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RESUMEN

La expresion de la conducta maternal (CM) en la oveja parturienta esta regulada por la presencia de
factores fisiologicos claves como lo son la estimulacion vaginocervical debida a la expulsion del feto y a altos
niveles de esttadiol (E2). Ademds, la capacidad de estos factores pata inducir la conducta maternal se ve
facilitada por la experiencia maternal previa. En la oveja, existen pocos estudios encaminados a identificar las
estructuras neuroanatdmicas involucradas en Ja expresion de esta conducta, sin embargo ninguno de ellos ha
estudiado donde actua el estradiol para facilitar la conducta maternal. El objetivo de este trabajo fue estudiar
las estructuras cerebrales en las cuales actiia el E2 sobre su receptor al momento del parto, y comprobar si la
mayor eficacia a la accién de los esteroides en hembras con experiencia maternal previa est4 relacionada con
un gran numero de células que expresan ¢l receptor a estradiol (RE2). Se estudiaron cuatro grupos: ovejas
multiparas y nuliparas al estro (n=8 y n=7: grupos controles con E2 y sin CM), ovejas multiparas v nuliparas
al parto (=10 y n=9: E2 y CM). Este estudio se realizb con la técnica de inmunohistoquimica con el
anticuerpo monoclonal 1D35  anti-RE2 (DAKO) sobre cortes coronales flotantes de las regiones
hipotalimicas. El conteo celular se llevd a cabo con el sistema de andlisis de imagenes BiocomHisto 5000
sobre 3 cortes por estructura y por animal en las siguientes areas: drea predptica medial (APOM), micleo
supradptico (NSQO), niicleo paraventricular (NPV), amigdala medial (AM) e hipot4lamo medio basal (HMB).

Se encontraron células inmunoreactivas en todas las estructuras estudiadas, incluyendo el NSO y el
NPV Por otra patte, se encontraron diferencias cualitativas con respecto al tipo de marcaje, el cual fue
nuclear principalmente en la AM, asi como en el NSO vy el NPV en la condicién estro. Por el contrario, en el
APOM, asi como en el NSO y NPV al parto, el marcaje fue nuclear y citoplasmico (APOM) y principalmente
citoplasmico NSO y NPV). El miimero de células marcadas fue significantemente méas alto en los grupos al
estro 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 relacion al nmero de partos
previos y/o la experiencia maternal previa en ninguna de las estructuras estudiadas. Estos resultados
sugirieren la existencia de una regulacion negativa de la hormona sobre su receptor al momento del parto,

debida a una liberacion masiva del E2 en este momento.



SUMMARY

The expression of maternal behavior (MB) in parturient sheep, is regulated by physiologic factors
such as the vaginocervical stimulation due to fetus expulsion and high prepartum levels of estradiol (E2).
Furthermore, the capacity of these factors to induce maternal behavior is facilitated by previous maternal
expetience. In sheep, few studies have investigated the neuroanatomic structures involved in the
expression of this behavior, and none of them have studied where the estradiol may act to facilitate
maternal behavior. The aim of this work was to study the brain stiuctures in which the E2 acts on its
receptor at time of parturition, and to vetify if the higher efficacy of estradiol action in females with
previous maternal experience could be related with a higher number of cells expressing the estradiol
receptor (ER2), measured by immunohistoquemistry. Four groups were studied: multiparous and
nuliparous ewes at estrous (p=8 and n=7: control groups with E2 / without MB), multiparous 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 three
sections by structure/animal in the following areas: medial preoptic area {(MPOA), supraoptic nucleus

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

Immunoreactive cells were found in all the studied structures, including the SON and PVN. On
the other hand qualitative differences were found with respect to the type of labelling. 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 parturition, labelling was nuclear and citoplasmic (MPOA) or
mainly cytoplasmic (PVN and SON).The number of immunostaining cells was significantly higher in the
estrous than in the parturition groups in all the structures, except the MA. On the other hand, no
signifficant differences were found in relation with the number of previous parturition and/or the
previous maternal experience. These results suggest the presence of a down-regulation of ER2 by E2 at

parturition, when this hormone reaches its highest levels during the reptroductive cycle.



I. INTRODUCCION

La conducta maternal en mamiferos se caracteriza por un cuidado intensivo de la cria por su
madre, quien representa su unica fuente de alimentacién durante el inicio de su vida. Tanto en especies
de crias precoces como en especies de crias altriciales, la adecuada manifestacion de la conducta
maternal es importante para la sobrevivencia de las crias. El recién nacido posee pocas reservas
energéticas v una limitada termorregulacién, de manera que es importante el rapido establecimiento de
una relacién muy estrecha entre la madre y la cria para gue ésta pueda sobrevivir y desarrollarse. Se ha
reportado en ovejas que la falta de un vinculo maternal estable es una posible causa de mortalidad
neonatal (Alexander, 1984; Poindron, Delgadillo, Flores er al, 1996; Stevens, Alexander y Lynch,
1982), mientias que en la 1ata, la construccién de un nido y el lamido anogenital de las crias son
fundamentales pata su sobrevivencia; (Brouette-Lahlou, Godinot y Vernet-Maury, 1999; Rosenblatt,
1969).

En la mayoria de los mamiferos estudiados, la activacion de la conducta maternal (CM) depende
de la presencia de factores fisioldgicos asociados con el parto que facilitan su rapido y completo
despliegue (Bridges, 1996; Lévy, Kendiick, Keverne et al., 1996; Numan, 1994; Poindron, Caba,
Gomora Arrati et al., 1993). Una excepcion es el 1atén, en donde la sola presencia de las cifas puede

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

| El estradiol (E2) ha sido el principal factor identificado en la facilitacién 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 v Mayer, 1979; Rosenblatt, Mayer y
-Giordano; 1988). Los mecanismos de accién del estradiol han sido ampliamente estudiados en especies
de laboratorio que paten crias altriciales o poco desarrolladas (rata, ratén, coneja); en cambio, existen
pocos estudios en especies que paren crias precoces, como los ungulados (ovejas, cabras) quienes nacen
con un mayor 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 mamiferos.
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Por ejemplo, se ha demostrado que en la oveja, el E2 es necesatio para la activacion de la
conducta maternal al parto. Sin embargo, por si sola esta hoimona es poco eficaz, y necesita de la
presencia de estimulacién vaginocervical (EVC) causada por la expulsién del feto, para que se lleve a
cabo Ia manifestacién completa e inmediata de la CM. Asi mismo, los mecanismos por los cuales actia

dicha hormona aun se desconocen.

Pot otra parte, la expetiencia maternal juega un papel importante en la facilitacién de la CM. En
diferentes especies de mamiferos, la experiencia post-parto facilita la manifestacién ulterior de la
conducta maternal hacia nuevas camadas (Bridges, Feder y Rosenblatt, 1977; Orpen y Fleming, 1987;
Poindron, Le Neindre, Raksanyi, ef af., 1980a). En particulaz, facilita la accién de factores hormonales
como el E2 y la OT intracerebral, y de factores sensoriales exteroceptivos y propioceptivos (sefiales

olfatorias, estimulacién vaginocervical).

En la oveja, existen pocos trabajos que han estudiado la localizacién de éreas sensibles al
estradiol en el cerebro, y estos han sido mas bien 1elacionados a la conducta sexual (CS) o con los
mecanismos de accién de la hormona liberadora de gonadotropinas (Blache, Batailler y Fabre-Nys,
1994; Herbison, Robinson y Skinner, 1993; Lehmann, Ebling v Karsh, 1993), mientras que nadie ha
llevado a cabo el estudio de las areas sensibles al estradiol en relacidn con el parto y la conducta

materna.

Por tanto, el objetivo del presente trabajo es estudiar las dreas cercbrales posiblemente
relacionadas con la facilitacién de la conducta maternal en la oveja. Estos estudios se realizardn con
ayuda de técnicas de inmunohistogquimica 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
comprobara si la experiencia maternal influye sobre el nimero de células que expresan receptores a
estradiol (RE2), comparando su expresién en ovejas con experiencia maternal previa y en ovejas sin
gxpetiencia, puesto que r'eéugé%dos obtenidos en ratones sugieren que existe un aumento en el numero de
células que ¢ontienen RE2 enﬂﬂri‘élacién con la experiencia previa (Ehtet v Buckenmaier, 1994; Koch y
Ehret, 1989). Eso podria ser uno de los factores que incremente la capacidad del estradiol para activar la

CM ¢n hembras con experiencia nraternal previa.



II. ANTECEDENTES

A. GENERALIDADES

1. 1.a conducta maternal en mamiferos

La conducta maternal estd dentro de la categoria de la conducta parental, la cual puede definirse
como cualquier comportamiento de un miembro adulto de una especie hacia un organismo

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

En los mamiferos, 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, carnivoros y primates,
el padre también provee cuidados importantes al recién nacido, lo cual se puede referirx como

comportamiento paterno (Alberts y Gubernick, 1990; Gonzalez-Mariscal y Poindron, 2002)

Por otra parte, el grado de desarrollo que posee la cria al nacer es uno de los elementos que
caracteriza el tipo de relacion que existe entre la madre y la cria. En los mamiferos se pueden distinguir

tres tipos de relacion dependiendo de las caracteristicas del neonato:

En especies de crias altriciales, la conducta maternal est4 organizada en relacion con la presencia
de un nido y la madre generalmente cuida cualquier cria que se encuentre dentro de éste (Rosenblatt y
Siegel, 1981). Las crfas son mantenidas en un nido que la madre construye antes del parto v en el cual
les amamanta; ademas, cuando la madre se encuentra dentro del nido, también confiere calor corporal a

la camada.

En el caso de los primates, los infantes estan poco desarrollados desde el punto de vista motor;
sin embargo, la maduracién sensorial es mayor que en crias altriciales. Las madres generalmente no
construyen un nido, pero acarrean a sus cifas. Por tanto, el contacto fisico también es muy estrecho
entre la madre v el recién nacido, quien recibe mucha estimulacién tactil, y este tipo de relacién madre-

infante es conocido como matricolia (Poindron, Nowak, Lévy et al., 1993).
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En el caso de especies de cirias precoces, las crias tienen un avanzado desarrollo sensorial y
motor, como es ¢l caso de los ungulados. En rumiantes domésticos, el reconocimiento madre-ctia tiene
lugar dentro de las primeras 2 a 4 horas post-parto, lo cual representa una caracteristica tipica de este
tipo de relacidén (Poindion ef al, 1980a; Romeyer y Poindron, 1992). Este reconocimiento permite a la
madre discriminar entre ciias propias y ajenas y con ello orientar selectivamente la conducta maternal a
su progenie desde las primeras horas post-parto, rechazando cualquier cria que intente amamantarse de

ella.
2. Descripcién de la conducta maternal en ovinos.

Los ovinos son animales de reproduccion estacional (al menos en latitudes subtropicales y
templadas) y su época de crianza ocurre normaimente al final del invieino e inicio de la primavera,
durante un periodo relativamente corto, lo cual permite al recién nacido un Sptimo 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 crias forman rebafios que comparten un espacio en
comun (Arnold v Dudzinski, 1978; Geist, 1971; Grubb y Jewel, 1966; L 'Heureux, Lucherini, Festa-
Bianchet er al., 1995; Rowell, 1991). Los grupos sociales se desplazan frecuentemente pata buscar
alimento, y es necesario que las crias se muevan pronto para seguir a sus madres. El establecimiento de

un vinculo selectivo entre la madre v la cria es esencial para la sobrevivencia de €sta.

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 demostiado que dicha receptividad
esta presente solo por 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
patto, la receptividad maternal desaparece dentro de 4 a 12 horas en la mayoria de los casos (Poindron,
Martin y Hooley, 1979; Poindron et al , 1980a). Al contrario, si esta separacion se realiza 24 a 48 horas
después del parto la gran mayoria de las madres contintia siendo maternal al presentarle nuevamente a su

cordero, inclusive con una separacion de 24 horas (Poindion ef al., 1.979)..
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En condiciones normales, el recién nacido se queda con su madre y eso permite el
desencadenamiento completo y la consolidacion de la CM despueés del periodo inmediato al parto. Con
ello, se lleva a cabo el establecimiento de un vinculo selectivo, con el cual, la madre quien podria
inicialmente manifestar comportamientos de aceptacién hacia cualquier recién nacido, limita su conducta
materna hacia la(s) cria(s) con la(s) cual(es) ha estado en contacto después del parto, es decir la(s)
suya(s) en la mayoria de los casos. Esta relacién preferencial rdpidamente culmina en la aceptacion
exclusiva de dichas crias al amamantamiento. Una vez establecido este vinculo selectivo es muy poco
probable que una madre acepte otra cria de manera espontdnea. Al contrario, ella rechaza cualquier
intento de succidén por parte de otras crfas 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

inchuso desde los 30 min post-parto (Smith, Van-Tolletr y Boyes, 1966).

El intervalo en el cual la madre consolida su conducta maternal y establece el vinculo selectivo
que le serviré para identificar y reconocer a su progenie es llamado “periodo sensible o periodo critico”
y se tefiere al momento inmediatamente post-parto durante el cual ocurte el establecimiento de la
conducta maternal (Hersher ef al., 1963). La existencia de un petiodo sensible parece ser un elemento
constante de la conducta maternal en la mayorfa de los mamiferos estudiados hasta la fecha (Rosenblatt
y Siegel, 1981). Fueia de este periodo sensible, la proporcion de ovejas que muestran una conducta
maternal es muy baja. Por ejemplo, se encontré que durante el estro (0 mejor conocido como celo),
alrededor del 20% de las ovejas se muestran receptivas a corderos recién nacidos (Poindton y Le
Neindre, 1980). Asi mismo, durante la mayor parte de la gestacion no se presenta receptividad de

neonatos a la ubre (Ver figura la).

3. Estio post-patto

En varias especies, el comienzo de la actividad sexual se presenta a los pocos dias después de
haber parido la hembra, lo cual se conoce como estro post-parto, y la hembra puede ser fertilizada en
ese momento. Asi ocurre con los roedores (Conner y Davis, 1980). En el caso de las ovejas, cabras y
vacas esta caracteristica estd ausente, lo cual se conoce como anestro post-parto, a pesar de que la

secuencia hormonal de esteroides sexuales podria tedricamente promover la expresion de la receptividad



6

(Fabre-Nys y Martin, 1991). La combinacién de vatios factores (el fotoperiodo, la alimentacion, las
condiciones climiticas y la duracién de la gestacién) pueden influir para que el estro post-parto no se
presente, debido al alto costo energético que representarfa para la hembra un nuevo embarazo. La
duracién del periodo de reposo sexual post-parto también se ve influenciada por la duracion 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, Bradford er al,
1989). Este periodo de reposo sexual puede variar de acuerdo a la frecuencia 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 ordefia,
éstas inician nuevamente su actividad sexual mas rapido que las hembras que permanecen amamantando

a sus crias (Mauléon y Dauzier, 1965).

4. Factores fisiologicos involucrados en la facilitacion de la CM en ovinos.

En la oveja, al final de la gestacion aproximadamente entre los dias 140 y 155 a partir de la fecha
de fecundacion (dependiendo de la raza), tiene lugar una serie de cambios hormonales. Por un lado, una
dramatica caida en los niveles circulantes de progesterona aproximadamente unos cinco dfas antes del
parto, y por otro, un incremento subito de los niveles de estradiol circulantes, que van de los 5 pg/ml en
niveles basales hasta 300 pg/ml al momento del parto aproximadamente (Stabenfeldt, 1974; Terqui,
1974). Otro incremento en los niveles de estradiol, aungue no tan grande como en el momento del parto,

se presenta cuando la hembra est4 en estro, alcanzando valor aproximado de 75 pg/ml Ver figura 1b.

Se ha demostrado que existe un relacidn positiva entre el E2 y la conducta maternal. Estudios en
hembras tratadas con altas dosis de estradiol, han comprobado que se puede inducit una conducta
maternal en el 50% de las hembras tratadas o més, si estas son multiparas (Le Neindre, Poindron,
Delouis, 1979; Poindron y Le Neindre, 1980; 1984). Asi mismo, la duraciéon del periodo sensible imicial
de receptividad al recién nacido depende del estradiol: la induccion del parto por una inyeccion de una
alta dosis de estradiol, resulta en niveles altos de esta hormona por méas de 24 hoias después del parto,
(siendo que sin la inyeccion los niveles disminuyen rapidamente dentro de las 2-3 horas post-parto), lo

cual promueve el mantenimiento de la receptividad maternal por mucho mais que las 4 a 8 horas
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normalmente observadas en el caso de un parto espontaneo o aun en el inducido por una inyeccién de

dexametasona (Poindron et al., 1979).

1009 % de ovejas que aceptaron un neonsto & ia ubre
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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 plasmaticas del estradiol y

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

Estos estudios también indicaron que dichos tratamientos hormonales no siempre inducen la
conducta matetnal de una manera estrecha ¢ inmediata, al contrario de lo que ocurre al parto. De hecho,
se requieren de dosis muy altas para obtener una buena respuesta (Kéndrick y Keverne, 1991; Poindron
y Le Neindre, 1980). Ello sugiere que otros factores son necesarios para una completa manifestacion de

la conducta maternal.
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En otras investigaciones se demostrd que la estimulacién vagmocervical (EVC) ocasionada por
la expulsion del feto al nacer constituye un factor clave para una rapida y completa manifestacion de la
conducta matermal Asi, una EVC artificial de 5 minutos, aplicada a hembras no gestantes ni lactantes
después de un tratamiento con estradiol y progesterona, conduce a la manifestacién de la conducta
maternal de una manera rapida y completa (Kendrick, Keverne, Hinton et al., 1991; Kendrick y
Keverne, 1992; Keverne, Lévy, Poindion ef al., 1983; Poindron, Lévy y Kiehbiel, 1988). Esta accion
facilitatoria de la EVC en el despliegue de la CM necesita de una preparacion por el estradiol (Kendrick
y Keverne, 1991; Poindron et al, 1988). Por otra patte, en hembras parturientas, si la EVC causada por
la expulsion del feto es bloqueada a tiavés de una anestesia peridural, esto impide el despliegue de la
conducta maternal, especialmente en hembras primiparas (Krehbiel, Poindron, Lévy ef al., 1987; Lévy,
Kendrick, Keverne ef al , 1992).

Varios estudios han analizado el mecanismo de accioén de la EVC; se ha demostrado qué ésta
ejerce su papel a través de la liberacién intracerebral de oxitocina. Lo anterior concuerda con el hecho
de que existe una secrecion importante de esta hormona en el liquido cefaloraquideo durante ¢l parto, y
también durante una estimulacién vaginocervical artificial (Kendrick, Keverne, Baldwin ef al._3 1986;

Kendrick, Keverne, Hinton et al. 1991).

Asi mismo, infusiones intracerebrales de OT y estudios por retrodidlisis han demostrado la
capacidad de la OT para inducir la conducta maternal en ovejas no gestantes (Kendrick, Keverne y
Baldwin, 1987) v también para contrarrestar el efecto inhibidor de la anestesia peridural (Lévy et al,
1992). Se ba demostrado que la accién 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
admifiistracidon de naltrexona, antagonista de opioides, retrasa el inicio de la conducta materna en ovejas

parturientas (Caba, Poindron, Krehbiel er af , 1995).

Por otro lado, se ha encontrado que el draméatico cambio en la preferencia olfatoria hacia los
fluidos amnidticos al momento del parto (Lévy et al., 1983) parece estar intimamente asociado con los
cambios fisiolégicos ocurridos en ese momento — altos niveles de E2 y liberacidon de OT- en respuesta a

la EVC (Lévy, Keverne, Poindion ef al, 1990; Poindron ef al,, 1988).
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Sin embargo, las estructuras sensibles al estradiol involucradas en la facilitacion de la accién de la
EVC a nivel cerebral y su relacién con la liberacion de OT, para el despliegue de la conducta maternal y

el vinculo selectivo en la oveja aun se desconocen.

5. La importancia de la expetiencia maternal previa.

a) La experiencia mateinal en la rata.

En la 1ata, la experiencia maternal previa no es un tequisito para la éptima expresion de la
conducta maternal en el primer parto (Rosenblatt y Lehmann, 1963); sin embargo, el contacto con la
cria durante el periodo sensible facilita la consolidacion de Ja conducta materna no solo a corto plazo,
sino también a largo plazo. Las madres primiparas que cuidan su progenie sélo durante los primeros dos
dias post-parto, muestran una CM con una latencia corta cuando se les presentan nuevamente a otras
crias, varias semanas después. Esto significa que las madxes pasan por un proceso de reforzamiento en el
cual adquieren cierta experiencia de un fenémeno o evento dado y cuando este evento se le presenta
nuevamente, responden con una latencia mas corta que cuando se les presenta por primera vez. Por otro
lado, cuando las madres primiparas son privadas del contacto con sus crias al momento del parto y
también probadas varias semanas después, éstas responden pero con una latencia de aproximadamente 4
dias (Bridges, 1975; 1977; Jakubowski y Terkel, 1985). Este efecto de la experiencia es también
observado en hembras virgenes cuando son expuestas a crias durante una semana a 10 dias. Entonces,
este proceso es una manera de adquirit experiencia materna sin involucrar factores enddcrinos del parto.
También, hembras virgenes con este tipo de experiencia se muestran maternales ante nuevas crias con
latencias de acercamiento y de alimentacién mds cortas que cuando se le presentan a crias por primera
vez (Bridges ef al, 1977; Cohen y Bridges, 1981; Fleming y Rosenblatt, 1974). Sin embargo, la
facilitacién de la conducta maternal inducida por la experiencia es mayor en una hembra primipara con
algunas horas de contacto madre-ciias, en comparacion con una hembra virgen con experiencia de
sensibilizacién por varios dias (Fleming vy Sarker, 1990). En otros términos, el efecto de la experiencia
materna es amplificado por el medio hormonal del parto. Yeo y Keverne (1986) por su parte,
encontraron que en ratas tratadas con estradiol, la EVC mejora significantemente la propoicion de
hembras multiparas que muestran conducta materna, mientras que en hembras nuliparas también tratadas

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

La manifestacién de la CM al parto difiere entre ovejas multiparas y primiparas. Le Neindre y
colaboradores (1979) fueron los primeros en mencionar que existe una interaccion entre hormonas y
expetiencia en el despliegue de la conducta matetnal en la oveja. En su experimento, el 50% de las
hembras multiparas respondieron maternalmente a un tratamiento hormonal de progesterona y estradiol
inicialmente disefiado para inducir la lactancia. Sin embargo, este mismo tratamiento fue inefectivo para
inducir la conducta maternal en hembras virgenes. Esto es apoyado también por el hecho de que la
respuesta maternal a los neonatos puede ser observada en hembras multiparas de 10 a 15 dias pre-parto
{Alexander, 1960; Poindron y Le Neindre, 1980), mientras que este no es el caso en hembras nuliparas
(Raksanyi, 1979). Esta respuesta se relaciona con el inicio de una produccioén significativa de E2
circulante por la placenta en las wltimas dos semanas pre-parto, como se mencioné anteriormente.
Experimentos posteriores intentaron aclarar si la accion facilitatoria de los estiégenos dependia de la
maduracion fisiolégica asociada con el parto 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 induccidn por el estradiol. En algunos
casos, trabajando con hembras adultas con experiencia de un gran nimero de partos y ciclos maternales
(crianza de corderos) la respuesta maternal ha sido observada en ausencia de cualquier tratamiento
(Poindron ef al, 1984).

Por otro lado, los efectos de la EVC varian con la experiencia. En la mayoria de las ovejas
primiparas (90%), la supresion de la estimulacién genital al parto por una anestesia peridural detiene el
despliegue de la conducta maternal (Krehbiel, Poindron, Lévy ef al, 1987). Por el contrario, si la
anestesia peridural se aplica en hembras multiparas esta privacion tiene un efecto solamente en el 50%
de las madres. La EVC facilita la CM en multiparas {Keverne ef al, 1983 ; Poindron ef al, 1988)

mientras que el efecto es mas dificil de observar en hembras nuliparas (Kendrick v Keverne, 1991).

En conclusion, la experiencia de interactuar con la cria durante el periodo sensible es muy
impoitante para la consolidacién de la conducta maternal en la borrega y la duracién de este periodo
depende de las altas concentraciones de E2 circulante. Asi mismo, el efecto facilitador del estradiol y de
la EVC para inducir la conducta materna también se incrementan con el numero de partos y/o

experiencia maternal.
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B. MECANISMOS DE ACCION DEL ESTRADIOL

1. Elestradiol (breve resefia)

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 afio (Frank et al., 1925), se detectd 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 tiataba de una hormona en orina de mujeres ciclando, cuya concentracién variaba
dependiendo de la fase del ciclo menstrual. Posteriormente, Zondek (1928), detectd grandes cantidades
de esta hoimona en la orina de mujeres embarazadas, lo cual sitvié paia que los quimicos de esa época
aislaran esta sustancia en forma de cristal (Butenandt, 1929; Doisy et al, 1929, 1930) y asi poder

dilucidar Ia estructura quimica de lo que hoy conocemos como estradiol.

A pesar de ello, no fue sino hasta la década de 1960 cuando Jensen y Jacobsen (1962) sugiricron
la presencia de receptores intracelulares paia estrogenos en tejidos blanco tales como el higado, huesos,
endotelio vascular, cotazén, aparato reproductor femenino y sistema nervioso central. Esto tuvo
impottancia histérica porque fue la primera demostracion de la existencia de receptores de la familia de
hormonas esteroides, y porque ademds proporciond los métodos experimentales para identificar

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

Dentro de la familia de los estrégenos, el estrégeno natural mas 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 referiinos a los estrégenos en general). Cada una de esas moléculas es un
esteroide de 18 carbonos que contienen un anillo fendlico A (un anillo aromético con un grupo hidroxilo
en el carbono 3) v un grupo B-hidroxilo o cetona en la posicién 17 del anillo D (ver figura 2). El anillo
fen6lico A es la principal catacteristica estructural de la cual depende la unién selectiva y de la alta

afinidad a receptores de estrégenos (Duax ef al., 1988; Jordan et al, 1985;).
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Figura 2. Estructura molecular del estradiol. (Tomado de Williams y Stancel, 1998).
2. El estradiol y su receptor

Los estrégenos, al igual que otras hormonas esteroides, actdan principaimente por medio de la
regulacion en la expresion de genes. Estas hormonas se difunden de modo pasivo a través de membranas

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

El receptor a estrégenos (o estradiol, RE2) parece estar codificado por un gen unmico, y ¢l
teceptor tiene una masa molecular de aproximadamente 66,000 Daltons con un sitio tnico de unién a
hotmona. El receptor interactda con secuencias de nucleétidos especificas denominadas elementos de
reaccion a estrégenos (ERE) presentes en genes blanco, y esta intetaccién incrementa, o en algunas
situaciones disminuye, la transcripcién de genes especificos. Ademas de los elementos de reaccion g
estrogenos, muchos genes contienen elementos que median acciones de otros factores reguladores. Esto
puede proporcionar un mecanismo mediante el cual las sefiales provenientes de estrogenos y de giros
compuestos convergen en sitios gendmicos comunes para iniegrar respuestas celulares a multiples |

estimulos y consecuentemente alteraciones en la funcién celular (Power er al., 1992).
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De manera general, el mecanismo por medio del cual se lleva a cabo la actividad “genémica™ del
receptor es el siguiente: éste posee una regién o dominio separado para la unién a hormonas, un
dominio para la unién al 4cido desoxirribonucleico (ADN) y otros dos dominios que participan en la
activacién transcripcional. El complejo estrdgeno-receptor se une al ADN y estabiliza un complejo de
muiltiples proteinas que incluyen 4cido ribonuciéico (ARN) polimerasa y otras proteinas necesarias para

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

Estercides

]
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FALLA DE ORIGEY

P Nicleo R

Membrana
&Qf% Plasmética

Figura 3. Modelo del mecanismo de accién de los estrégenos sobre su receptor

para la sintesis de proteinas. (Tomado de Baulieu y Kelly, 1990).

Por otro lado, se ha encontrado que los RE2 estan predominantemente Iocalizados en el ntcleo,
aunque también pueden existit en el citoplasma celular. No se conoce exactamente cual es la diferencia
entre los receptores citoplasméticos v 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 v Gorski, 1974) y esto permite la interaccién entre receptor y el mecanismo de transcripcion
de genes.

También existen las acciones “no gendémicas” de las hormonas esteroides, que se caracterizan
porque no involucran cambios en la expresion de genes y tienen lugar en el citoplasma celular. Ademas,
a diferencia de las “gendémicas” se producen relativamente més répido. En este caso, ocurre una serie de
eventos que involucran a protefnas G y/o a segundos mensajeros que de manera indirecta pueden regular

la expresion de genes. De aqui parte el principio de la coparticipacion de otras sustancias como por

"ntanil
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gjemplo ciertos neurofransmisores que pueden actuar sobre el nucleo 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 nucleo y en sus proyecciones
(dendritas y axones), las cuales poseen el sustrato neuroanatémico para los efectos del estradiol (Pfaff,

1980).

Un ejemplo de ellas, son las neuronas liberadoras de gonadotropinas o GnRH en el hipotalamo.
La actividad de estas neuronas es regulada por esteroides, y en células in vive no se ha encontrado que
estas células expresen receptores a estradiol (Shivers, Harlan y Morrel, 1983) o a progesterona en las
especies estudiadas (Herbison y Theodosis, 1992; Thind y Goldsmith, 1997; Warembourg et af, 1998).
Sin embatgo, distintas poblaciones de células adyacentes inmunorreactivas a neurotensina (Herbison y
Theodosis, 1992), galanina (Horvath et al, 1997), 4cido gamma-aminobutirico (GABA) o glutamato
expresan receptores a estradiol (Thind y Goldsmith, 1997). Estos hallazgos muestran una regulacién

indirecta de la liberacion de GnRH por estrégenos.
3. Técnicas de visualizacién de los 1eceptores a estradiol en el cerebro.

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

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

A partir de los afios 60’s se comenzaron a estudiar las zonas cerebrales que contienen
esteroides. Los primeros trabajos en el cerebro asi como en el utero fueron realizados por
autoradiogiafia con ayuda del E2-tritiado (*H-estradiol, utilizado como trazador radioactivo) el cual
facilitaba la localizacion de los sitios en los que se encontraba su receptor (Pfaff y Keiner, 1973; Stumpf
y Sar, 1975; Waremboutg, Jolivet y Milgrom, 1989).

En el cerebro de la rata, los receptores a estradiol y a progesterona se localizaron por medio de
autoradiografia en estructuras tales como la amigdala medial, el hipocampo, la coiteza, locus cerdleos,
el nicleo dorsal del raphé, cerebro medio y cerebelo, aunque la densidad de RE2 en estas ultimas
regiones fue muy baja v difusa en comparacién con las estructuras hipotélamicas, como se detalla

posteriormente (McEwen y Alves, 1999).
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Hacia los afios 80’s, el aislamiento y la secuenciacidn de receptores a esteroides permitieron la
obtenciéon de anticuerpos dirigidos contra esas moléculas. Al mismo tiempo, dichos anticuerpos
permitieron la deteccion de sus receptores sobre cortes de tejido, y gracias al empleo de técnicas como

la inmunohistoquimica (IHQ) fue mas fécil lograr su ubicacion en ¢l cerebro.

La inmunohistoquimica abarca un gran numero de técnicas que de manera general se basan en la
sensibilidad vy especificidad de determinados marcadores, los cuales permiten detectar moléculas
especificas por medio de anticuerpos. Estas técnicas se han empleado en la identificacion de mensajeros

quimicos como neurotransmisores, aminoacidos, péptidos y hormonas (Silverman, 1994).

Gracias al empleo de anticuerpos monoclonales y al empleo de téenicas como la THQ, la
presencia de los RE2 fue confirmada en las regiones descritas anteriormente por autoradiografia (Fuxe
et al 1986 en rata; Blaustein y Turcotte, 1989; DonCarlos ef al. 1991 en cobayo; Bayliss ef al, 1986
en gato; Lehmann ef al , 1993 en oveja).

Algunas de las ventajas importantes de la IHQ sobre la autoradiografia son: a) la
inmunorreactividad de los RE2 puede ser detectada independientemente de la presencia del ligando
end6égeno. b) En esta técnica, los experimentos pueden set realizados mas rdpidamente debido a que los
estudios de autoradiografia requieren de grandes tiempos de exposicién y c) se evita el uso-de-la

radioactividad para llevarla a cabo.
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C. Estructuras centrales involucradas en ¢l 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 por expetimentos realizados principalmente en roedores
(Numan, 1994; Sheehan, Cirito, Numan et al., 2000). La mayoria de los expetimentos han consistido en
lesionar con sustancias quimicas, realizar implantes hormonales, deaferentar regiones, zonas o nicleos,
estimular eléctricamente micleos o vias neurales, o localizar receptores, agentes neuroquimicos y

activacion gendmica temprana (¢-fos).

Sin embatgo, en comparacién con la rata, existen pocos trabajos relacionados con el control
neurobiolégico de la CM en la oveja (Da Costa, Guevara-Guzman, Ohkura et al, 1996; Gonzilez-
Mariscal y Poindron, 2002; Kendrick et al, 1992, 1997; Lévy et al., 1996; Krehbiel ef al, 1987;
Poindron et al., 1988). En estudios por microdidlisis para la determinacién de OT, se han encontrado
varias estructuras cerebrales relacionadas con el control de la CM en la oveja, estas estructuras son: el
drea predptica media, el nicleo paraventricular (Lévy et af, 1996), el nicleo supradptico, el nicleo
comisural antetior (NCA), el nicleo base de la stria tetminal, y los bulbos olfatorios (OB) como lo

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

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

1. Area Pre6ptica Media (APOM)

Los resultados obtenidos en varios tipos de experimentos indican que el drea predptica media es
la estructura méas mmpozrtante para el control de la conducta maternal en la 1ata (Numan, 1977, 1984,
1994). El APOM se une rostralmente a la banda diagonal de Broca (BDB) y caudalmente al hipotalamo
anterior. Lateralmente se une al 4rea predptica lateral (APOL) y dorsalmente al NBST v a la comisura
anterior (CA).

Lesiones electroliticas realizadas en ratas lactantes producen una inhibicién en la actividad de
cuidado de las crias, en la constiuccion del nido y en la conducta de amamantamiento (Jacobson, Terkel,
Gorski y Sawyer, 1980; Numan, 1974; Numan ef al, 1988). Mas aun, la destruccion selectiva de los
cuerpos celulares del APOM con el 4cido N-metil-DL-aspartico interrumpe la actividad de la
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construccidon del nido, cuidado y conducta de amamantamiento (Numan, 1988, 19902, b). Asi mismo, se
han empleado técnicas que cortan las vias aferentes y eferentes hacia el APOM (Franz, 1986; Miceli,
1983; Numan, 1974, 1980, 1985) y estos estudios sugieren que al ser dafiadas las proyecciones del

APOM, se interrumpe la conducta maternal.

El APOM es uno de los sitios donde el estradiol y la prolactina actiian para facilitar la conducta
maternal en la rata. Implantes de estradiol en el APOM facilita la conducta maternal en ratas virgenes
(Bridges, Numan, Ronsheim et al, 1990; Numan, et g/, 1977), mientras que la aplicacién de
antiestrogenos la inhibe (Ahdich, Mayer y Rosenblatt, 1987). En la coneja, los resultados obtenidos
hasta el momento sugieren un papel similar de esta estructura (Caba, Beyer, Gonzalez-Maziscal et al.,

2001; Gonzélez-Mariscal y Poindron, 2002).

Por otra parte, en estudios por autoradiografia (Pfaff y Keiner, 1973; Stumpf ef al , 1968, 1970,
1975), de los sitios de unién a receptor (Brown, 1988; Rainbow, Parson y McEwen, 1982} y en estudios
por inmunohistoquimica (Fleming er al., 1994; Fahrbach et al., 1986; Giordano, Siegel y Rosenblatt,
1989; Giordano, Ahdich, Mayer et al., 1990; Jacobson et al., 1980; Koch y Ehret; 1989; Wagner ef al.,
1996; Numan, 1990; Sar y Parikh, 1986), se ha demostrado la presencia de receptores a estradiol en esta

4rea en relacion con la conducta maternal en la rata.

En la oveja, la presencia de RE2 en esta estiuctura en relacion con la CS y la ovulacion esta bien
establecida (Blache et al., 1994; Herbison et al ., 1993; Lehmann ef al., 1993). Sin embatgo, la presencia

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

En relacion con la experiencia maternal y los cambios neurobiolégicos que se presentan en el
cerebro, se ha encontrado que en 1atas, el nimero de RE2 muestra un incremento significativo al final de
la gestacion (Giordano et al., 1989; 1990). También se ha encontrado que el nmimero de células
inmunorreactivas al RE2 en esta estructura varia entre las diferentes etapas de la gestacion (Wagner et
al., 1996). Ademds, en el ratén se ha demostrado que la concentracion de los RE2 en el APOM aumenta

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

Se ha descrito que la amigdala juega un papel inhibitorio dentro del control de la conducta
maternal. Fleming y cols. (1980) demostraron que lesiones en la amigdala medial en ratas hembras
virgenes facilitan la xespuesta al cuidado de las crias. Por otra parte, animales expertos maternalmente
que recibieron estimulaciones eléctricas en Ja amigdala mostraron més rdpidamente una CM hacia las
crias que los animales no estimulados (Morgan, Watchus, Milgtam et al, 1999). Estos resultados
sugieren que los animales que recibieron lesiones en la amigdala son menos neofébicos que los controles
es decir, aceptan maés rdpidamente a las crias, las cuales representan un nuevo estimulo para la hembra.

La amigdala medial recibe proyecciones del 6rgano vomeronasal y la facilitacién de la CM en
hembras virgenes con lesiones en la amigdala es equivalente a lo observado en hembras virgenes con un
dafio selectivo en los nervios vomeronasales (Fleming, Vaccarino, Tambosso et al., 1979). En referencia
al 6rgano vomeronasal y su conexidn con la amigdala, éste proyecta al bulbo olfatorio accesorio, el cual
proyecta a la amigdala medial. Asi mismo, la amigdala medial proyecta por medio de la stria terminalis al
nucleo base de la stria terminal y al APOM. EL nicleo base de la stria terminal por su parte, también

tiene proyecciones al APOM (Figura 4).



19

Fig 4. Diagrama que muestra las vias que van del 6rgano vomerenasal hacia la amigdala medial, néicleo base de la
stria terminal y APOM. Abreviaciones (en inglés) ac, anterior comissure; ACo, anterior cortical amygdaleid
nucleus; AOB, accesory alfatory bulb; BL, basolateral amygdaloid nucleus; BNST, bed mnucleus of the stria
terminalis; BNSTpi, bed nucleus of the stria terminalis postero intermediate subdivision; BNSTpm, posteromedial
division; Ce, centrla amigdaloid nucleus; fx, fornix; lot, lateral olfatory tract; Me, medial amigdaloid nucleus, MeA,
anterior subdivisiom; MeP, posterior division; MOB main olfatory bulb; MPN, medial preoptic nucleus; MPOAL,
lateral subdivision of the medial preoptic area; oec, optic chiasm; OM, olfatory mucosa; ot, optic tract; PLCo,
posterolateral cortical amigdaloid nucleus; PMCo, posteromedial cortical amygdaloid nucleus, vaf, ventral

amigdalofugal pathway; VNO, vomeronasal organ. Toemado de Wood, 1997,

La amigdala medial-cortical, recibe proyecciones de los sistemas olfatorios principal y accesorio
y las lesiones en esta zona parecen desinhibir la tespuesta maternal porque interrumpen Ja informacidon
proveniente de los olores de las crias que 1esultan ser ajenos o aversivos a la hembra (Fleming ef af.,
1980). Por tanto, lesiones en la amigdala medial y corticomedial parecen aumentar la CM por la
reduccion de la aversion a los olores de las crias y por una reduccién general de la timidéz en respuesta a

nuevos olores (Oxley y Fleming, 2000).
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También se han encontrado RE2 en la amigdala medial en el cerebro de ratones (Koch y Ehret,
1989) vy ratas (Warger ef al., 1996) en relacion con la CM y experiencia maternal. Lehmann (1993)

reportd células inmunopositivas a RE2 en la amigdala y en el hipocampo de la oveja.

¢. Nucleo base de la stria terminal (NBST) v septum

El NBST y el septum se han relacionado con el completo desarrollo de la CM, debido a que
lesiones de estas dreas en ratas (Fleischer y Slotnick, 1978; Terlecki y Sainsbury, 1978), ratones
{Carlson y Tomas, 1968, Slotnick y Nigrosh, 1975) y conejas (Cruz y Beyet, 1972) provocan una
desorganizacidén espacial de la CM. Las madres toman a sus ctias para transportarlas a otro lugar
(conducta de acarteo) pero colocan a cada una de ellas en sitios diferentes. De igual forma, la
construccion del nido no 1esulta ser la adecuada por el tamafio del nido o la construccién en si. De

manera general, lesiones en estos sitios no interrumpen la CM, pero si causan una alteracion en ella.

Por técnicas de THQ se han encontrado receptores a estradiol en estas 4rea y su presencia ha sido
relacionada con el control tanto de la conducta sexual (rata: Hui-Yun li ez al, 1993; oveja: Blache,

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

En la oveja, dwrante la lactancia, al final de la gestacién y en tratamientos con estiadiol y
progesterona (Lehmann et al, 1993), también se encontré un incremento significativo de células

inmunoreactivas a OT en el NBST.

d. Nucleo Paraventricular (NPV).

El NPV es la fuente principal de redes neurales oxitocinérgicas dentro del cerebro (Broad, Lévy,
Evans et al., 1999; Caba, Silver, Gonzalez-Mariscal et al, 1996; Da Costa et al., 1996; Giovenardi,
Padoin, Cadore et al., 1997, 1998; Sofioniew, 1985) y como se menciond anteriormente, la OT juega un
papel importante en el despliegue de la CM. Por ofra parte, existen evidencias de proyecciones

reciprocas entre el APOM y el nicleo paraventricular (Conrad y Pfaff, 1976; Sawchenco y Swanson,
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1983). Quiza las proyecciones del APOM hacia el NPV activan vias neurales oxitocinérgicas en este
niicleo en relacion con la conducta maternal. Numan y Corodimas (1985) presentaron evidencias de que
estas proyecciones no estin involucradas en el control de la conducta maternal en 1atas 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 si inumpieron la CM (Morgan ef al., 1999).

Se han encontrado neuronas oxitocinéigicas en regiones cerebrales que reciben informacion del
sistema olfatorio principal y/o vomeronasal Estas regiones incluyen al NBST, el nucleo olfatorio
anterior y el tubérculo olfatorio (De Kloet, Voohuis, Boschma et /., 1986). Numan (1990) menciona
que es posible que el sistema oxitocinérgico incremente su actividad al hacer relevo en el NPV,
modificando con ello, la funcién 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 liberacion de oxitocina en el NPV, bulbo olfatorio y drea
predptica. Sin embargo, estudios por retrodidlisis de OT en el nucleo paraventricular han permitido la
induccidn 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 niicleo paraventricular
y tanto neuronas oxitocinérgicas como sus receptores se han encontrado en este niicleo (Kendrick et al.,
1997). También se ha demostrado que el nimero de neuronas inmunoreactivas a oxitocina se incrementa
al momento del parto o después de una exposicion previa con estradiol y/o progesterona (Broad ef o,
1993; Lehmann ef al., 1993). De igual forma, la experiencia maternal previa incrementa la expresion del
ARNm de oxitocina en el NPV (Broad ef al,, 1999).

Por otra parte, en estudios por inmunohistoquimica se ha encontrado que tratamientos con
estrogenos incrementan el nimero de células que contienen oxitocina en el cerebro de la rata
(Jirikkowski, Caldwell, Stumpf et al., 1988); ademas incrementa el nitnero de receptores a oxitocina
{Cotrini, Johnson, McEwen, 1989; De Kloet Voorhuis y Elands, 1985). Se sabe también que los
esteroides modifican la expresién del gen de oxitocina en el cerebro de la rata (Caldwell, Brooks,

Juikowski ef al , 1989; Millet, Ozimek Milner ef al., 1989).
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Axelson y cols (1990) encontraron que los RE2 en el cerebro de la 1ata, se co-localizaron con
células inmunoreactivas a vasopresina en las células magnocelulares de los nicleos paraventricular y
supradptico, lo cual sugiere que el estradiol influye directa o indirectamente sobre las células

magnocelulares de los nicleos hipotalamicos.

e. Nucleo Supradptico (INSO)

Aunque este nicleo no estd directamente relacionado con la expresion de la conducta maternal,
se sabe que es uno de los nlcleos oxitocinérgicos mds importantes del hipotdlamo. Las neuronas
magnocelulares liberadoras de oxitocina y vasopresina presentes dentro de los nucleos supradptico y
paraventricular también tienen un papel muy importante dentro de la mantencion de homedstasis y
dentro de algunas funciones reproductivas. En la hembra, las fluctuaciones en las concentraciones de
estrdgenos en la sangre alteran las conceniraciones de oxitocina en plasma (en 1ata: Yamaguchi ef al.,
1979; en humano: Amico et at., 1981). También, se observan altos niveles de OT circulante dentro de
un ciclo estral normal cuando los niveles de E2 son igualmente altos (Satkar y Gibbs, 1984). Durante la
lactancia, se ha sugerido que el E2 estd involucrado en la regulacién de arreglos ultraestructurales de la
glia dentro del NSO. Por ofra parte, el E2 es importante para que las neuronas liberadoras de
vasopresina respondan correctamente a un estimulo osmoético. La elevacién de la secrecion de
vasopresina y la expresién del ARNm seguida de un estimulo hiperosmético solo ocurre en presencia de

E2 (Crowley y Amico, 1993).

Se ha encontrado que durante el parto y la Gltima etapa de la gestacion, los niveles de ARNm de
OT se incrementan en los micleos paraveniricular y supradptico, De igual manera, se ha encontrado un
inpremento en el niimero de receptores a oxitocina en éste nucleo y en el nicleo paraventricular en
ovejas con experiencia maternal (Broad et af., 1999). Por tanto, se considera que la experiencia maternal

puede aumentar la liberacion de este péptido en sitios que regulan la expresién de la CM.

Voisin y cols. (1997) también encontrazon que las neuronas del NSO expresan el RE2, y que el
E2 puede regular las newronas magnocelulares liberadoras de oxitocina y de vasopresina de manera

indirecta, por medio de una regulacion trans-sinaptica. La predominancia de RE2 en el 4rea predptica y
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su conexion con el nicleo supradptico sugiere que la accién del E2 en las neuronas magnocelulares

puede modular el balance de fluidos v algunas funciones reproductoras,

f. Hipotilamo medio basal (HMB)

La importancia del HMB dentro de la conducta maternal radica en que esta estructura presenta
algunos cambios en relacién con el nimero de RE2 en la etapa de transicién 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
1eceptores en estructuras no involucradas en la CM.

Wagner y cois (1996) reportaron un incremento en el nimero de células IR-RE2 en el
hipotédlamo medio basal, el cual fue significativamente mas alto en el dia 22 que en los dias 8 y 16 de
gestacion. Estos resultados mostraron una regulacion especifica regional y temporal de los receptores a
estradiol en el cerebro durante la gestacién. Los cambios en los niveles de RE2 en regiones como el
APOM y el HMB podrian indicar el cambio que tiene la expresion 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 autoradiografia (Pfaff y Keiner, 1973; Stumpf, 1968 1975)
inmunohistoquimica (Cintra, ef al, 1986; Sar y Parikh, 1986; Koch y Ehret, 1989) y de hibridacion in
situ (Lauber et al, 1990, 1991; Simmerly ef al, 1990; 1991), que también han demostrado la presencia

de receptores a estradiol o su ARNm en el hipotalamo medio basal.

Como hemos visto, la accién del estradiol se acompafia por lo general de un aumento en el
mumero de receptores, tanto de receptores a ¢l mismo como de receptores a otros compuestos, como
por ejemplo la oxitocina y vasopresina. Asi mismo, se acompafia de un incremento en el nimero de

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

Para estudiar cuales reas sensibles al estradiol estan involucradas en la activacionde laCM en la
oveja, podemos realizar un andlisis de la variacidén del nimero de células con RE2 en las 4reas que se
han encontrado estdn relacionadas con la expresion de la CM en otras especies, y compararlas con

aquellas dreas involucradas en la CS (apoyandonos en estudios en la oveja y en otras especies). Paia
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ello, nuestro grupo control seria un grupo 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 matetnal, pero no conducta sexual.

Por otro lado, es importante comprobar si el nimero de paitos previos (NPP) en la oveja puede
alterar el nimero de células IR, como ocurre en los roedores, lo cual permitiria averiguar si la mayor
eficacia a la accién del E2 para activar la CM en hembras con expetiencia, pueda depender de un mayor

numero de células positivas al RE2 en ovejas multiparas.
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IIL. JUSTIFICACION
La justificacion de este trabajo se puede 1esumir en los siguientes puntos:

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

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

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

¢l nimero de partos previos.

3.- En otras especies, esta experiencia estd 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 yala EVC para inducit la CM, dependa de un mayor niimero de células inmunopositivas a RE2.

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

CM se desconocen.

6.- Por tanto, investigaremos si en las ovejas parturientas existen cambios en el nimero de
células inmunorreactivas en zonas del cerebro susceptibles de participar en la facilitacién de la CM,
considerando que un cambio en el nimero de células marcadas en alguna estructura podria ser un
indicador de la participacion de dicha zona en la activacidon de la CM. Como control, se utilizara la
condicién del Estro en la cual hay presencia del estradiol pero no de conducta maternal, y la estructura

del hipotdlamo medio basal, en la cual no deberfan observarse cambios similares.

7. Asi mismo, investigaremos si existen diferencias en el nimero y distribucién de células
inmunomarcadas en relacién con el NPP (lo cual implica una experiencia tanto fisiolégica como
conductual), comparando su expresion en hembras que paren por primera vez y en hembras que han

parido al menos dos veces anteriormente.
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IV. HIPOTESIS

1) Existen estructuras cerebrales que presentan un cambio en ¢l nimero de células
inmunopositivas al momento del parto, cuando se activa la conducta materna. Este namero se espera sea
diferente del encontrado al estro, cuando hay presencia de estradiol, pero no hay expresion 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, esttuctura que
supuestamente no esta involucrada en dicha conducta, estos cambios deberian 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 nimero de células IR-RE2 entre el grupo al e_s‘ﬁ*@’y el
grupo al parto, dado que se trata de dos conductas diferentes y esto pudiera modificar la interaccion yio
activacion de las células inmunopositivas con el E2. El nimero de neuronas marcadas deberia ser mayor
al parto que al estro en las estructuras involucradas en la conducta materna (APOM, NPV, NSO y

posiblemente AM), mientras que la situacién deberia ser opuesta en el HVM.

3) En hembras multiparas, el niimero de células inmunoreactivas a los RE2 sera mayor al

encontrado en ovejas nuliparas.
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V. OBJETIVOS
A) GENERAL

Determinar por técnicas de inmunohistoquimica la localizacion de receptores a estradiol en el cerebio

anterior de ovejas parturientas y su posible variacion en relacién con el niimero de partos.

B) ESPECIFICOS

1. Se buscard la presencia de RE2 en las siguientes regiones hipotaldmicas conocidas por estar
involuciadas en la conducta maternal: 4rea predptica media, micleo supradptico, nieleo paraventriculax

y amdgdala medial.

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

parturientas multiparas y en parturientas nuliparas.

3. Se compmaxan estos resultados con los obtenides en hesnbras en Estro, el cual serd nuestro grupo
control. En-todos. les grupos no solo se analizarén las estructuras ya meneionadas, sino también el HMB
por estar mveiucm&) en la expresion de la conducta sexual, pero no de la eenducta maternal,
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VI. ANIMALES, MATERIALES Y METODOS

Este proyecto fue realizado en una colaboracion (Proyecto de investigacion ANUIES-ECOS #
M98-S04) con el Dr. Frédéric Lévy y la Ing. Maryse Meurisse del Laboratorio de Comportamiento
Animal (PRMD, URM CNRS-INRA-Universidad de Tours No. 6073) del Institut National de Ia
Recherche Agionomique (INRA) en Nouzily, Francia. En este instituto se colectaron tejidos de
aproximadamente la mitad de los grupos (ver detalles a continuacién). Esta colaboracién facilité la

rapida obtencion de los animales y un avance significativo en el anlisis de los datos.

A Animales

En México, el mantenimiento de los animales y la colecta de los cerebros se realizd en el Rancho
Amazcala (Municipio del Marqués, Qro.) en las instalaciones de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Auténoma de Querétaro, donde el Centro de Newobiologia de la UNAM posee un hato de
aproximadamente 70 animales. Dichas instalaciones cuentan con la infraestiuctura necesaria para el

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

En relacion 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 lle-de-France, Préalpes y Romanov.

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

cuales fueron distribuidas en los siguientes grupos:

1) Hembras Nuliparas al Esro (n=7): hembras jovenes entre 1 y 2 afios de edad, sin
experiencia previa de parto y sactificadas 15 a 30 min después del inicio del estro

conductual.

2) Hembras Multiparas al Estro (n=8): hembras de mas de dos afios 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 Nuliparas al Parto (n=9): hembras jovenes entre 1 y 2 aflos de edad, sin

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

4) Hembras Multipaias al Parto (n=10): hembras adultas (de mas de tres afios), con al menos

dos partos previos v sactificadas entre 15 y 30 min. después del parto.

B. Iratamientos Generales

Todas las ovejas se trataron con esponjas intravaginales para sincronizar su ciclo estial. Las
esponjas contenfan un progestidgeno (45 mg de acetato de fluorogestona, Chrono-gest®) para inducir
una fase hiteal Estas esponjas permanecieron durante 14 dias completos. En éste dia, la esponja fue
tetirada ¢ inmediatamente se inyectaron intramuscularmente 400 unidades internacionales (U.l.) de
gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG, Folligbn Intervet®) pata inducir el estro, que se

presentd 48-60 hoias posteriores al suministro de ésta.

1) Grupo al Estro.

Para los animales del grupo al Esiro, se tomé en cuenta la aceptacion del macho a la monta, esto
es, se introdujo al macho en un coiral de prucba junto con la hembra algunas horas (4 a 8) antes del
inicio del estro. En la aceptacion del macho a la monta, la hembra permanecié sin moverse, facilitdndole
al macho a lo menos dos montas completas con intromisién y eyaculacion. 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 verificd la monta efectiva y eyaculacion. A los 30 y 60 dias postertores a la monta,
se realizd una ecografia por medio de un aparato de ultrasonido de pantalla (SonoAce 600, Medison)

para verificar la fertilizacion efectiva y el desarrollo del producto.
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Se considerd una duracion promedio de gestacion de 150 £ 3 dias Al dia 147-148 de gestacion
se suministré dexametasona (16 mg/ml Dexadreson, Intervet) como inductor del parto en las ovejas
nuliparas y multiparas, el cual ocuire entre 36 y 48 horas después de la inyeccioén. Los sacrificios se
realizaron 15-30 min. después del parto, después de verificar que las madres se¢ mostraran maternales
hacia su crfa, es decit con emisién de balidos de baja frecuencia y lamidos constantes al recién nacido
(limpieza de la cria) con una latencia menor a 5 minutos (Collias, 1956; Hetscher ef al., 1963; Poindron

et al., 1984).

C. Colecta de los cerebros, inmunohistoquimica y andlisis de los cortes.
1. Sacrificios

Las ovejas de ambos grupos (al Estro y al Parto) se decapitaron. Inmediatamente se localizaron
las arterias car6tidas en la porcion ventral media del cuello y se canularon. Posteriormente se perfundid
la cabeza utilizando una bomba de perfusion (Mod. 7753-70, COLE-PARMER). En este proceso,
primero se suministraron 2 litros de solucién salina al 0.9% conteniendo nitrito de sodio al 1.0 % como
vasodilatador y anticoagulante. A continuacion, se perfundié con 4 litros de paraformaldehido al 4% en
una solucién de buffer fosfatos (0.1 M pH 7.4) con glutaraldehido al 0.5% y 4cido picrico al 15% (a una

temperatura de 4°C). En total, €l proceso de perfusién se realizé en un tiempo aproximado de 15 min.

2. Preparacion del tejido

Una vez realizada la perfusién, se procedié a remover el cerebro cuidando no dafiar las
estructuras de interés. Posteriormente el cerebro se sometié a una post-fijacién con paraformaldehido al
4% (en solucién buffer fosfatos 0.1 M, pH 7.4) y acido picrico al 15% pot 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 éptico; el segundo bloque a partir del quiasma Optico hasta el inicio de los
cuerpos mamilares (bloque de interés) y el tercero de los cuerpos mamilares hasta el puente y bulbo
raquideo. Estos bloques fueron sumergidos en una solucion 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 congelacion.
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El primer y tercer bloque se almacenaron y solo se utilizé el segundo bloque correspondiente a
las regiones hipotalamicas. A este bloque se le retit6 la corteza cerebral con el fin de colocar las
secciones en un portaobjetos de 2.4 X 7.6 cm, debido a que el tamafio del encéfalo excede las
dimensiones de la laminilla y ademds, facilita la realizacidén de los cortes en el microtomo de congelacién

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

Se realizaron cortes coronales de 40 pm de grosor, los cuales se colectaron en platos de
incubacién con crioprotector (etilenglicol , sacarosa, buffer fosfatos pH 7.4, y H0 destilada) para

preservar ¢l tejido hasta su procesamiento por inmunohistoquimica.

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 @/ (1993), v se utilizaron Unicamente aquellas que contenian las
estructuras de interés (APOM, NSO, NPV, AM y HMB) para ser procesadas por inmunohistoquimica.

Pata obtener una representatividad de cada una de las estructuras, se tomaron 3 secciones que
cotrespondian a l1a porcion rostral, la porciéon media y la porcion caudal del nicleo o area, cuidando que
tuvieran el mismo nivel en cada uno de los cerebros colectados. Este criterio de seleccién ha sido
utilizado anteriormente (Lehmann et af, 1993; Blache et al., 1994). Posterior a esto, los cortes se

procesaron por IHQ, técnica que se desciibe a continuacion.
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3. Inmunohistoquimica

Es importante mencionar que en cada sesion de inmunohistoquimica, siempre se incubaron
secciones de los diferentes grupos experimentales; es decir, tuvieron el mismo tiempo de incubacién 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 laboratotios a fin de realizar
el tratamiento mmunohistoquimico de manera separada en cada laboratorio sobre cortes adyacentes,

para asegurarse de la homogeneidad de los resultados.

La inmunohistoquimica se realizé en secciones en “libre flotamiento”. Dichas secciones se
sometieron a una serie de lavados, comenzando por una solucién conteniendo peréxido de hidiégeno al
1.0% durante 1 hora para eliminar la actividad de las peroxidasas endégenas. A continuacién, se
incubaron por espacio de 1 hora en una solucién con PBS-Tritén-Azida y suero albiimina de bovino
(BSA, SIGMA) al 2%. Después, se realizé la incubacién en el anticuerpo primario 1D5 a una
concentraciéon 1/10 durante 60 horas a 4°C. Este anticuerpo es de tipo monoclonal anti-RE y actfia
directamente contra el dominio N-terminal de los receptores alfa en humanos; fue generosamente
donado por el Dr. G. Delsol en Francia y est4 disponible por la compafiia DAKO, en Copenhage,
Dinamarca, anticuerpo M7047. Luego, el tejido se sometié a una setie de lavados en PBS (3 durante 10
min.) y a contmuacién fue incubado en el anticuerpo secundario (sheep anti-mouse peroxidasa, Jackson-
ImmunoResearch) a una concentracién de 1/500 por 3 hrs. a temperatura ambiente. Se realizaron
nuevamente lavados en PBS (3 de 10 min. ¢/u) y Tris HC1 (0.05 M, pH 7.6; 2 lavados de 10 min. ¢/u).
Para finalizar, se levd a cabo la revelacion con diaminobenzidina (3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrocloride, SIGMA) intensificada con sulfato de niquel-amonio (FISHER-LABS) al 0.2% en T1is
HC], adicionando 0.003% de peréxido de hidiégeno, lo cual nos dio un precipitado de color negro-
azulado. Los controles de Ia reacciéon de mmunohistoquimica consistieron en la omisiéon del anticuerpo
primario en el protocolo de tincién. Ademds, se 1ealizé otro control de la reaccién con una pre-
absorcion del anticuerpo 1D5 (1:10 a 4°C) con 10 ng/mi de proteina sintética en PBS-Tr1iton-Azida y
suero albuimina de bovino por 2 horas.

La especificidad de este anticuerpo han sido probada anterionmente 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 montd en porta-objetos con gelatina (al 0.5% y cromo-
aliimina al 0.025%, FISHER-LABS) y se someti$ a una serie graduada de alcoholes (70%, 80%, 96% y
100%, 1 min. en c/u) para deshidratarlo. El montaje permanente se realizé con cubre-objetos con

permount (marca J.T. BAKER).

Para la localizacion e identificacidon de las estructuras hipotalamicas del cerebro de la oveja, se
realiz6 una tincién con violeta de cresilo en secciones adyacentes a los cortes seleccionados para

corroborar la localizacion exacta de las células inmunomarcadas.

4. Analisis 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 camara de video (GP-MF200, PANASONIC) y
ésta a una computadora (Pentium, ACER) con un sistema de analisis de imégenes (BiocomHisto 5000,
Francia) que permitié contabilizar de manera sisteméatica el namero de neuronas inmunomarcadas en el

tejido. La seleccion dptima de las células y su conteo se realizé con base en los siguientes parametros:

* 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
nimero 1 para circunferencia y el 0 para lineas).

¥ Tamaifio (mayor a 5 pm y menor a 25 pm de didmetro)

El color gris de fondo (background) y la iluminaciéon 6ptima del microscopio se establecieron en
el sistema tomando en cuenta los valores promedio de 15 secciones. Este proceso aumentd el contraste
entre los niveles de gris del niicleo y del fondo. El nivel de gris del nicleo también se tomé de un
promedio de 20 células, facilitando el conteo de los objetos marcados. Las células inmunomarcadas se
definieron por segmentacion de la imagen, es decir, se tomd en cuenta el nivel de gtis (objetos con
niveles mayores a 110 y menores a 130), asi como aquellos que fueran mayores a Spm y menores a
25pm de didmetro. Por otra parte, con el factor de forma se consideraron solo los objetos de forma

oval. Los objetos fuera de estos pardametros se consideraron como artefactos y se descartaron. Este
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sistema, ademds de trabajar en forma automatica también tiene la opcion de trabajar en modo manual, lo
que permite eliminar 0 marcar células que no son consideradas autométicamente. Con esto, cada campo
se revisé individualmente v los objetos sospechosos o de otra naturaleza (como vasos capilares o
residuos del cromédgeno, DAB) se eliminaron manualmente. Del mismo modo, las células que se

encontraban muy agrupadas o en conglomerados se contaron manualmente.

Una de las caracteristicas mas relevantes de éste sistema de andlisis de imagenes es que nos
permite realizar el conteo de grandes dreas o regiones cerebrales sin cometer errores de doble registro
celular o doble conteo. La mayoria de los sistemas de analisis de imagenes estan disefiados pata analizar
estructuras pequefias (como es el caso del cerebro de la rata). Sin embargo, para cerebros tan grandes
como el de Ia oveja, este sistema tesulta ser muy util pues es capaz de procesar una mayor cantidad de
informacion y de analizar superficies mas grandes. Ademds, facilita el almacenamiento de las
coordenadas de las células para posteriormente realizar automéaticamente un esquema donde se aprecia
la localizacion de las células IR en la seccion. Es importante mencionar que se contaron todas las céhulas
IR que se encontraban en el niicleo o 4rea dentro de la seccidn de tejido analizada La delimitacion de

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

D. Variables analizadas v analisis estadistico

1 - Ntimero total de ¢células inmunorreactivas al RE2: definido como ¢l nimero de células

IR-RE2 que se localizaron dentro de un nucleo o 4rea, promediando las 3 secciones estudiadas por cada

uno de los animales.

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

supetficie, expresada en mm’.

Se realizaron pruebas de Lilliefors a los datos obtenidos en cada una de las estructuras paia
verificar si estos tenian una distribucién notmal. El nimero de células en el NSO no mostré una
distribucion normal, por lo que estos datos fueron transformados a su 1afz cuadrada para analizatlos con

estadistica paramétrica.
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La cantidad de células en cada una de las areas estudiadas fue comparada entre grupos mediante
un analisis de varianza a dos factores (condicién fisiolégica o CF; y ntumero de partos previos, NPP).
Cuando se encontré un efecto significativo de alguno de los factores o de su interaccidn, se realizé una

prueba post-hoc de Tukey para comparar las medias.

Todos estos andlisis se realizaron con ayuda del programa estadistico SYSTAT Versién 7.0

Los resultados son presentados en media + error estandar.
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VII. RESULTADOS
A. Descripcion general y andlisis cualitativo.
1 Caracteristicas de las células IR-RE2,

Las células inmunopositivas se catacterizaron por la presencia de un precipitado negro-azulado
en el nucleo. También las células presentaron marcaje heterogéneo, lo cual dependi6 de la estructura
donde se localizaban. Los diversos tipos de marcaje encontrados fueron los siguientes:
inmunorreactividad unicamente en el nicleo (Fig. 5), nicleo inmunorreactivo sin tincidn en el nucleolo
(Fig 6), marcaje nuclear y también con reaccion en el citoplasma y procesos celulares (dendritas y
axones, Fig 7). El tamafio de los micleos 1eactivos a los RE2 fue en promedio de 8-15 um de didmetro,
que es similar a lo encontrado por Lehmann er al. (1993, 6-16um). En el tejido utilizado como controt

de la reaccién de inmunohistoquimica, no se observé inmunoireactividad i nuclear ni citoplasmica

(Fig. 8).

2. Distribucion 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 estiucturas fuerta de nuestro estudio tales como: la Banda Diagonal de
Broca (BDB), el septum lateral (SL), micleo base de la strfa terminal, y en las regiones ventrolaterales

del hipotélamo anterior cerca del tracto olfatorio lateral (IOL).

Por otra parte, se encontré un mayor numero de células inmunopositivas a los receptores a
estradiol en el Area Predptica v en el Hipotdlamo Medio Basal. También se encontraron en estiucturas
como la Amigdala en su porcién medial y cortical. Se encontré6 ademés, marcaje en el Nicleo
Supradptico y en el Nicleo Paraventricular aungue en menor cantidad con respecto al APOM e HMB,

cuyas cifras se detallaran posteriormente.
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Figura 5. Microfotografia (10X) que ejemplifica el tipo de marcaje nuclear
encontrado en la amigdala medial de una oveja multipara al esfro; el marcaje
aparece como un precipitado negro-azulado en los ntcleos celulares. Se encontro
que el tipo de marcaje en esta region fue similar en todos los grupos estudiados.
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Figura 6a.

Marcaje encontrado en el
nicleo supraoptico de una
oveja nulipara de la condicién
fisioldgica estro (40X). B
marcaje fue similar en
nuliparas y multiparas de esta
condicion.

Figura 6b.

Esta figura muestra un
acercamiento (100X) de la
figura anterior donde
indicamos la ausencia de
tincion en el nucleolo.
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Figura 7. Microfotografia (40X) del area predptica media de una oveja multipara al
estro. Se observé la inmunoreactividad en el pericarion y en los procesos
celulares. El tipo de marcaje no varié en los demas grupos analizados.
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Control de la reaccién de inmunohistoquimica.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

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 omiti6 el anticuerpo primario) no se observa
inmunorreactividad en el nicleo ni en el citoplasma.
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3. Estudio de las estructuras de interés.

a) Area Predptica Media Se encontré un denso conglomerado de células inmunomarcadas a
nivel del 61gano vasculoso de la lamina terminal (OVLT). Las células en esta area presentaron un fuerte
marcaje nuclear y citopldsmico. Las células marcadas se encontraron en toda la extension del drea
predptica desde su porcién 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 marcaje nuclear y
citoplasmico y muy pocas células presentaban marcaje nuclear Uinicamente (Fig. 9). Las células en esta
area presentaban didmetros entre 8-12 pm. No se encontré marcaje en el area predptica lateral. No se

encontraron diferencias cualitativas en el marcaje entre los grupos.

b) Nicleo Supraoptico. El marcaje en este nicleo presenté caractetisticas diferentes con
respecto a la estructura anterior. En él, se encontraron células de un didmetro aun mayor (12-15 pum).

/ Ademads, este niicleo presentd una caracteristica especial dependiendo del estado fisiolégico de la
hembra. En las ovejas al Estro (tanto en nuliparas como en muitiparas) el marcaje fue nuclear y el
nucleolo no presentd inmunorreactividad. No se observaron células con marcaje citoplasmico (Fig. 10).
Por el conttario, en los grupos al Parto, las células presentaron un marcaje diferente, pues se
encontraron largos (80 pum) y abundantes procesos celulares en todo el NSO, con escasos cuerpos
celulares inmunomarcados (Fig. 11). En relacion con el NPP, no se observaron diferencias en el marcaje

entre las hembras multiparas y nuliparas de ambas condiciones.

¢) Nicleo Paraventricular. Este nucleo presenté un denso marcaje inmunopositivo, y de igual
forma que en el NSO, se observaron células con marcaje inicamente nuclear en los grupos al Estro (Fig.
12} y en los grupos al Parfo se presenté un marcaje nuclear y citoplasmico (Fig. 13). Por otro lado, el

numero de partos previos no influyé en el tipo de martcaje encontrado en este nicleo.

d) Amigdala Medial Las células con RE2 se localizaron en la porcién medial y cortical de la
amigdala. Se encontré una moderada tincién nuclear y una tincién citoplasmica muy tenue. La
distribucién celular fue homogénea en esta region (Fig. 14). Hubo pocas neuronas inmuporreactivas en
su porcion cortical. El tipo de marcaje encontrado en todos los grupos fue el mismo, es decir, no se

encontraron diferencias en el marcaje en relacion con la CF ni con el NPP.
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e) Hipotdlamo Medio Basal. EV tipo de tincion encontrado fue de células con largos (70um)
procesos celulares marcados y; cuerpos. eglulares de tamafio promedio (10-13pm) con fuerte marcaje.
Las células de esta 1egion tuvieron una distribucién desde la parte intermedia del Formix y el NPV hasta
el nicleo arcuato (NArc, Fig. 15). Los RE2 se localizaron en secciones un poco mas rostrales en la
porcién media, cercana al tercer ventriculo; mientras que en secciones postetiores, el marcaje se
presenté a manera de conglomerado celulaz, este fue el caso del hipotdlamo ventromedial ventrolateral
(HVM-VL, Fig. 16). El NArc, mostré marcaje nuclear en mayor cantidad que el citoplasmico (Fig. 17).
El tamafio celular promedio fue de 8-12 um de diametro. Para el HMB, tampoco se encontraron
diferencias en el tipo de marcaje con respecto a la condicién fisiolégica ni con el niimero de partos

previos.
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Figura 9. Ejemplo del tipo de marcaje encontrado en el area preéptica medial. Se
aprecia una mayor cantidad de células con marcaje nuclear y citoplasmico que
células tinicamente con marcaje nuclear. La microfotografia (20X) pertenece a
una hembra multipara al estro, se encontré que el tipo de marcaje en esta region

fue similar en todos los grupos estudiados.
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Figura 10.

Marcaje encontrado en el ntcleo [«
supradptico de una oveja
multipara de Ila condicién
fisiologica estro (10X). H
marcaje fue similar en nuliparas
y multiparas de esta condicion.

La inmunorreactividad se |
presentd en los nicleos
celulares, los cuales no |37
mostraron tincién en el nucleolo. |
No se observaron células con
marcaje citoplasmico.

Figura 11.

Ejemplo del marcaje encontrado
en el nicleo supradptico de una
oveja multipara al parto (10X). El
marcaje fue similar en nuliparas
y multiparas de esta condicion.

Contrario a la condicion
fisiologica estro, se chservaron
abundantes procesos celulares
en todo el NSO, con escasos
pericariones IR-REZ2.
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Figura 12,

Marcaje encontrado en el ntcleo
supraoptico de una oveja nulipara
de la condicion fisiologica estro

(20X).

Se observaron células
unicamente con tincion nuclear
(20X). El marcaje fue similar en
nuliparas y multiparas de esta
condicion.

Figura 13.

Ejemplo del marcaje encontrado
en el nacleo supraoptico de una
oveja nulipara de la condicién
| fisiologica parto (20X). El marcaje
fue el mismo en hembras
nuliparas y mulfiparas de esta
condicion.

Abundantes células con marcaje
nuclear y citoplasmico.
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Figuras 14a y 14b. Tipo de
marcaje en la amigdala
medial de una oveja
nulipara al estro (se
observé el mismo
marcaje en todos los
grupos estudiados).

Se encontrd6 una moderada
tincion nuciear y una
tincion citoplasmica
muy tenue (4X y 20X,
respectivamente).
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FALLA DE ORIGEN
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Figura 15. La microfotografia (2X) muestra un ejemplo de la distribucion de las
células IR-RE2 en el hipotilamo medio basal. La fotografia corresponde a una
hembra multipara al estro. Se encontré un marcaje similar en los demas grupos
analizados.
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Figura 16. Ejemplo del marcaje en el hipotidlamo ventromedial-ventrolateral de las
ovejas multiparas y nuliparas al esfro. Se observaron abundantes procesos
celulares inmunomarcados (20X).

Figura 17. Inmunorreactividad en el nucleo arcuato. Mayor nitmero de neuronas
con IR nuclear que citoplasmica. Se observé el mismo marcaje en ovejas
multiparas y nuliparas de la condicion fisiologica al estro.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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B ANALISIS CUANTITATIVO
1) Area predptica media
a) Numero total de células inmunopositivas.

Para analizar posibles diferencias entre los grupos, se llevé a cabo un anélisis de varianza, en
donde se encontré un efecto significativo de la condicién fisiologica (4427 + 303 células IR-REZ2 para el
grupo Estro v 1803 + 340 células IR-RE2 para el grupo al Parto, ANOVA, F = 30.15, gl: 1,30;
P <0.001), no asi con respecto al NPP (2752 £ 420 células en ovejas Multiparas vs. 31954504 cél. en
ovejas Nuliparas, ANOVA, F = 0.86, gl: 1,30; p =0.36). La interaccién entre estos dos factores 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 (Tukey), y se
encontraron diferencias significativas entre las dos condiciones fisiologicas tanto en las hembras

multiparas (p < 0.001) como en las nuliparas (p = 0.01, Figura 18).

En las Figuras 20 a, b, ¢ y d, se muestran ejemplos de células inmunopositivas a RE2 de los 4
grupos experimentales. En estas figwmas se ve claramente como en los animales de la CF Estro, el
nimero de células es mayor al que se observa en el grupo al Parto. Por otro lado, en relacion con ¢l
numero de partos, queda claro que no existen diferencias significativas, al contrario de lo observado en

laCF
b) Densidad de células IR-RE2 por mm’

En relacién con la densidad celular, se encontré que la CF tuvo un efecto significativo (386 + 28
cél. IR-RE2/mm’ al estro y 179 + 26 cél. IR-RE2/mm® al parto, ANOVA, F = 27.01, gl: 1,30;
P < 0.001}, mientras que el efecto de la paridad no fue significativo (268 + 31 multiparas vs. 273 =+ 44
nuliparas, F = 0.06, gi: 1,30; p = 0.81), ni tampoco la interaccion (p = 0.61, ¥ = 028, gl: 1,30). Eso
corrobora los resultados obtenidos para numero total de células inmunomarcadas en el APOM, mientras
que la prueba post-hoc (Tukey) también muestza diferencias significativas tanto en Multiparas como en

Nuliparas (p=0.01 y p =0 02 respectivamente. Figura 19)
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Figura 18. Nimero total de células inmunorreactivas a RE2 en APOM, las barras representan Ia media =+ el

error estandar (Media+ES). ME=Multipara Estro, MP=Multipara Parto, NE=Nulipara Estro,
NP=Nulipara Parto. *p=0.01 y **p<0.001 (ANOVA seguida de Tukey)
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Figura 19. Densidad.de células por mm2 en el APOM. ** p<0.05

(ANOVA seguida de Tukey)
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¢) Nulipara Estro d) Nulipara Parto

Figura 20 (a, b, c, d). Ejemplos de la distribucion de las células IR-RE2 en el area
predptica medial en los 4 grupos experimentales (4X).
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2) Nicleo supradptico
a) Numero total de células inmunopositivas.

En la prueba de ANOVA, la CF present6 un efecto significativo (Estro; 2041 + 216 vs Parto:
393 + 73, ANOVA, F = 8898, gl: 1,30; p < 0.00I). Por otro lado, el NPP al igual que paia la
estructura anterior, no afect6é de manera significativa el nimero de células marcadas (multiparas: 1226 +
256 vs nuliparas: 1002 £ 237, F = 1.32; gk 1,30; p = 0.26) y tampoco se encontrd una interaccién
entre estos dos factores (p = 0.72, F =0.13, gl : 1,30, Figura 21). |

En las pruebas post-hoc, se encontraron diferencias significativas en los grupos de Multiparas y

de Nuliparas con respecto a la CF, (p <0.001, ver figura 21).

b) Densidad de células IR-RE2 por mm’

La prueba de ANOVA para densidad, revelé las mismas diferencias que para el mimero total de
células. L.a CF tuvo un efecto significativo (Esfro: 16 = 1 vs. Parto: 8 £ 1, F = 63.70, gl: 1,30,
P <0.001, pero no asi el NPP (Multiparas: 12 = 1 vs. Nuliparas 11 £ 1,F¥=199,gl:130, p=0.17) y
tampoco la interaccion entre los dos factores (p = 0.30, F = 1.13, gl: 1,30). La prueba post-hoc, muestra
diferencias entre las dos CF, tanto en Multiparas (p < 0.001) como en Nuliparas (p < 0.001. Ver figura
22).
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Figura 21. Niimero de células inmunorreactivas a RE2 en NSO, (Media=ES). ME=Multipara Estro,
MP=Multipara Parto, NE=Nulipara Estro, NP=Nulipara Parto.
- *#p<0.001 ANOVA seguida de Tukey)
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Figura 22. Densidad de células IR-RE2 en el niicleo supradéptico ** p<0.001
(ANOVA seguida de Tukey)
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3) Nicleo paraventricular
a) Nimero total de células inmunopositivas

El andlisis de ANOVA indica que la CF presenta el mismo efecto que en las estructuras
anteriores (Estro 1484 £ 150 y Parto 659 £ 93, F =21.90, gl : 1,29, p <0.001, Figura 23). E1 NPP en
éste niicleo tampoco presenta un efecto significativo (1068 = 176 en ovejas multiparas y 997 + 136 en
nuliparas, F = 0.08, gl: 1,29, p = 0.77), ni la interaccion condicion fisiolégica-niimero de partos (p =
0.59, ¥ = 6.30, gl: 1,29). El analisis post-hoc indicé que el efecto de la CF fue significativo tanto en

hembras multiparas como en nuliparas (p = 6.005 en ambos grupos, Tukey)

b) Densidad de células IR-RE2 por 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 (Multiparas: 86 + 13 vs. Nuliparas 82 + 10, ¥ = 0.04, gl:
1,27; p = 0.83), tampoco se encontré una interaccion significativa (p = 0.64, F = 0.22 ; gl: 1,27) en el

analisis de varianza.

]

Andlisis Post-hoc. Se presentaron diferencias significativas en las hembras multiparas

{p = 0.006) v en hembras nuliparas (p = 0.04, Figura 24)
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Figura 23. Niamero de células inmunorreactivas a RE2 en NPV, (Media+ES). ME=Multipara Estro,
MP=Multipara Parto, NE=Nulipara Estro, NP=Nulipara Parte. * p=0.005
(ANOVA seguida de Tukey) '
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Figura 24. Densidad de cél. IR-RE2 en el Niicleo Paraventricular *p<0.05
(ANOVA seguida de Tukey)
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4) Amigdala Medial
a) Niamero total de células inmunopositivas

En esta estructura el nimero de células IR-RE2 no difirié significativamente en relacion con la
CF (1780 + 238 para el grupo al Estro y 1323 £ 159 para el giupo al Parto, ANOVA, F =248 ; ¢gl:
1,25; p=0.18), ni en el NPP (1506 =+ 231 en multiparas y 1583 = 180 en nuliparas, F = 0.3, gl: 1,25;
p = 0.87)). Tampoco se encontrd una interaccién entre estos dos factores (p = 8.12, F =2.62, gl: 1,25
Figura 25).

b) Densidad de células IR-RE2 por mm’

Los resultados obtenidos varian un poco con respecto a los del mimero total de células: para la
CF se encontré un efecto significativo (Estro: 295 = 24 vs. Parto 207 £ 20, ANOVA, F = 7.86, gl :
1,24; p = 0.02), mienttas que no fue el caso pata el nimero de partos (multiparas: 221 + 36 vs
nuliparas: 274 = 16, F = 2.11, gl: 1,24; p = 0.16) ni para su interaccidén con la condicién fisiologica (p =
0.25, F = 1.39, gl: 1,24). El analisis post-hoc reveld una diferencia significativa en el grupo de las ovejas

multiparas (Estro : 294 + 24 vs. Parto : 207 £20, p = 0.01. Ver figura 26).
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Figura 25. Nimero de células inmunorreactivas a RE2 en AM, (MediatES). ME=Multipara Estro,
MP=Multipara Parto, NE=Nulipara Estro, NP=Nulipara Parto. (No Significativa, ANOVA)
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Figura 26. Densidad de cél. IR-RE2 en Ia Amigdala Medial *p<0.05 (ANOVA seguida de Tukey )
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3) Hipotdlamo medio basal
a) Niumero total de células inmunopositivas

De manera similar a lo que ocurre en las demdas estructuras, existe en el HMB un efecto
significativo de la condicion fisioldgica (2845 & 177 cél. IR-RE2 para 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 paia los grupos de muitiparas y nuliparas
respectivamente, ANOVA, F =0.26, gl: 1,29; p = 0.62,). Sin embargo, s¢ encontr6é una interacciéon
significativa entre la CF y el NPP (p = 0.02, F = 6.34, gl : 1,29).

En la prueba post-hoc, encontramos ademds una diferencia significativa de la CF en multiparas

(p < 0.001) pero no en nuliparas (Figura 27).

b) Densidad de células IR-RE2 por mm’

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 nimero de células, mientras que eso no fue el caso para el NPP
(multiparas: 180 + 14 vs nuliparas: 185 + 13, F= 0.12, gl: 1,29; p = 0.74) y tampoco existié una
interaccion significativa (p = 0.25, F = 1.4 ; gl: 1,29. Ver figura 28), caso contrario a lo encontrado en el
ntmero total de células.

Para esta variable, el andlisis post-hoc reveld una diferencia significativa solamente entre hembras

Multiparas (p = 0.002, Tukey).
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Figura 27. Niamero de células inmunerreactivas 2 RE2 en HMB, (MediaxES). ME=Multipara Estro,
MP=Multipara Parto, NE=Nulipara Estro, NP=Nulipara Parto.

#%p<(,001 (ANOVA seguida de Tukey)
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Figura 28. Densidad de cél. IR-RE2 en ¢l HMB
*%p=0.02 (ANOVA seguida de Tukey)
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6) Influencia del origen de los animales. |

Ademis de los resultados obtenidos para cada una de las estructuras en los diferentes grupos de
animales, se llevé a cabo una comparacién por separado de los resultados de las ovejas mexicanas y
fiancesas, para vetificar 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 condicién
fisiolégica, se encontré un menor nimero de células al Parfo que en la condicién al Estro, tanto en
ovejas de origen francés como en las de origen mexicano, mientras que no se encontré un efecto claro

de la variable NPP (Tabla 1)

Por otra parte, como se puede notar en la tabla 1, hubo un mayor nimero de células en varias
estructuras de las hembras francesas al momento del parto que en hembras de origen mexicano. Esto

también se observa en relacion a la densidad de células IR-RE2 (Tabla 2)

En el APOM se encontrd que el nimero de células IR al Parte fue mayor en las ovejas fiancesas
que en las mexicanas en ambos grupos (multiparas y nuliparas), presentandose una diferencia
significativa (2800 + 434 cél IR en ovejas francesas y 696 = 155 cél. IR en ovejas mexicanas.
p =0.001. Figura 29). Para realizar este Gltimo anélisis, se utiliz6 la prueba T de Student.

En la amigdala medial se encontr6 un resultado similar (1615 + 162 en francesas y 737 + 141 en
mexicanas, T de Student; p = 0.001 Figura 30). Eso también fue el caso para el hipotalamo medio
basal en la CF de Parte (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

condicién estro, y en ninguna de las dos condiciones fisiologicas para las demas estructuras.
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Figura 29. Numero de células IR-RE2 en el APOM (MediatEE), en relacion con la variable Pais,
en la Condicién fisiolégica Parto. **p=0.001 (Prueba T de Student)
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Figura 30. Nimero de células IR-RE2 en la Amigdala medial {(MediatES), en relacién con la variable
Pais, en la Condicion fisiolégica Parto. **p=0.01 (Prueba de T-Student)
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Figura 31. Namero de células IR-RE2 en el HMB (Media+ES), en relacion con la variable Pais,
en la Condici6n fisiologica Parto. **p=0.001 (Prueba de T-Student)




63

ESTRUCTURA FRANCIA MEXICO
APOM iCF Estro: 4526 == 546 vs Parto: 2800 + 434 Estro: 4339 + 343 vs Parto: 695 + 155
F=609:gl=113; p=0.03 F=9720:gl=113; p<0.001
NPP Multip - 3231 + 584 vs Nulip - 3826 + 529 Muitip.: 2273 & 592 vs Nulip.: 2564 + 834
F=076;gl=1,13; p=0.4 F=009:2l=113; p=0.77
INTERACCION [p=043; #1=1,13; F=0.66 p=027; gl=1,13 ;F=1.31
NSO CF Estro: 2257 + 392 vs Pario: 468 + 127 Estro: 1855 4 222 vs Parto: 311 + 60
F=2180;:¢2l1=1,13; p<0.001 F=4468;¢gl=1,13; p<0.001
NPP Multip - 1395 £ 437 vs Nulip.: 992 £ 345 Multip.; 1059 + 294 vs Nulip.; 1013 « 351
F=0.71;g1=113; p=0.41 F=033;gl=1,13; p=40.57
INTERACCION |p=40.60; g1=1,13;F=0.28 p=091; gl=1,13 ;F=1.13
NPV CF Estro: 1693 = 252 vs Parto: 682 £ 132 Estro: 1302 + 164 vs Parto: 629 + 134
F=1283;¢2l=1,13; p=0.03 F=876;gl=112;, p=0.012
NPP Maudtip - 1103 £ 291 vs Nulip - 1094 + 205 Muitip.; 1030 + 204 vs Nulip.. 901 + 188
F=02;gl=113;: p=0388 F=032;2l=1,12; p=0.58
INTERACCION |p=0.71; g1=1,13;F=0.14 p=0386; gl=1,12;F=0.3
AM CF Estro: 1232 + 282 vs Parto: 1615+ 162 Estro: 1428 £ 352 vs Parto: 737 + 141
F=29;¢l=113; p=40.11 F=233;¢2l=18; p=015
NPP Multip > 1653 £ 235 vs Nulip. 1990 = 207 Multip.: 1241 % 465 vs Nulip - 1039 + 115
F=10;gl=113: p=033 F=028:gl=18;: p=8.61
INTERACCION |p=0.55; g1=1,13;F=0.37 p=03; gl=1,8;F=1.26
HMB |ICF Estro: 3163 + 244 vs Parto: 2291 = 150 Estro: 2567 £ 223 vs Parto: 1295 £ 211
F=10.03;gl=113; p=0.007 F=230.71:2g1=112; p<0.00!
NPP Mudtip : 2635 4 293 vs Nulip . 2666 + 163 Multip.: 2024 4 397 vs Nulip - 1837 + 222
F=002:¢1=1,13; p=0.97 F=051;gl=112; p=0.49
INTERACCION |[p=40.13; £1=1,13;F =286 p=0.02; gl=112;F=638

TABLA 1. Nimero de células por cada estructura en los grupos de ovejas francesas y mexicanas, en
relacién a Ja condicién fisiolégica, mimero de partos previos y su interaccion.
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ESTRUCTURA FRANCIA MEXICO
APOM |CF Estro: 413 £ 48 vs Parto: 255 £ 32 Estro: 633 £ 32 vs Parto: 94 % 18
F=74;¢gl=1,13; p=0.02 F=519;pl=113; p<@.001
NPP Multip. 307 + 40 vs Nulip » 335+ 56 Muitip.: 228 + 45 vs Nulip - 212 + 65
F=045;gl=1,13; p=0.1 F=062;gl=1,13; p=045
INTERACCION |p=0.88; gl=1,13;F=0.02 p=018; gl=1,13:F=2.04
NSO CF Estro; 302 + 50 vs Parto: 66 £ 13 Estro: 239 £ 30 vs Parto: 72+ 20
F=2954;¢gl=1,13; p<0.001 F=19.37;¢l=113; p=40.01
NPP Maultip.: 199 £ 58 vs Nulip - 123 £ 39 Muitip.: 147 £ 32 vs Nulip.: 154 + 49
F=295;gi=1,13; p=0.01 F=001;gl=1,13; p=093
INTERACCION |p=0.17; gi=1,13;F=2.16 =067; gi=1,13;F=0.19
NPV CF Estro: 129 + 19 vs Parto: 60 &+ 10 Estro: 101 % 10 vs Parto: 50 £ 10
F=93;¢l=111; p=0.01 F=113;gl=1,12; p=408006
NPP Multip. - 95 £ 23 vs Nulip - 89+ 15 Multip.: 77 £ 12 vs Nudip 75+ 15
F=03;gl=1,11; p=0.96 F=003;¢el=112; p=0388
INTERACCION |p=0.60; gi=1,11;F=10.28 p=094; gl=1,12:F=0.06
AM CF Estro: 343 £ 22 vs Parto: 232 £ 25 Estro: 238 & 34 vs Parto: 157 £ 22
F=11.66;gl=113; p=0.005 F=225:¢l=17; p=06.18
NPP Multip.: 252 £ 36 vs Nulip. 307+ 19 Multip.: 167+ 47 vs Nulip. 2309+ 13
F=3.15;¢2l=1,13; p=0.10 F=09;cl=17; p=036
INTERACCION ip=40.54; gl=1,13;F=0.39 p=077; gl=1,7;F=09
HMB CF Estro: 239 11 vs Parto: 187 = 10 Fstro: 202 % 13 vs Parto: 107+ 9
F=13.6%9:21=1,13; p=0.003 F=40.21;¢gl=112;, p<0.001
NPP Multfp.: 199 + 14 vs Nulip » 218 = 13 Mudtip.: 158 £ 25 vs Nulip - 151 £ 17
F=24;g1=113;: p=40.15 F=027;¢l=1,12; p=0.61
INTERACCION (p=0.64; gi=1,13;F=0.23 p=012; gl=1,12; F=273

TABLA 2.

Densidad celular de cada estructura en los grupos de ovejas francesas y mexicanas, en relaciéon a

Ia condicién fisiolégica, mimero de partos previos y su intexaccién,
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VIII. DISCUSION.

En relacion con los resultados obtenidos en este estudio, observamos que de manera general
existe una disminucién en el nimero de células inmunoreactivas al receptor a estradiol en las ovejas de la
condicidn fisiologica al parto, con respecto a las ovejas del grupo al esfro, lo cual es contrario al

hipdtesis que habjamos propuesto.

Observamos también que no existe ningin efecto del niimero de partos previos sobre el niimero
de células que expresan el RE2, excepto en la interaccion de la condicion fisiolégica y nmimero de partos

previos en el hipotédlamo medio basal.

Por otra parte, encontramos que existen diferencias en el nimero de células IR-RE2 entre las
ovejas mexicanas y las francesas en la condicién fisiologica al parto. Sin embaigo, al realizar la
comparacién por separado de las ovejas mexicanas y francesas observamos que se sigue manteniendo el
efecto de la condicidn fisioldgica, es decir, siempre existié un menor niimero de células en la CF al Parto
que en la condicion al Estro, mientras que no se encontré un efecto del nimero de partos previos tanto

en ovejas mexicanas como en ovejas francesas.

* Con estos resultados, nuestra hip6tesis cambia de sentido con relacién a un posible aumento en
el niimero de células inmunopositivas al momento del parto, en las areas relacionadas con el control de
la conducta maternal en la oveja; también cambia nuestra hipétesis acetca de que animales con
experiencia previa de parto también tendrfan un mayor nimero de células IR-RE2 (a excepcion del

hipotalamo medio basal).

En una comparacién del porcentaje de células IR en las estructuras implicadas en la CM,
observamos que el nimero de células en el APOM y el NPV disminuye de una condicién a otra, pero no
en la misma proporcién que en el HMB, como se observa en la figura 32, mientras que en la amigdala

esta proporcion no es tan grande.
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T APOM

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

NSO NPV

Fig. 32 Disminucién en el nitm. de cél. al parfo en las 5 estructuras estudiadas

(expresada en porcentajes)

Observamos que en todos los casos es evidente la disminucién del mimero de células
inmunomardas al momento del parto. Lo cual, indica que la hipdtesis es contraria a lo planteado
inicialmente. Sin embargo, es probable que la hipotesis no se rechace completamente, sino que el
momento en el cual se pudiera observar el mayor niimero de células inmunoreactivas pueda presentarse
antes del momento del parto, es decir, cuando los niveles de estradiol todavia no son tan altos y que este
fenémeno de “preparacién del sistema” se presente antes del incremento subito del estradiol. El
momento en el cual pudiera observarse el mayor nimero de células inmunoreactivas pudiera presentarse
entre los dias 145-147 de gestacién cuando los niveles de estradiol se mantienen aun bajos. Es probable
que la proporcién en las graficas anteriores se invierta al analizar lo que ocurre en un grupo dias antes

del momento de patto.

Por otro lado, observamos que a pesar de las diferencias en el nimero de células inmunoreactivas
en ambas condiciones, siempre existi6 marcaje en estas estructuras, es decir, las cinco estructwias
estudiadas estan involucradas en la regulacién 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 marcaje en los
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nucleos supradptico y paraventricular en cada una de las dos condiciones, ya que como observamos el
marcaje en estos nicleos es Gnicamente nuclear en los grupos al estro, mientras que en los grupos al

parto es citoplasmico

Posibles explicaciones

Es probable que si observamos lo que ocurre dias antes del momento de parto (145-147 de
gestacién), cuando se presenta la disminucion en los niveles de progesterona y se inicia el incremento de
los niveles de estradiol, podriamos observar el efecto del aumento en el mimero de células IR-RE2. Ya
que como hemos visto, al llegar al pico mas alto de los niveles de estradiol los RE2 disminuyen, esto nos
da la idea de que existe probablemente una “down-regulation” por acciéon misma del estradiol sobre su

receptor, lo cual explicaria nuestros resultados.

Existen reportes con respecto a la accidén del estradiol sobre su receptor, donde se indica que al
aumentar los niveles de E2, el nimero de receptores a esta hormona disminuyen (Blaustein,
1993; Bonras et al.,, 1994; Brown et al, 1996, 1999; Lisciotto y Mortell, 1993; Saceda et al, 1988;
Simerly y Young , 1991; Yuri y Kawata, 1991 ; Yun-li et al., 1993). Observamos que el marcaje 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 paia explicar los resultados de nuestro experimento.

El hecho de no haber encontrado diferencias en el nimero de células IR-RE2 entre las ovejas
multiparas v nuliparas, podria sugerir que no sea necesario un incremento en el numero de células IR-
RE2 para tener un efecto mas eficiente de este factor en la activacion de la CM en hembras con
experiencia previa, debido a que existen otros cambios fisioldgicos en la oveja como por ejemplo
aquellos cambios relacionados con la olfacién: cambios en el bulbo olfatorio (Kendrick et al., 1992) y en
los receptores a OT (Broad ef al., 1999), que le permiten de alguna manera obtener una experiencia del
cuidado maternal hacia su cria, sin aumentar el numero de las células IR-RE2, al contrario de lo que
ocutre con Jos roedores.

Distiibucion celular
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Por otra parte, la distribucién general de las células IR-RE2 en el hipotalamo que nosotros
reportamos, es similar a estudios por inmunochistoquimica (Cintra ef al., 1986; DonCarlos et al., 1991),
autoradiografia (Pfaff y Keiner 1973; Stumpf ez al., 1975; Warenbourg, 1977), ¢ hibridacion in situ

(Simerly ef al., 1990) para el receptor de estrégenos en otros mamiferos.

En relacién con los estudios previos por inmunohistoquimica realizados en la oveja, observamos
que la distribucién de células IR que nosotros reportamos es muy similar a lo encontrado por Lehmann
et al. (1993) y a Blache et al. (1994) en relacion con la conducta sexual y el ciclo estral de Ia oveja. La
distribucién celular reportada en estos dos estudios, se extiende de regiones mas anteriores, desde la
banda diagonal de broca y septum, continuando en ¢l APOM v el area hipotaldmica anterior, hasta el
hipotalamo medio basal en el niicleo arcuato y €l hipotdlamo ventromedial-ventro lateral. Sin embargo,
Blache et al. en su estudio no encontraron células en el niicleo paraventricular en ninguno de los grupos
que analizaron. Por su patte, Lehmann encontré escasas células IR-RE2 con un marcaje muy débil en el
nicleo paraventricular, v en el nicleo supradptico solamente en la porcién rostral. En cambio, en
nuestro estudio, se encontré un gran nimero de células inmunopositivas tanto en la condicién al Estro

como la de Parto.

También observamos que el tipo de marcaje dependié del area cerebral donde se encontrara y del
estado fisiolégico, como mencionamos anteriormente. Se localizaron células con marcaje nuclear
Unicamente en una pequefia zona de entre el NBST y el APOM, de igual forma en la region dorsal de
NBST, asf como en la amigdala medial Esto es similar a lo reportado en la mayoria de los trabajos de
mmunohistoquimica realizados para este receptor (Pfaff y Keiner, 1973; Stumpf, 1975; Cintra et al,
1986). Estudios previos en rata (Blaustein, 1992), cobayo (Blaustein y Turcotte, 1989; Blaustein ef al.,
1990), zarigiella (Fox et al, 1991), hurén (Tobet et al, 1991), hipotdlamo de humano (Stopa et al.,
1989) v en la oveja (Blache et al, 1994; Herbison et al, 1995; Lehmann ef al, 1993) han demostrado la
presencia de marcaje inmunopositivo al RE2 en citoplasma celular. Las diferencias regionales entre los
grupos de células con inmunorreactividad en €l citoplasma fueron muy marcadas en nuestro estudio, asi
mismo en relacién con el estado fisioldgico. El mayor niimero de células con marcaje citoplésmico se
localizd en el hipotdlamo medic basal, exactamente en el hipotdlamo ventromedial-ventro lateral.
Ademéds, también se encontraron abundantes procesos celulares IR en el drea predptica medial, lo cual es

similar a lo reportado por Blache et al., (1994) y Lehman ef al., {1993).
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A diferencia de estos dos estudios, nosotros encontramos un fuerte marcaje citoplésmico en la
CF de Parto en los NPV y NSO, y esto no ha sido reportado en otros estudios. Otro tipo de marcaje
que difiere de lo reportado previamente, es el de tincidén en el nicleo celular pero sin tincidén en el
nucleolo. Este se localizd igualmente en ¢l NSO y en el NPV, y solo estuvo presente en los grupos de

ovejas al Estro, y éste cambi6 a un marcaje nuclear y citoplasmico en los grupos al Parto.

Una probable explicacion a este cambio, podria deberse a las acciones “genémicas™ del E2 en la
regulacion de la sintesis de otras proteinas. En este caso, por tratarse de estructuras oxitocinérgicas,
podriamos suponer que la sintesis de oxitocina esté 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 nicleo paraventricular y el hipotdlamo ventro medial (Young et al, 1997).

Por otra parte, se ha demostrado que el parto como tal, incrementa la expresion del RNAm del
receptor a OT en el APOM, hipotalamo ventro medial, septum lateral, amigdala medial, NBST y BDB
en hembras nuliparas, mientras que en las hembras muitiparas el parto induce incrementos de este

RNAm en el nucleo paraventricular y en las Islas de Calleja (Broad, et al., 1999).

Se ha demostiado que la experiencia maternal influye en la expresion de RNAm del receptor a
oxitocina en varias regiones cerebrales de la oveja (Broad et al, 1999). Sin embatgo, como se observa
en nuestros resultados, el nimero de células IR-RE2 no varia de acuerdo al niimero de partos previos,
contrariamente a lo observado en ratones, en donde la experiencia maternal permitié ver un incremento
significativo en el nimero de células IR-RE2 en el hipotalamo ventromedial de hembras
ovariectomizadas tratadas con estrogenos (Koch, 1990). Cabe aclarar que en ratones, el aumento en el
nimero de células fue encontrado solo en estructuras relacionadas con la olfacién (corteza piriforme y
entorrinal), no asi en estructuras limbicas, excepto en el HMB. Esto significa que el cambio en el nimero
de células inmunoreactivas podria més bien, estar relacionade a cuestiones olfatorias y que el probable

aumento de células con RE2 se encuentre en estructuras relacionadas con la olfacion.

Con esto, existe la posibilidad de que la oveja presente un aumento en el nimero 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 sefiales olfatorias. Pues como hemos visto, la oxitocina liberada en
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el bulbo olfatorio al momento del parto (Kendrick e al., 1988), es mayor en hembras multiparas que en
nuliparas; ademas, esta liberacion de OT facilita el reconocimiento del cordero, por la modulacién de
otros neurotransmisores (noradrenalina 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 olfacidn y ver si es aqui donde se encuentra el aumento de cél IR en las hembras con
expetiencia. También resultaria interesante observar lo que ocuire en estructuras relacionadas con el
aprendizaje y memoria, tales como el nucleo caudado y el hipocampo, y comprobar si estas estructuras

muestran diferencias entre ovejas multiparas y nulfparas en relacion con las células IR-RE2.
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IX. CONCLUSIONES

La hipdtesis acerca del aumento en el nimero de receptores a estradiol al parto sigue siendo
aceptable, solo que posiblemente no haya sido el momento adecuado para realizar el andlisis. Para
entender el proceso que ocurre con los receptores a estradiol al momento del parto es necesario realizar
pruebas en grupos de antmales dias antes del parto, cuando los niveles de estradiol se encuentran todavia
relativamente bajos y los niveles de progesterona posiblemente ya no sean tan altos. De igual forma,
nuestro grupo control serfa un grupo en fase Kiteal (a los 11-12 dias de tratamiento con progesterona, de
un ciclo normal de 14 dias aproximadamente) para determinar si es el estradiol mismo el que esta
influyendo en la posible “down-regulation” o es la progesterona la que la induce. La realizacién de estos
grupos es una etapa indispensable antes de concluir sobre la falta de cambios especificos en la expresion
del RE2 en algunas regiones relactonadas con Ia activacién del comportamiento materno por el estradiol:
en efecto sigue existiendo la posibilidad que dichos cambios hayan sido ocultados por este fendémeno de
down 1egulation. Lo mismo aplica también para posibles diferencias entre hembras nuliparas y

multiparas.

Por otra parte, seria necesario realizar un analisis cuantitativo y cualitativo de las células IR-RE2
en las estiucturas relacionadas con las sefiales olfatorias y comprobar si existe un cambio en las ovejas
que han tenido experiencia de parto contra aquellas que no, para verificar si es aqui donde se encuentran

dichas diferencias.

Finalmente, la presencia de un gran niimero de RE2 en los nicleos supraoptico y paraventricular
proporcionan un posible substrato anatémo-funcional para explicar la accion sinérgica del estradiol y de

la estimulacién vaginocervical en la activacién de la conducta maternal al parto.

Perspectivas. Pata llevar a cabo un andlisis mas minucioso de la interaccion entre el estradiol y
otras hormonas, asf como los cambios que se presentan de una condicién fisiolégica a otra, es necesatio
1ealizar con ayuda de técnicas de inmunohistoquimica (y/o hibridacion in situ), un doble marcaje 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 interaccién de estas dos hormonas al llegar el momento de parto. Y si es
posible, 1ealizar un triple marcaje con el marcador de genes tempranos c-fos, y observar si existe una

activacién por patte del estradiol hacia la sintesis de oxitocina.
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