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INTRODUCCIÓN 



1.- Generalidades sobre la fisiologia de la lactancia en mamíferos 

placentarios. 

a. Estado hormonal a lo largo de la lactancia, papel de la prolactina 

(PRL) y las hormonas sexuales esteroideas. 

Un proceso muy relevante para la vida de los mamíferos 

La lactancia se define como la secreción por parte de las hembras, mediante 

glándulas sudoríparas modificadas, de diversos nutrientes que pueden ser facilmcntc 

asimilados por las crías en su desarrollo, esta mezcla recibe el nombre común de "leche". 

Este proceso es común a toda la clase de los mamfferos y de hecho le da el nombre a este 

amplio grupo. Dentro de la misma diversidad biológica de los mamlferos, también hay gran 

cantidad de. formas. de llevar a cabo la lactancia, pero en general, es un factor de 

supervivencia h:idisc~tible e·. insuStituible para las crías de mamíferos en su edad más 

~ht~rablé~cl;!TI'ás'cÍ~ qu;f~t~~cra la relación social más importwitc de los manúfcros, que 

es la éle ia ~aclr~y ia cJ~. L~ evolución de un proceso tWJ complejo como la lactwicia, ha 

. contrfbuido·cl~·~i;;a·n~t~bl~;;~quc en la estrategia reproductiva de los mamlfcros, un alto 

porcentaje de los vl!Stagos, sobreviva hasta la edad reproductiva. La lactancia garantiza una 

fué.~tc de alimento para las crías, y garantiza en muchos casos la protección materna 

necesaria en las etapas más vulnerables del desarrollo de los animales (Norris, 1997). 

Aunque la lactancia se presenta en monotremas, que cuentan con glándulas 

mamarias indistintas de las sudoríparas a lo largo del vientre, y en los marsupiales, q uc 

cuentan con una glándula mamaria bien desarrollada, pero no con una placenta. Son los 

mamíferos del grupo E111heria, o placentarios, los que más se han estudiado. 

La lactwicia en los mamíferos plnccntarfos, se lleva a cabo mediante complejas 

interacciones de todo el sistema horncostático de la hembra, entra en juego una compleja 

modificación de las glándulas sudoríparas, hasta formar un intrincado sistema de células de 

producción, secreción de nutrientes y un sistema de conducción y secreción al ambiente del 

producto final, este sistema de glándulas secretoras, vasos conductores y fibras musculares 

lisas, se denomina glándula mamaria (Tucker, 1988). Por otra parte, hay variaciones 

honnonnlcs, que canalizan los nutrientes necesarios, así como clectrolitos y agua para la 
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síntesis de leche y otro siStcma llornioiial;que responde a lcís e5tln1ulos cXtemos y favorece 

la producción y ey~C<:ión de leehe. En este ~oniplic!ido juego d~ horriio~. intervienen las 

glándulas suprarrenales, el páncre~, el hígado, tá ~lállduta tiroide~ y ia hil>ófisÍs, de esta 

última, sus secreciones son principalrrJent~e!iÚ~uladas por el hipotálWnci(T~clcer, 1988). 
' ' ' . ,,, 

Estado fisiológico duran/e la lactancia 

Sin considerar la parte conductunl, se pueden dividir los efectos de la lactancia en 

metabólicos, cardiovasculares y endócrinos, que están claramente coordinados. En relación 

a los cambios metabólicos que ocurren, cabe resaltar el redireccionamiento de muchos 

nutrientes hacia las glándulas mamarias. Otro aspecto importante de los cambios 

fisiológicos durante la lactancia, es la inhibición de la fertilid_ad que ocurre en numerosas 

especies de mamíferos, que es considerada una adaptación para garanti7.ar la supervivencia 

de los productos. Se considera entonces que estos cambios fisiológicos, son adaptaciones 

que permiten salvaguardar eficientemente la fuerte inversión de recursos que llevan a cabo 

los mamíferos durante su reproducción, y es mediante el sistema endocrino regulado por el 

sistema nervioso central, que se lleva a cabo el preciso control que implican estos cambios 

fisiológicos (Tucker, 1988). 

Los pcquefios mamlferos, tienen una elevada producción de leche, grandes gastos de 

energía y grwides glándulas mamarias " por unidad de peso, respecto a los grwides 

mamíferos. Las ratas, llegan a producir más del 10% de su peso corporal en leche por día, 

hasta 40 g al día, lo que en una mujer equivaldrfa a 6 litros de leche al día. En el caso de la 

mujer, la mayor producción de leche, puede llegar hasta 1 litro de leche por día, lo que 

puede representar 1 o 2% de su peso corporal. Para mantener los altos requerimientos 

metabólicos necesarios para la producción de leche, son necesarios importantes cambios en 

la distribución de los nutrientes en el organismo, redireccionándose gran cantidad de 

nutrientes hacia la glándula mamaria, mientras que se mantienen lejos de otros tejidos, a los 

que usualmente son suministrados esos nutrientes. Esta partición modificada de los 

nutrientes, se considera una consecuencia del control homeorrético. Esencialmente, los 

cambios hormonales asociados con la lactancia, se encuentran regulando el metabolismo 

de los tejidos de manera que puedan elevar la tasa de entrada de sustratos en la poza 
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metabólica; disminuyendo su ulilii.adón por tejidos ·no ésenciales para In·· lactancia . y 

aumentando el flujo de nutrientes hnciá In glánduhi maillana (Mepmiri; · I 9S7). 

No hay una sola hormona r.;sponsabl~ cÍc'inic~ ta:Inct~éi¡ hay unii cascada de 
. . ' .. ' . ': --,- -. '· '•' .....•. ·, .·;¡;- ... -- .. -. - -· 

eventos que ocurren en el sistema erÍdócrino durante el tercer .. lx:Tiodó'C!e· gestaéión; que 
'. , .. ,, - -... ,. ··-">' _.;__, ' -

preparan la glándula mamaria para lnseéreéión de Ieé:lie;'dichós:evcntcis,:Si: encuentran 
__ .:-: i <:·: __ -. ·- · . ;·.· __ ; __ ': .. ;:< ... º,;:r ):'.·;,<::::<< .··.'.:::·:.L\~~;::~ ·,¡:.:_:_:tr:-:-~rp:::.· ::::<·, ;· .. ,;,· 

cercanamente integrados co~ el control :~ormo~l d~l'pa.ft~;~Entre estas hollJIOnas, se 

;;:~;,~ ::7'~.=~~.it~i~l~~!tk~:.W.s\)-,); ~· 
La hipofisectomla durante la. ge~ill~i~ii; s~prfui~ ~~plet~nt~' !~ prod~cción de 

leche, a pesar de llevarse a cabo un parto'·~~Illtivamellte normal. po~ esa ..V:.óllse del)Cubrió 

la insustituible implicación de las hormotias hlpofisiarÍas durante la iact~cia(Tuéker, 1988 

ver referencias). Paralelamente, se ha mostrado que la inyección de cxtractris de. hipófisis, 

produce lactogénesis en conejos con pseudoembnrazo (Tucker, 1988 ver refer~iíéia:s). La 
( .- .: -': .. .. -

purificación de los principales factores hipofisinrios, ha mostrado que la .PRL, es In 

hormona con mayor implicación en la lactogénesis. Aunque queda claÍ'o sin embargo, que 

el tejido mamario de los conejos, es especialmente sensible a la PRL, ·ya que en ratas y 

ratonas preñadas, la simple inyección de PRL exógena, no tiene el mismo efecto, aunque ni 

parecer esto se debe a que la PRL en roedores, tiene efecto luteotr6pico, y la progesterona 

(P2) producida en el cuerpo lúteo, es inhibitoria de la lactogénesis, de cualquier modo, se ha 

mostrado que en ratas y ratones hipofisectomimdos, ndrennlectomiwdos y 

ovarectomiz.ados, la sola administración de PRL y un glucocorticoide (GC) en este caso 

Cortieosterona induce la producción de leche a niveles normales (Tueker, 1988vcr 

referencias,). Este mismo resultado, se ha obtenido in vitro, con el cultivo de células 

mamarias en ausencia de P2 (Mills, Topper, et al 1970). 

En ratas, las concentraciones de PRL sérica, comienzan a elevarse entre uno y tres 

minutos después del inicio de In succión, teniendo un pico sobre los 1 O minutos de 

comenzada, es sostenida a niveles constantes mientras el amamantamiento continúa, y 

caen cuando las crias son saciadas, la expresión del mRNA de PRL en la hipófisis, sigue el 

mismo patrón (Grosvenor, Mena, et al 1982). Cuando la succión se termina, también se 
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termina m secreción de PRL y su disritinuCión er\ el torrente siirigulm!o, es proporcional a la 

tasa de metaboliz.ación de la horl11ona (Grosvenor, Mena, et al 1982). Además, la cantidad 

de PRL liberada, es proporcional con. la, intensidad del estimulo (Arncnomori, Chen, et al. 

1970). Estos parámetros aparecen de. forma constante en la mayoría de los mamlferos. En 

los humanos y los roedores, la respuesta dé la PRL a la succión es regulada en gran parte 

por el ritmo circádico de la propia hormona, es decir, que a diferentes horas del dla el 

mismo estimulo puede tener una respuesta mayor o menor, ·aunque esto se puede ver 

. afectado por factores ambientales y psicológicos (Tucker, 1988, ver referencias). 

Durante la prei'iez de la rata noruega, la PRL se caracteriza por fuertes 

fluctuaciones, durante la primera mitad, existen dos picos de secreción durante el din. 

llegando a sus máximos y mínimos valores diariamente. Hacia la segunda mitad, se 

comienzan a producir los lactógcnos placentarios (1 y 11) que tienen una gran similitud 

estructural con la PRL, al parecer estos ejercen una inhibición de la PRL hipofisiaria, ya 

qu~ los niveles séricos de la PRL disminuyen consistentemente. Cuando inicia . el trabajo de 

parto In PRL experimenta una fuerte liberación, que sin embargo, en el momento del parto 

se ve reducida. En la rata, se ha demostrado afirmativamente, que .. los . lactógenos 

placentarios, son agonistas de los receptores de PRL (PRL-R) en las neuronas 

dopaminérgicas tuberoinfundibulares (Arbogast, Voogt, et all 996). 

En los humanos, conforme avanza el embarazo, aumentan los niveles de PRL y 

lactógeno placentario humano (hPL) en el plasma. Este fenómeno es peculiar, ya que se 

podría esperar que el hPL inhibiera la producción de PRL, como ocurre en otras especies. 

Se propone que durante la gestación, las neuronas doparninérgicas tuberoinfundibularcs, se 

toman insensibles a la PRL, aunque esto no ha sido estudiado con el suficiente rigor. Por 

otro lado, también es posible que durante el embarazo, los receptores de PRL (PRL-R) sean 

insensibles al lactógeno placentario humano (Voogt, Lec, et al 2001). 

Después del parto, la PRL participa en el inicio y mantenimiento de la lactancia, asl 

como en la producción de In leche (Tucker, 1988). Cuando comienza la lactancia, la 

succión causa una elevación de los niveles de PRL circulante, cada episodio de succión 

resulta en una liberación de PRL, que actúa sobre las células epiteliales de la glándula 

mamaria estimulando la producción de leche. Por consiguiente, durante toda la relación de 

8 



las crlas con sus ilwdres, se mantiCne el estado conocido como hiperprolactinemia, que en 

la rata se prolonga cuando menos tres 'semanas (Tucker, 1988; Mcphan, 1987). 

Estrógenos , 
El incremento de la secreción de estrógenos durante la pubertad y durante la primera 

gestación, es_ 'necesario para pennitir a las células alveolares de la glándula mamaria, 

responder posteriormente a la PRL y a los GC, en la producción de caselna y el resto de los 

componentes de la leche. Si los estrógenos son eliminados del torrente sanguíneo, se 

impide la diferenciación de los alvéolos y se inhibe la producción de caseína inducida por 

la PRL (Tucker, 1988, ver referencias). Por otra parte, la adición de estrógenos a animales 

que han desarrollado un buen parénquima mamario, pueden inducir la secreción de leche. 

En el caso de las vacas, In inyección de E2 y P2 en un periodo normal, induce la secreción 

de leche en un nivel cercano al 70% de In producción de un animal lactante, incluso la 

secreción de leche se mantiene hasta 7 días posteriores a la última inyección de esteroides. 

Un efecto similar al que ocurre en :1as vahas; i.c da ·en ratas y otros mamlferos, esto se 

explica mediante el aumento en Ja: secreción de PRL y· ACTH hipofisiarios inducidos por 

los estrógenos; también se há mostrado' que. altos ,niveles de estrógenos, provocan un 

aumento de los sitios de unión a. PRL' en la 'glándula mamaria. La concentración de 

estrógenos circulantes, va aumentando gradu!lhnente durante la prel'iez en la mayoría de los 

mamifcros, en vacas, ratas, conejos . y en humanos, aparte de los distintos papeles 

fisiológicos que pueden tener estas hormonas_ en el desarrollo del producto, Incrementan el 

desarrollo del epitelio mamario, lo que es Importante para la implantación de la 

laetogénesis y galactopoyesis. Curiosamente, la concentración de sitios de unión a 

estrógenos en ratas, no presenta mayores cambios durante la preñez, pero durante la 

lactancia se incrementan significativamente, no se ha determinado el papel adaptativo de 

este fenómeno (Leung, et ·al 1976). Algo similar ocurre en el cerebro, ya que en el área 

preóptiea, en ·el . hi)lCJtálaino y otras zonas, existen niveles importantes de receptores de 

estrógenos (Lonstein, et al 2000). Los niveles de estrógcnos bajan considerablemente en las 

horas siguientesal parto, hasta niveles basales, por la posible influencia negativa de la PRL 

sobre la actividad del ovario y las neuronas GnRHérgicas del hipotálamo, porque la 

placenta se encuentra produciendo imponantes cantidades. El estrógeno más imponante en 

los mamiferos es el 171}-Estradiol, pero durante la prel'iez, los niveles de estrona y estriol se 
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tornan muy importimtes: Después-del j)arto; la óvaiecionúa- rio inhibe la producción de 

leche, por el :contnírio'. en la riiilyoiía ele láS especies la inyección de estrógenos, puede 

inhibe completrurie'~te .•. hi · l;tki¡·.'Aparentemcnte, la . inhibición de la lactancia mediada 

por estrógenÜs, se\tá ~ rú~~I d~I tejldo museular de la glándula mamaria. La progesterona, 

inclu5o ruiJniJliStradii ~h dCJ,sis~i~as,·!niá ve~ iniciada la lactancia, no muestra efecto 

sobre Ía prod~~ciÓri d~ lciche; ~s rioto'rÍo que este hecho es aparentemente contradictorio con 

el hecho• de'<·(iue ·el tratámiento con: esthroidcs en animales no lactantes, induce la 

producción de leche (Tucker, 1988 ver rcfer~~~ias). 

Otras hormonas 
La ndrcnalectonúa, reduce los rúvcles de producción de leche en los roedores, al 

parecer ese efecto se debe n · un defici~nte --control hormonal sobre el metabolismo de 

carbohidratos y protclnas, asl como el baÍance de b1chtrolitos (Tuckcr, 1988). Las tiroxinas, 

son inhibidas ni principio de In lactimci!Í/~erÜ pocÓ ticm~o. después, se elevan nuevamente 

hasta niveles normales. Se ha detectndÜ que a;ciert~ 'dosi~~ la tirosina exógena puede 

aumentar la producción de leche, enllll _o~deri de 26% e~ vacas y ratas (Tucker 1988, ver 

referencias). Aunque ·en sentido - cóht~ari~~<'a1c~t~--hallazgo, las vacas seleccionadas 

artificialmente para producirmás leche, sej~ hlÍiotk~ide¡¡;, (Swanson et al 1973). Respecto n . . -

la secreción de TSH, existen ,dudail, ya que según reportes la succión no produce un 

incremento de esta hormona (SÍlr, et ftl t 979): En el caso de la insulina, un aumento súbito 

en su concentración séricn o una drástica calda, provoca la ·disrrúnución de la producción de 

leche, aparentemente, el papel de esta hormona no es sobre la glándula mamaria, ni en el 

eje hipotálamo hipófisis, sino que actúa a rúvel del hlgndo, pro~ocando cambios en la tasa 

de gluconcogénesis, e inhibe la lipólisis y la proteólisis en los ·tejidos. muscular y adiposo 

(Bines, et al 1982). ·Los rúveles de Oxitocina, son altos durante la succión y en general se 

considern que es la' principal hormona de la galactopoycsis, aunque también se ha propuesto 

como liberadora de PRL a nivel hipofisinrio. Es importante para este trabajo, remarcar que 

_ el núcleo paravcntricular hipotalámico (NPV), es uno de los principales productores de 

Oxitocina sérica y que las neuronas oxitocinérgicas, tanto del NPV como del núcleo 

supraóptico, colocalizan con receptores a y P de cstrógcnos (Laflammc, et al 1998). 
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b. Consideraciones sobre la producción y liberación de PRL en la 

Hipófisis, papel de la hormona liberadora de tirotropina(TRH). 

Las células de la hipófisis anterior, que sintetizan y secretan PRL, se conocen como 

lactotropos o mwnotropos, y constituyen entre el 20% y el 50% de la hipófisis anterior, 

dependiendo del sexo y del estado fisiológico del animal, la fonna en que usualmente se les 

identifica, es mediante irununohistoqu!mica de PRL (Frcmann, et al 2000). Durante el ciclo 

cstral, prci'lcz y lactancia, la cantidad de lactotropos .váría según las coneentraciones séricas 

de estrógenos, siendo ·.el a~ento de estos, 'pr~porCio~ aJas ~okentraciones de la 

honnona, p~esé~t~ose altos niveles de prolif~ICl~Íó~·~~ ~I c~o y·¿~ la última fase de la 
·- .. - . . .· ' - :, ._., ·{·:~- ,_\":';'· · .. , ' •.• J:-.-, ,•_, '•. 

prei'lc:Z, aunque lá proliferadón se detiene en d u'.iicio de Iá' lactancia y ell el diestro en rata 

(Yin, et al 2000). 

La Secreción de PRL por parte de los IB'ctotro~s. h'i\ sldo.nuÍteria de amplios 
. ..- • • • ·- ·. -- - • , .. 1 •• - : •· ·:,.r -. · ·. --~" . -• ' · - . · · --

estudio; y .. fuertes debates, · 10 . único .. que. es ciarC>;. es qué 'e) i'cont;ol ¡de la secreción es 

altamente • c~mplejo . e .. involucra numerosos rai:iC>~es: tant~ del ~is~~ma: n~rvÍoso central, 

. provenfont~~ .·. cspec~~tc y~el ilúp~t~la.no. ,co+?Jcl~; 1<>.~ +éles:'de: ho~nas séricas 

(F~emaiin. et áJ '., 2000).' Claráfficnte 8e ha -demostrado q;ie el lúpotálruoo, ejerce un control 
. . - . --··. ---. :--- .. ,--.- ; , ___ ., ,• - . 

inhibitorio muy imile:>rtante sabre la liberación de• PRL, debido a la observación de que al 

. eliminar la ~oni'ÚilicaÍ:ión elli~e el wp;Jtál~ y lá hipÓfisis, por una incisión quirúrgica, la 

secrcciÓn de P~ i¡c eleva hasta alcanzár niveles estables tras una semana (Bishop, et al 

1972). Resultados similares se. repiten cuando la hipófisis se transplanta a otro lugar del 

cuerpo como el riftón (Frcmann, et al 2000) y cuando los lactotropos son cultivados in vi/ro 

(Close, et al 1997), por lo cual se ha determinado que existen ciertos factores lúpotalámicos 

inhibidóres de la secreción de PRL (FIP) (Frecman, et al 2000). 

La dopamina (DA), es el FIP más importante, además de las evidencias recabadas in 

vitro (Close, et al 1997), se ha mostrado que las drogas agonistas del receptor dos de DA 

(D2) disminuyen la secreción de PRL (González-Mariscal, 2001), además de que la DA se 

ha encontrado en altas concentraciones en la eminencia media y en la sangre portal. Se ha 

demostrado mediante inmunohistoqufmica la presencia de receptores 0 2 en las membranas 

de los laetotropos y por último, la evidencia más reciente, muestra que el ratón knockout de 

D2, genera hipcrplasia en la hipófisis anterior, asi como prolactinemia (Saiardi, et al.1997). 
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LaS nelironasque·¡iro<iuceii-la-DAqi.ie se-h"bera hacia la hipóftsis, tienen su origen en los 

núcleos periventriCuJMes dethi¡:>Oiálamo medio, y en el núcleo arqueado (ARC) (Freeman, 

et al 2000). Durarit~ hl .Ja~trux;~· se ha demostrado que el tono inlu'bitorio disminuye, y 

disminye el número de receptores de DA en los lactotropos. Las causas son múltiples, sin 

embargo el elevado nivel ·de estrógenos, actúa a nivel del hipotálamo, estimulando la 

producción de péptidos opioides, que inhiben la secreción de DA (Soaje, et al 2002), y por 

otro lado, inhibiendo la responsividad de los lactotropos a la DA (Close, 1997), aunque 

también puede presentarse, una disminución de la responsividad de las neuronas 

dopaminérgicas, a la retroalimentación negativa que usualmente ejerce la PRL sobre estas 

(Arbogast, et al 1996). 

Una vez que la inhibición doparninérgica queda reducida durante la lactancia, los 

lactotropos pueden producir PRL en altas concentraciones (Close, et al 1997; Soaje, 

DeDinasso, et al 2002), entonces cntr.m en juego los llamados FLPs (factores liberadores 

de prolactina). Uno de los grandes retos de la neuroendocrinología, ha sido la búsqueda del 

FLP principal, recientemente, un grupo presentó el hallazgo de un péptido en el cerebro, 

que era capaz de liberar PRL, además de que receptores clonados en la hipófisis, sin 

ligando conocido, parecían ser los receptores propios de los péptidos recién descubiertos; 

sin embargo, pronto se mostró que estos péptidos no actúan como liberadores de PRL, ya 

que sus neuronas no incrvan la eminencia media, ni la hipófisis directamente (Jarry, et al 

2000). Previamente se había demostrado la existencia de diferentes factores resguladores de 

la PRL. Entre las sustancias inhibitorias, las más importantes parecen ser DA (Ben­

Jonathan, et al 200lrefcrencias) y GABA (Komblat, et al 2001), mientras que en las 

cstimulatorias, se encuentra el péptido vasoactivo intestinal (VIP) (Apfclbam, 1998), la 

Oxitocina (Johnston, et al 1988), la serotonina (5-HT) (Apfclbam, 1998) y la TRH 

(Haiscndcder, et al 1992). El metabolismo de GABA y DA disminuye durante la lactancia 

(Ben-Jonathan, Hnasko, et al 2001; Kornblat, Grattan et al. 2001), mientras que la succión 

estimula principalmente la secreción de oxitocina, vasopresina (VP), serotonina y TRH ( 

Freernan, et al 2000 ver referencias). 

La TRH fue originalmente aislada como un factor hipofisiotrópico que estimula la 

secreción de TSH desde los tirotropos de la hipófisis (Guillemin, 1965). Subsccuenterncnte, 

la TRH ha mostrado ser un potente liberador de PRL en los lactotropos, de manera dosis 
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dependieiite, tanto in vitro, como in vivo (Blake, 1974; Haisendeder, Ortolwio; et al 1992). 

Gran parte de las células inrnunopositivas a TRH que proyectan hacia la eminencia media, 

están en la sección parvocelular del NPV hipotalámico (Brownstcin, 1982). La TRH, es 

secretada cerca de los vasos portales hipofisiarios (Fink, et al 1982) y sus receptores estan 

presentes tanto en tirotropos, como en lactotropos (Hinkle, et al 1973). A' su vez. la 

inyección de antisueros contra TRH, inhiben significativwnente la secreción de PRL. Estos 

hallazgos, propusieron a la TRll, como un factor liberador de PRL (Frecman, et al 2000). 

La liberación de la TSH y PRL por medio de la TRH, está disociada. La TSH sólo 

parece mostrar pequeños cambios en su patrón de hl>cración, o prácticamente ninguno, 

cuando se da el estimulo de succión en ratas, mientras que la PRL, si responde 

significativamente a éste (Rinskid, et all984). La inyección del antisuero de TRH, o 

inrnuni7.ación pasiva, puede suprimir la liberación de PRL que se da durante el proestro, 

mientras que en la succión, la liberación de PRL se ve disminuida significativamente (De 

Greff, et al 1987), esto muestra una participación significativa de la TRJ1 en la secreción de 

prolactina que se da tras la succión, sin embargo, pone en evidencia que la TRH no es el 

único factor estimulador de PRL con relevancia en la fisiología de la lactancia. La TRH 

puede también afectar la secreción sérica de prolactina. afectando otras partes del sistema 

nervioso central. Se ha reportado que la administración central de TRH inhibe la secreción 

de PRL, más aún, con la administración directa sobre las neuronas tuberoinfundibularcs del 

núcleo arqueado (Ohta, 1985). Ya que se han detectado fibras TRHinrnunopositivas que 

proyectan del NPV al ARC, existen bases morfológicas para sugerir una interacción directa 

entre la TRH y la DA a nivel hipotalámico, con influencia sobre la secreción de PRL 

(Frcernan, et al 2000). 

Se han realizado diversos estudios sobre la respuesta del TRH al estímulo de 

succión, se ha observado por ejemplo, que la expresión del mRNA de TRH muestra un 

incremento transitorio en el NPV durante el estimulo de succión, mostrando un pico a los 

30 min y una restitución de los niveles iniciales a los 60 min, mientras que las 

concentraciones del péptido de TRH en el hipotálamo medio basal, disminuye hasta tener 

sus valores más bajo a los 60min (Uribe, et al 1993). Por otra parte, se ha observado que 

durante la lactancia, el nivel del mRNA de TR11 en el dla 15 en el NPV, disminuye con 

respecto al dla l 8 de la preilcz y el dla del parto. Sin embargo, los niveles peptldieos de 
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'fllil en lá cmmencilí mewa, 5e iiiérementan a partir del día s hasiá el oía t s, 
manteniéndose hasta el destete. Esta tendencia, coincide con la de la PRL circulante (Uribe, 

et al 1991). 
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2.- Generalidades sobre el receptor a de estrógenos(ERa) 

a.- El grupo de los receptores esteroideos: 

Figura 1. Esquematización de la 
cristalografia del receptor a de 
estrógenos dimerizado unido a E1. En Ja 
parte Inferior se tiene la zona F que 
corresponde a la e-terminal, abajo a los 
extremos, en una esfera se esq11ematiza11 
los dedos de Zinc, el extremo :mpeNor 
frontal, se ven las N-terminalcs, Tomado 
del Prolein Data Bank, 

Los receptores csteroideos, son una familia de proti:ínas que hacen de factores de 

transcripción a nivel nuclear, activados por hormonas derivadas del colesterol, que incluyen a 

, , receptores de progcstcrona (PRs), andrógenos (ARs), estrógcnos (ERs), glucocorticoidcs (GRs) 

y mineralocorticoidcs (MRs), los estudios filogcnéticos modernos, han evidenciado que proceden 

de un ancestro común (Evans, 1988; Weigel, 1996). Son también funcional y filogenéticwnente 

cercanos a los receptores para hormonas tiroideas (TRs), retinoides (XRs) y vitamina O, aderiiás 

de, un nutrido grupo de proteínas, conocidas como receptores huérfanos, cuyos ligandos y 

acÍividad biológica, son aún desconocidos (Escriva, et al 1997; Evans, 1988; Thornton, 2001). 

Estos receptores, tienen importancia ftsiológica como activadores o represores de la transcripción 

en muchos procesos fisiológicos, incluyendo . la: regulación del desarrollo, metabolismo, y 

reproducción (Evans, 1988). Los receptores esteroideos tienen la característica de que se unen a 
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protcfnas de choque térmico, que incluyen las hsp90 (protelna lleat-shock de 90k0a) y hsp70 (de 

70KDa) (Weigel, 1996). Estos complejos pueden ser citoplásmicos o asociados al núcleo, en 

ausencia de ligando el GR y el AR. son predominantemente citoplásmicos, mientras que el PR y 

los ERs, son predominantemente nucleares (Weigel, 1996). La unión a ligando deriva en la 

disociación de las protelnas de choque térmico, la dimeri7.llción y la unión a elementos génicos 

específicos de respuesta a esteroides, la secuencia consenso es un pallndrome separado por tres 

nuclcótidos, los GRs, PRs, ARs, y MRs, se unen a la secuencia AGAACAnnnTGTTCT, los dos 

receptores de estrógenos, se unen a la secuencia AGGTCAnnnTGACCT (Weigel, 1996; 

Pettcrsson; 2001). Aunque existen otras secuencias para cada receptor, a las que se pueden unir 

solos, o en interacción con otras proteínas (Kushner, Agard, et al. 2000; Paech, Webb, et al. 

1997). 

b.- Estructura y localización de los receptores de estrógeno& 

Las proteínas de la familia de los receptores esteroideos, se han dividido en tres dominios, 

que consisten, en una región altamente conservada ó de sitio de unión a DNA constituido por dos 

motivos con Zn ++ y dos rcgiorn .. "S menos conservadas. La región amino terminal del dominio de 

unión a DNA, exhibe gran variabilidad en las secuencias, entre las distintas proteínas de la 

familia (EvWlS, 1998; Petterson. 2001; Weigel, 1996). 

Amino lcnninal, unión a DNA(Al'-1) Unión DNA Bis. Unión al ligando (AF-2) 

. ,., 

Este esquema general, ha sido obtenido de muchos ~studios .. en varios receptores, 

mediante deleciones especificas, la única región altamente conserv~da en todos los ~embros de 

la familia. es el sitio de unión a DNA, el resto de las regiones.pueden se'r~ariabl~s en los otros 

receptores, careciendo de ella, o incluso con otras más. Los estudios d~ 'd~leción, hoo ~strado 
que la porción del receptor requerida para la unión a DNA, es muy. larga. con cerca de 25kDa. 

Para lignndos esteroides, estudios de afinidad m~estran que el esteroide interactúa con cerca de 

100 residuos. La región de unión a ligando, tam,bién cuenta con. sitios muy importantes para la 

regulación de ia dime~ción. cristnlografia de rayos x d~ GR y ER. revelaron este hecho 

(Weigel, 1996). 
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Tanto la region N-tcnninal, como la C-terminal. resultan trascendentes para la 

transactivación, estas regiones se llaman AFl y AF2 (activation function) (Evans, 1988; Kushner, 

et al 2000). La región que se considera determinante para la localización nuclear, es la llamada 

región bisagra, entre el sitio de unión a DNA, y el sitio de unión a ligando, esta región también 

participa importantemente en In unión con las Hsp (Weigel, 1996). Muchas evidencias, sei'lalan 

que la unión al ligando, cambia la conformación y la hidrofobicidad del receptor (Weigel, 1996). 

Muchos grupos de investigación, han analizado el papel que puede tener la fosforilación en In 

activación de los receptores de estrógenos, dos grupos de investigación han reportado una 

fosfotirosina en el aminoácido 537 del ERa., que se encuentra en el sitio de unión n ligando, otros 

grupos no han detectado fostotirosinas, pero han identificado fosfoserinas en el ERn de células 

COS in vitro, encontrando además, que la secuencia Ser-Pro es el mayor sitio de fosforilación, 

cuando se da la activación mediada por ligandos (Weigel, 1996). Otros grupos han mostrado que 

el tratamiento de los ERs con fosfatasas. decrementa su unión al DNA y que la fosforilación de 

la Tyrm, es importante para la dimcri7.ación del receptor y para In unión ni DNA. En conjunto, 

estos estudios que se han reali7.ado mediante deleciones especificas, muestran que la fosforilación 

de los ERs, puede regular su papel trnnscripcional y su unión a DNA, aunque no existe una clara 

certeza sobre este hecho (Weigcl, 1 996). 

Los primeros métodos utilizados para identificar el receptor de estrógenos, se 

desarrollaron utilizando ligandos marcados con Tritio, [1-1]3 E2, visualizando los sitios de unión 

mediante granos de plata precipitados por nutorndiogrnfia, esto se remonta a l962, ,cuando se 

mostró que existlan moléculas biológicas tanto en el citoplasma como en los núcleos, que icnían 

gran afinidad por los estrógcnos (Evans, 1988). La primera medición de los niveles de receptores 

de cstrógenos en el tejido nervioso, se mostró también mediante ligandos marcados con J-13. El 

rango de coeficiente de disociación (Kd) determinado, fue de O.l-lxl0·9M; en el hipotálamo y en 

la hipófisis (Clark, 1983). En 1996, se clonó de la próstata de rata, una proteína que guardaba 

fuerte homología con el receptor de estrógenos, y posteriormente se demostró que dicha proteína 

era un nuevo receptor para los estrógenos, encontrándose además en el cerebro, útero, ovarios y 

cpidldimo. El receptor recién descubierto, se llamó receptor beta de estrógenos (ERJ3), el que 

anteriormente era conocido solamente como receptor de cstrógenos, pasó n denominarse receptor 

de estrógenos a (Pettersson, 2001 ). 
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La estructura del ERa, ha sido determinada por medio de cristalografla en varias 

ocasiones, en unión con distintos ligandos endógenos, as( como en fánnacos agonistas y 

antagonistas. El primer reporte de la estructura mediante cristalografla, fue en unión con cstrndiol 

17P {E2) en el sitio de unión al ligando (LBD), posterionnente se ha hecho con el antagonista 

raloxifen, el antagonista dietilstilbestrol, el antagonista tamoxifén y el fitoestrógeno genistelna. 

que es antagonista del ERa y agonista del ERP (Pike, et al 2000; Shiau, et al 1998). El sitio de 

dimcrización, incluye cerca del 14% de toda la superficie monomérica accesible en ambos 

receptores, la interfase es dominada por las a-hélices Hl 1 de cada monómcro, que interactúan 

por medio de residuos hidrofóbicos conservados en Ja zona amino tcnninal. tal vez sea por esta 

razón, que se ha demostrado la existencia de heterodúneros entre el receptor a y el receptor p, 
aunque la posible actividad funcional de estos, aún está por determinarse (Pikc, et al 2000). La 

mayoría de los ligandos posibles de los ERs, comprenden tlpicumcntc dos grupos hidroxilos, 

separados por una rlgida región hidrofóbica, y un grupo fenólieo (Pike, Brozowski, et al.2000; 

SWnu, et al 1998). Ln cavidad de unión a ligando, está fonnada por cinco a-hélices, el 

reconocinúento de ligando, está determinado por una combinación de puentes de hidrógeno, y 

una serie de residuos hidrofóbicos, que determinan una.cavidad no polar dentro de los ERs (Pike, 

et al 2000). Los antagonistas del receptor, como el raloxifen, 5e acomodan dentro de esta envidad, 

pero su larga cadena desplaza una de las a~h.élices, eso cambia la estru~turn del AF-2, lo que 

impide el acoplamiento con las protelnas coacii~~d~ras {Shiau, et al 1998) .. Hay una diferencia de 

dos aminoácidos en esta zona entre el ERa 'y e~.ER¡3, collló'co~5ecuencia de esto, tienen distinta 

afinidad con distintos ligandos, solo en el casó' de' la gertl~t~l~: el ÉRl3 tiene de 7 a 30 veces 

mayor afinidad que el ERa (l'ike, 'i:t ~I ~ooo;!P~tt~rsson, 2001). Los coactivadores más 

conocidos, la familia de los pl60, se ~cÜa -1~;; E~a, e~ la zona de AF-2 de manera ligando 

dependiente en un motivo llamado NR-~x, ;qud ~s ~;6d,{, lo cual ha sido detenninado por 

mutagénesis y cristalografra (Kushner, et al 2oifo).· É;u~t~ una estructura en forma de surco 

hidrofóbico, donde interactúan directamente los c~~~ti~lUlores, esta estructura solo tiene afinidad 

por los coactivadorcs cuando está en contacto con el LBD, produciéndose as( un sujetador de 

carga (Pike, et al 2000). 
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+ Agonista parcial 
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Receptor sin 
ligando 

+Agonista + Antagonista 

WI 
~----•-E_A_u-_LBD __ ._e~-··-· -~ t 7¡3-Estradiol 

~ 
Raloxifen 

Figura 2.La imagen muestra la unión del ERa. con distintos ligandos (Tomado de Pike, et al 
2000). 

Los receptores de estrógenos, se han localizado en gran cantidad de tejidos, tanto por 

radioligandos, como por hibridación in situ e inmunohistoquímica (McEwcn, et al 1999). El 

receptor a es el más abundante'en Ia"Ol~yorparte del organismo de los mamíferos, se encuentra 

en el útero, en los ovarios;cn'úi p~óstat~.~n el hígado, en el tejido óseo, en los endotelios, 

pulmones, vesícula seminal, testículos, glándula mamaria, músculo liso, en epitelios y en el 

sistema nervioso central. El receptor p, se encuentra en menor cantidad que el a, se localiz.a en 

todos los tejidos del sistema reproductor de an1bos sexos, en el timo, los pulmones, el corazón, 

la glándula mamaria, algunos epitelios,, la .~ortcza adrcnal y también en el sistema nervioso 

central (Saundcrs, 1997). En el sistema. nervioso central, los mRNAs de los receptores .·de 

estrógenos se han detectado mediante .hibridación In· situ . (Shughruc, et ~I · 1997; LaÍJammc, 

Nappi, et al. 1998) y sus proteínas mediante inmunohistoqulmiéa, tánto en r:i'tas (Ü:~~; al 1997) 

como en humanos (Kruijver, et al 2001). Ambos receptores de estrÓgenos, ~h~~d~t~t~cl~ a lo 

largo de todo el sistema nervioso central de la rata, coincidiendo c~n lo~ ;~~rt~éen h~~<ls, en 

el cerebro anterior, In retina, el cerebro medio, el posterior y en la médula. espinal .. Las. z<>nas 

corticales, tienden a mostrar mayor densidad de receptores p, mientras que la mayor distribución 

de los receptores a, se da en el hipotálamo y en las zonas del sistema límbico, salvo en el 
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hipocampo, donde el 13 es predomirumte; En el área preóptiéa, se encuentran los dos tipos de 

receptores en altas proporciones, en tanto que en ~l nÜcleo paraventricular lúpotalámico, se ha 

reportado que el predomirumte es el 13, mientras que el a tiende a expresarse en la Zona_ dorsal 

parvocelular, en la zona parvocelular anteri~~. en la zona periventricular y en la parte fomiceal de 

dicho nucleo. El receptor 13 tiende a encontrarse en mayores proporciones en el cerebelo, mientras 

que el receptor a, se encuentra más representado en el bulbo raquídeo. En la lúpófisis anterior, se 

ha mostrado la existencia de receptores a, mientras que no hay datos que confumen __ la presencia 

del receptor 13 en dicha glándula 

1997). 

c.- Función transcripcional del ERa 

(Shughrue, et al 1997; Laflarnme, et al 1998; Li, et al 

Se ha determinado, que ambos receptores de estrógenos tienen : un: importante papel 

transcripcional en diversos tejidos, modulando una buena cantldad de gen~s; entre ellos algu~s 
· .. '·.' . '. , .• 

muy importantes para el sistema nervioso central y la reproducción, p()r ejemplo el de.• la 

vasopresina (VP), el de la hormona liberadora de corticotropina (CRH), el del receptor de 

oxitocina (OT-R), el receptor 2A de scrotonina (5-HT2A). y el mismo ERa (McEwen, Alves, et 

al. 1999; Donaghue, et al 1999). Las proteínas coactivadoras, incluyen tres proteínas distintas, 

pertenecientes a la familia de pl60: SRC-1, TIF2 y AIBI, así como las acetilasas de histonas, 

CBP y p300, aunque posiblemente SRC 1 y AIB I, también tengan intrínsecamente actividad 

acetiltransfcrasa de lústonas (Shang, et al 2000; McKenna, 2002) y la RNA helicasa p68 

(Kushner, et al 2000). 

Activación transcripcional mediada por ligandos 

El ligando natural (E2, estrona (Ea) o estriol (E3)) se une al ERa en el sitio de unión a ligámÍo, 

que es el dominio carboxilo terminal. Los factores p300, pl60 y pbp se unen al dominio AF-2 del 

receptor y se da la acetilación de la lústona, volviendo la cromatina más accesible (Chen, et al 

· 1999). La RNA polimcrasa 11 en su forma competente para la iniciación de la trasncripción no 

fosforilada, es reclutada por p300, que sin embargo, no vuelve a participar en la reiniciación del 

proceso. La RNA polimcrasa 11, es fosforilada por las cinasas CDK7 y CDK9, volviéndose 
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competente para la elongación del transcrito, P 160 y p300 son sustituidos por CBP y pCAF. El 

cielo se reinicia constantemente pero sin- la pllrtieipadón de p300, mientras el ligando se 

mantenga interactuando con el receptor (Shang, et al 2000). El comienzo de la transcripción 

desde la unión al ligando, comienza aproximadamente a los 45 min, y puede prolongarse por más 

de diez horas, según la cantidad de ligandos disponibles en el citoplasma, este ciclo se ha 

determinado mediante la utilización de inmunoprecipitación contra las distintas proteínas y con 

northern blot, contra distintos transcritos derivados de la actividad del ERa. (Shang, et al 2000). 

Unión a ligando 

Acetilación de la 
histona 

Fosforilación de 
CTD 

l + Es¿rój:leno 

~~·~~~~~~ 

Relnlclacl6n 

-p300 

Figura 3. Este esquema muestra la regulación de la transcripción, mediada por el receptor de 

estrógenos, los distintos coactivadores y la polimerasa JI (tomado de Shang, et al 2000). 

El ciclo de activación de la transcripción mediado por los ERs propuesto por Shang, Hu, et 

al. 2000, se considera únicamente sobre secuencias de DNA llamadas elementos responsivos de 

cstrógcnos (EREs) con los que el receptor interactúa directamente mediante el sitio de unión a 

DNA del receptor, mientras que existen otras vías, por las cuales, los ERs no se unen al DNA 

(Kushncr y Agard, 2000). La inOuencia de los receptores de estrógenos, sobre genes como el de 

la ovoalbúmina, In colagenasn y el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1 ), se da mediante la 

interacción con un sitio del promotor; la acción de los ERs sobre In ciclinn D se da mediante la 
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unión a un elemento tipo CRE, ni que también se une directamente 1m <limero de Jun y ATF. Los 

receptores de estrógenos también pueden favorecer In actividad de promotores que son ricos en 

motivos GC, en cajas CCAAAT y en sitios SP-1 y NF-Y, sin embargo n la fecha no son 

conocidos con precisión los factores de transcripción, que pueden mediar la acción de los 

receptores de estrógenos sobre estos promotores (Kushner, et ni 2000). Estos hallazgos, elevan In 

posible influencia de los receptores de estrógenos sobre un gen dado, como en el caso de este 

trabajo es el TRH, ya que se muestra la participación de los receptores de e~1rógcnos activados, a 

través de otros factores y no mediante la influencia directa sobre un elemento responsivo del 

DNJ\, con el que muchos genes no cuentan (Kushner y Agard. 2000) la posible participación de 

los receptores de estrógenos en la transcripción del gen de la TRH, se discutirá en un capitulo 

posterior. 

La activación ligando-independiente del ERa 

Estudios recientes, proponen que el ERa puede ser activado por vlas diferentes a la 

activación clásica por medio de un estrógeno (Hart y Davie, 2002; Cenni y Picard, 1999). Un 

estudio in \•itro con células HeLa. mostró que en ausencia de E2, con un medio que contenla 

factor de crecimiento epidcrmal (EGF) y monofosfato de adcnosina clclico (cJ\MP), se 

expresaban significativamente genes reporteros estrógeno responsivos, sin embargo, su expresión 

era inhibida por la presencia del antagonista del receptor de estrógcnos ICll 64384, ya que 

mediante su interferencia con los dominios de activación, no es posible su correcto acoplamiento 

con los coactivadores (El-Tnnani y Grecne, 1997). Estos experimentos, muestran que el ER 

puede ser activado por fosforilación, mediada por la protelna cinasa dependiente de cJ\MP (PKA) 

y por medio de la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK). De este modo, se puede 

concluir que receptores de neurotransmisores activados por protelnas G, como el de dopamina, y 

receptores de factores de crecimiento, que activan la vía de señali7.llción de las MAP, pueden 

activar el receptor de estrógenos (Hart y Davie, 2002; Cenni y Picard, 1999). 
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Activación dependiente de hu1munas 

Honnonas esteroideas 

Receotores esteroldeos 

Figura 4. Esquema de la vía de activación de los receptores esteroidcos por medio de ligandos, del 
lado izquierdo, y por medio de factores de crecimiento, neurotransmisores y ciclinas, del lado izquierdo 
(Cenni, Picard, 1999). 

• Activación independiente de ligando. 

Estudios preliminares, reportaron que la administración de.: dibutiril~cAMP, podía 

mimetizar In actividad de la progestcrona, induciendo el comportarnicnt6·:.~cxual y rcprod~ctivo 
en ratas hembras ovarcctomizadas, indicando que agentes que elcvan''1a~ari;idadintracclular de 

cAMP y activadorcs de la PKA, pueden afectar la a~tividudd~ los ~c~~ptb;cs ~stcroidcos (Cenni 

y Picard, 1997; Mani, 1994; Mani, et al 1997). I~duso ~-~neo¡;;~~ acl~la~te, que ladopamina 

(DA) puede activar respuestas dependientes de rece~torc'~·~st~~o-id~os, tantÓ en cultivo de células 

y tejidos, como en modelos in vivo (Power, et al·¡ 9'91 ) •. Tnl'iibié~' se ha mostrado notoriamente, 

que antagonistas de receptores cstcroideos, . _co~Ó.: el RÜ4o6 'o el tamoxifén, actúan como 

agonistas en presencia de DA, tanto en los GRS, como en los ERS. Existe algún debate sobre la 

naturaleza de esta activación, algunos inveStigadores consideran que el mecanismo por el cual se 

TESTS GOW 
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da este cambio, es todavía elusivo, aunque los receptores cslcroidcos son fosfoprotcfnas y la vía 

de la PKA produce la activación de los receptores, lo que hace hipotetizar que se da un proceso 

de nclivución. similar al de otros factores de transcripción como CREB mediante fosforilación 

(Aronica, et al 1993; Mani, 1994; Mani, et al 1997). En otros reportes, estas vías no afectan el 

estado de fosforilación de los receptores, argumentando que la mutación de los sitios de 

fosforilación de los receptores esteroideos, solo afectan su respuesta al cAMP de forma parcial 

(Ccnni y Picard, 1999; El-Tanni y Green, 1997). Otros autores, consideran que la fosforilación de 

los AF-1 de los receptores mediante estas vias, puede activar In transcripción (Knto, et ni 1995; 

Mani, et al 1997; Mani, 2001). En el caso concreto de los ERs, se ha demostrado que el cAMP 

puede activar su función transeripcional en presencia de antagonistas como el tamoxifen, lo que 

ha causado serios problemas para las quimioterapias basadas en antagonistas de estrógenos 

(Fujimoto, Kat7.cnellenbogen, 1994). Los datos disponibles, muestran que el posible blanco de la 

señalización por DA, está en el dominio de unión a ligando de los receptores, dentro de la zona 

AF-2 de los mismos (Cenni y Picnrd, 1999). 

Finulmente, también se ha discutido la posible activación dopaminérgica por medio de las 

vías dependientes de Ca++, mediante la activación de la PLC (fosfolipasa C) membranal se 

producen DAG(Diacil glicerol) ·e lnositol-1,4-5-trifosfato que abren canales de Ca..... tanto 

membranales, como del ret!culo endoplásmico y la rnitocondria, aumentando considerablemente 

la concentración de iones de Ca++ citoplásmicos, activando In protc!na reguladora Calmodulina, 

que activa cinasas que fosforilan al factor transcripcional CREB, por lo que se piensa que 

también pueden activar. los receptores csleroidcos por medio de fosforilación (Power Y. Maní, el al 

1991). Un experimento que muestra el posible rol del cAMP y la fosforilnción en.los receptores 

de eslrógenos, se. realizó to~do cultivos primarios de células uterinas, a las cuaÍes se aplicaron 

Ei, toxina colérica y cAMP~n cadn caso. La expresión de un gen reportero qu~'cu~ht~ con un 
• : ' • ',. ,. •.. •• : ' • -• • • • e ;_·~ • ,•_, • • - ' • ~ 

promotor con el sitio de respuesta a receptores de cstrógenos, se Ctevó·~. coniÍidcrablemente, 

concluyendo que el cAMP; induce la activación de los receptores de cst;Óg;~~O:'Al alladirse un 
--..-'" ' -

antagonista de cstrógcnos a estas pruebas, los efectos positivos se revirti~~on, lo mismo ocurrió 

con un inhibidor de cinnsas, estos resultados. implicarían que el gen rep0rtero realmente estaba 

respondiendo a ERs activados y que esta respuesta era por medio de una einasa, presumiblemente 

por la PKA (Aronica y Katzencllcnbogcn., 1993). De ser correcto este experimento, se muestra 

claramente la sensibilidad de los ERs a la vía de transducción de lá dopamina y de otros 
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neurotransmisores, como ta ~rotcmina (5-HT) y la aceÚÍcolina (ACh), lo cual es d~ fündamcntal 

importancia. para expli~ar laspcisibles implicncione~ fisi'atógicas en el cerebro; de los receptores 

de estróge.nos en ausencia d~·ligandos. 

Activación mediada por factores de crecimiento peptldicos 

. Las interacciones entre las vías de señaliz.ación de los factores de crecimiento pcptídicos 

y los . rece~tores estero ideos, se mostraron evidentes con la descripción del efecto eslimulatorio 

del factor tipo insulina 1 (IGF-1) en los ERs, en ausencia de hormonas, incluso se han descrito 

muchas poblaciones neuronales, que coexprcsan ERs y el receptor de IGF-1 (Cardona-Gómez., 

2000). Los ERs, son blanco de fosforilación de las MAP cinasas, in vi/ro, y son activados por 

varios factores de crecimiento que activan la vla de las MAP (Aronica. et al. 1993; Cenni y 

Picnrd, 1999). Se ha determinado c1ue factores de crecimiento como IGF y EGF, pueden 

desencadenar una vía de transducción mediada por la activación de Ras, Raf, MAPK y MAPKK. 

que tiene como consecuencia la fosforilación de la serina 118, que se encuentra en la zona amino 

tcnninal. en el dominio AF-1, activando de esa manera el ER. Esta fosforilación, es 

indispensable para esta vla de activación ligando-independiente, ya que cuando este residuo es 

sustituido por alanina, se anula dicho efecto-a. (Kato y Endoh. el al 1995). 

Aunque la dependencia del dominio AF-1 para que se de la activación, está demostrada, 

reportes recientes, indicwi que el proceso es probablemente más complejo de lo que se pensaba, 

ya qúe en células de neuroblastorna de ratón, esto no aplica,' mienfras que -en las líneas COS-1 sí 

lo hace, incluso se ha encontrado que en células endo~e!i~¡¿/;J~ p~JmÓri de rata, el ER-a. es 

activado por el EGF, sin embargo, el proceso parece se/ind~re~dientc de MAP cinasas, y de la 

fosforilación de la serina 118 (Aronica, 1993). Est~s ~él'ortes. ·n:iueslran que aunque existe una 

activación ligando-independiente de los ERs ·. por oicdio de factores de crecimiento, los 

mecanismos y vías por los que se . da el fenó~eno, · 5on -tejido dependientes. La relevancia 

fisiológica de la activación ligando independierite p0r este medio, se pone de manifiesto cuando 

se denota que de esta forma, se imitan los efectos fisiológicos de los cstrógcnos, a lo largo de 

todos los tejidos donde se encuentran los receptores, en ausencia de ligandos (El-Tanani y Grenn, 

1997). 
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J.- La distribución de la TRH J' su regulación génica. 

La TRH (honnona liberadora de tirotropina) es.un tripépti_do, confomuido por un 

piroglutamil, histidina y prolina amida (pGlu-His~ProNH2). La TRH se aisló en 1965 a 

partir del cerebro de cerdos y ovejas (Guillcmin, ·1965).La TRH.sc ha descrito en toda la 

escala de los vertebrados y se ha encontrado. en ~ive;sos tejidos.· Originalmente se le 

describió como una hormona que podia estirnul;u:_!a
0

Úber'ación de la tirotropina (TSH) en la 

hipófisis, en donde se le han detectado g~ F~tid~d de receptores, en las células que 

secretan tirotropina. Sin embargo, con' el liémpo. se le 1111 detectado en diversos sitios del 

sistema nervioso central y se le ha relacioruido con_'. distintas funciones fisiológicas, y 

distintos patrones de comportamiento (Metcalfy Jackson,1989). 

Hasta el momento se ha encontrado sólo un gen de TRH en el genoma de la rata y 

del humano. La unidad transcripcional de la TRH de la rata, se extiende 2.6 kilobases, e 

incluye tres exones interrumpidos por dos intrones. El primer exón codifica para la región 

no traducida del mRNA en el extremo 5', el exón 2 codifica para el péptido seílal, y la 

mayoría del péptido wninoterminal, el cxón 3 codifica lo que queda de la secuencia no 

traducida del proTRH (Lec, 1988). 

El desarrollo de antisucros específicos contra la proTRH, fonnas extendidas de TRH 

y un número de secuencias de péptidos interrn<:dios que no tienen TRH, han pcmútido 

dilucidar el procesamiento de la proTRH (LechÍiil yJackson, 1982). El procesamiento de la 

proTRH es tejido especifico, en el NPV hi¡x;tal~~~ de la rata, ocurre rápida~~nte en el 

soma de las neuronas, esto es evidenciado ~r la 'no detección de inmunoreactividad p~a 
péptidos extendidos. Por otro lado en' el .. bulbo olfatorio se puede detectar 

inmunoreactividad para varios de los péptidos extendidos e intermedios (Lechan, 1986). 

Mediante diversas técnicas, se ha descrito la existencia de neuronas TRHérgicas a lo. 

largo de todo el sistema nervioso central; este se encuentra especialmente en el bulbo · 

olfatorio, en el tálamo, en el cerebelo, en los núcleos de rafe y en la zona dorsal de la 

médula espinal (Sgcrson, 1987). La más conocida y estudiada zona de distribución de la 

TRH, es el hipotálwno, donde se ha detectado en el área preóptica, en el hipotálamo 

anterior, en el núcleo arqueado, en el núcleo dorsomedial hipotalámico y en el núcleo 

lateral hipotalámico (Lechan y Jackson, 1982). 

26 



La TRH está presente en gran abundanCia en- axones que terminan en la eminencia 

media hipotalámica, en la zona de ~ontacto' ne~ohemal del sistema tuberoinfundibular. 

Las terminales axónicas inmunoreactivas se encuentran primariamente en la región medial 

de la zona externa de la eminencia media. y en una cercana aposición a los vasos capilares 

del sistema portal. Algunos axones se extienden 'más allá distalmente, terminando en la 

hipóftsis posterior, mostrando un característico. patrón de inmunorcactividad tipo racimo 

(Lechan y Jackson, 1982). 

Los somas neuronales que 'origiÍian Jos axones terminales de la eminencia media, se 

encuentran mayoritariamente. en ei'X'mid1eo'' paraventricular hipotalámico, que está 

compuesto por dos grandes ~ont, fui,. dÍvisiones magno y parvocelulares. La división 

magnocelular; se divide a su. vez'¿~- .tres subdivisiones, y la parvocelular en cinco 

subdivisiones (AkÍ~> t999).' Algtinas neuronas magnocelulares que muestran 

inmunoreactividaclde,~roTRtCpr~y~t~-SÓbre la eminencia media y la hipófisis posterior, 

mientras que la mayo~la d~. IC>s · axon~s ~on inmunoreactividad de TRH encontrados en la 

eminencia media:, mediante marcajes retrógados, han encontrado sus somas en las 

divisiones parvocelulares del núcleo paraventricular hipotalámico~ >Mediante esta 

tecnología, se ha detectado que en la zona arlterioE ~~si · ~¡i 'se ~~~u'~~tran células 

TRHérgicas que proyecten hacia la eminencia ,media. ; ~st~~ células se encuentran 

escencialmente en las células purvocelulares m~dlales y ~riventriculares, de la zona media 

y la zona posterior del NPV (Lechan, et al 1980). -
-· ·. , .. 

A pesar de que muchas células en el NP\f.·han mostrado que contienen más de un 

neuropéptido, las neuronas que sinteti7.an TRt(/Ü~ ~xpresan otro péptido. Sólo en algunos 

raros casos, se ha mostrado que coexisten l~_!IUI y Ía hormona liberadora de corticotropina 

(CRH) y la neurotensina (NT) (Lechan,' et al 1983) y el transcrito regulado por cocafna y 

anfetamina (CART) (Fekete, 2000). El núcleo paraventricular, está poblado con neuronas 

adyacentes a las células TRHérgicas, que producen otros neuropéptidos, además de que el 

NPV recibe numerosas afercncias de otras regiones del diencéfalo, del telencéfalo y del 

tallo cerebral. Se conoce evidencia moñológica de la presencia de axones 

catecolaminérgicos en asociación sináptica con neuronas TRHérgicas en el NPV. 

Utilizando antisueros contra las enzimas que sintetizan las catccoloarninas, especialmente 

contra las que sintetizan epinefrina y norepinefrina. El NPV recibe una fuerte inervación de 
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.. estos !!Xones en su parte. medial y periventriculár. El origenº.de ·· 1os llXories que forman 

sinapsis con las neuronas TRHérgicas m:uroendócrinas, . es en·· las poblaciones 

catecolaminérgicas del bulbo raquldeo, lo que ha sido confirmado mediante estudios 

electrofisiológicos (Metcalfy Jackson, 1989). 

En el núcleo medial preóptico, se ha descrito que las neuronas TRHérgicas, pueden 

contribuir a la regulación de la temperatura corporal (Choi, et al 2002). La TRH aten(1a el 

efecto hipoténnico del pentobarbital, del etanol y de otros péptidos, además de inducir el 

aumento en la temperatura corporal tras su administración a nivel central. Particularmente, 

cuando es inyectado en el área preóptica, decrementa la actividad de las neuronas sensibles 

. 1dc~lor e incrementa la actividad de las neuronas sensibles al frlo. Parte de la respuesta de 

· 1a .TRH a la hipotermia, sin duda se debe a su papel en la liberación de la TSH, mediada por 

": IruÍ i rie~c:mas del NPV, aunque la mediación catecolaminérgica sobre el núcleo medial 

. pr~óptlco puede ser de suma importancia, dado que la inyección de pirógenos en el 

hipotálamo puede provocar elevaciones en los niveles de TRH preóptica (Hori, et al 1988). 

·La retroalimentución negativa de las hormonas tiroideas sobre la TRH del 

• ·.• hiPotÍílamo, ha sido el punto de inicio del estudio del promotor del gen de la TRH (Burbach 

'y Peter, 2002). Se ha identificado que el gen de la TRH es rei~"1ivo~ otro~ receptores 

nucleares distintos al de hormonas tiroideas (THRs), ~(~f~cto''d~I re~~ptor del ácido 

retinóico se ha investigado en el gen de la TRH de ratÓn, ·e~cci~trándose que mantiene una 

regulación en la expresión de la TRH (Burbach y P~ter,. 2002). Los receptores de 

glucocorticoides pueden inhibir la expresión de la ·TRH in vivo, aunque In vilro la 

incrementan. el sitio de unión al receptor de glucocorticoides, es importante para la 
. . . 

modulación del gen de TRH por medio de el receptor GR y una serie de cofactores no 

identificados. Se ha observado que los GRs, p~eden de ínanera importante activar el gen de 

la TRH in vitro, as! como el filctor· CRE y : el complejo AP- l. El AMPc puede 

sustancialmente aumentar la actividad del. promotor de la TRH, mediante la vla de la PKA, 

y activación del factor de transcripción CREB (Luo y Wang, et al 1999). El sitio de 

respuesta CRE se sobrelapa con el sitio .de respuesta a hormonas tiroideas, por esta razón se 

ha sugerido que la inhibición de CREB para unirse con esta región por medio de las 

hormonas tiroideas, puede ser el mecanismo de la regulación negativa dependiente de la T 3 

del gen de la TRH (Wilber y Xu, 1998). El promotor del TRH tiene a su vez un sitio de 
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unión a protelnas d<flipo STAT,~y un sitió de unióri llamado SP-1, que también res¡iondc"a 

las protefrias STAT, estas ~rot~Ínas pertenecen a una vía de transducción. que responden a 

receptores de t~~·sina ci~as.' como los de varios factores de crecimiento peptídicos 

(Harris, ·et· al .. 2001 ). A la· fecha no se ha detectado· ningún sitio de respuesta especifico para 

él receptor, de cStrÓgcn~s. pero todavía no se descarta esa posibilidad. De cualquier manera, 

el receptor cuenta con cajas CG y con el sitió AP-1, que son sitios donde pueden 

interaccionar los receptores de cstrógenos. 
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4. - Participación del ERa en procesos conductua/es asociados á la lactanci~. 

Mediante una· co~binación de. técnicas molecu~es y de observación etológica en 

situaciones eollt;~¡~cfas/5e ha detenniruid~ que lo~ receptores a de estrógenos, tienen un 

relevante papele'n :1 ~s"~.~bl~cimi~~to y cci~;u;uidad de la conducta maternal en los roedores. 

Estudios llevados a· cabO en ratas, muestran que en ciertas áreas del cerebro, como en el 

área pr~ptl~ .. medl~. ~) n~~le~ OOsaJ de la estría terminal, el septurn lateral, la amígdala 

medial ·~~teri~r.y I~ h~Wn~la l~tel'lll, hay una trascendente coexpresión de la proteina de 
' -,· " . 

exllresiÓn tcmprWUI c-Fos, yel ERa cuando las ratas lactantes hembras son estimuladas por 

las crías, mientras que los niveles de coexpresión sin la estimulación de las crías, son muy 

bajos. Por otra parte, los niveles de expresión del ERa, no muestran cambios significativos 

con y sin estimulación de las crías, mientras que la expresión de c-Fos, aumenta 

significativamente cuando hay estimulación de las ratas madres, por parte de las crías 

(Lonstein y Greco, 2000). En otro experimento, llevado a cabo con ratones "knockout" en 

el ERa (ERaKO), se ha mostrado, entre otras alteraciones del comportamiento, en las 

hembras se afecta el comportwniento sexual, y el comportamiento maternal. Entre otros 

parámetros medidos, se ha encontrado un alto indice de infanticidio, y entre las hembras 

que no lo mostraron, se muestran conductas maternales deficientes, como la imposibilidad 

de regresar las crías al nido (Ogawa, et al 1998). 

Los patrones conductualcs maternales en las ratas, se manifiestan por una serle de 

comportamientos bien caracterizados y medibles (Lonstein, et al 2000). Los 

comportamientos son la postura de amamantamiento Crouching que provee de calor a las 

crias, y una posición adecuada para alimentarse, es importante decir que las crías en sus 

primeros dlas de nacidas, no tienen un control muy eficiente sobre su temperatura corporal, 

por lo que este comportamiento de la madre es esencial para su supervivencia. Otro 

comportamiento es el de limpieza exhaustiva con la lengua licking que es importante por 

razones higiénicas del nido, aparte de que estimula la actividad secretoria, excretoria y 

favorece el desarrollo de los órganos sexuales de las crías. En este comportamiento también 

trasciende que la madre bebe la orina de las crías, lo que se considera como reciclaje de 

agua, dados los altos niveles de líquido que las ratas invierten en la producción de leche. El 

transporte y regreso de las crías al nido, se aprecia también importante para mantener a las 
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-crías bajo la protección -de la madre; ccrcá de su fuente de alimentación y ·cerca de ·su fuente 

de calor. Endocrinológicameritc se dun algunos cambios importantes, la madre comi~nza u 

emitir feromonas que son detectadas por las crías y las atraen hacia ella. Las ·madres 

presentan una·, -hiperfagia de sÍlles --- de sodio y W1 continuo lamerse las :·glándulas 
- ' -

probublementepaia mantener la estimulación de estas y por autoaseo ( Numan. 1988) 

Se considera que las hormonas estcroidcas sexuales, estrógcnos y progesterona, así 

las hom10-nas . Jactogénica~, como los lactógcnos placentarios y la prolactina, que se 

incrementan' füeirtc~nt~ dÚrante el embarazo, se encuentran involucradas en el 

cstablccinu~nto'.dc '1a· co~ducta maternal (Mann, Bridges, 2001). La concentración de 

cstrógcnos se va incrementando durante los primeros días de la preilez, llegando a un pico 

en el d_ía del parto, la progesterona por otra parte. tiene un fuerte incremento durante los 

primeros días de la.preilez, pero se mantiene estable hasta los últimos días del proceso, 

cuando sufre una vertiginosa caída, que es necesaria para que se pueda llevar a cabo el 

parto, y para que la conducta maternal pueda expresarse (Mann y Bridges, 2001). Si 

posterionncnte al parto, se restituyen los niveles de progesterona (P2), la conducta maternal 

es inhibida, pero si se bloquean sus receptores con el antagonista RU406, entonces la 

conducta maternal se expresa nonnalmcnte (Nurnan, et al 1999). 

Los experimentos clásicos sobre la implantación de la conducta maternal, reportan 

consistentemente, que las hembras vírgenes expuestas a crías, durante siete días, comienzan 

a desarrollar conductas maternas bien desarrolladas, aunque sin producción de_ leche 

(Numan. 1988). Incluso los machos pueden llegar a desarrollar estas conductas,_aunque la 

latencia de sensibilización dura el doble y sus conductas no son tan logradas; La 

estinmlación de la conducta mediante métodos honnonales, se ha logrado con·' bastante 

éxito. Primero se consiguió utilizando un tratamiento a base de E2 _con ratas 

ovarectomizudas e lústerectomizudas, la explicación de esto, es que el útero no presentará 

una competencia a la unión de estrógenos frente al cerebro (Siegel, et al_ 1978)., La inanera 

óptÍnla encontrada, ha sido mediante el tratamiento con E2 y P2 durante unos días. y 

después, retirando la progesterona y dejando únicamente el estradiol, en ese momento, las 

ratas comierizan a expresar la conducta maternal, esto es similar u lo que ocurre durante el 

final del parto, y el establecimiento de la lactancia (Bridges, 1984). Inmediatamente 

después de estos experimentos. se mostró que la técnica no funcionaba con rata~ 
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hipofisectonliwcfas, lo que ampliiiiriCntc súgicré lá=piirticipacióri de la PRL, y· 1¡¡- OT, 

estimuladas por Ei (Bridges, 1985). 

Una vez detemúnado que los. estrógenos p~dían mediar el ;-establecimiento de la 

conducta maternal en sinergia con la ~rol;;ct~ loslactógenos placentWiris,' la oidtocina, y 

la ausencia de progesterona, se presegta l~- cuestión de cuill es el m~canisÍnci ;;r ~i. cual los 

estrógenos, se encuentran mediando esa conducta. Una de las áreas que se han propuesto 

como altamente receptivas a hormona$ esteroideas, que además se encuentra fuertemente 

implicada en el comportamiento .n'aíe;,w, es el área preóptica medial (MPA) El 

tratamiento sistémico con estrógenos, induce efectivamente la implantación de la conducta 

en hembras y machos, aunq~e con una· diferencia de 20 a 1, en las dosis de E2 necesarias 

para la implantación de la conducta en cada caso, poniendo de relieve que el cerebro de los 

machos, tiene importantes diferencias en su organización celular, frente al cerebro de las 

hembras, y que este último es mucho más adecuado para el cuidado materno (Rosemblall, 

Hazelwood, et al. 1996). Otro experimento que consiste en introducir los estrógenos 

directamente, mediante una cánula en el MP A ha mostrado resultados similares, aunque en 

menor magnitud, lo que muestr11 '.que no sólo el área preóptica está involucrada en la 

conducta maternal mediante 'esiirll~lación esteroidea, sin em~go la ~ondúcta sigue siendo 

expresada tanto en hembras -co~o en machos, aunque en diferentes dosis-respuesta 

(Rosenblatt, 1996). Otro experimento, muestra que las lesiones citotóxicas en el MP A, 

afectWl claramente la conducta maternal en las hembras adultas, sin embargo, las mismas 

lesiones en ratas en la pubertad, no son efectivas en la disrupción de la conducta maternal 

(Olazábal, Killinicheb, et al. 2002). Estos resultados ayudWl a concluir, que el MPA, tiene 

un marcado dimorfismo sexual, en su arquitectura y biología celular, que aparentemente se 

delimita durante el desarrollo, por medio de la influencia de las honnonas esteroideas. 

En la aproximación a la morfología de las células del área preóptica medial, se ha 

observado mediante tinciones argénticas, que el tamaflo y los somas son significativamente 

mayores en ratas ovarcctomiz.adas tratadas con E2 Y P2, y en ratas prci'ladas, respecto a 

ratas ovarectomizadas sin restitución, ratas en diestro o lactWttcs. Sin embargo, se ha 

observado que la cantidad y longitud de las proyecciones dendríticas, se mantiene en altos 

niveles, en ratas ovarcctomi7.adas sin restitución y restituidas con E2, en las ratas preiladas y 

en las ratas lactantes. La diferencia entre patrones de crecimiento somático y dendrítico que 
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se observa en ratllS lactantes, se atnbuyen a· 1as cuRlidades tróficas de la5 hormonas de la 

lactancia, como la PRL (Keyser-Marcus, Stafisso-Sandoz, et al. 2001). 

Consideremos entonces que el área preóptica medial, es un blanco muy importante 

para las honnonas estcroideas, el que según todas las evidencias, controla en gran medida la 

conducta maternal. De cualquier forma, no son comunes los procesos neurobiológicos que 

sólo implican una zona del cerebro, por eso se han realizado estudios que buscan dilucidar 

la relación del área preóptica con otras zonas del cerebro, que pudieran tener relevancia en 

la expresión de la conducta maternal, y que pudieran actuar como relevos de la 

cstimulación estrogénica sufrida por el MPA. Se han desarrollado experimentos en los que 

se aplican lesiones citotóxicas en algunos núcleos y cortes de las vías que los comunican. 

Los resultados muestran que cuando existen lesiones en el MP A se reduce la expresión de 

e- Fos y Fos B en la estría terminal basal (BST), además de interrumpir el comportamiento 

maternal. A su vez. lesiones en la BST, han hecho que se reduzca sustancialmente la 

expresión de las proteínas Fos en el MPA, además de bloquear la conducta maternal. La 

interrupción de las vías entre ambas éstruéturas, resulta en la inactivación de Fos y la 

interrupción de la conducta. Esto muestra. que las neuronas del MPA receptivas de 

estrógenos, pueden n~térier P_r6y~~ci~ncs ~obre una o más áre~ del cerebro, siendo 

fundamentales en el controlde laco~clucta maternal (Stack, Balakrishnan. et al. 2002). 

Otra serie· de experimentos, muestra la expresión diferencial de c-Fos en diferentes 

paradigmas honnonalcs en el MPA y otras zonas. En ratas vírgenes tratadas con E2, se 

encontró una significativa elevación de la inmunoreaetividad de c-Fos en el MPA, sin 

embargo, se encontró que en ratas después del parto, esa respuesta de c-Fos. se 

incrementaba todavía más. El tratwniento de ratas después del parto con P2 y Ei, en cambio 

provocó una calda significativa de la inmunoreactividad de c-Fos. en el MPA, el BST y el 

septum lateral dorsal (LSd) y ninguna expresión de la conducta maternal; las ratas tratadas 

sólo con el estrógeno mostraron conducta maternal y elevados niveles de 

inmunorcactividad para c-Fos, finalmente, los animales tratados exclusivamente con P2, no 

expresaron conducta maternal y también mostraron bajos niveles de inmunoreactividad de 

c-Fos (Shcehan y Nurnan, 2002). 
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Eri reswncn Jos estudios máS antigUos qile-rcliicionanºa los csforoides 5exurues femeninos 

con el establecinúento de laS co~uctas lllll1~rllllies, 5'! : apoyan directamente con 

experimentos sobre las áreas del cerebro a[c:Ct. por l~s mismos y sobre Jos que se cree, 

radien parte del control de la . conducta'. maieinal. C~n ~ irrupción de Jos animales 
, '-v· • • ' 

genéticamente modificados brockout/~ ha,mostéado lina·serie de genes de los cuales la 

implantación y desarrollo d~ Í~ • ~ondÜct~.'. inát~rnal,: depende completamente. Estos son: 

algunos factores dé transcri~ión, qiÍe i~cluyén la proteína Fos, algunas enzimas, que 

incluyen la dopamina bet~ wdr'o;cilása'; la:ÓXid~nltrico sintasa, dos receptores que son el 

ERa y el PRL-~ y la OT (Le~~ ~:Herman, 2002). 
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5.- Introducción a la inmunohistoquímica y la hibridación in situ. 

a.- lnmunohistoqulmic~ e11_el s.!st~~~:ne.Yioso central . 
. ,;<~ --

La técnica de ·inmurio~i~to~~ímiéa,¡Jill~~ ldcntificar.constituyentes de un tejido o 
, . _, '"'•-' '·.· ~ . ,. ·. . 

una célula, por . medio• de las' interacciones Bllticuerpo-antfgeno. El sitio en el cual el 

anticuerpo se une 8.J ~cjidC,'§.'célu~il," es .i~in~ificado tanto por marcado directo, como por el 

uso de un sistema d~'mar~~cÍo secÜndarii>:·Los antígenos blanco de la técnica, pueden ser 
... · ·" ,;: '··" ._.,,¡-.. 

proteínas, lipidos, car~hi~~atos y Otra5_1Il~léculas biológicas, que pueden tener uno o más 

sitios de unión a a11Ú~u~Í-pos.'. Est~ son wÍlas altamente específicas en su secuencia y 

topografü1, compuestas por ~ riÍmiJrri ~quei'lo de aminoácidos o monosacáridos, 

conocida.~ como grupos detenni~alit'es alltlg~nicos, o epítopes (Miller, 1999). 

Los anticuerpos pertenecen al.. tipo de proteinas séricas, conocidas como 

inmunoglobulinas. La IgG es:>'el 'tipo de anticuerpo más utilizado para la 

inrnunohistoqulmica. La molécula 'de. IgG, está compuesta por dos pares de polipéptidos, 

dos cadenas ligeras y dos pesadas, unidas mediante puentes disulfuro, formando una 

estructura en forma de Y. Las regiones terminales de cada brazo, varían de secuencia de 

aminoácidos, y son conocidas como dominios variables, esta variabilidad, provée 

especificidad para un epitope particular, y facilita In unión con el antígeno contr.1 el que fue 

originado (Boenish, 2001). Las cadenas laterales de aminoácidos, del dominio variable del 

anticuerpo, forman una cavidad que es geométrica y químicamente complementaria a un 

tipo de epítope. La fonna precisa en la que el anticuerpo se adapta al epftopc, explica el alto 

grado de especificidad que muestran las interacciones antlgeno-anticuerpo. La unión del 

anticuerpo y el antígeno, se mantiene mediante una combinación de puentes de hidrógeno, 

fucnas electrostáticas y fuenas de Van dcr Waals (Millcr, 1999). 

Los anticuerpos llamados policlonales, se producen inmunimndo un animal con una 

molécula específica purificada, conocida como inrnunógeno, llevando el antígeno de 

interés. El animal tendrá una respuesta humoral al inmunógeno, y los anticuerpos así 

producidos, se obtienen del suero del animal. El animal inmunizado, producirá muchas 

clonas de anticuerpos, provenientes de diferentes células plasmáticas, cada una producirá 

un tipo de anticuerpo, con una ligera diferencia en especificidad a la variedad de epitopcs 
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presentes en un mmi.irlógcifo. AlgWios ~ae -estos anticuerpos, pueden hacer una reacción 

cruz.arla con.~i~ J1lCÍléeiilus que rio ·son de interés, y necesitan ser removidos (Boenish, 

2001). Los anticuerpos monoclonale~. se comenzaron a fabricar tras el desarrollo de la 

técnica del hibrid()rna.-~n·'e~tc c~,.los linfocitos B que producen los anticuerpos y los 

mielomas neóplásicÓs,~~~pm:den constituir lfneas·celulares "inmortales", pueden producir 

un hibrldo, c_~~ pC>sibilidades de ser clonado indefinidamente. Si se logra que los híbridos 

prCÍdilzcllfl l?s 8nlic~erpos de interés, cada linea producirá anticuerpos idénticos, 

indefinidamente ~Boenish, · 2001 ). La ventaja de utilimr anticuerpos monoclonales, reside 

en la allá especificidad de estos, y que además se podrá contar con el mismo anticuerpo de 

forma indefinida, haciendo que cualquier prueba realizada con ellos, sea completamente 

reproducible. La desventaja de los anticuerpos monoclonales, es que requieren condiciones 

de incubación muy especificas para lograr la detección adecuada, además de que es dificil 

utilimrlos en tejidos de rata ya que están fabricados con células de ratón, siendo estos dos 

animales muy cercanos filogenéticamente. La ventaje de los anticuerpos policlonales, es 

que son muy versátiles de fubricar y de utilizar, ya que aceptan un amplio rango de 

condiciones de incubación, la desventaja principal, es que las proteínas que los constituyen, 

pueden variar con el tiempo, ya que lo que los define, es el inmunógeno utilizado para 

fabricarlos. 

Dentro de los sistemas de detección, los enzimáticos son los más utilizados en la 

inmunohistoqulmica. Y la incubación de la enzima con un cromógeno, usando un método 

de histoqulmica estándar, produce un reacción coloreada y estable, visible con el 

microscopio óptico. Las pcroxidasas pueden reaccionar con el cromógeno tetrahidrocloruro 

de 3'3-Diaminohenzidina, que genera un precipitado color café oscuro, que es permanente, 

ya que no es removido por ningún solvente como el alcohol. Existen otros cromógenos más 

sensibles, pero tienen la desventaja de que pueden ser fácilmente lavados con solventes 

como el alcohol y el xileno (Happerfield, 1993). Aparte de los cromógenos, se pueden 

utilizar otras técnicas, como la de marcados fluorescentes, que normalmente utilizan un 

anticuerpo secundario, que se une al primario y lleva un fluoróforo, que se excita tras la 

emisión de ciertas longitudes de onda y emite luz en longitudes de onda especificas, 

método muy importante para marcajes múltiples en una sola célula (Carlton. 2002). 

También se pueden utilizar radioisótopos. conjugados con los anticuerpos, para lo cual los 
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tejidos san iraiados .c0n una emuISlón • fotoglíificil, la5 radiacioncscpt.iCdell vchirlii y inostrar 

la. localiz.ación de ·los anticue~s, · medÚÜlte la precipitación de los granos de plata de la 

emulsÍón (Hunt,.1986): Unaté~nica ampliainente utili7ada, que es la que seguimos en este 

trabajÓ, es la d~l ~o~lejo ·Ailc. Esta técnica parte de la unión de un anticuerpo primario a 

su .• epftope; ·la uniÓn , ~· e~e. de un anticÚerpo secundario unido . a la vitamina biotina, y 

finalmente la adición del complejo ABC (avidin biotin complex) que ~onsta de unidades de 

la proteÚlll ,~vidina, y del complejo biotina-peroxidasa. La avidina tiene cuatro sitÍos de alta 

afinidad hacia la biotina, por lo cual se forman largas cadenaS de. este complejo sobre el 

anticuerpo secundario, que concentran gran cantidad de ábtlvidlul: pcroxidasa sobre el 

anticuerpo primario. Al aftadirse el sustrato H202, laseSJ>i:ci~s ie~ctivas de oxígeno 

liberadas, oxidan el fuertemente reducido DAB, formando ·~ i)iécipita<lri café sobre la zona 

de interés (Happerfield, 1993). •·' > <: 
La inmunohistoqulmica en el sistema llen,Í~sÓ' ~eñtr~l, llormalmente se realiza sobre 

cortes de tejido previamente fijados, c~ñ al~ehlclos'keri~"1lmcntc, y pueden mostrar con 

gran detalle, la morfologfa del ·é,:~¡/ d~~~~·;,~ <~~¿Üentfa la proteína de interés (Cuello, 

1983). Existen algunos mét~dds '<!~; iriit;~illlsÍ~q~fnUca que pueden ser cuantitativos, 

pudiendo mostrar por de~ldac{{;ptl~; ·~·ca'ntidad de moléculas blanco que se encuentran 

en una zona, c~m<i' el'I ~I ~~Ó d~ ia fluo~e~encia. Sin embargo, el principal uso de la 

inmunohi~toqufutic~ ha sido. la descripció~ de distribuciones anatómicas y celulares, de las 

moléculas que se. sintetizan en el sistema nervioso central. as[ como de receptores para 

miles ífe molécula5 provenientes de diferentes órganos (Cuello, 1983). Los controles más 

comunmente utilizados para verificar la especificidad de las seftales obtenidas. son, primero 

la.realización de la prueba, sin usar el anticuerpo primario, esto puede mostrar problemas 

de tinción inespecffica del anticuerpo secundario, o del sistema de amplificación. Otro 

control común, es la utilización de anticuerpos primarios, incubados en tejidos, donde se 

sabe que existen grandes cantidades de epftopes del anticuerpo, después utilizando el 

anticuerpo para la prueba de interés, lo cual debe de mostrar una tinción menor a la que se 

obtiene con el anticuerpo primario "fresco". Uno de los controles más efectivo, es la prueba 

de competitividad, es decir, la incubación del anticuerpo primario junto con la molécula 

que se utilizó como inmunógeno. Esta técnica bloquea el anticuerpo primario, y si la tinción 

es desplazada, entonces se demuestra que la tinción es específica (Miller, 2002). 
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complejo Mdina· 
enrifna bittinil.U 
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Se l&da el su.tnto 
delaenrima 

Figura S. El método de 
tinción ABC. Las 
moléculas blanco son 
detectadas por las 
cadenas cortas del 
anticuerpo primario, un 
anticuerpo secundario 
que detecta al primario se 
une a su cadena larga, a 
su vez está unido a 
moléculas de biotina, que 
interaccionan con la 
avidina, formando un 
largo complejo en el que 
también están las enzimas 
peroxidasas. Tomado de 
Vector labs 

Figura 6. Fotomicrografia de la 
inmunohistoquimica del receptor de 
prolactina, tomada con el objetivo de 
40x. La técnica se llevó a cabo 
utilizando el método de detección y 
amplificación, del complejo Avidina 
biotina peroxidasa (Vector). En la 
imagen se muestran células 
inmunoreactivas en el giro dentado del 
hipocampo, nótese que la tinción es 
membrana( y citoplásmica. Tinción e 
imagen del autor. 

b.-Hibridación in situ en el sistema nervioso central. 

La histoquímica de hibridación in situ, es una técnica anatómica y molecular, que se 

utiliza para la localización de secuencias específicas de RNA mensajero, en células 

individuales, o secciones de tejido. Esto da una indicación semicuantitativa del nivel de 

expresión del gen buscado en una célula. El método de hibridación in situ, fue introducido 

en 1969 y es ampliamente usado en neurobiología hoy en dia, para determinar en qué 
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células y bajo que circunstancias, se transcriben los genes de interés~(Henderson; ~1996ver 
. l . • . - . . 

referencias). La base de esta técnica, es la posibilidad que tienen'IOs oligciriucleótidos, tanto 

de RNA como de DNA, de. penetrar. e ·interactuar con• .. secJenciasblanco, estos últimos 

pueden detectarse en el mismo lugar de los- tejidos y .las ·~él~l~s ~n los ~uales se encuentran 
(Polak, 1990). . • . . ... . . . . . ·. 

Las sondas más comúnmente Útili:iadasi son los olig~nucleótidos sintéticos y las sondas 

de cRNAs preparadas mediante lriins~rlpciÓn il~ vitro, his sondas de los oligonucleótidos, 

son cadenas sencillas de DNA de 30 a SO bases, y son preparadas mediante un sintetizador 

de DNA (Wilcox, 1993). L~s sondas de RNA, son sintetizadas mediante un sistema de 

transcripción in vitro, usando plantillas de cDNA, que puede tener una kilobase de largo 

(Wilcmc, 1993). La diferencia principal entre ambos métodos, es que la sonda de cRNA es 

más sensible, es más acce~ible y tiene mayor capacidad de retención que el oligonucle6tido. 

La utilización de un oligonucleótido es mucho más sencilla que la sonda de RNA ya que la 

sonda de DNA es más estable (Wilcox, 1993). Una de las ventajas principales de los 

oligonucleótidos de DNA, es que nos permite discriminar fácilmente entre dos secuencias 

parecidas de mRNA blanco, lo que es difícil con las sondas de cRNA,• q~c suelen ser 

mucho más largas. Es evidente que las sondas de cRNA resultan mejores·~~~~d~ seirata de 

detectar mRNAs en baja proporción (Mansour, et al.1994). . •· ';.> ·· 
Los marcajes comúnmente utilizados para las pruebas de hibrld~biÓn in ~itu, son 

nucleótidos marcados con la vitamina biotina, la proteína.dig~~g~~iri~/iy,algunos 
radioisótopos, el 32S, el 32P, el 1251 y el 3H (Henderson, 1996). Cualld6 et'oli8Ci~ti~!Cótido o 

sonda de cRNA son marcados con biotina, a esta se p~ed~i~copla~ un ~i~tema de 

amplificación ABC, como el que se utiliza en la inmunohi~t~química,utlll~~doia enzima 

peroxidasa, que al digerir su sustrato, provoca la predpit~~ión del DAB cH~pp~rti~ld, 1993; 

Bloch, 1993). El sistema d~ marcaje mediante digoxigenina, pe~it~ que esta proteína sea 

reconocida mediante Ún anticuerpo'contra la misma y que de ese modo, se puede seguir un 

procedimiento de inmunohistoquímica estándar; el que normalmente se utiliza en este caso, 

es el de la fosfatasa alcalina (Bloch, 1993). En el caso del marcaje mediante radioisótopos, 

se utilizan nucleótidos que contienen el radioisótopo. Para el caso de oligonucleótídos de 

DNA, estos se marcan mediante la enzima transferasa terminal de DNA, añadiéndose al 

extremo 3' de la cadena, nucleótidos marcados, tales como el dA TP[35S] . En el caso de las 
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sondas de cRNA, durante 18 trMScrlPción in vitro, se pueden usar nuclcótidos marcados, 

como el UTP[33P] (Hender~n, 1996). Los radioisótopos, son utilizados como marcajes, 

cuando las prúebaS necesitan tener una alta sensibilidad, y cuando se requiere utilizar 

análisiscuantit~Íivos, con los que se pueda estimar la cantidad de mRNA que se encuentra 

en cierta célúh; o tejido (Henderson, 1996). En el caso de los oligonuclcótidos de DNA, 

nonnahncnte ··se marcan con radioisótopos, para ofrecer resultados satisfactorios 

(Hendcrson, 1996). Normalmente, se evita el uso de los radioisótopos más peligrosos, como 

el 1251,· a pesar de que ofrece rápidos resultados, no puede obtenerse una resolución celular 

adecuada. Los más utiliz.ados en hibridaciones in situ, son los nuclcótidos marcados con el 
3'S y el 33P, que tienen características similares, aunque el 33P tiene una vida media menor, 

el tritio (3H) otorga una alta resolución, pero requiere de largos tiempos de exposición, y 

normalmente no se utiliza con neuronas, aunque se propone su uso, para el estudio de 

células gliales (Kitamura, et al 1987). 

,<.La soridá es colocada en la sección de tejido junto con una mezcla de hibridación, 

que determina la temperatura media, que es la temperatura a la cual el 50% de las población 

de. moléculas dúplex se disocia en hebras sencillas (Hcnderson, 1996). Los dúplex de RNA­

RNA son más estables que los de RNA-DNA, la unión entre la citosina y la guanina, se da 

mediante un triple puente de hidrógeno, por lo cual tiene más estabilidad que la interacción 

entre A-T/U que solo tiene dos, asl que la proporción de las bases de la sonda o el 

oligonucleótido, son determinantes para el calculo de la temperatura media (Shirihari, 

1999). Con unas condiciones más astringentes, altas temperaturas, bajas concentraciones 

salinas y altas concentraciones de formarnida, se forman hélices estables entre secuencias 

homólogas, de lo contrario, pueden fonnarse hlbridos entre secuencias que no corresponden 

(Hendcrson, 1996). La formamida, es utiliz.ada como un desestabilizador de hélices, lo que 

pcmútc que la temperatura media baje sustancialmente, mientras que las concentraciones 

de NaCl, estabilizan los hfbridos, aunque por arriba de 0.4M, esta relación se rompe. En las 

soluciones de hibridación, también se utiliza el dcxtran sulfato, que acelera la tasa de 

hibridación, el ditiotrcitol (DTI), que previene la oxidación de los grupos tioles, cuando se 

utilizan isótopos como el S 35
• También se utilizan varios ácidos nucléicos, que reducen la 

unión inespeclfica de la sonda (Hcndcrson, 1996). Posteriormente a la hibridación, se 

requieren una serie de lavados, lo común son los lavados con soluciones con alta 
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concentración salina y temperatura ambiente, con· el fin de remover un exceso de prueba. 

después se utilizan temperaturas elevadas y cada vez más bajas concentraciones salinas, 

para eliminar los posibles errores de aparenmicrito (Tcéott, 1994). Si el revelado es 

mediante métodos cromogénicos, entonces se procede ni desarrollo del color (Bloch, 1993). 

Si en cambio, son utilizadas marcas radioactivas, las muestras deben de ser expuestas a una 

emulsión fotográfica compuesta de haluros de plata, que en los sitios expuestos a 

radiaciones se reducen, y mediante un revelado con hiposulfitos, se precipitan granos de 

plata, revelando el sitio exacto de la radiación; el resto de la emulsión es destruida. Este 

proceso, se conoce como microautoradiografla, Y. ns! se visualiza, en que sitios las sondas 

radioactivas, encontraron su hebra complementaria (Henderson, l 996ver referencias). 

Existen paquetes informáticos, que cuantifican la cantidad de granos de plata precipitados y 

ns! se obtienen datos cuantitativos, sobre la cantidad del mRNA blanco que existe en la 

muestra (Hendcrson, 1996; Sánchez. et al 1997, Sánchcz, et ni 2001). 

Los controles que pueden utilizarse en la hibridación in situ, son la utilización de 

sondas sentido, y las sondas aleatorias, que son diseñadas agregando bases ul azar, y 

evitando que sus secuencias coincidan con alguna cadena nuclcotidica conocida, ns! como 

el tratamiento con RNAsas, en caso de utili7 . .ar sondas de DNA (Tecott, 1994). 

Fi¡:ura 7. Aqui se muestra In 

hibridación in situ para 

dctc-ctar el mRNA de TR!l en 

el núcleo para ventricular 

hipotahimico. Los cúmulos 

brillantes, son granos de plata 

precipitados, que indican los 

lugares detectados por el 

oligonuclcótido, marcado con 

"s. La parte más obscura a 1 

centro es el tercer ventriculo. La imagen fue capturada con el objetivo de Sx, utilizando el campo 

obscuro sin filtros. Laboratorio de neurobiología celular y molecular, del Instituto de Biotccnologfn. 
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Antecedentes directos 

Al confinnarse el importante papel de la TRH como factor liberador de prolactina, 

asi como la inhibición del tono dopaminérgico que ocurre durante la lactancia, queda de 

manifiesto que la TRH debe tener un papel importante en la fisiología de la lactancia, que 

debe ser regulado multifactorialmente, presumiblemente por varios de Jos factores 

fisiológicos que ocurren durante la laetMcia. Desde hace una década, se mostró que en 

diferentes estados fisiológicos propios de las ratas hembras, se daban cambios importantes 

en la fisiología de la TRH, estos desde In última etapa del embarazo hasta el final de la 

laclMcia y durante el ciclo estral, en estos experimentos también se mostraban 

coincidencias entre las cantidades de péptido de TRH encontrado en Ja eminencia media y 

las concentraciones de prolactina sérica, lo que apuntaba a un papel importante de la TRH, 

en cuanto n Ja regulación de la prolactina durante Ja lactancia (Uribe, et al 1991). 

En años posteriores, se demostró que en respuesta afcstimulo de succión, los 

niveles de ÍnRNA de TRH se incrementaban consistente y, transitoriamente en el núcleo 

; paraventricular lúpotalámico (Uribc, et al 1993), al observar.Íe. que un efecto similar se 
. ,· ' 

próducfa _frente a la exposición aguda al frío, se intentó determinar si habla diferentes 

'poblaciones de neuronas TRHérgicas, aquellas que podrían res¡xmder al frío, y aquellas que 

Jo. hacían n la succió~ aunque se encontraron ciertos' patrones, como la particularidad de 

que -la proteína c-Fos únicamente se expresaban en las neuronas que respondían al frío, no 

se encontraron distintas poblaciones de manera concluyente (Sánchez, et al 2001). De ah! la 

importancia de In búsqueda sistemática de factores que en las distintas etapas y situaciones 

fisiológicas, pudieran estar regulando la biosintesis de In TRH. 

En el trabajo de Lonstein, 1996, se pone de manifiesto que existen en el hipotálamo 

poblaciones de neuronas que responden a los receptores a de estrógenos, aún durante la 

lactancia, y por su coexpresión con la proteína c-Fos en el área preóptica. se considera que 

estas neuronas pueden estar regulando de cierta forma las conductas maternas. Sin 

embargo, no es claro cual puede ser el fenotipo de estas neuronas, que coinciden en las 

mismas zonas de las neuronas TRHérgicas preópticas. Aunque frente a este trabajo y la 

posibilidad de que el metabolismo del TRI-! tenga algún tipo de regulación por parte de los 

receptores de estrógenos, se presenta In cuestión de que durante la lactancia existen 
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bajísimos niveles de estrógerÍos, ya que la actividad füliculM y gonadotrópicn es irlhibida 
- . . ~·-. ·-· .·- .'-

por la prolactina. Entonces ¿por qué puede haber expresión de receptores en ausencia de 

ligandos? En especial cuando. estcís réccptores regulan positivamente su propia expresión. 

La respuest11; puede est~ en lo~}nt~;esarites descubrimientos que se han llevado a cabo 

durante la última' décilda, e'ii' l~s qUé se propone que los receptores esteroideos, pueden ser 

activados por ~ ~Ji~ caiitidacl. de vías, no sólo por medio de sus Jigandos. ¿Es posible 

que en ausénci~ de'e~trÓgeri-;,~·circulantes, los receptores de estrógenos puedan modular el 

metabolismo d~ la TRH? ¿Es posible que algunas neuronas preópticas que contienen 

receptores de estrÓgeoos y pÜrticipan en el establecimiento de la conducta maternal sean 

TRHérgicas? U~ bu~niÍ forma de aproximarse a esas cuestiones, es determinando si en el 

área preóptié:a y d núcleo p~ventricular hipotalámico, existe coexpresión del mRNA de 

TRH y la protehla de el receptor a de estrógenos, durante la lactancia. 
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Objetivo 

El objetivo de este proyecto, consistió en determinar si durante la lactancia, existe 

coexpresión del receptor alfa de estrógenos y el mRNA mensajero de la hormona liberadora 

de tirotropina, en el núcleo paraventricular hipotalámico y el área preóptica, para 

determinar si este receptor puede tener una influencia directa en la biosintesis del TRH. 
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Estrategia experimental 

Se cruzaron hembras 
de la cepa Wistar de 2 
meses, con machos 
probados. 

Se realizaron frotis 
vaginales a hembras 
vírgenes de dos meses, 
durante dos ciclos 
estrales consecutivos 

Se sacrificaron por 
decapitación entre 9:00 
y 11:00 h, a los días, I, 
S y J S de lactancia, 
destete y Diestro l. 

Se diseccionaron los 
cerebros y se congelaron 
con hielo seco, 
almacenándose a -75ºC. 

Se colectó la sangre para 
obtener el suero 

Se realizó la 
lnmunohistoquímica 
del Receptor a. de 
cstrógcnos 

Se realizó la hibridación 
in situ con un 
oligonuclcótido 
antiscntido al mRNA de 
TRH, marcado con 
dATP("S( 

Se realizaron 
análisis estadísticos 
para determinar si 
existen diferencias 
significativas entre 
las coexpresión de 
mRNAdeTRHy 
ERa entre las ratas 
de Jos distinos 
grupos. 

Se realizaron cortes 
coronales de 20µm en 
el criostato a -20"C de 
APyNPV 

Se expusieron a un 
film durante 4 dias. 

Se realizó el conteo 
celular con el 
analizador de 
imágenes Mercator. 
De Explora Nova 

Se usó el suero para el 
RIA de TSHy PRL. 

· Se bañaron con 
emulsión fotográfica; 
exponiéndose de 1 S o 18 
días. 

Se realizaron análisis ,'.'. 
estadísticos con los 
resultaras de los RIAs 
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Material y métodos 

Pura todos los procesos detallados a continuación, se utili7.aron guantes de latcx estériles libres 

de talco marca Diamond Grip. Para esterilizar, se utilizó una autoclave marca Arévalo a 120ºC y 20psi 

durante 20 min. 

a.- Grupos experimentales 

Se utili:r..aron ratas hembras Wistar. de dos meses de edad, manipuladas diariamente, con 

iluminación de tubos de neón de luz de dla, encendidas a las 7:00 AM y apagadas a las 7:00 PM. Se 

~ol~caron cuatro ratas por caja de polipropileno, con agua y alimento Rat Chow de Purina, ad lihltum. 

Las ratas de los grupos de dla de parto y lactancia, fueron puestas con machos probados, tres hembras 

y un macho por caja, durante siete dlas, después se colocaron nuevamente cuatro ratas por caja durante 

diecisiete dlas, y las que estaban claramente preñadas, se colocaron solas en cajas individuales, diez 

dlas después del apareamiento, fueron manipuladas diariamente hasta el dla del sacrificio. Un dla 

después del trabajo de parto, se ajustó la camada a ocho crlas. Las ratas de dla uno de lactancia, fueron 

las del día siguiente al parto, y a partir de ahí, se contaron los cinco dlas (LV), quince dfas (LV}, al 

grupo de destete (De), se les retiraron las crfas a los 20 dlas, y fueron sacrificadas las madres a los 21 

dlas de iniciada la lactancia (Thcodosis y Poulain, 1984; Uribc, et al 1991; Pape y Tramu, 1996; Pi y 

. Grattan 1999; Kornblatt y Grattan, 2001). 

Para el grupo de diestro (Di), fueron utilizadas ratas hembras de 2 meses de edad, a las cuales 

.·•54: les 'realizó durante un mínimo de 10 dlas, un frotis vaginal diario. Para este fin. se utilizó un asa 

): :hact~riolÓgica, puesta al rojo vivo con una lámpara de alcohol, y posteriormente se cubrió con agua 

':{,J<l~siiiada; El frotis se realizó raspando suavemente las paredes vaginales, evitando tocar el cuello del 

e;;;-·- 4:~.Í-~i~~\p~ ~revenir un scudoembarazo. Las muestras fueron colectadas sobre un portaobjetos, se 
~~?~·-

,) ',,',dijii;~n ·~ar·al aire, y posteriormente fueron teñidas con Hematoxilina de Harris (Hycel, sin ácido 

\·;· .. K;éii6~>)· durante 4 min, agua destilada durante 4min, eosina durante 1 min. y etanol al 70"/o durante 2 

;.; . miri}(Pr~sncll, 1997). Se observaron los frolis diariamente en un microscopio óptico a !Ox, 
~ .--'.-- •:_., ' -' ·-. __ - -· 

. '· 'considerllndo·· 1as células nucleadas como referentes del diestro 1, la consecutividad de un diestro con 

~·tr~. se' considera diestro2, la combinación de pequeñas células nucleadas y grandes células nucleadas 

como proestro y únicamente células anucleadas, como determinante de estro. Tras presentar dos ciclos 
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corisccutivos de Diestro 1; Diestro2, proestt'o y estr.;, fue~on ·5acrificadas iil siguient~ Diestro 1 (Norris, 

1997). 

Todos los wiÍ;míés. fii~ron. sacriti~l1das ~nt~e _9:00 y 11 :OO am,' ~~. la·fuisma ·persona que las 
-, .. - . . ' . -· ,· ' , - ">' .· - - - -- . ~ . ; -.. ;, .·, . - -

rnWiiplllÓ; l..a Siiitgrt: fue coleet&d~~ori eOib~dos eó tubos ra1i:onlle:15~ (Coming) ~iendo a ·-- ' .. , . -, . . . - -- -· , _,_,_., '., ',. ' ., ·. ·' ··.;: _ ... _, 

' . 4ºC hiista su centrifugación~ La obieneión del suero se realizó por céntrlfugacióÍÍ. durante 20 min a 3000 

: l"J'IO, ~ 4•c' erl Ía eeritrlrug~, Bec~ modelo TJ~6, éste ~ gÜardó eri'i~~~ para microcentrifuga 

'': Ep~~~~f d~ i:s 'rnÍ: E~ el caso de quedar algún color rojo eri los ~ueros, fueron nuevamente 

céritriÍJgruto~ d~te 5 Ínin en la misma centrifuga y se congelaron a -20ºC. Los cerebros fueron 

e~tra:idos con equi¡)o de. disección estándar, cortando los huesos occipitales por el foramen magno hasta 
,. <" ·---. 

los. huesos frontales, quitando las meninges, cortando los bulbos olfatorios, cortando los nervios ópticos 

y''rctkados de ·la ca~idad craneal. Los cerebros así preparados, fueron congelados colocándose 

dorsalmcnte sobre hielo seco en polvo, hasta su completa congelación. Posteriormente fueron envueltos 

en parafilm ( laboratory film de American National Can.), y después envueltos en un papel aluminio, 

adecuadamente rotulado. Los cerebros fueron guardados a -70ºC en un ultracongelador (Forma 

Scientific Biofreczer Ult-700), (Sánchcz, 2001). 

b.- Cortes histológicos 

Prcparació" de /ami"illas gclatinizadas 

Los portaobjetos (Forma Scientific) fueron colocados en rejillas estériles para 50 portaobjetos; 

estas fueron enjuagadas en agua MilliQ durante 1 O minutos, en otra caja Koplin, se enjuagaron con 

veinte bai'los de alcohol etílico absoluto (J.T Bakcr) durante un segundo, se envolvieron en papel 

aluminio. y se pusieron a secar durante tres horas a J 80ºC. La gelatina fue preparada utiliz.ando 13 g de 

gelatina (Sigma, de piel de cisne), 1 g de Sulfato de Cromo y potasio (Sigma) y 2 L de agua MilliQ 

filtrada y estcrili7.ada. Una vez disuelta la gelatina a 42ºC, se agregó el sulfato y se filtró en un filtro de 

celulosa con baja afinidad protéica con poro de 0.45µm (Millipore). Los portaobjetos se sumergieron 

durante 15 min en la gelatina en Baño Maria a 45°C. Se sacaron de la gelatina, suavemente para evitar 

la formación de burbujas y se escurrieron en servitoallas. Una vez secas, se metieron a la incubadora 

(lñennolyne 41900) durante toda la noche a 37"C, envueltas en papel aluminio, y se guardaron en 

cajas hasta su uso. 
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Corles e11 el crlost11to 

Los cerebros, se retiraron <.le -70ºC en hielo seco y se colocaron durante una hora, a -20ºC 

<.!entro <.!el Criostatu OTA (Brighl 1 nslrumenla} parn equilil>rar In temperatura. Enlences los cen:bros 

fueron saca<.los <.le sus cubicrlus, y se les corló u la ullurn dc:I cerebelo, colocúmlolos en posición vertical 

sobre una platina. utilizando un medio de montaje tCryo-M-13cd, Brighl lnstumels) y se puso a enfriar n 

-30 ºC pnrn montar el cerebro sobre In platina. Ln platina se colocó en posición para realizar los cortes. 

Se llevan a cabo múhiplcs cortes <.le 30¡un en las úreas más fronlnlcs, para rebajar y orientar el tejido y 

llegar a las zonm• de interés. Se monitorea constnntcmenle el progreso <.le los curies liilendo y 

observando ni microscopio c011es de pmeba. para cunstntur la oricnlución de la muestra y In calidad de 

los cortes. 

Se coleclnron alrededor de 40 cortes de 20¡lm de área prcóptien. colocóndosc dos secciones ·en 

cudn purtaobjelu gclatinilado. se adhirieron con calor y postcrionnenle se congelaron a -70°C. Los 

cortes se rcali:mron a partir de la unión de las comisurns anteriores, <.le Brcgma -0.26 mm, hasta -1.0 

mm e interJural de 8.74 mm hnsla 8.1 mm (Fig8). Después de doscicmas micras, o 0.2 mm 

nproxima<.lmncnte. se comenzaron a colcctur del principio ni final <.le Núcleo Pamventriculur 

lúpolnl(unicn. que va <.le -1.30 mm a -2.12 mm <.le I3r"gtna. y de 7.70 lmstu 6.88 mm inlcraurnl 

(l'axinos, 1986). 

Figura 8 A) 11) 
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Fig11ra 8. AJ Primer c_·orte ele árt!a prctiplica, se 1wtt1 que las cam/.n1ras (C:A) yu se han juntado, 
upa rece darume111e el /creer venlriculn (3 V) y junw al /creer ve111riculo J·c aprecian lo.\' míc/cos 
pcrÍ\'tmlric:ufonw pr,•úplico.r (Pel'OJ (Objetivo du l.25x) ft•ntdu con hematu:<ili11C1~t•cJs/11a. B) Esrc es el rilllma 
corre ele drt~CI preciplica. e1be1jo ,te tlpreeia I!/ quiasmt1 óplic:o(OX) sobre e.o;h! lo.~ 111íc:leos .<r11prCUJ1'fa.tmdlicos(SCh) 
arrlha .o;e P'"'d1.• ver lt1f(Jrt11llción de los /hrni:cfF) y \1ertic:alm1J11lt'Sf! t1prr:cia el tercer vcmtríc11/u. 

¡:¡~ura 9. AJ Prima crwu• dL'f widt•o Panl\'c11tri1.."'tifm·. En el cortl? .w.: C1precia11 las primt'rtH célula.o; 
mu~IHJ<'C'lulan•y, de hz parle ameriur del mícl<'u ¡mrtn'i'l1tricular (NPV)(ohjc:tivo 1/e l.25x) '/'ellido con 
ht·1~w1m::ili11a-t·o.ünu. B) Última corlt.' del NPV, donde..• :H' apreda11 las últimas cC/u/cJ,o; clf!/ núcleo. r¡ue ,\'C 

'-'nc:uc111ru .._.,,la pnrte superior dt'I 3,.,. W!nlríc11/o fi1r1muulo 1111 largo truíngulo. 

•·igurn 10 
A) B) 

f<ºi¡:ura I /. A) fn1tJ>Jt'll dt>l mümo cortt• que la figura CJ, ccm el nhjctii·o de..• 5x. murcmulo la :mw tlundc se 
t·m·m•mrcm las últimas c:é/u/as cid N/1 V. 7,_.ñítfo con hematoxilina-cosim1. B) Imagen de uno ele Jos iillímo.v 
c:ur1t•s del mícleo parm•tmtrict1/ar mllerior. J)o,,de ya se muestra su a/ta densidad cel"/tJr carut'tr!ristil.'tJ 
(Ob}<'IÍ\'a cft.o 1.5.l:j. 1'e1iiclo cim lwnwto.\'i/inu-,•o.\·ina 

c.- /111111111ollistoq11í111ica del receptar a de estr<ígerw.~ 
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Todo el material de vidrio Pirex y de metal, fue horneado durante toda la noche a 1 SOºC, las 

cajas Koplin y las barras magnéticas, fueron esterilizados. Para la fijación se preparó paraformaldehído 

al 4%, para lo cual, en W1 matraz de Erlmcyer se calentó agua en agitación hasta llegar a los 60~C. a esa 

temperatura se agregó parafonnaldebldo (Sigma), a PBS lx, una vez disuelto el paraformaldehído, la 

solución se filtró con W1 filtro millipore de 0.45µm. 

Una vez seleccionadas las laminillas, se colocaron en una rejilla sobre hielo seco para 

transportarlas, y una vez retiradas del hielo, se secaron utilizando una secadora de pelo a calor y 

potencia moderados, hasta que estuvieron completamente secas. Una vez secas, se introdujeron en el 

fijador previamente preparado y puesto dentro de una caja Koplin, donde se dejó durante 1 O min a 

temperatura ambiente. Después se hicieron dos lavados con PBS 1 x en agitación continua durante 

cinco minutos cada uno. Se procedió a la pcrmeabilización, que se llevó a cabo durante 1 O min en PBS 

lx eón 0.2% de Tritón X-100 (Sigma) en agitación continua. Posterionncnte, las laminillas fueron 

colocadas en vasos Koplin en la solución de bloqueo, compuesta por 5% de Albúmina Sérica Bovina 

grado RIA (Sigma), 0.25% de Heparina (Sigma) en PBS lx durante 45 minen agitación suave. Una 

vez terminado el bloqueo, se colocó el anticuerpo primario (ERa. MC-20 de Santa Cruz Biotechnology 

)a 2µg/ml en un buffer compuesto de 2% BSA, 0.25% de Heparina (Sigma) y 0.1% Tritón x-100 en 

PBS lx. El anticuerpo se colocó sobre los tejidos, que fueron cubiertos c6n-~ parafilm, y puestos en 
- - -

una caja húmeda durante 48 hrs a 4ºC. Posteriormente, se dejaron durante 1 -hr a temperatura ambiente, 

el parafilm se retiró por flotación en PBS 1 x y se realizaron dos lavados en PBS 1 x durante cinco 

minutos cada uno. Posteriormente, se incubó durante una hora a temperatura ambiente con_ anticuerpo 

secwidario anti lgG de conejo biotinilado producido en cabra (Vector) en PBSlx a una concentración 

de 1:200. Tras dos lavados de PBS lx se les colocó el Complejo ABC (Vector), preparado media hora 

antes para que comience a polimerizarse, en PBS 1 x a una concentración de 1 :50, durante _45 min a -

temperatura ambiente. Después se realizaron dos lavados en PBS!x y uno en Solución A (IOOmM 

TRIS pH 7.6 y IOOmM NaCI), después se procedió al revelado, con una solución compuesta de''.Sm;vml 

de Tetrahidrocloruro de 3,3'-Diaminobcnzidina (Sigma), 0.03% de H20 2 (Sigma) en TRIS.HCI O.IM, 

pH 7.6, durante 30 min. La reacción fue monitoreada constantemente en el microscopio para definir la 

mejor relación sei'ial/ruido. La reacción se detuvo con TRIS·HCI O.IM, pH 7.6, durante breves 

momentos, y después las laminillas se colocaron en etanol 70% durante 3 min y se dejaron secar al aire. 

Una vez completamente secas, se guardaron a -70ºC enweltas en una bolsa de plástico con sllica gel 

(Sigma) hasta su procesamiento para hibridación in situ. 

50 



d.- Hibridación in situ 

Marcaje del oligonucleótido 

Con la pipeta Eppcndorf de 1 OµI, se colocan en un tubo para microcentrífÜga .de 500 µI, los 

siguientes elementos, 2 picomolas de oligonucleótido previamente desnaturaliz.ado 5 min a 65ºC, 3 µI 

de buffer para terminal trasnsferasa 5x, 4.5 µI de CoCl2 5mM, 2 µI dé dATP-S35 (JOOOei/µmol) (20µCi) 

(NEN), 3µ1 de H20 MilliQ y LS µI de terminal transfcrasa (25U/ml)(Roche). Se mczéla suavemente 

con el .dedo y se coloca durante 30 mina 37ºC. La reacción se detiene con 1 µI de EDTA O.SM pH 8.0 

';i\S,il;ma). s~'ton1un 0.5 µ1 de la mezcla de reacción para determinar el porcentaje de incorporación, se 

.2 .. llb~~g~·2s~1 de solución acarreadora., compuesta de IOmM de EDTA, 0.1% de SDS; ():5 MG/ml de 

'.k'tRNA de levadura. El porcentaje de incorporación, se detL-nnina colocando 5µ1 de esi~ mczclasobre 

);,1~~2 de papel de intercambio iónico DEAE 81 (Whatman) por cuadriplicado, dos de est6s papcl~s se 

i/utili7.mt para determinar las cpm totales, y dos se lavan cinco veces con una Sol~ción O.SM de 

'..~~{HP04 (Baker), posteriormente lavando 1 min con agua MilliQ 5 min y dose~~t()sco11una 
.,, solución de etanol al 70%, después se dejan secar en la incubadora a 37ºC d~te')o minutos. 

~'C:í:inaimente, los cuatro papeles se colocaron individualmente en viales y se leudl~i~haron 5 mi de 

. ll~~ldo de centeUeo, compuesto de 0.8% de PPO (Aldrich) en Tolueno (BakCÍ-). L~~· vi~es se colocan 

. ' en el contador de centelleo (Beckrnan LS 60001C), para medir las cpm en los' Jl~Pel~~- Considerando los 

p;peles no lavados como el 100%, se determina el porcentaje de inco;:;,6riíciÓn del dATP-S35 al 
. ".·,· ,,:··,.·· ... 

oligonucleótido. Si la incorporación se da por encima del 70% se coruiideraúria buena reacción y se 

procede a la siguiente etapa. 

La recuperación del oligonucleótido marcado se realizó· por ·precipitación. para lo cual se le 

adicionó a la me7.cla de reacción lµI de tRNA de levadura (JO mg/ml), LS µI de acetato de sodio 3M 

pH 7.0, y 37µ1 de etanol absoluto. Se mezcla suavemente y se coloca por l~nienÓs una hora a-70ºC en 

el ultracongelador. Después se centrifuga durante 30 mina 15,000 r¡}m a4•c:en la centrifuga Jouan 

MRI 822. Se descarta el sobrcnadante y se deja secar la pastilla duf3J1te. 20 iTiinutos al aire libre. La 

pastilla se resuspende en 50µ1 de TE que contienen lOmMDTT. Se.toman O.S µI por duplicado y se 

colocan nuevamente en el contador de centelleo, para determinar la actividad especifica., antes de 
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proceder a la hibridación, la actividad especifica de los oligonuclcótidosfuc de 6~9xl01 cpm/µg de 

DNA. 

Fijación 

Para todo el procedimiento, de fijación y lavado, se utili7.aron cajas Koplin y gradillas 

esteriliz.adas. Las laminillas se sacaron de -70ºC y se secaron con una secadora de pelo: con calor y 

potencia moderada. Inmediatamente se utilizó paraformaldehfdo-PBS ai 4cY~ duiante IOmin, . ·-"' . ::- -

posteriormente se realizaron dos lavados con PBS lx para remover el fijador,'procCdiendo a la' 

acetilación. en SSC 4x con O.IM de Trietanolarnina (Sigma) y 0.25% de anhldrido acétido(S.igma) pH 

8.0 durante 10 min, un lavado con SSC 2x durante 3 min y se procede a la d~shkirii'¡~~iÓn c~n los 

siguientes alcoholes durante 2min cada uno 75%, 80%, 95%, 100%. Se hace u~·~e~li~id~ción con 

Clorofonno(Baker) durante 5 min y se welvcn a usar los alcoholes de 100% y 95% durante 2min. 

Posteriormente, se dejan secar al aire y se procede a la hibridación. 

Hibridación 

La mezcla de hibridación está compuesta de 1 pmoVrnl de oligonucleótido .. marcado, 

desnaturalizado durante 5minutos a 65ºC, 4xSSC, 50% de Formamida, 10% de Dextran sulfato, 10% 

de Búffer de fosfatos, 1% de Sarcosil fosfato de sodio, tx Denhart, DNA de espcnnadc salmón 

0.25mg/ml, tRNA de levadura 0.25mg/ml; 10% de Ditiotrcitol (DTf) 5M en acetato de sodio 0.00IM; 

y Poli A 0.25mg/rnl. Una vez agregados todos los componentes, se me:l.cla en el vórtexVigori>samente. 

La hibridación se lleva a cabo colocando 50µ1 de solución por cada laminillá, ~~briéndola con 

un pedazo adecuado de parafilm. Las laminillas se colocan en una cámara húnÍeda y se dejan a 37ºC 

durante 12 hrs. 

Lavados 

Se quita el parafllm: p;r.)il>tación en ssc 1 X y se colocan las laminillas nuevamente en las 

gradillas. Para prosegu~.coí-i'los'tavados con las siguiente soluciones prccalcntadas, se llevan a 45ºC 

en un bai'io: lxSSC+50% de formamida, dos lavados durante 30min; O.lx SSC+ 0.02% SOS cuatro 

lavados durante 30 minutos. Posteriormente se deshidratan con alcoholes, 75%, 80% y 95% dejándose 

secar durante varias horas. 
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Macroautoradiografia 

Lás laminillas 5c exponen al film Biomax en un casette durWlte 4 días. El film, se revela con 

·1uz de seguridád KodakGBX, cÓlocándola 2 minen el revelador GBX, 1 minuto en agua destilada y 4 

·. ~in en Fijador Gex ·. lluevamente en agua destilada. Con ayuda de un transiluminador de luz blanca se 

. ~ii.a :.In sei'Íal atitoradiografic~ y si Ja relación seflaVruido es buena, se procede a emulsionar las 
l~lliis: . . .. . 

La emulsión fotográfica (Kodak) se funde en baño Maria a 45°C en el cuarto oscuro sin luz de 

~10u •• u.~u. CuWldo la emulsión se ha derretido totalmente, lo cual es revisado con un pequeño agitador 

y una pequeña luz de seguridad (Amcrsham), se sumergen las laminilla~ una por una y se cuelgan para 

secarse al aire durante 3 horas. Trascurrido ese tiempo, las laminillas se guardaron en cajas negras con 

desecante, se guardaron a su vez en bolsas oscuras con dcsecWltc y se guardaron en un refrigerador a 

4ºC durante 15 o 18 dlas, según In intensidad de la señal en el film. Transcurrido este periodo, se 

procedió al revelado en el cuarto obscuro, las laminillas se sacaron del refrigerador y se mantuvieron 

2hrs a TA y se colocaron en gradillas, el revelado se lleva a cabo, introduciendo las laminillas en las 

siguientes soluciones a l SºC, el revelador Kodak D-19 durante 2 min. Después se pasan n agua 

bidestilada a durante un minuto, y en fijador GBX durante 4 minutos, otros cuatro minutos con luz de 

seguridad. Finalmente, se hacen dos lavados con agua de 15 minutos cada uno en agitación y se dejan 

secar al aire. Para realizar el montaje de las laminillas, se introdujeron en los siguiente alcoholes 

durWltc 2min. Etanol 70%, 80%, 95%, 100% y dos veces durante 5 min en Xileno. Se sacaron de los 

xilenos y evitWldo que se secaran, se agregó una gota de resina de montaje Cytoseul 60 (Stephcns 

Scientifics). y se colocó un cubreobjetos sobre la muestra, dejándola secar al aire, procediendo a su 

observación y análisis al microscopio (Sánchez, et al 1997; Sánchez, et al 2001 ). 

e.- Conteo de células 

Se utilizó un microscopio marca Zeiss, modelo Axioskop, con diafragma de pie y de campo, se 

utilizaron los filtros azul, verde y neutro de pie, as! como objetivos de l.25x, 5x, lOx, 20x y 40x y 

binocular de lOx. La luz del microscopio se controló con un No-brake (Patriot) y un regulador de 

corriente (Sola). La platina del microscopio está motorizada con tres ejes y los movimientos regulados 

por un Joystick y una interfase con la computadora, este sistema completo, se llama MC-2000. El 

Microscopio tiene una cámara acoplada, Sony CCD, que captura. sella) dentro de la computadora. La 
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computadora tiene un procesador Pentiurn 111 y unu memoria RAM de 220MB. El programa mediante 

el clUll son nnn!izadas lus imágenes, es el mcrcntor de la compañia Exploranovn. Para el análisis, se 

trnza el área de interés sobre In pnntulln, según el atlas de Paxinos, se marcn una cuadrícula que puede 

vuriur en sus dimensiones, sobre las áreas u analizar, en general se utilizan rectángulos de 11 O x 80 µm. 

El operador unali>'.a cuadro por cuadro, mientras el usuuriu va marcando las células. Se pueden 

seleccionar diferentes cntcgorias, en este caso se utilin1ron tres, lu cut 1 marcó clunulos de grnnos que 

corr<:spondcn n lns neuronas TIU lérgicn.•, In cat2 marcó los núcleos de color café que corresponden a 

las células tcñid1L' con el anticuerpo contra el ERu, la cnt3, englobó u los núcleos teñidos de color cufü, 

que tcrúan nuís de veinte granos de plato cncinm, considerando así. células que coexpresaban mRNA de 

TRI 1 y ERrt. finalmente, en una hoja de cálculo de Microsoll Excel, el programa otorga los result!ldo8 

finales del conteo. listos para su análisis estudíslico. Del área prL-óptica anterior, se contnbili7.aron los 

núcleos pcriventrículares(Pcl'O). los núcleos nnteromediales (AMPO), los núcleos nnterovcntralcs 

(AVPO) y el iirca medial prcópticu (Ml'A). 200fl después en sentido nntcro posterior, se contubilil'ruon 

los siguientes núcleos. medial prcóptico (MI'O), pcriventrieular prcóptico (PePO) y el área prcópticu 

medial (Ml'A) (l'uxinos, 1986). 

Fi~ura 11 

A n 

Fi¡:ura 11. AJ .'1qul se: muestra el area prctiptica en ww de sus primeros c:ortes. En el lado derecho del 
corte -''<' mue.\·tr·a el mapa J' .'W respecliw1 cuudric:ufa de conteo, llevada " cubo con el prnp,rama 
mercatur, se: muestnm en d mapa el ntícfeu peri\'l111tricular prcópticfJ(Pci'O) el núcleo unterome,lfal 
prcríptíco(AM/'0) d área preríplic11 medial(Ml'A) y el núcleo cmterownrru/ prcóprico(1I VPO). B) Aq11i 
se mue.\ll'a el drea prt!Úptica apro.\·i11uu/c1111ente 200¡.mr despw}.'i clt: ,\'ll comicn=o. mostranclo el PePO, el 
núcleo medial preóptico (,\/PO) y el ,\f PA. 

El núcleo parnvcntricular, se divide en tres partes, el tercio unterior, el medio y el posterior, de cada 
uno se tra;oa el mapa y In cuadrícula. · 
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Figura 12 
A B 

Pi¡.:ur11 11. lmtigt•itt·'i 1/L'I mídeo pc11avt•nirfcu/ar t·uplurudas a clif,.•n'fllL'S nlvde.r tlel NPV c:m1 ·"'" t:uadrlcula, 
ohil'l1vo cil' l.25x A) Anterior, R) Medio. CJ Puslcrior. 

f.-Ratlioin //l IUIOl!ll.WIJ'OS 

De las ulicuutns de sueros obtenidas, se cuantificaron por RIA los niveles de PRL, y d de TSH, 

mediante el método e8tandari7.ado de NllDDK (Sánchcz, et al 2001). 

g.- Pr11ebas estadístict1s 

Tanto los resultados de los conteos celulares como la.'1 mediciones del los rndioinmunocnsayos, 

fucrou onuli:r11dos con el programa StntVicw pam Mnchintosh. St: ulili:rh para el análisis una ANOVA 
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factorial, y si. la probabilidad era menor ·de O.OS, se procedió a realizar una prueba de comparación 

múltiple de Scheffé. . 
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Resultados 

l. Detección del RNAm de TRH por hibridación in situ 

La señal del RNAm de TRH en los tejidos previamente cubiertos con emulsión fotográfica, fue 

observada en un microscopio Axioskop. En campo claro, se apreciaron con el objetivo de 20x los 

precipitados de plata (puntos negros). Se consideraron células positivas aquellas que presentaron por lo 

menos veinte granos de plata. En campo oscuro con el objetivo de 1 Ox la sella( automdiográfica se 

observó como cúmulos de grw10s brillantes que corresponden a los precipitados de plata. En general la 

señal fue específica y se delimitó a las zonas donde previamente se habla reportado que se expresa el 

RNAm de TRH. Detectamos señal en los núcleos del área preóptica, la mayor densidad se observó en 

el núcleo anteroventml preóptico, preóptico media~ preóptico lateral y menor densidad en los núcleos 

pcrivcntricular preóptico y en anteromedial prcóptico. En los cortes que contienen el núcleo 

paraventricular hipotalámico, observamos mayor densidad en la zona parvocelular del núcleo, en estos 

cortes se observó señal en el núcleo hipotalámico lateral, el reticular. talárnico, el núcleo 

periventri~ular (Figura 17).La seflal fue específica, debido a que se observó en proporción similar a lo 

_reportado previamente (Sánchez. et al 1997; Sánehez, et al 2001).·Reportes previos de nuestro grupo de 

tr~baj~; d;mostraron la especificidad de la señal utilizando como c~ntroles, el desplazamiento de la 

..• ~ñlll. ~grc~IUldo a la mezcla de hibridación 1 o veces en exceso de oligonucleótido rrr~ o eliminando la 

sc'ñal co~ pretratamiento con RNAsas. Además, se 'utlli~ en 1115 hibridaciones ;~ .~itu un 

~lig~nucleóticlo sintetiz.ado al azar, en el cual se mantuvoia pr~porciím de GC y AT que contiene la 

samia utilizada para detectar el RNA mensajero para la TRH y no se detectó señal alguna (González. 

2001; Sánchez, et al 1997; sánchez, et al 2001): 

57 



¡\, H. 

Fi¡:ura 1 .. 1. Imagen captada L'll campo obl'l'llrv de la expresián ele/ RNAm dt.• TRI/ en el nriclco 

¡mrarl'ntricular hi¡mtaltimico(A) y úrea pn•óptica (/l). /.a hihridución in situ se rcali=ó en rebcmada.\· 

cA~ cerebro el,~ rala hc1nhra de 20 p111 en diestro J hibridadas c:on una sondu <~spcc(lica cuntra el RlVAm 

de TRH 111111·,.,uJa con fS" /c/A'l'I'. Los cúmulos hril/cmle.1· mrrespo11de11 a los prer:ipilaclos ele plata 

sobre lus 1u•w·o11a,\' posifi1'Wi tll mR1VA clt! '/'JU l. 

:Z. Delecciát1 i11m111wftjgica del receptor a de estrógenos en d cerebro de'" '"'"· 

La presencio de células positivas al receptor r.t de cstrógenos (ERu) se consideró cuando los 

núcleos se til1cron de un cnfé oscuro. La distribución observada correspondió u lu reportada en In 

litcrutura Laflrunmc, Nnppi, et al. 1998). Un grnn mlmero de núcleos teñidos con un color culC: muy 

intenso fueron observados en los núcleos del área pn:óptica, principalmente en el PePO, el Ml•O, el 

AVPO y la MPA. En el núcleo J>OL se detccturon niveles bajos de núcleos teñidos con el nnticuerpo 

contra el ERn. En los cortes procesados también logramos observar una l!,r.tn cantidad de células 

positivas en la cstr!a basal tcnninal (BST). En el NJ>V se observaron núcleos clurumente positivos, si 

bier~ de color menos intenso que el obtenido en el úrea preóplicu. l.u mayoría de las neuronas positivos 

en el NPV se conccntrnron en In región periventriculur y media del núcleo. Prácticnmente no se 

observaron neuronas positivas en la región magnocelulnr. Utili:1.amos dos controles que nos permitió 

dctc1111innr In espccilicidad de lu señal. El primero fue In omisilín del unticuerpo primario durante el 

proceso, esto evitó que se obtuviera señal. 1.n señal positivn trunbién se eliminó ul prcincubnr el 

anticuerpo primario en unu relación de 1 :5 con el péptido (sc-542p) inmunógcno con el cual fue 

obtenido el antisucro (figura no mostrnda). 
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l•~i~urd 14. A"n el panel ...i se ohervan cé/11/Cls posiliwLo; al receptor a di! e.wró~enos en campo claro en 
los núcleos del área predptica a J O:c. En t'I panel JJ, se obsen·un células positivas al receptor a y al 
mJ/N,I de TRI! en c·am¡m claro en el mic/co parm•c11tric:11lar a 20.<. La señal para el al receptor a de 
e,,·tró1'enus -"" reveló al incuhar rcha11adC1s de 20¡im "º" 1111a di/11cián de 1:100 del allfic11erpn 
primario, po.\·tcrior n:ve/ado con pero.T.ida."ia y lJiaminobenzidina, generándose tm precipitado café 
.mhrc los míc/eos de las célula,, J:.'I mi/NA de TRII se reveló por la expn-"iclrln y rc\'elado de la 
em11lsiónjiJtog1-ájlca co11 la q11e se c11hrieron las laminillas; esta corresponde a los crím11los de granos 
1111gros. En el panel C.: se obser\'a con mús detalle un área donde se encuentran varias cé/11/aj· po~;itivas 
a mRNA de TRH y El/a en el 111Íc/co periventric11lar preóplico. En el panel D, se ubse/'\'an en la zona 
media ele NPV. c1ú11ulos de granos preclpitac/os en el mismo sitio que la DAIJ, esto muestra célula.• que 
expresan tanto ERa comu mRNA de TRH (40x). PePO: Núcleo periventrlcular preóptico. MPA: Area 
preóptica medial. AMl'O mic/eo anteromedial preóptico. 3v: Tercer vcntríc11lo. 
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3. Niveles circulantes de prolactina y tirotropina durante la lactancia 

En Ja· figura ISA se puede apreciar unan tendencia a la alm en el nivel sérico de PRL desde el 

primer día de lactancia con respecto al grupo de diestro, este aumento se mantiene hasta el din 15 de 

lactancia. De acuerdo a lo reportado, la PRL en suero disminuye al destete (Uribc, et al 1991). 

La tirotropina circulante, que se muestra en la figura 19B, mostró un patrón diferente al de la 

PRL. Se observaron variaciones no significativas, encontrándose un pico en el dla 15 de lactancia con 

respecto al diestro 1 y lactancia 1 y 5. 

A 
5 ~--------------,--.,.-, 
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.E 4 t---"-----1-------~-~"--t 
g»3 5 1---T'-­
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e 2 1---~----,~--,,------t e;, 
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o1.5 1-------­
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LI LV LXV De Di1 

Figura 15. Nivele..- ..-érico.•· ele f'RJ. (A), y TSI/ (/J) cuantificados mcclianle raclioinn11mocnsayo clurante 
cl({ere/l/es clías de la lactancia y diestro 1. 

4. Cmmtijicación de la coe.xpresió11 del RNAm de TRI/ y el receptor a de 
estrógenos en el área preóptica durante la lactancia. 

Como se muestra en las figuras 16 y 17, el número de neuronas TRHérgicas que.c.xpresan_a los 

receptores a de estrógcnos fue bajo. El núcleo PePO fue la región del área preóptiéa en donde se 

observó únicamente un 1% de coexpresión y fue similar en todas las etap~d~l~~Í~ci~··;. eld~estro. El 

porcentaje de colocali7.ación fue mayor en el MPA detectándose un pic~-~dc'é(}1clcal¡z;;cÍó~ al destete 

con respecto n los diferentes díns. En el núcleo AMPO ··se obscn;ó':U~a:·nu~lu~bión·'nO Sigfliticativá 

entre 2 y 7% de colocalización durante la lactancia• y el diestro. No se ¿bs'civar~n. vÍiriaciones 

significativas en el número de neuronas que expresan el ERct entre los diferente dlas de la lactancia y el 

diestro, en ninguna de lliS zonas d~l .Í:-~a~' b~cóptica; salvo en el MP A anterior dóilde observa un 

incremento significativo de 4 veces entre el din 1 y el dla 5 y una disminución significativa entre el dla 
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5 y el dla 15 (fig 17). En cuando al número de ·neuronas · TRHérgicas en el área preóptica no 

encontramos variaciones significativas en las diferentes etapas(fig 16 y. 17) 

s. Colocali:.ación del RNA.m , de TR/ly el ER a en el NPV del hipotálamo. . , 

La cólcicnliZáeiÓn fue muy baja a todo lo largo del NPV y no se observaron variaciones 

significativas' (fig · 18),En c~ant~; al.· número de neuronas positiva~ al receptor de cstrógcnos el número 

detectado fue muy bajo. con· respecto a lo observado en el área preóptica. En el NPV anterior, . . . . . - -
obse..Vamosun incremento significativo del 37% en la cantidad de células positivas para mRNA de 

TRH ·en ~l.dla '5 rcspcc¡o al dla 1 de lactancL'l. Un decremento en el día 15 respecto al día 5 de 

" lactancia· p<0.05, un aumento en el destete respecto al d!a 15 de lactancia p<0.05. En la zona media del 

. NPV el n~ero .de células de TRJ-1 se mantuvo similar en la~ diferentes etapa~. En la zona posterior del 

•< ,r-i~v ~ observamos una tendencia a la baja en el número de neuronas TRI lérgicas, el efecto fue 1nayor 

" •'cncl. dla 5 y al destete (49 y 47% respectivamente; p<0.05). Entre el día 5 y el destete observamos un 

incremento de 32%. 
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- Células que muestran inmunoreactividad al ERa. 

c::::::J Células que coexprcsan mRNA de TRI 1 y Receptor de cstrógenos a 

Figura 16. Los histogramas corresponden al porcentaje de células positivas al mRNA de TRI!, al 

receptor a de estrógeno.1·, y a la coloca//zaclón durante la lactancia y el diestro!. Se utilizó como 

100% al grupo de células TRHérgicas del día I de lactancia. El mímero de animales analizados fue de 

6 en el grupo LI y de 3 en el resto. PePO: Núcleo periventricular preóptico anterior y medio. AMPO: 

Núcleo anteromedia/ preóptico. MPO: Núcleo medial preóptico. 
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Fi~urn 17. Los histogramas corresponden al porcentcye de células positivas al mRNA de TRH, al 
receptor .d de estrógenos, y a ambos durante la lactancia y el destete. Se utilizó como 100% al gntpo 
de células TRHérgicas del día I de lactancia. El número de animales ana/i::ados jite de 6 en el gn1po 
ll y de 3 en el resto. •: p<0.01 con respecto al grupo ll. 8 p<0.002 y 89 p<0.04 con respecto al 
grupo LV. 
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Fig11ru 18. Los histogra111us corresponden al pro111edio ± error estándar de la media del porcentaje 
de células positil'as al 111RNA de TRH. al receptor 4 de estrógenos, y a la colocalización dura/lle la 
lactancia y el diestro/. Se utilizó como 100% al grupo de células TRHérgicas del dia /de lactancia. El 
número de ani111ales analizados ji1e de 6 en el gnipo L/ y de 3 en el resto. Diferencias significativas en 
el NPVcmt •: p<0.01 con respecto al gnipo LI. 8 p<0.001 y 89 p<0.008 con el grupo LV, &: 
p<0.03 con el grupo LXV y con el grupo De. Diferencias significativas en el NPVpos • :p<0.01 con 
respecto al grupo L/ y ••: p<0.01 con respecto al mismo grupo. 
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Discusión 

Durante el proceso de lactancia, la TRH es liberada en la eminencia media y se ha 

demostrado consistentemente que el péptido se encuentra en los vasos portales 

hipofisiarios. En resultados publicados previos, se ha mostrado que durante la lactancia, 

existe un incremento constante , en los niveles del péptido en la eminencia media. Algo 

distinto ocurre cuando. se. mide el mRNA total del núcleo paraventricular hipotalámico en 

los mismos días, y~ q¿e los niveles de mRNA de TRH se mantienen bajos durante 

prácticamente toda la lai:tancia, recuperándose hasta el reinicio del ciclo estral, en el caso 

de la rata (Uribe, et al 1991). Sin embargo, estas mediciones son de todo el NPV, sin 

considerar sus diferentes áreas y zonas, cuyas neuronas TRHérgicas tienen roles 

fisiológicos distintos. A la fecha no existe ningún reporte detallado en la literatura, sobre la 

expresión del mRNA de TRH a lo largo de la lactancia, en las tres diferentes zonas del 

NPV y las diferentes regiones del mismo. 

Lo que podemos inferir de los datos presentados es qué porcentaje de células, 

expresan niveles significativos del mensajero de TRH a lo largo de ,la lactancia, de esta 

forma podemos inferir si hay una mayor cantidad de estúnulos que induzcan la 

transcripción TRHérgica consistente, en las diferentes zonas y si estos pueden estar 

relacionados con la etapa de la lactancia estudiada. En la zona anterior, existen básicamente 

poblaciones magnocelulares, las neuronas TRHérgicas emiten aferencias hacia otros 

núcleos hipotalámicos trascendentes para la lactancia y muy poco hacia la eminencia media 

(Lechan, et al 1980). En la zona anterior, existen aferencias estimulatorias hacia las 

neuronas tuberoinfundibulares del núcleo arqueado (ARC), lo que puede estimular el tono 

inhibitorio sobre la liberación de Prolaetina (Freemann, et al 2000). En los resultados no 

hay una tendencia clara de expresión en este núcleo, aunque se aprecia un aumento 

significativo en el día 5, que corresponde con un fuerte aumento en la prolactina sérica 

(Uribe, et al 1991). Respecto al aumento de la expresión TRHérgica en la zona anterior, se 

puede proponer que en parte, puede manifestar la existencia de un asa de retroalimentación 

negativa sobre la expresión de PRL hipofisiaria. 

En la zona media del paraventricular. tenemos una expresión similar a lo largo de la 

lactancia, en esta 7.ona observarnos también una disminución no significativa de la 
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expresión a lo largo de la lactancia rcspccfo al diestro: lo~qüe hace PcDsar que en efecto' la 

expresión TRHérgica de las ncuroniisquc se encuentran en esta áica, puede ser mayor 

durante la parte del ciclo cstral contra el que la comparamos. En esta· zona, · 1a mayor 

cantidad de células TRHérgicas, fue encontrada en las divisiones . Perlvent1·k~iires y 

ventrales, que son las divisiones que más se han identificado com0 hip<Ífisiotrópicas 

(Lechan et al, 1980). Esto puede significar que existe una continua expresión TRHérgica, 

en las células que se encuentran directamente implicadas en la liberación de Prolactina. 

En la zona posterior del NPV, observamos un decremento significativo de la 

expresión de mRNA de TRH en el día 5 respecto al dla del parto, una recuperación 

significativa en el día 15, una nueva disminución significativa en el destete y un nuevo 

repunte significativo en el diestro 1. Esta observación es consistente en cierta medida con 

los datos de mRNA de TRH medidos en lodo el NPV, que observan una disminución hacia 

el día 5 (Uribe, et al 1991), aunque en este caso, los niveles se recuperan en el dlal5 y 

vuelven a. disminuir en el destete. Podemos proponer que hay una mayor expresión 

significativa de mRNA de TRH en la zona posterior durante el dla del parto, 

probablemente obedeciendo a los considerables cambios hormonales que se producen en 

ese dla, en los culiles, están claramente involucrados las neuronas hipofisiotrópicas del 

NPV, espeeiálmentc la oxitocina y la vasoprcsina. Es notable sin embargo, que los niveles 

de . expresión en el diestro 1, disminuyan apenas un poco respecto a los días 1 y 15 de 

lactancia, y que incluso se incrementen respecto al dla5, ya que el diestro es un estado 

• fisiológico en el que no se le ha determinado ningún papel específico a la TRH COmO 

liberador de Prolactina, aunque no se debe olvidar, que las mediciones de mRNA, no 

·necesariamente · deben concordar con las del péptido liberado. De confirmarse las 

tendencias obserVadas en este trabajo, parecerla que las células TRHérgicas del NPV 

· ~sterior, experimentan constantes cambios de expresión de mRNA de TRH durante la 

lactancia, esto podría implicar un rol adaptativo de control del estado fisiológico, o por lo 

menos, puede mostrar una alta susceptibilidad a este. 

En la zona del NPV anterior, observam0s el mayor nivel de expresión del receptor a 

de estr6genos, en el día del parto y en el dla del destete, aunque no significativos. Esto 

podría obedecer a los altos niveles de estrógenos circulantes durante el día del parto, lo que 

podría indicar la existencia de receptores en esta zona a niveles basales y prácticamente 
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iridetcctables eri'inuchOSCéJwas;' qíie'sm emoorgo~ptieden'responder a Jos altos contenidos. 

de estrógenos expresando más rec~ptoriis: En ~I caso del d;st~t~. tras la caída de los niveles 

de prolactina, esta puede dejar de lnhlblr 1.llactivi~ GnRHérgica en el hipotálamo y la 

actividad folicular en Jos ovarios, :Y: ~r~pi~iil un ~iiinento de los estrógenos circulantes 

respecto a Ja lactancia (Tucker,. · 1988).é TMibién .en: los· núcleos preópticos observados, 

vemos este patrón de mayor expresión de receptores el din del parto y en el destete, con 

niveles bajos en la lactancia y en el diestro, característicos por sus bajos niveles de 

estrógenos. En las zonas media y posterior del núcleo paraventricular, no observamos 

cambios notorios en la expresión de receptores de cstrógenos durante la lactancia y el 

diestro 1, en todos los grupos se mantienen niveles muy bajos, respecto a lo observado en el 

NPV anterior y en los núcleos preópticos. 

En ninguno de Jos núcleos estudiados, tanto paraventriculnr como preópticos, 

encontramos· niveles importantes de colocalización del fenotipo TRHérgico, con la 

expresión de receptores a de estrógenos, en la mayoría de los núcleo~ se alcart7..1111 valores 

alrededor del 1 % de coexpresión, por lo que podemos aventurar que los. estrógenos a través 

dé este receptor, no tienen una influencia directa sobre el metabolis~, de la TRH en 

ninguna de las zonas estudiadas. Eso reduce en gran mcdidll/las''~sibilidades de que los 
- ' --- - . 

estrógenos estén teniendo un papel en la regulación de la TRH cuando menos durante la 

lactancia, ya que se ha observado un incremento de las cantidades de mRNA de TRH 

mediante hibridación in s//u, en ratas ovnrectomizadas restituidas con estrógenos (Zacnrias 

et al, 1998) aunque queda abierta la posibilidad de que ésta se de, a través de la expresión 

del receptor 13. Aunque la expresión del receptor 13 es ampliamente distribuida como la del 

a en el hipotálamo y zonas circundantes, incluso mayor en el NPV (Lnflamme, et al 1988), 

los niveles de proteína del receptor 13 detectados en el hipotálamo mediante western blot, 

son muy menores a los del a, lo que invita a pensar que tiene menor influencia en la 

regulación estrogénica del hipotálamo. Otra posibilidad, es que neuronas receptivas a los 

estrógenos, tengan afcrencias importantes sobre las neuronas TRHérgicas, y los cstrógenos, 

puedan provocar en esas neuronas prcsinápticas, mayor frecuencia de potenciales de acción 

o mayor cantidad de neurotransmisores o neuromodulndores, se ha considerado por 

ejemplo, una importante influencia de péptidos opiodes que durante la lactancia responden 

a la prolactina y en ovarectomla a los estrógenos, aumentando su expresión como la 
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propiomelanocortin~ (POMC), ¿. dÍsffiinuyéildÓlll. romo el ncuioJlé¡)iido Y (Pape. y Tnimu, 

1996). 

Otro núcleo con importantes aferencias sobre el paraventricular, es el núcleo 

arqueado, que presenta gran cWltidad de receptores de estrógenos, que han sido 

colocalizados tWlto con el fenotipo dopaminérgico, como con el opiodérgico (Soaje · yDe 

Dinasso, 2002) .. Sabemos que existen aferencias opiodérgicas sobre el núcleo 

paraventricular y que los péptidos opioides de este núcleo se ven aumentados por los 

estrógenos en el dla del parto, por lo que posiblemente exista una influencia de los 

cstrógenos por medio de estas vías durante cuando menos el principio de la lactancia. De 

demostrarse que estas vías pueden ser influenciadas por la activación de los receptores de 

estrógcnos y tienen una incidencia importante sobre la expresión de la TRH, entonces la 

activación ligando independiente de los receptores de estrógenos, · podrfa ser importWltc 

para la regulación indirecta del metabolismo de la TRH durante la Jactancia. 

Tanto reportes antiguos como nuevos, sugieren que': en· 'el área preóptica. los 

receptores a de estrógenos pueden ser marcadores import~tÍ:ll de' Ja participación de esas 

células en conductas maternales (Lonstein, et al 2000), . de hecho en el área preóptica 

medial, observamos cambios muy importantes en laei~~esión del ERa, entre el dla S y el 

15, que pueden estar relacionados con algún ~bi~ conductual.. Sin embargo, Ja 

interpretación de lo que ocurre en esta zona. no deja de ser una tarea compleja. dado su 

gran tamaño y heterogeneidad. Lo observado en los núcleos prcópticos, sugiere que las 

neuronas que expresan receptores de estrógenos que pueden estar implicadas en Ja conducta 

materna, no son TRHérgicas. Sin embargo,. si consid.:ramos el área prcóptica. 

especialmente el núcleo y la zona medial, como una intrincada red ncural, no se puede 

descartar la posibilidad de que las neuronas TRHérgicas tengWl un rol en las conductas 

maternales, ya que tienen un nivel importante de .:xpresión en esta zona. Sobre la 

importancia que pueda tener la TRH en los circuitos neurales del comportamiento maternal, 

es necesario recabar mucha información, en el contexto de experimentos específicos que 

recaben tanto material fisiológico y molecular, como conductual. Los resultados de este 

trabajo sólo muestran la existencia de células TRHérgicas expresadas durante la lactancia 

en núcleos considerados importantes para la conducta maternal y la coexistencia con 
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neuronas. que presentan inmuimreactiYidad, e para d. il11portw1te. regulador dé conducta 

maternal que es el ERa. 
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Perspectivas 

• Tras estos experimentos, se abren varias incógnitas de interés. Quedan muchas 

investigaciones por delante, que permitan mostrar poco n poco cual puede ser In 

relevancia fisiológica de In TRH en el área preóptica durante Ja Jactancia, aunque se 

cuenta con muy poca información a este respecto. Es un hecho que existe una fuerte 

expresión, pero no parece tener relación con Ja conducta materna aunque· de 

cualquier manera es una cuestión de la que no se han reportado experimentos 

específicos hasta este momento, y en mi opinión valdría Ja pena realizarlos. 

• En Ja misma área preóptica, hoy sabemos que a lo largo del desarrollo, se da el 

desarrollo especifico de ciertos circuitos en Jos núcleos mediales, que tienen un 

papel fundamental en el desarrollo de la conducta materna. Ya que encontramos una 

fuerte expresión de TRH en esta área durante la lactancia, valdría Ja pena hacer un 

estudio detallado sobre estas neuronas en su contexto social, en su morfología y en 

su situación electrofisiológica, que pudieran mostrar, si las neuronas TRHérgicas 

preóptieas, participan en los circuitos del comportamiento materno, aunque no estén 

expresando rec~ptorcs de estrógerios. 

• Esfos mismos. experimentos podrían realizarse para el núcleo paraventricular 

hipotalárnico, en donde todavía no se.ha descrito si existen cambios morfológicos y 

. estructi.iralcs en las' neuronas TRHérgicas durante Ja lactancia, aunque ya se conocen 

estos . datos. de las neuronas oxitocinérgicas y vasopresinérgicas. En el núcleo 

paraventricular hipotalárnico, no se sabe si ·hay cambios en la estructura de los 

. circuitos durante la lactancia, el entendimiento de los circuitos TRHérgicos del NPV 

y su relación precisa con las estructuras sobre las· cuales pueden ser aferentes, se 

poclrla. abCÍrdar el problema que se da con· (a paradójica disminución de los niveles 

de mRNA de TRH durante Ja lactancia, y la subida en las concentraciones del 

péptido en la eminencia media durante el proceso. 

• RÍ:spccto a Ja.situa~ión que se abre sobre los receptores de estrógenos, queda claro 

que si durante Ja lact~cia tienen un papel, este puede ser mediado de forma ligando 

·independiente, sin embargo, la forma en que esta activación puede darse en cada 
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tejido, requiere . iJlvestigaciones muy especificas a·' esté respecto. Mediante . 

mctodologlas moleculares in vim, serla importante verificar si los receptores de 

estrógenos ·~n el área preóptica y el núcleo paraventricular, están siendo activados 

en algún momento, y están modulando las células que los contienen. 

• Auñque· el área de investigación sobre la acción directa de los estrógenos sobre las 

neuronas TRHérgicas parezca cada vez tener menos perspectivas, por lo menos 

respecto al receptor a, no es descartablc algún mecanismo de acción, que sea 

indirecto pero sea importante en In modulación de la biosintesis del TRH. La 

estrategia para esto es continuar buscando las vías aferentes que involucran 

directamente a las neuronas TRHérgicas, y contemplar si en sus núcleos o glándulas 

de origen en el caso de ser hormonas, hay una regulación directa de los estrógenos. 

• Finalmente, dentro• del· estudio . de los receptores que pueden modular el TRH, 

muchas vlas de. inv~stigación quedan abiertas y se plantean como muy interesantes. 

En e.1 propio contexto de la lactancia, quedan por averiguar por ejemplo los 

receptores de prolactina, de oxitocina, y de vasopresina, lo cual también puede 

ayudar a entender las relaciones parácrinas que se dan en el núcleo paraventricular 

en el . periodo : de lactancia, y por supuesto de los receptores opiodérgicos, 

recordando lo que pasa· en el núcleo arqueado, que por esa . vía los cstrógcnos 

parecen modular las neuronas TIDA. 
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Conclusión 

• No encontramos ninguna región donde ... la. colocalización de mRNA de TRH y 

receptores a de estrógenos, . fuera· importante para· iitferir que los estrógcnos 

pudieran modular la biosintesis de T.RH enfonna directa. 
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Índice de abreviaturas 

1. .5-HT2A" Receptor 2A de serotonina 
2. ABC - Complejo de avidina biotina(Vector) 
3. ACTH- Honnonaadrenocorticotropica o Corticotropina 
4. AFl- Función de activación 1 
.5. AF2- Función de activación 2 
6. ARC- Núcleo arqueado 
7. ARll- Receptores de andrógenos 
8. BST - Estria terminal basal 
9. cAMP- Monofosfato de adenosina cíclico 
10. CDK7- Cinasa dependiente de ciclina 7 
11. CDK9 - Cinasa dependiente de ciclina 9 
12. cDNA- Ácido desoxiribonucléico complementario 
13. CREO - Proteína de unión al sitio responsivo de mono fosfato de adenosina cíclico 
14. CRll- 1-!onnona liberadora de corticotropina · 
1.5. DA- Dopamina 
16. DAD- Tetrahidrocloruro de 3'3-Diaminobenzidina 
17. DAG - Diacil glicerol 
18. E1- Estriol 
19. Ez- 1713-Estradio 1 
20. E3- Estrona 
21. EGF- Factor de crecimiento epidennal 
22. ERs- Receptores de estrógenos 
23. ERa - Receptor de estrógenos a 
24. ERaKO- Ratón Knockout de recetar de estrógenos a 
25. ER13 - Receptor de cstrógcnos 13 
26. FIP - Factor inhibidor de prolactina 
27. FLP - Factor liberador de prolactina 
28. GABA- Ácido y-aminobutlrico 
29. GC - Glucocorticoides 
30. GnRH- Hormona liberadora de gonadotropinas 
31. GRs- Receptores de glucocorticoides 
32. bPL- Lactógeno placentario humano 
33. Hsp70 - Proteína de choque calórico de 70 daltons 
34. Hsp90 - Proteína de choque calórico de 90 daltons 
35. IGF-1 - Factor de crecimiento tipo insulina 1 
36. lgG - rnmunoglobulina G 
37. Kd - Constante de disociación 
38. LBD - Domino de unión a ligando 
39. LS - Séptum lateral 
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40. MAP - Protelna activada por mitógenos 
41. MAPK- Cinasa de la proteína activada por mitógenos 
42. MP A - Área preóptica medial 
43. mRNA- Ácido ribonucléico mensajero 
44. MRs- Receptores de mineralocorticoides 
45. NPV - Núcleo paraventricular lúpotalámico 
46. NR-bOJ: - Caja de receptor nuclear 
47. OT- Oxitocina 
48. OT-R- Receptor de Oxitocina 
49. P2- Progcsterona 
50. PKA -Proteína cinasa A 
51. PL1- Lact6geno placentario 1 
52. PLz- Lact6geno placentario 2 
53. PLC - Fosfolipasa C 
54. PRL· Prolactina 
55. PRL-R- Receptores de prolactina 
56. PRs- Receptor de progestinas 
57. SNC- Sistema nervioso central 
58. TIDA- Neuronas tubcroinfundibularcs dopaminérgicas 
59. TRH - Hormona liberadora de tirotropina 
60. TRH-Rl- Receptor 1 de TRH 
61. TRs - Receptores tiroideos 
62. TSll - Hormona estimulante de la tiroides o Tirotropina 
63. VIP - Péptido vasointcstinal 
64. VP - Vasopresina 
65. XRs- Receptores del ácido retin6ico 
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Anexo 1, Tinciones histológicas 

a) Tinción rápida de azul de Toluidina, para verificar la orientación de los cortes. 

Para este fin. se recuperaron cortes, colocándolos sobre un portaobjetos, y 

pegándolos utilizando el calor del dedo. Después, los tejidos son puestos sobre una plancha 

caliente para deshidratarse completamente y posteriormente se colocan sobre los tejidos, 

algunas gotas de azul de toluidina al 0.5% en alcohol etílico al 20% (Sigma} son lavados 

_con alcohol etílico al 70% y una vez secos, se observaron al microscopio a 1 .25x, 5x y 10x, 

el .azul de toluidirí1(cr~a ~ t~ción nuclear brillante morado oscuro, y tifte la materia gris 

con un violeta claro, contrastando claramente las estructuras cerebrales. 

b) Tinclón con Hematoxilina Eosina 

J. Se sacan las laminillas del ultraconge/ador con hielo seco, 
2. Con calor moderado, se secan con la secadora de pelo hasta que estén 

completamente secas. 
3. Sumergir las laminillas en paraformaldehído·PBS al 4% durante 10 minutos. 
4. hacer tres lavados de 2 minutos en PBS. 
5. se sumergen JO veces en etanol 70% 
6. se sumergen 1 O veces en etanol 80% 
7. se dejan en etanol 95% durante 2 minutos. 
8. Se dejan en etanol 100% durante 4 minutos. 
9. Se dejan en etanol 95% durante 2 minutos. 
1 O. Se dejan en etanol 80% durante 2 minutos. 
11. Se dejan e alcohol 70% durante 2 minutos. 
12. Se ponen en agua destilada durante 2 minutos. 
13. Se ponen en hematoxilina de Harris durante 4 minutos. 
14. Se enjuagan en agua destilada., cambiando esta hasta que no esté roja ni momda, 

entonces se dejan en el agua 4 minutos en agitación. 
15. Se sumergen 30 segundos en eosina amarillenta de base acuosa. 
16. Se vuelve a repetir el paso 14, hasta que el agua deje de salir rosa y amarilla. 
17. se sumergen etanol 70% diez veces 
18. Se repite el paso anterior con el etanol 80% 
19. Se sumergen 2 minutos en etanol 95% 
20. Se sumergen 2 minutos en etW10l lOO%. 
21. Se sumergen en xilenos 5 minutos. 
22. Se procede al montaje. 
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Anexo 11, Preparación de soluciones 

PBS IOll 
40g NaCI (Baker) 
2g KlliPO• 
l l.44g Na2HP04 

2g KCl 
Se disuelve a temperatura ambiente en un agitador magnético dentro de un vaso de precipitado, 
se ajusta el pll utilÍZJllldo un potenciómetro (Bcckrnan selection 2000)hasta alcan7.ar pH 7.4 
agregando pequeñas cantidades de NaOH 4M (Bakcr), se afora a 1 L con una probeta graduada y 
se filtra con un filtro de celulosa de 0.5 µm (Millipore) en un niatraz Kitasato conectado a una 
bomba de vacío (Millipore). Posteriormente se estcrili7..a y se guarda a temperatura ambiente. 

SSC20x 
l 75.32g Cloruro de Sodio 
88.23g Citrato de disódico dihidratado 

se ajusta el pll u 7.0 con HCl 

TRIS-HCL IM 
Se pesan 6.0SSg de Trizma base (Sigma}, se disuelven en agua MilliQ y se ajusta el pH a 

7.6 utili7.ando la cantidad necesaria de HCI (Merck) concentrado, seafora a 50 mi, se filtra y se 
esteriliza. 

O.SM EDT A pll 8.0 _ 
EDT A (Sigma) disódica dihidratada 9.S05g - :: _ . . ;:: , 

Se agregan poco a poco lentejas de NaOH y cuando empie:7.an á disolverse sé ajusta-el pH a 8.0, 
se afora a 50 mi se filtra y esterili7..a. · · - · - · -

IOOx Denhanlts 
Ficoll (Sigma) 
Polivinil pirolidona (Sigma) 
Albúmina sérica bovina grado RIA 

Se afora a SO mi, se filtra y se esterili2ll. 
microcentrífuga de 0.5 mi y se guardan a -20"C. 

Poli A IOmg/ml 

_ állcuotas pequci'las con tubos para 

Se disuelve IOOmg de Poli A (Sigma) en IOml de agua filtrada y esterili2llda. Se hacen 
alícuotas pequeñas y se guardan a -20°C. 

tRNA de levadura IOmg/ml 
Se disuelve todo el contenido del frasco de tRNA (Sigma) en la cantidad necesaria de 

agua filtrada y csterili7..ada, se hacen alícuotas pequei'las y se guardan a -20ºC 
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Fonnamida desioniuda 

Se mezclan 5 g de resina Bio Rad 501-X8 con 50ml de formamida pura (BRL) y se 
mantienen con agitación por inversión por 30 min. Se hacen alícuotas de 2ml y se guardan a -
20ºC. 

DNA de esperma de salmón IOmg/ml sonicado 

Se prepara la solución de DNA de esperma de salmón(Sigma) con agua y se sonica 
durante 60 segundos 5 veces, ó hasta que la viscosidad se reduzca , antes de sonicar, se lava el 
sonicador con SDS 0.2%, alcohol industrial y finalmente con agua MilliQ. Se preparan alícuotas 
pequeñas y se guardan a -20ºC. 

Buffer TE 

IOmM Tris pH 8.0 
lmM EDTA 

Amortiguador de fosíatos 
Nall2PO. 6.9g 
Na2HPO• 7.lg 

Se preparan 50ml de cada fosfato, después con el potenciómetro se van mezclando (primero se 
coloca el Fosfato dibásico) hasta alcan7.ar el pll 7.4. se filtra y esteriliza. 
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Fe de erratas: En las páginas 63 y 64, deben leerse las siguientes gráficas 

y pies de figura. 
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Figura 17. Los histogramas corresponden al promedio± error estándar de la media, del porcentaje de 
células positivas al mRNA de 7101, al receptor a de estrógenos, y a ambos durante la lactancia y el destete. 
Se utili::ó como /00% al grupo de células TRl/érgicas del día I de lactancia. El número de anímales 
analizadosji1ede 6 en el grupo Uy de 3 en el resto. •: p<0.01 con respecto al grupo U. y: p<0.002 y yy: 
p<0.04 con respecto al grupo ll'. 
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Figura 18. Los histogramas corresponden al promedio ± error estándar de Ja media, del porcentaje de 
células positivas al mRN1I de TRI l. al receptor a de estrógenos, y a la co/ocalización durante la lactancia y 
el diestro/. Se utilizó como 100% al grupo de células TRJ/érgicas del día J de lactancia. El nlÍmero de 
animales analizadosjiie de 6 en el grupo LI y de 3 en el resto. Diferencias significativas en el NPVant *: 
p<0.01 con respecto al grupo LI. y:p<0.00/ y rr: p<0.008 con el grupo LV,&: p<0.03 con el grupo /.XV 
y con el grupo De. Diferencias significativas en el NPVpos * :p<O.OJ con respecto al grupo U y .. : 
p<0.01 con respecto al mismo grupo. 
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