ambas condiciones, siempre existió mareaje en estas estructuras, es decir, las cinco estructuras

estudiadas están involucradas en la regulación del estradiol tanto en la conducta maternal como en la

sexual, Sin embargo, algo que es de resaltar en los resultados obtenidos es el cambio de mareaje en los
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núcleos supraóptico y paraventiicular en cada una de las dos condiciones, ya que como obseivamos el

mareaje en estos núcleos es únicamente nuclear en los gjupos al estro, mientras que en los giupos al

parto es citoplásmico

Posibles explicaciones

Es probable que si obseivamos lo que ocurre días antes del momento de parto (145-147 de

gestación), cuando se presenta la disminución en los niveles de progester ona y se inicia el incremento de

los niveles de estradiol, podríamos observar el efecto del aumento en el número de células IR-RE2 Ya

que como hemos visto, al llegar al pico más alto de los niveles de estradiol los RE2 disminuyen, esto nos

da la idea de que existe probablemente una "down-regulation" por acción misma del estradiol sobre su

receptor, lo cual explicaría nuestros resultados

Existen reportes con respecto a la acción del estradiol sobre su receptor, donde se indica que al

aumentar los niveles de E2, el número de receptóles a esta hormona disminuyen (Blaustein,

1993;Boiras et al.,, 1994; Brown et al, 1996, 1999; Lisciotto y Monell, 1993; Saceda et al, 1988;

Simerly y Young , 1991; Yuri y Kawata, 1991 ; Yun-li et al, 1993) Obseivamos que el mareaje en las

hembras al estro es alto cuando los niveles de E2 son de aproximadamente 75pg/ml, mientras que

cuando estos aumentan al parto (300 pg/ml) solo son pocas células las que se expresan, lo cual es

compatible con una down-regulation para explicar los resultados de nuestro experimento,

El hecho de no haber encontrado diferencias en el número de células IR-RE2 entre las ovejas

multíparas y nulíparas, podría sugerir1 que no sea necesario un incremento en el número de células IR-

RE2 para tener un efecto más eficiente de este foctor en la activación de la CM en hembras con

experiencia previa, debido a que existen otros cambios fisiológicos en la oveja como por ejemplo

aquellos cambios relacionados con la olíación: cambios en el bulbo olfatoiio (Kendrick et al.., 1992) y en

los receptores a OT (Broad et al., 1999), que le permiten de alguna manera obtener una experiencia del

cuidado maternal hacia su cría, sin aumentar el número de las células IR-RE2, al contrario de lo que

ocurre con los roedores.

Distribución celular
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Por otra paite, la distribución general de las células IR-RE2 en el hipotálamo que nosotros

reportamos., es similar a estudios por inmunohistoquímica (Cintra et al,, 1986; DonCarlos et al,, 1991),

autoradiografía (Pfaff y Keiner 1973; Stumpf et al..t 1975; Warenbourg, 1977), e hibridación in situ

(Símerly et al,, 1990) para el receptor de estrógenos en otros mamíferos

En relación con los estudios previos por inmunohistoquímica realizados en la oveja, observamos

que la distribución de células IR que nosotros reportamos es muy similar a lo encontrado por Lehmann

et al, (1993) y a Blache et al, (1994) en relación con la conducta sexual y el ciclo estral de la oveja,, La

distribución celular reportada en estos dos estudios, se extiende de regiones más anteriores, desde la

banda diagonal de broca y septum, continuando en el APOM y el área hipotalámica anterior, hasta el

hipotálamo medio basal en el núcleo arcuato y el hipotálamo ventromedial-ventro lateral Sin embargo,

Blache et al en su estudio no encontraron células en el núcleo paraventricular en ninguno de los grupos

que analizaron,, Por su parte, Lehmann encontró escasas células IR-RE2 con un mareaje muy débil en el

núcleo paraventricular, y en el núcleo supraóptico solamente en la porción rostral. En cambio, en

nuestro estudio, se encontró un gran número de células inmunopositivas tanto en la condición al Estro

como la de Parto,

También observamos que el tipo de mareaje dependió del área cerebral donde se encontrara y del

estado fisiológico, como mencionamos anteriormente Se localizaron células con mareaje nuclear

únicamente en una pequeña zona de entre el NBST y el APOM, de igual forma en la región dorsal de

NBST, así como en la amígdala medial Esto es similar a lo reportado en la mayoría de los trabajos de

inmunohistoquímica realizados para este receptor (Pfaff'y Keiner, 1973; Stumpf, 1975; Cintra et al'.,

1986) Estudios previos en rata (Blaustein, 1992), cobayo (Blausteín y Turcotte, 1989; Blaustein et al.,

1990), zarigüella (Fox et al, 1991), hurón (Tobet et al, 1991), hipotálamo de humano (Stopa et al,

1989) y en la oveja (Blache et al, 1994; Herbison et al, 1995; Lehmann et al, 1993) han demostrado la

presencia de mareaje inmunopositivo al RE2 en citoplasma celular Las diferencias regionales entre los

grupos de células con inmunorreactividad en el citoplasma fueron muy marcadas en nuestro estudio, así

mismo en relación con el estado fisiológico,, El mayor número de células con mareaje citoplásmico se

localizó en el hipotálamo medio basal, exactamente en el hipotálamo ventromedial-ventro lateral

Además, también se encontraron abundantes procesos celulares IR en el área preóptica medial, lo cual es

similar a lo reportado por Blache et al'.., (1994) y Lehman et al,, (1993),,
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A diferencia de estos dos estudios, nosotros encontramos un fuerte mareaje citoplásmico en la

CF de Parto en los NPV y NSO, y esto no ha sido reportado en otros estudios Otro tipo de mareaje

que difiere de lo reportado previamente, es el de tinción en el núcleo celular pero sin tinción en el

nucléolo,, Este se localizó igualmente en el NSO y en el NPV, y solo estuvo presente en los grupos de

ovejas aí Estro, y éste cambió a un mareaje nuclear y citoplásmico en los grupos al Parto

Una probable explicación a este cambio, podtía deberse a las acciones "genómicas" del E2 en la

regulación de la síntesis de otras proteínas,, En este caso, por tratarse de estructuras oxitocinérgicas,

podríamos suponer que la síntesis de oxitocina está siendo mediada por el estradiol, Esto lo respalda el

hecho de que se ha encontrado un incremento pre-parto de los niveles de RNAm para el receptor de

oxitocina en el núcleo par avenir icular y el hipo tálamo ventro medial (Young et al, 1997),,

Por otra parte, se ha demostrado que el parto como tal, incrementa la expresión del RNAm del

receptor a OT en el APOM, hipotálamo ventro medial, septum lateral, amígdala medial, NBST y BDB

en hembras nulíparas, mientras que en las hembras multíparas el parto induce incrementos de este

RNAm en el núcleo paraventricular y en las Islas de Calleja (Broad, et ai, 1999),

Se ha demostrado que la experiencia maternal influye en la expresión de RNAm del receptor a

oxitocina en varias regiones cerebrales de la oveja (Broad et al,,, 1999) Sin embargo, como se observa

en nuestros resultados, el número de células IR-RE2 no varía de acuerdo al número de partos previos,

contrariamente a lo observado en ratones, en donde la experiencia maternal permitió ver un incremento

significativo en el número de células IR-RE2 en el hipotálamo ventrornedial de hembras

ovariectomizadas tratadas con estrogenos (Koch, 1990). Cabe aclarar que en ratones, el aumento en el

número de células fue encontrado solo en estructuras relacionadas con la olfación (corteza piriforme y

entorrinal), no así en estructuras límbicas, excepto en el HMB. Esto significa que el cambio en el número

de células inmunoreactivas podría más bien, estar relacionado a cuestiones olfatorias y que el probable

aumento de células con RE2 se encuentre en estructuras relacionadas con la olfación.

Con esto, existe la posibilidad de que la oveja presente un aumento en el número de células IR-

RE2 en estructuras olfatorias, reforzando con ello el hecho de que la experiencia maternal en la oveja

tiene un apoyo muy importante en las señales olfatorias Pues como hemos visto, la oxitocina liberada en
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el bulbo olfatorio al momento del paito (Kendrick et al.., 1988), es mayor en hembras multíparas que en

nulíparas; además, esta liberación de OT facilita el reconocimiento del cordero, por la modulación de

otros neurotransmisores (ñoradrenalina y acetilcolina) los cuales se ha encontrado se liberan en mayor

cantidad en las hembras con experiencia. Es por ello que resulta importante analizar las estructuras

relacionadas con la olfación y ver si es aquí donde se encuentra el aumento de cél IR en las hembras con

experiencia, También resultaría interesante observar1 lo que ocurre en estructuras relacionadas con el

aprendizaje y memoria, tales como el núcleo caudado y el hipocampo, y comprobar si estas estructuras

muestran diferencias entre ovejas multíparas y nulíparas en relación con las células IR-RE2
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IX. CONCLUSIONES

La hipótesis acerca del aumento en el número de receptóles a estradiol al paito sigue siendo

aceptable, solo que posiblemente no haya sido el momento adecuado para realizar el análisis. Para

entendei el proceso que ocurre con los receptores a estradiol al momento del paito es necesario realizai

pruebas en grupos de animales días antes del paito, cuando los niveles de estradiol se encuentran todavía

relativamente bajos y los niveles de progesterona posiblemente ya no sean tan altos De igual forma,

nuestro grupo control sería un grupo en fase lúteal (a los 11-12 días de tratamiento con progesterona, de

un ciclo normal de 14 días aproximadamente) para determinar sí es el estiadiol mismo el que está

influyendo en la posible "down-regulation" o es la progesterona la que la induce,, La realización de estos

giupos es una etapa indispensable antes de concluir sobre la falta de cambios específicos en la expresión

del RE2 en algunas legiones relacionadas con la activación del comportamiento materno por el estradiol:

en efecto sigue existiendo la posibilidad que dichos cambios hayan sido ocultados por este fenómeno de

down legulation, Lo mismo aplica también para posibles diferencias entre hembras nulíparas y

multíparas.

Por otra paite, sena necesaiio realizar un análisis cuantitativo y cualitativo de las células IR-RE2

en las estructuras relacionadas con las señales olfatorias y comprobar si existe un cambio en las ovejas

que han tenido experiencia de parto contra aquellas que no, para verificar si es aquí donde se encuentran

dichas diferencias,,

Finalmente, la presencia de un gran número de RE2 en los núcleos supraoptico y paraventriculai

proporcionan un posible substrato anatómo-funcional para explicar la acción sinérgica del estradiol y de

la estimulación vaginocervical en la activación de la conducta maternal al parto,

Perspectivas. Para llevar a cabo un análisis más minucioso de la interacción entre el estradiol y

otras hormonas, así como los cambios que se presentan de una condición fisiológica a otra, es necesario

realizai con ayuda de técnicas de inmunohistoquímica (y/o hibridación in situ), un doble mareaje en el

tejido de ovejas al parto para comprobar si la misma célula contiene tanto receptoreas a estradiol como a

oxitocina y observar la posible interacción de estas dos hormonas al llegar el momento de parto. Y si es

posible, realizar un triple mareaje con el marcador de genes tempranos c-fos, y observar si existe una

activación por paite del estradiol hacia la síntesis de oxitocina,,
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