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1.- Generalidades sobre la fisiologia de 1a lactancia en mamiferos

placentarios.

a. Estado hormonal a lo largo de la lactancia, papel de la prolactina
{(PRL) y las hormonas sexuales esteroideas.

Un praceso muy relevante para la vida de los mamiferos
La lactancia se decfine como la secrecién por parte de las hembras, mediante
glandulas sudorfparas modificadas, dc diversos nutrientes que pueden ser facilmente
asimilados por las crias en su desarrollo, esta mezcla recibe el nombre comin de “leche™.
Este proccso es comun a toda la clase de los mamiferos y de hecho le da el nombre a este
amplio grupo. Dentro de la misma diversidad biolégica de los mamiferos, también hay gran -
) cantxdad de fok aS" dc llcvnr a ‘cabo -Ia lactancia, pero cn general, es un factor de

ins stituible para las crias de mamiferos en su edad mas

lg relacién social mas importante de los mamiferos, que
luci6n de un proceso tan complejo como la lactancia, ha

‘a quc cn la estrategia reproductiva de los mamiferos, un alto

porcentajc e los véstagos, sobrevxva hasta la edad reproductiva. La lactancia garantiza una
. fuentqdc alimento para las crias, y garantiza en muchos casos la protccclén materna
necésarin en las etapas m4s vulncrables del desarrollo de los animales (Norris, 199 7). ] 17

Aunque la lactancia sc presenta cn monotremas, que cuentan éon g]ﬁndulas
mamarias indistintas de las sudoriparas a lo largo del vientre, y en los marsupﬁlési, que
cuentan con una glindula mamaria bien desarrollada, pero no con una placenta. Son los
mamiferos del grupo Eutheria, o placentarios, los que més se¢ han estudiado.

La lactancia en los mamiferos placentarios, se lleva a cabo mediante complejas
interacciones de todo el sistema homcostatico dc la hembra, entra en juego una compleja
modificacion de las glandulas sudoriparas, hasta formar un intrincado sistema de células de
produccion, secrecion de nutrientes y un sistema de conduccion y secrecion al ambicnte del
producto final, este sistema de glindulas sccretoras, vasos conductores y fibras musculares
lisas, se denomina glindula mamaria (Tucker, 1988). Por otra parte, hay variaciones

hormonales, que canalizan Jos nutrientes necesarios, asi como clectrolitos y agua para la



Estado fisiolégico du}anie la lactancia -

_.Sin’ considerar la parte conductual, se pueden dividir los efectos de la lactancia en
metaﬁélicos, cardiovasculares y cndécﬁnos, que estan claramente coordinados. En relacién
a_los cambios metabélicos que ocurren, cabe resaltar el redireccionamiento de muchos
nutrientes hacia las glandulas mamarias. Otro aspecto importante de los cambios
fisiolégicos durante Ia lactancia, es la inhibicién de Ia fertilidad que ocurre en numerosas
especies de mamiferos, que es considerada una adaptacion para garantizar la supervivencia
de los productos. Se considera entonces que estos cambios fisiologicos, son adaptaciones
que permiten salvaguardar eficientemente la fuerte inversién de recursos que llevan a cabo
los mamiferos durante su reproduccion, y es mediante el sistema endocrino regulado por el
.. sisterna nervioso central, que se lleva a cabo el preciso control que implican estos cambios

fisiologicos (Tucker, 1988). ‘

Los pequefios mamiferos, tiecnen una clevada produccién de leche, grandes gastos de
energla y grandes glindulas mamanas <por -unidad de peso, respecto a los grandes
mamiferos. Las ratas, Hegan a phducir méas del 10% de su peso corporal en leche por dia,
hasta 40 g al dia, lo que en una mujer equivaldria a 6 litros de leche al dfa. En el caso de Ia
mujer, la mayor produccién de leche, puede llegar hasta 1 litro de leche por dia, lo que
puede representar 1 o 2% de su peso corporal. Para mantener los altos requerimientos
metabdlicos necesarios para la produccion de leche, son necesarios importantes cambios en
la distribucién de los nutrientes en el organismo, redirecciondndose gran cantidad de
nutrientes hacia la glandula mamaria, mientras que se mantienen lejos de otros tejidos, a los
que usualmentc son suministrados csos nutrientes. Esta particion modificada dec los
nutrientes, s¢ considera una consecuencia del control homeorrético. Esencialmente, los
cambios hormonales asociados con la lactancia, se encuentran regulando el metabolismo

de los tcjidos de manera que puedan elevar la tasa de entrada de sustratos en la poza



metabdlica; disminuyendo - su uuhmcxén por le_]ldos "no "senc:ales ‘para- ln lactancm y,,
aumentando el flujo de numenu_s hacm la glandula mamana (Mephan,'1987) :

cncucntran la prolactma (PRL)

produce lnctogéncsns en conejos con pscudoembarazo (Tucker, 1988 ver referen |as) La
purificacion de los principales factores hipofisiatios, ha mostrado quc la PRL es-la
hormona con mayor implicacién en la lactogénesis. Aunque queda claro snn embargo, que

el tejido mamario de los concjos, es especialmente sensible a la PRL ya ‘que’en ratas Yy

ratonas preiiadas, la simple inyeccion de PRL exégena, no tiene el mismo efecto, aunque al
parecer csto sc debe a que la PRL en roedores, tiene efecto luteotrépico, y la progesterona
(P2) producida en el cuerpo ltiteo, es inhibitoria de la lactogénesis, de cualquier modo, se ha
mostrado que en ratas y ratones hipofiscctomizados, adrenalectomizados |y
ovarectomizados, la sola administracion de PRL y un glucocorticoide (GC) en este caso
Corticosterona induce la produccién de leche a niveles normales (Tucker, 1988ver
referencias,). Este mismo resultado, se ha obtenido in vifro, con el cultivo de células
mamarias en ausencia de P, (Mills, Topper, et al 1970).

En ratas, las concentraciones de PRL sérica, comi¢nzan a clevarse entre uno y tres
minutos después del inicio de la succion, teniecndo un pico sobre los 10 minutos de
comenzada, es sostenida a niveles constantes  mientras el amamantamiento continda, y
caen cuando las crias son saciadas, la expresién del mRNA de PRL en la hipéfisis, siguc ¢l

mismo patréon (Grosvenor, Mena, et al 1982). Cuando la succién sc termina, también se



e termina la secrec:én de PRLy su dlsmmucnén en cl torreme sangumco- es proporcional ala -

tasa de metabohzacnén de la hormonﬂ (Grosvenor, Mena, et al 1982) Ademas, la cantidad
de PRL libcrada, es proporclonal con la mtensndud del estimulo (Amenomon, Chen, et al.

.1970). Estos pardmetros aparccen de forma constante en la mayona de los mamiferos. En

los humanos y los roedores, la respuesta de la PRL a la succlén ¢s regulada en gran partc
por el ritmo circddico dc la propia hormona, es dccnr, que a diferentes horas del dia el

mismo estimulo puede tener una respucsta mayor o menor, aunque csto se puedc ver

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

Durante la preficz dc la rata norucga, la PRL se caracteriza por . fucrtes
fluctuaciones, durante la primera mitad, existen dos picos de secrecién durante el dia,
llegando -a sus méiximos y minimos valores diariamente. Hacia la segunda mitad, se

comienzan a producir los lactégenos placentarios (I y 1I) que tienen una gran similitud

Vfcstructural con la PRL, al parecer estos cjercen una inhibicion de la PRL hipofisiaria, ya
. que los mveles séricos de la PRL disminuyen consistentemnente. Cuando i lmcm el trabajo dc
» E parto ln PRL experimenta una fuerte liberacion, que sin embargo, en cl momento del parto

g ;V'Vse vc reducida. En la rata, se ha demostrado aﬁrmatlvamcnte, que los lactégenosr )

“'placentnnos, son agomstas de los receptores de PRL (PRL-R) ‘en Ias neuronas‘

dopanunérglcas tubcroinfundibulares (Arbogast, Voogt, et al1996).

En los humanos, conforme avanza ¢l embarazo, aumentan los niveles de PRL y
lactégeno placentario humano (hPL) en ¢l plasma, Este fenémeno es peculiar, ya que se
podria esperar que ¢l hPL inhibicra la produccion de PRL, como ocurre en otras especies.
Se propone que durante la gestacidn, las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares, se
tornan insensibles a la PRL, aunque csto no ha sido estudiado con el suficicnte rigor. Por
otro lado, también es posible que durante el embarazo, los receptores de PRL (PRL-R) sean
insensibles al lactégeno placentario humano (Voogt, Lee, et al 2001).

Después del parto, la PRL participa en el inicio y mantenimiento de la lactancia, asi
como en la produccién de la leche (Tucker, 1988). Cuando comienza la lactancia, la
succion causa una elevacion de los niveles de PRL circulante, cada episodio de succion
resulta en una liberacion de PRL, que actia sobre las células epitcliales de la glindula -

mamaria estimulando la produccién de leche. Por consiguiente, durante toda la relacién de



-aumento de los sitios dc unién a’ PRL cn a gléndula mamaria. La concentracion de

las crias con sus madres, se manticne ¢l estado conocido como hiperprolactinemia, que en

fa rata s¢ pto]éhkga cuando menos tres semanas (Tucker, 1988; Mephan, 1987).

Estré;,enos
El mcremenlo de la secreclén de estrogenos durante la pubertad y durante la primera

: gestaclon, cs neccsano para’ permitir a las células alveolares de la gidndula mamaria,

rcspondcr postenormcnte ala PRL y a los GC, en la produccién de caseina y el resto de los
componcntcs dc la leche. Si los estrogenos son eliminados del torrente sanguinco, sc
impide la diferenciacion de los alvéolos y se inhibe la produccién de caseina inducida por
la PRL (Tucker, 1988, ver referencias). Por otra parte, la adicién de estrégenos a animales

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

En el caso de las vacas, la inyeccién de Ez y P2 en un periodo normal, induce la secrecién
de leche en un nivel cercano al 70% de la prbduccién de un animal lactante, incluso la

secrecion de lcche sc mnntienc hastii 7d

postenores a la ultima inyeccion de esteroides.

Vveles de estrégenos, provocan un
estrégenos circulantes, va aumentando gradu ' cnte durante la prefiez en la mayoria de los
mamiferos, en vacas, ratas, conqos y cn humanos. aparte de los distintos papeles
fisiologicos que pueden tener cstas hormonas en el desarrollo del producto, incremenlan cl‘
desarrollo  del epitelio mamario, lo que. es. unponante para la unplantaclén de la
lactogénesis y galactopoyesis. Cmosamente,, la concentracién de sitios de unién a
estrégenos cn ratas, ;no'prcs'cn‘tan mayores cambios durante la prefiez, pero durante la
lactancia se incrementan significativamente, no se ha determinado el papel adaptativo de
este fenémeno (Leuhg,‘ ct ‘al :1976). Algo similar ocurre en el cercbro, ya que en cl drea
prcépiicq,f en elhlpotélamoy otras zonas, existen niveles importantes de rcceptores de

estrégenos (Lonéteih; et al 2000). Los niveles de estrogenos bajan considerablemente ¢n las

) hor:ué sigi{i#i’;téfsﬂal} parto, hasta niveles basales, por la posible influencia negativa de la PRL

sobre la aétiyidad del ovario y las neuronas GnRHérgicas del hipotdlamo, porque la

‘placenta se encuentra produciendo importantes cantidades. El estrégeno mas importante en

los mamiferos es ¢l 1 7B-Estradiol, pero durante la preficz, los niveles de estrona y cstriof s¢
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~toman’ muy xmportantes' Después del® parto' la ovarectomia no 1nh1bc la produccién de

leche, por el contruno, en‘ la” rﬁayon’a de las espccles la myeucnén dc eslrogcnos, puudc

: produccxén de leche (Tucker, 1988 vcr rcferencms)

Otras hormonas :
La adrenalectomia, reduce Ios mveles dc produccn(m de leche en los roedores, al

parccer ese efecto se debe a- un deﬁcncnte control hormonat- sobre el mctabohsmo dc

carbohidratos y protefnas, asf como cl balance de électrolnos ('l‘ucl\cr, l988) Las uroxlnas,

son inhibidas al principio de I’ lactancla, pero poco ucmpo despues, se elevan ‘nucvamente

go, Ias vacas seleccmnadas

la secrecién de TSH, exxsten:dudas, ya q' segun rcpones Ia succlén no produce un

', et a] 1979) En el caso dc la msulmn, un aumento subito

B incremento de esta. hormona (Sk
en su concentracién sérxca o una drésllcn calda, provoca la dnsmmucnén de Ia produccxén de
leche, aparentementc, el papcl dc esta hormona no cs sobre la gl{mdula mamana ni en ¢l
ejc hipotdlamo hlpéﬁsns, sino que actua a nivel del higado, provocando cambnos cn la tasa
de gluconeogénesis, ¢ inhibe la lipolisis y la protedlisis en los tc_ndos_}muscular 'y adiposo
(Bines, ct-al 1982)." Los niveles de Oxitocina, son altos durante la,‘éuéciéh y en general se
considera q\ic e‘s:la' principal hormona de la galactopoyesis, aunque tnmbién se ha propuesto
como hberadora dc PRL a nivel hipofisiario. Es importante para cste trabajo, remarcar que

el nucleo paravcntrlcular hipotaldmico (NPV), cs uno de los principales productores de

Oxitocina . .sérica’y que las neuronas oxitocinérgicas, tanto del NPV como del nicleo

msupraéptlco, colocalxzan con receptores a y 3 de estrogenos (Laflamme, et al 1998).



b. Consideraciones sobre la produccién y liberacién de PRL en la
Hipdfisis, papel de la hormona liberadora de tirotropina(TRH).

Las células de la hipéfisis anterior, que sintetizan y secrctan PRL, se conocen como
lactotropos o mamolropos, y constituyen entrc el 20% y el 50% de la hipéfisis anterior,
dependiendo del sexo y del estado fisiolégico dcl animal, la forma en que usualmente se les
identifica, es medxante mmunohlstoqulmxca de PRL (Frcmann, et al 2000) Durante el ciclo
estral, prcﬂcz y lacumcm, la cnnudad de lnctotropos varia segun las concentrac:ones séricas

_dc estrégenos, lendo cl aumcnto de estos, ‘proporcion: as concentracnoncs de la

g hon'nona, presenttindosé‘ altos mveles de prohferac ‘la“ u_luma fasc de la

: pre ﬂcz, g 'unque I prohferuclén se detlene en 1 i

“{'provemcmc es 'cxalmcnle del hlpotélamo, omo : de - los” niveles : de: honnonas séncas

:f. (I‘remann, et al :2000)." Claramcme sc ha demostrado que, el hlpotélarrio; ejerce un control
f mhxbxtono muy unportantc eobre la hberaclén 'de RL 'debldo a la observacién de que al

ehmmnr la comumcaclén"enue el hxpotélamo yla hlpéﬁsxs, por una incisién quinirgica, la

'secrcclén de PRL sc eleva hasta alcanmr niveles estables tras una semana (Bishop, et al

i 1972) Rcsultados sum]ares se-repiten cuando fa hipéfisis se transplanta a otro lugar del

cucrpo como el rlﬂén (Fremann, ct al 2000) y cuando los lactotropos son cultivados in vitro

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

mhibldores de la secrecién de PRL (FIP) (Freeman, et al 2000).

: : La dopamina (DA), es el FIP mas importante, ademas de las evidencias recabadas in

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

" (D2) disminuyen la secrecién de PRL (Gonzalez-Mariscal, 2001), ademas de que la DA se
ha encontrado cn altas concentraciones en la eminencia media y en la sangre portal. Se ha
‘demostrado mediante inmunohistoquimica la presencia de receptores D, en las membranas
de los lactotropos y por tiltimo, la evidencia mas reciente, muestra que el ratén knockout de

D2, gencra hiperplasia en la hipéfisis anterior, asi como prolactinemia (Saiardi, et al.1997).
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TLas’| neuronas que‘producen la DA que se libera hacia la hxpéﬁsns, tienen su origen en los

E nucleos penventnculm'es' del’ h:pouilamo medlo, y en el nicleo arqueado (ARC) (Freeman,

et al 2000).: Duranle 'Ia; ctahcm se ha demostrado que el tono inhibitorio disminuye, y
disminye el numero de receplores de DA en los lactotropos. Las causas son multiples, sin
embargo el elevado nivel -de estrogenos, actua a nivel del hipotalamo, estimulando la
produccién de péptidos opioides, que inhiben la secrecion 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 disminucién de la responsividad dc las neuronas
dopaminérgicas, a la retroalimentacion negativa que usualmente cjerce la PRL sobre estas
(Arbogast, ct al 1996).

Una vez que la inhibicion dopaminérgica queda reducida durante la lactancia, los
lactotropos pueden producir PRL en altas concentraciones (Close, et al 1997; Soaje,
DeDinasso, et al 2002), entonces entran en juego los llamados FLPs (factores liberadores
de prolactina). Uno de los grandes retos de la neuroendocrinologia, ha sido la busqueda del
FLP principal, recientemente, un grupo presenté el hallazgo de un péptido en ¢! cerebro,
que ecra capaz de liberar PRL, ademas de que receptores clonados en la hipéfisis, sin
ligando conocido, parccian ser los receptores propios de los péptidos recién descubiertos;
sin embargo, pronto se¢ mostré que estos péptidos no actiian como liberadores de PRL, ya
que sus neuronas ne incrvan la eminencia media, ni la hipofisis directamente (Jarry, et al
2000). Previamente se habia demostrado la cxistencia de diferentes factores resguladores de
la PRL. Entrc las sustancias inhibitorias, las mas importantes parecen ser DA (Ben-
Jonathan, et al 2001rcferencias) y GABA (Komblat, et al 2001), mientras que cn las
cstimulatorias, se encucntra ¢l péptido vasoactivo intestinal (VIP) (Apfclbam, 1998), la
Oxitocina (Johnston, et al 1988), la serotonina (5-HT) (Apfclbam, 1998) y la TRH
(Haisendeder, et al 1992). El metabolismo de GABA y DA disminuye durantc la lactancia
(Ben-Jonathan, Hnasko, ct al 2001; Komnblat, Grattan et al. 2001), mientras quc la succidn
cstimula principalmente la secrecion de oxitocina, vasopresina (VP), serotonina y TRH (
Frecman, et al 2000 ver refercncias).

La TRH fuc originaimente aislada como un factor hipofisiotropico que estimula la
seerecion de TSH desde los tirotropos de la hipofisis (Guillemin, 1965). Subsecuentemente,
la TRH ha mostrado ser un potente liberador de PRL cn los lactotropos, de manera dosis
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dependiente, tanto in vitro, como in vivo (Blake, 1974; Haisendeder, Ortolano, ¢l al:199_2).
Gran parte de las células inmunopositivas a TRH que proyectan hacia Izri'emrihcflci'a'media,
estan en la seccién parvocelular del NPV hipotalamico (Brownstein, 1982). La TRH, es
secretada cerca de los vasos portales hipofisiarios (Fink, et al 1982) y sus lfeceptoi'es estan
presentcs tanto en tirotropos, como en lactotropos (Hinkle, et al 1973). ‘A su vez, la
inyeccion de antisueros contra TRH, inhiben significativamente la secrecion de PRL. Estos
hallazgos, propusieron a la TRH, como un factor liberador de PRL (Freeman, ct al 2000).

La liberacién de la TSH y PRL por medio de la TRH, esta disociada. La TSH sdlo
parece mostrar pequefios cambios en su patron de liberacién, o practicamente ninguno,
cuando se da el estimulo de succién en ratas, mientras que la PRL, si responde
significativamente a éste (Rinskid, et all984). La inyeccion del antisucro de TRH, o
inmunizacién pasiva, puede suprimir la liberacién de PRL que sc da durante el proestro,
mientras quec en la succién, la liberacién de PRL se ve disminuida significativamente (De
GrefT, et al 1987), esto muestra una participacion significativa de la TRH en la secrecién de
prolactina que se da tras la succion, sin embargo, pone en evidencia que la TRH no es ¢l
unico factor estimulador de PRL con relevancia en la fisiologia de la lactancia. La TR
puedc también afectar la secrecion sérica de prolactina, afectando otras partes del sistema
nervioso central. Se ha reportado que la administracion central de TRH inhibe la secrecion
de PRL, mas ain, con la administracién directa sobre las ncuronas tuberoinfundibulares del
nicleo arqueado (Ohta, 1985). Ya que sc han detectado fibras TRHinmunopositivas que
proyectan del NPV al ARC, cxisten bases morfologicas para sugerir una intcraccion directa
entre la TRH y la DA a nivel hipotalimico, con influencia sobre la sccrecién de PRL
(Freeman, ct al 2000).

Sc han realizado diversos estudios sobre la respuesta del TRH al estimulo de
succién, se ha obscrvado por cjemplo, que la cxpresion del mRNA de TRH mucstra un
incremento transitorio en el NPV durante ¢l estimuio de succién, mostrando un pico a los
30 min y una restitucion de los niveles inicialcs a los 60 min, micntras que las
concentraciones del péptido de TRH en ¢l hipotdlamo medio basal, disminuye hasta tener
sus valores mas bajo a los 60min (Uribe, ct al 1993). Por otra partc, se ha obscrvado que
durante la lactancia, el nivel del mRNA dc TRH en cl dia 15 en el NPV, disminuye con
respecto al dia 18 de la preficz y el dia del parto. Sin embargo, los niveles peptidicos de
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"TRH:en-la cmmencla,medla, se mcremcman ‘a partir del dla "5 hasta ‘¢l dia 15,
mantcméndose hnsta el destcte Esta tendencla, comclde con la de la PRL cuculnme (Uribe,
etall991)
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"2,- Generalidades sobre el receptor de estrogenos(ERq)

a.- El grupo de los receptores esteroideos:

Figura 1. Esquematizacion de lua
cristalografia del receptor a de
estrégenos dimerizado unido a E;. En la
parte inferior se tiene la zona F que
corresponde a la c-terminal, abajo a los
extremos, en una esfera se esquematizan
los dedos de Zinc, el extremo superior
Srontal, se ven las N-terminales. Tomado
del Protein Data Bank.

Los receptores esteroideos, son una familia de  proteinas que hacen dc factores dc

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

' :’receptores de progesterona (PRs), andrégenos (ARs), estrogenos (ERs), glucocorticoides (GRs)

'y mineralocorticoides (MRs), los estudios filogenéticos modernos, han evidenciado quekpro_cgdcn

i B de'un ancestro comun (Evans, 1988; Weigel, 1996). Son también funcional y ﬁlogenéticdmcnle

* cercanos a los receptores para hormonas tiroideas (TRs), retinoides (XRs) y vnamma D, ademis

" ’'de un nutrido grupo dec proteinas, conocidas como reccptores huérfzmos, cuyos llgandos y

actividad biologica, son atin dcsconocldos (Escnva, et al 1997 Evans, 1988; Thornton, 2001).

Estos receptores, ticnen importancia ﬁsloléglca como acuvadores o represores de la transcripcion

en -muchos - procesos ﬁsnoléglcos,,mcluyendo al rcgulacnén del desarrollo, metabolismo, y

reproduccién (Evans, 1988).;Loksk lﬁcccptorcs esteroideos tienen la caracteristica de que sc unen a
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protefnas de choque térmico, que incluyen las hsp90 (proteina Heat-shock de 90kDa) y hsp70 (de
70KDa) (Weigel, 1996). Estos complejos pueden ser citoplasmicos o asociados al nicleo, en
ausencia de ligando el GR y el AR, son predominantemente citoplasmicos, mientras que el PRy
los ERs, son predominantemente nucleares (Weigel, 1996). La unién a ligando deriva en la
disociacién de las proteinas de choque térmico, la dimerizacién y la unién a elementos génicos
especificos de respuesta a esteroides, la secuencia consenso es un palindrome separado por tres
nucledtidos, los GRs, PRs, ARs, y MRs, se unen a la secuencia AGAACAnnnTGTTCT, los dos
receptores de estrogenos, se unen a la secuencia AGGTCAnnnTGACCT (Weigel, 1996;
Pettersson, 2001). Aunque existen otras secuencias para cada receptor, a las que se pueden unir
solos, o en interaccion con otras proteinas (Kushner, Agard, et al. 2000; Paech, Webb, et al.
1997).

b.- Estructura y localizacion de los receptores de estrégenos

Las proteinas de la familia de los receptores esteroideos, se han dividido en tres dominios,
que consisten, en una region altamente conservada ¢ de sitio de union a DNA constituido por dos
motivos con Zn'* y dos regiones menos conservadas. La region amino terminal del doﬁﬁnio de
unién a DNA, exhibe gran variabilidad en las secuencias, entre las distintas protefnas de la
tamilia (Evans, 1998; Petterson, 2001; Weigel, 1996). ‘

lAmino terminal , unién a DNA(AF-T) [Unibn DNA I Bis. l Unién al Tigando (AF-2) -~ - .- o I F I g

OS - rcccptorcs,

Este esquema gencral, ha sido obtenido dc muchos cstudlos
mediante deleciones especificas, la tnica reglén altamente conser ;

la familia, es el sitio de unién a DNA, el resto ‘de las reyones puedcn ser anables en los otros

receptores, careciendo de ella, o mcluso con otras mas. Los estudlos dc deleclon, han mostrudo
que la porcién del receptor rcquenda para la umén a DNA, es muy larga con cerca de 25kDa.
Para hgandos esterondcs, cstudlos de afinidad muestran que el estermde mteractua con cecreca de
.~ 100 resrduos La reglén de unién a ligando, lnmblén cuenta con smos muy unportantes para la
rcgulamén de_la dlmenmclén, cnstnlogmﬁa de rayos x de GR y ER, revelaron este hecho
(Weigel, 1996). -
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Tanto la region N-terminal, como la C-terminal, resultan Jlrasqéndéntcs para.- la
transactivacién, estas regiones sc llaman AF1'y AF2 (activation function) (Evans, 1988; Kushner,
ct al 2000). La regién que se considera determinante para la localizacién nﬁclcar, es la Hlamada
regién bisagra, entre el sitio de unién a DNA, y el sitio de unién a ‘ligm;dio,kesm regioén también
participa importantemente en la unién con las Hsp (Weigel, 1996). Muchas evidencias, sefialan
que la unién al ligando, cambia la conformaci6n y la hidrofobicidad del receptor (Weigel, 1996).
Muchos grupos de investigacién, han analizado el papel que puede tener la fosforilacion en la
activacién de los receptores de estrégenos, dos grupos de investigacion han reportado una
fosfotirosina en el aminoacido 537 del ERa, que se encuentra en el sitio de unién a ligando, otros
grupos no han detectado fostotirosinas, pero han identificado fosfoserinas en el ERa de células
COS in vitro, cncontrando ademas, que la secuencia Ser-Pro es el mayor sitio de fosforilacidn,
cuando sc da la activacion mediada por ligandos (Weigel, 1996). Otros grupos han mostrado que
¢l tratamiento de los ERs con fosfatasas, decrementa su unién al DNA y que la fosforilacion de

337 es importante para la dimerizacién del receptor y para la unién al DNA. En conjunto,

la Tyr
estos estudios que se han realizado mediante deleciones especificas, muestran que la fosforilacion
de los ERs, puede regular su papel transcripcional y su unién a DNA, aunque no existe una clara
certeza sobre este hecho (Weigel, 1996). :
_ Los primeros métodos utilizados para identificar el receptor de estrégenos, se
“.desarrollaron utilizando ligandos marcados con Tritio, [H]3 E;, visualizando los smos de unién

mediante granos de plata precipitados por autoradiografia, esto se remonta a 1962 cu.'mdo se

mostré que existian moléculas bioldgicas tanto en el citoplasma como en los nucleo" que tcman
gran afinidad por los estrégenos (Evans, 1988). La primera medici6n de los mvelers, dve‘recep:lorcs
de estrogenos en el tejido nervioso, se mostré también mediante ligandos marcados con H*. El
rango de coeficiente de disociacién (Kd) determinado, fue de 0.1-1x10”M; en el h|pot.’1lamo yen
la hip6fisis (Clark, 1983). En 1996, se cloné de la préstata de rata, una proteina q'tiergum"dnba
fucrte homologia con el receptor de estrégenos, y posteriormente se demostré que dicha proteina
era un nuevo receptor para los estrégenos, encontrandosc ademds en el cercbro, Utero, ovarios y
epididimo. El receptor recién descubierto, se llamé receptor beta de estrogenos (ERB), el que
anteriormente era conocido solamente como receptor de estrogenos, pasé a denominarse receptor

de estrogenos a (Pettersson, 2001).




La estructura (icl ERa, ha sido determinada por medio dc cristalografia en varias
ocasiones, en unién con distintos ligandos endégenos, asf como en firmacos agonistas y
antagonistas. El primer reporte de la estructura mediante cristalografia, fue en unién con estradiol
17p (E2) en el sitio de unién al ligando (LBD), posteriormente se ha hecho con el antagonista
raloxifen, el antagonista dietilstilbestrol, el antagonista tamoxifén y el fitoestrogeno genisteina,
que es antagonista del ERa y agonista del ERpB (Pike, et al 2000; Shiau, et al 1998). El sitio de
dimerizacion, -incluye cerca del 14% de toda la superficic monomérica accesible en ambos
receptores, la interfase es dominada por las a-hélices H11 de cada mondémero, que interactian
por medio de residuos hidrofébicos conscrvados en la zona amino terminal, tal vez sea por esta
razon, que sc ha demostrado la existencia de heterodimeros entre el receptor o y el receptor B,
aunque la posible actividad funcional de estos, aun estd por determinarse (Pike, ct al 2000). La
mayoria de los ligandos posibles de los ERs, comprenden tipicamente dos grupos hidroxilos,
separados por una rigida region hidrofébica, y un grupb fendlico (Pike, Brozowski, et al.2000;
Shinu, et al 1998). La cavidad de unién a ligando, esﬁi formada por cinco a-hélices, el
reconocimiento de ligando, estd determinado por. una combmacu‘)n de puentes de hidr6geno, y
una serie de residuos hidrofébicos, que determman una cavndad no polar dentro de los ERs (Pike,

et al 2000). Los antagonistas del receptor, como ‘el ralomfen, sc acomodan dcntro de esta cavidad,

pero su larga cadena desplaza una de las u héhces, éso cambla la e%tructurn del AF-2, lo que

impide ¢l acoplamiento con las protefnas concuvndoras (thau c> *al 1998) Hay una diferencia de

cuencla de esto, tienen distinta

dos amino4cidos en esta zona entre el ERa y ¢
afinidad con distintos ligandos, solo” 'cn cl‘ : na, el ERB ticne de 7 a 30 veces
mayor afinidad que el ERa (l’ik(“:‘k{;‘:t 001) Los coactivadores mas

conocidos, la familin de los p160, ¢ n la wnn de AF-2 de manera ligando

dependiente en un motivo llamado NR- X L lo cual ha sido determinado por

mutagénesis y cristalografia (Kushncr, et al 2000) te una estructura en forma de surco
hidrofobico, donde interactdan directamente los concuiadores, esta estructura solo tiene afinidad
por los coactivadores cuando estd cn contacto con el LBD, produciéndose asi un sujetador de

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

Los rcceptores de estrégenos, se han: localizado en gran cantidad de tejidos, tanto por
radioligandos, como por hxbndncnén in sxtu ¢ inmunohistoquimica (McEwen, et al 1999). El

receptor a ¢s el mas nbundant

r partc del organismo de los mamiferos, se encuentra
en el ltero, en los ovarlos,k ] : cl hi[,ado, en el tejido dseo, en los endotelios,
pulmones, vcslcula scmmal (cstfculos, gléndula mamaria, muisculo liso, en epitelios y en el -

sistema nervioso ccntral El rcccplor B, se encucntra en menor cantidad que el «, sc locahza cn

bos sexos, en el timo, los pulmones, el corazén,

todos los tejidos del sxstcma rcproductor d :

rtcza ad:cnal y también en el snslcma ncmoso :

como cn humanos (Kruijver, et al 200]) Ambos receptorcs de estrégcn

largo de todo el sistema nervioso central de la rata, comcldlendo con 1o

¢l cercbro anterior, la retina, el cercbro medio, ¢l posterior yen I médula espmal Las zonas'k" -

corticales, ticnden a mostrar mayor densidad de receptores 3, mlcntras que la mayor dlS nbumén W

de los receptores a, se da en el hipotdlamo y en las zonas del sistema limbico, salvo en el
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hipocampo, dondc cl B “es prcdomm:.mtc hn el drea prcépuca, se c.ncuentra.n los dos txpos de
receptores en altas proporcnom.s, en lamo que en el nucleo paravemncular Iupomlnmxco, se ha
reportado que ¢l predominante es el 8, mnenlras quc cl u uende a cxpresnrse en la zonn dorsal' ;
parvocelular, en la zona parvocclular antenor, enla’ zona penvcmncular yenla pnrte fornlceal de -

dicho nucleo. El receptor B tiende a encontrarse en mayorcs proporc:oncs en el cerebelo, mlemms

que el receptor a, se encuentra mis representado en el bulbo raquideo En Ia hlpéﬁSls antenor, se_
ha mostrado la existencia de receptores o, mientras que no hay datos que conﬁrmen Ia prescncxa v
del receptor B en dicha glindula (Shughrue, et al 1997; Luﬂamme, et al 1998 LI, et al 'v
1997). s e

c.- Funcién transcripcional del ERa

Sc ha determinado, que ambos receptores de estrégcnos tlenen un lmportantc papcl

transcripcional en diversos tejidos, modulando una buena canlldad de genes entre ellos algunos'~ .

muy importantes para ¢l sistema nervioso central y la reproduccnbn, por e_|cmplo el dc la
vasopresina (VP), el de la hormona liberadora de comcotropma (CRH) el’del reccptor de
omocma (OT-R), el receptor 2A de scrotonina (5- H'l z/\) y ‘el mismo ERct (McEwen. Alves, ot

- al."1999; Donaghue, et al 1999). Las proteinas coactivadoras, incluyen tres proteinas-distintas,

perténcciénlcs a la familia de p160: SRC-1, TIF2 y AIB1, asi como las acetilasas de histonas,
"CBP 'y p300, aunque posiblemente SRCI y AIBI, también tengan intrinsccamente actividad
» nceﬁltmnsfcmsa de histonas (Shang, ‘et-al 2000; McKenna, 2002) y la RNA helicasa p68
. (Kushner, et al 2000).

= jkAck:tivacién transcripcional mediada por lfga.ndos

El Ilgando nutural (Ea, estrom (E1) o estriol (E3)) se une al ERa en el sitio de umén a hgnndo,
i que es el domuuo carboxilo terminal. Los factores p300, p160 y pbp se unen nl domlmo AF-2 del
.reccptor y se da la acetilacién dc la histona, volviendo la cromatina mas accesnble (Chcn. et al

‘11999) La RNA polimerasa II en su forma competente para la iniciacién de la trasncnpcnén no

: fosfonladn, es reclutada por p300, que sin embargo, no vuelve a participar en la reiniciacién del
- proceso. La RNA polimerasa [, es fosforilada por las cinasas CDK7 y CDK9, volviéndose
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) compclcntc para la clongaclén del lmnscnto. P160 y p300 son sustituidos por CBP y pCAF El
V“j,VClCIO se rcmlcla “constantementc - pcro sm a part:cnpacnén de p300, mientras el h(,ando se
'mnmcngu interactuande con el receptor (Shang, et al 2000). El comienzo de la transcrlpc:én‘
* desde la unién al ligando, comienza aproximadamente a los 45 min, y pucde prolongarse por mas
. de dicz horas, ' segiin la cantidad de ligandos disponibles en el citoplasma, este ciclo se ha
determinado mediante la utilizacién de inmunoprecipitaciéon contra las distintas proteinas y con

northern blot, contra distintos transcrilos derivados de la actividad del ERa (Shang, et al 2000).
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Flgura 3. Este esquema muestra la regulacion de la transeripcion, mediada por el receptor de

‘f ‘cstrégcnos, los distintos coactivadores y la polimerasa 1 (tomado de Shang, ct al 2000).

- El ciclo de activacion de la transcripcion mediado por los ERs propuesto por Shané, Hu, et
al.” 2000, sc considera tnicamente sobre sccuencias de DNA llamadas elementos responsivos de
estr6gcnos (EREs) con los que el receptor interactia directamente mediante el sitio de ’unién a
DNA del receptor, micntras que é#istcn otras vias, por las cuales, los ERs no s¢ unen al DNA
(Kushner y Agard, 2000). La mn@;:ncia ‘de los receptores de cstrégenos, sobre genes como ¢l de
la ovoalbimina, la colagenasa y elr:‘farctyqr de crecimiento tipo insulina 1(IGF-1), se da mediante la -

interaccién con un sitio del piomotqr; la accién de los ERs sobre la ciclina D se¢ da mediante la
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unién a un clemento tipo CRE, al que también sc unc ‘directamente un dimero de Jun y ATF. Los
receptores de estrégenos también pueden favorecer la actividad de promotores que son ricos en
motivos GC, en cajas CCAAAT y en sitios SP-1- y NF-Y, sin embargo a la fecha no son
conocidos con precision los factores de transcripcién, que pueden mediar la accion dc los
receptores de estrégenos sobre estos promdtores (Kushner, et al 2000). Estos hallazgos, elevan la
posible influencia de los receptores de estrédgenos sobre un gen dado, como en el caso de este
trabajo es el TRH, ya que se muestra la participacion de los receptores de estrégenos activados, a
través de otros factores y no mediante la influencia directa sobre un elemento responsivo del
DNA, con ¢l que muchos genes no cuentan (Kushner y Agard, 2000) la posible participacién de
los receptores de estrégf:ﬁos cn Ia trariscripcién del gen de la TRH, se discutird en un capitulo

posterior.
La activacion ligundo-indc;’)éndie'mc del ERa

Estudios recicntes, proponen que el ERa puede ser activado por vias diferentes a la
activacion clasica por medio de un estrégeno (Hart y Davie,'200'2; Cenni y Picard, 1999). Un
estudio in vitro con células HeLa, mostré que en ausencia de Ez, con un medio que contenia
factor de crecimiento epidermal (EGF) y monofosfzité de adenosina ciclico (cAMP), se
expresaban significativamente gencs reporteros estrégeno responsivos, sin embargo, su expresion
era inhibida por la presencia del antagonista del receptor de - estrégenos 1C1164384, ya que
mediante su interferencia con los dominios de activacién, no es posible su correcto acoplamiento
con los coactivadores (El-Tanani y Grecne, 1997). Estos experimentos, muestran que el ER
pucde ser activado por fosforilacion, mediada por la prolefna cihasa dependiente de cAMP (PKA)
y por medio de la proteina cinasa activada por n‘ﬁt{)gbebnos' k(MA‘PK).V lje este modo, se puede
concluir que reccptores de neurotransmisores actiyados ';")or ‘p‘rbbtvcri‘(vms G, como el dckdopamina, y
receptores de factores de crecimiento, que activan'la“vfra',dé seﬁnhzacnén de las MAP, pueden

activar el receptor de estrégenos (Hart y Davie, 2002; Cenni y Picard, 1”999). '
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Figura 4. Esquema de la via de activacion de los receptores esteroideos por medio de ligandos, del
lado izquicrdo, y por medio de factores de crecimicnto, neurotransmisores y ciclinas, del lado izquierdo
{Cenni, Picard, 1999).

¢ Activacién independicnte de ligando.

Estudios preliminares, reportaron que la ndm:mstracnén dc dlbutml-cAMP podfa

~ mimetizar Ia actividad de la progesterona, induciendo cl comportamncnto scxual y reproducuvo

en ratas hembras ovarectomizadas, indicando que agcmes quc elcvnn la canlxdad mtrucclular de
cAMP y activadores de la PKA, pueden ufectar la actmdn Ade los r ept es estcrondcos (Cenni

y Picard, 1997; Mam, 1994; Mani, ¢t al 1997) Incluso se.( d anle quc la dopamina

agonistas cn presencia de DA, (anto en los GRs como en los ERs Existe algin debate sobre la

naturaleza de esta activacién, algunos mvcstxgadores ‘consideran que ¢l mecanismo por ¢l cual se
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“da este cambio, es todavia clusivo, éunquc los receptores esteroideos son ‘fosfoprolcinas y lavia

de la PKA produce la activacién de los receptorces, lo que hace hipbtetimr que se da un proceso
de activacion, similar al de otfos factores de transcripciérrlvcomo CREB mediante fosforilacion
(Aronica, et al 1993; Mani, 1994; Mani, et al 1997). En otros reportes, estas vias no afectan el
estado de fosforilacion de los receptores, argumentando que la mutacién de los sitios de
fosforilacién de los receptores esteroideos, solo afectan su respuesta al cAMP de forma parcial
(Cenni y Picard, 1999; El-Tanni y Green, 1997). Otros autores, consideran que la fosforilacion de
los AF-1 de los receptores mediante estas vias, puede activar la transcripcién (Kato, et al 1995;
Mani, ¢t al 1997; Mani, 2001). En el caso concreto de los ERs, se ha demostrado que el cAMP
puede activar su funcién transcripcional en presencia de antagonistas como el tamoxifen, lo que
ha causado serios problemas para las quimioterapias basadas en antagonistas dc estrogenos
(Fujimoto, Katzenellenbogen, 1994). Los datos disponibles, muestran que el posiblé blanco dc la
seifializacién por DA, csta en el dominio de unién a ligando de los receptores, dentro de la Lona
AF-2 de los mismos (Cenni y Picard, 1999).

Finalmente, también sc ha discutido la posible activacién dopaminérgica por medio de las
vias dependientes de Ca'*, mediante la activacion de la PLC (fosfolipasa’ C) membranal se
producen DAG(Diacil gliccrol) e lnositol-l 4-5-trifosfato que abren canales de Ca*', tanto
membranales, como del reticulo cndoplasmnco yla mitocondria, aumentando conslderablemcme
la concentracién de iones de Ca cnoplasmlcos, activando la proteina reguladora Calmoduhna,
que activa cmasas que .. fosfonla.n al factor lmnscnpcxonal CREB, por lo que. se plcnsa que

también pucden acuvar los' eccptores csteronde.os por medio de fosforilacion (Powcr y: Mam, ct ‘al

muestra el p051ble rol del cAMP y la fosfonluclén en los'rcccptorcs

: 1991) Un cxpcnmenlo

concluyendo que el cAMP, induce la activacion de los receptores de e

antagonista de estrégenos a estas prucbas, los efectos positivos se revir o' mismo ocurrié

con un inhibidor de cinasas, estos resultados, implicarian que ¢l gen‘rcbbnéro realmente cstaba
respondiendo a ERs activados y que esta respuesta era por medio de una cinasa, presumiblemente
por la PKA (Aronica y Katzencllenbogen, 1993). De ser correcto este’ experimento, se muestra

claramente la sensibilidad de los ERs a la via de transduccién de la dopamina y de otros
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ncurolransmtsores, como la scrotonina (5- HT) y la: aceulcolma (A(_h) lo cual cs dc lundamcntal

xmporlnncm, para exphcar las posﬂ)les lmpllcncloncs ﬁsxoléglcab en eI ccrcbro de los rcccplorcs

de cstrégenos cn ausenc hgandos .

'b : Acllvaclon me lada por factare.s a'e crec:mwnlo peplldlcas g

Las mteracclones enlrc las vias de seﬁallzaclén de los factores de crecimicnto peptidicos
g y los rcceptores esteroidcos, se mostraron evidentes con la descripcién del efecto estimulatorio
“%- del factor tipo insulina 1(IGF-1) en los ERs, cn ausencia de hormonas, incluso sc han descrito
- rr;uchas péblncioncs ncuronales, que coexpresan ERs y el receptor de I1GF-1 (Cardona-Gémez,
,2‘000).>'Los ERS. son blanco de fosforilacién de las MAP cinasas, in vitro, y son activados por
vnrios,' factores ‘de crecimiento que activan la via de las MAP (Aronica, ct al. 1993; Cenni y
Picard, 1999). Se ha determinado que factores de crecimicnto como IGF y EGF, pueden
desencadenar una via de transduccién mediada por la activacién de Ras, Raf, MAPK y MAPKK,
que tiene como consecuencia la fosforilacién de ia serina 118, que se encuentra en la zona amino
terminal, en el ‘dominio - AF-1, activando de esa manera el ER. Esta fosforilacion, es
indispéns&ble para esta via de activacion ligando-independiente, ya que cuando cste residuo es
susmmdo por alnmna, se anula dicho efecto-a (Kato y Endoh, et ul 1995)
» Aunque la dependencia del dominio AF-1 para que se de la acuvuclén, csté demostrada,
; 'rcportes recientes, indican que el proceso es probablcmente ‘més complejo de lo que s¢ pensaba,
nientras quc cn ‘las lincas COS-1 si

ﬁnén de rata, el ER-a cs

o yu que en células de neuroblastoma de ratén, esto no upl'
lo hace, incluso se ha encontrado que en células’ endoteliale
t.nlc de MAP cinasas, y de la

activado por el EGF, sin embargo, el proceso parcce
fosforilacion de la serina 118 (Aronica, 1993) Esti}is’
activacién ligando-independiente "de . los - ERs por

uestmn que aunque existe una

edxo de “factores de crecimiento, los

mecanismos y vias por los que sc. da el fcnémc.no son lcjldo dependientes. La relevancia
fisiologica de la activacion hgando mdcpendlemc por estc medlo, se pone de manifiesto cuando
se denota que de esta forma, s¢ imitan los ‘efectos ﬁslolbglcos de los estrégenos, a lo largo de
todos los tcjidos donde se encuentran los receptores, en ausencia de ligandos (El-'] ‘anani y Grcnn,
1997). :
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-3.= La distribucion de la TRH y su regulacion génica.

"~ La TRH (hormona liberadora de tirotropina) es un tnpéplldo, confomlado por un
‘pu'oglutarml, histidina y prolina amida (pGlu-Hls-ProNHz) La TRH se axslé en 1965 a
pnmr del cerebro de cerdos y ovejas (Gunllemm, 1965) “La 'I‘_RH se-ha descrito en toda la
escala de los vertebrados y se ha encontrad' en
'descnblb como una hormona que podia’ esnm
hrpéﬁsxs, en donde se le han detectado

secretan tirotropina. Sin embargo

iversos vte_]ldos Ongmalmeme se le
'6n de la nrotropma (T'SH)enia

e receptores, en las células que

o ha detectﬂdo en diversos sitios dcl
sistema nervioso central y se le- ha relacxonndo 'con dxstmtas funciones fisiolégicas, y
distintos patrones de comportamiento (Mctcalf y Juckson, 1989)

Hasta ¢l momento se ha encontrado s6lo un gen ‘de TRH en ¢l genoma de larata y
del humano, La unidad transcripcional dc la TRH de la rata, se cxucnde 2.6 kilobases, ¢
incluye tres exones interrumpidos por dos intrones. El primer exén codifica para la region
no traducida del mRNA en el extremo 5°, el ex6n 2 codifica para ¢l péptido sefial, y la
mayorln de! péptido aminoterminal, ¢l exén 3 codlﬁca lo que queda de la secuencia no
traducida del proTRH (Lee, 1988). : ;

El desarrollo de antisueros especificos comra la proTRH formas extendidas de TRH
y.un nimero de secuencias de péptidos mtennc ios que no ticnen TRH, han permitido -

dilucidar el procesamiento de la proTRH (Lec ; Jackson, 1982) El procemento dc la

o proTRH es tejido especifico, cn el NPV hxpotnlxirm ; ‘de la rata, ocurre répldumentc en el o

soma de las neuronas, esto es evxdencnado por la o’ deteccxon de mmunoreactnvndad parar'
péptidos extendidos. Por otro lado’ Jen’ e] ‘bulbo olfatorio se pucde detectart
inmunoreactividad para varios de los péptidos extendldos e intermedios (Lechan, l986). e
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 tilamo, en el cerebelo, en los ndcleos de rafc y en la zona dorsal dc:laﬂ
médula cspinal (Sgerson, 1987). La mis conocida y estudiada zona de distribucion d,e:kla‘
TRH, es el hipotdlamo, donde se ha detectado en el 4rea predptica, en el hipo’té_lamo'
anterior, en el nicleo arqueado, en el niicleo dorsomedial hipotalimico y en el nﬁcled :
lateral hipotalimico (Lechany Jackson, 1982). ‘
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" La TRH esta presentc en gran ébﬁﬁaaﬁéih en &(Jin'és:(juié terminan en la emincncia
media hipotalamica, en la zona de contaclo neurohemal del sistema tuberoinfundibular.
Las terminales ax6nicas inmunoreactivas se encuentran pnmanamente en la region medial

dela zona externa de la eminencia medla, y en una cercana aposicion a los vasos capilares

del sistema portal. Algunos axones se exuenden ’kmﬁs alld distalmente, terminando en la
hipdfisis posterior, mostrando un caracter{stlco patrén de inmunoreactividad tipo racimo
(Lechan y Jackson, 1982). i :

Los somas neuronales que onglnan los axones terminales de la eminencia media, se

encuentran mayontanamente ‘en ‘el nucleo paraventncular hipotalamico, que esta

compuesto por dos grandes ol ivisiones magno y parvocelulares. La division

magnocelular, se de a's “ subdivisiones, y la parvocelular en cinco
subdms:ones : (Akl neuronas magnocelulares que muestran

; bre la emmencm media y la hip6fisis posterior,

dnwslones parvocelulares dcl nucleo paraventncular "hlpo' Jldmi

escencialmente en las células p.xrvocelulares medlales y pcnventnculnres. de la zona media
¥ la zona posterior del NPV (Lechan, ct al 1980)

A pesar de que muchas células en el NPV hanv mostrado que conticnen mas de un

neuropéptido, las neuronas que sintetizan TRH no expresan otro péptido. Sélo en algunos

raros casos, s¢ ha mostrado que coexisten la TRH y ‘la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) y la neurotensina (NT) (Lechan, et ‘al” 1983) y el transcrito regulado por cocaina y
anfetamina (CART) (Fekete, 2000). El nucleo pamvemncular estd poblado con ncuronas
" adyacentes a las células TRHérgicas, que producen otros neuropéptidos, ademas de que el
NPV recibe numerosas aferencias de otras regiones del diencéfalo, del telencéfalo y del
tallo cerebral. Se conoce evidencia morfologica de la presencia de axones
“catecolaminérgicos en asociacién siniptica con neuronas TRHérgicas en cl NPV.
Utilizando antisueros contra las enzimas que sintetizan las catecoloaminas, especialmente

contra Jas que sintetizan epinefrina y norepinefrina. El NPV recibe una fuerte inervacién de
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) estos axones en su parte ‘medial’y’ penventncular El orlgen de los nxones “qie forman
sinapsis con las neuronas TRHérgicas - neuroendécnnas,‘ es ‘en ~las poblac:oncs
calecolammérglcas del bulbo raquideo, To que ha sndo conﬁrmado mcdmntc estudios
elcctroﬁslolét,xcos (Metcalfy Jackson, 1989). - B

En el nicleo medial predptico, se ha descnto que las neuronas TRHérgicas, pueden
contribuir a la regulacxén de la temperatura corporal (Chon, et al 2002). La TRH atentia el -
efecto hipotérmico del pentobarbital, del etanol y de otros péptidos, ademas de inducir el

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

uéhdo'cs inyectado en ‘el drea predptica, decrementa la actividad de las neuronas sensibles

calor e mcrementa la actividad de las neuronas sensibles al frio. Parte de la respuesta de
TTRH a la hjpoterrrua, sin duda sc debe a su papel en la liberacion de la TSH, mediada por

euronas del: NPV aunque Ja mediacién catecolaminérgica sobre el niclco medial
C pucdc ser de suma importancia, dado que la inyeccién de pirdgenos en el
h 1pot:ilamo puedc, provocar elevaciones en los niveles de TRH pre6ptica (Hon, et al 1988).

‘La retroahmcmacnén negativa de las hormonas tiroideas sobre la TRH del
hxpotalamo ha sido el punto de inicio del estudio del promotor del gen de la TRH (Burbach
Pcter, 2002) Se ha identificado que el gen de Ia TRH es rcspons 0'a otros receptorcs

hnuclcares distintos al de hormonas tiroideas (I‘ HRs), el éfecto “del receptor del’ écido

ke retinico sc ha investigado en el gen de la TRH de’ ratén, ‘encontré.ndose que mantiene una

regulacién en la expresién de la TRH: (Burbach y Peter, 2002) Los receptores de

glucocorticoides pueden inhibir - la exprcsnén de’ ln,’ RH in"vivo, aunque in vitro la

incrementan, cl sitio de unién al receptor dc glucocomcmdes, es importante para la
modulacion del gen de TRH por medxo de el receptor GR y una serie de cofactores no
identificados. Se ha observado que los GRs pueden de manera importante activar el gen de
la TRH in vitro, asi como -el factor CRE y. el complejo AP-1. EI AMPc puede
sustancialmente aumentar la actmdnd del prorhbtor de la TRH, mediante la via de la PKA,
y activacién del factor d; tr;mscnpg:;(m CREB (Luo y Wang, et al 1999). El sitio de
respuesta CRE se sobrelapa con ¢l sitio de respuesta a hormonas tiroideas, por esta razon se
ha sugerido que la inhibicion. de' CREB para unirse con esta regiébn por medio de las
hormonas tiroideas, pucde scr el mecanismo de la regulacién negativa dependiente de la T
del gen de la TRH (Wilber y Xu, 1998). El promotor del TRH tiene a su vez un sitio de
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'umén a prolcinas de upo VTAT;‘y un smo de’ umén llamado SP-1, que también’ rcspondc a

lns prote(nas STAT estas protelnas pcr(cnccen a una via de transduccn()n, que responden ‘a

reccplores de lu'osma cmasas, como los' de varios -factores de crecimiento peptidicos

S (Harns, et al 200!) A la fecha no’se ha detectado’ ningun sitio de respuesta espcc(ﬁco para
el receptor de\" strégcnos, pero todavia no se descarta esa posibilidad. De cualquier manera,
k el rcccptor cuema con cajas CG y con el sitio AP-1, que spn sitios’ donde pueden

lmemccnonnr los rcceptores de estrogenos.
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- drea preépuca medial

que los rcceptores a de estrégenos, tienen un

: rclevante papcl enel es blec:mlcnlo y contmuldad dela conducta maternal en los roedores.

: Estudlos llevados a cabo en’ ratas, muestran que en ciertas areas del cercbro, como en el

1 nuc]eok basal de la estria terminal, el septum lateral, la amigdala

f‘imcdlal postenor yla habénula léteral “hay_ una trascendente coexpresion de la proteina de

expresnén tcmprana -Fos, y el ERu cuando las ratas lactantes hembras son estimuladas por

las crias, mieniras que los niveles de coexpresion sin la estimulacién de las crias, son muy

vbaJos. Por otra parte, los niveles de expresién del ERa, no muestran cambios significativos
con y sin estimulacién de las crios, mientras que la expresion de c-Fos, aumenta
significativamentc cuando hay estimulacién de las ratas madres, por parte de las crias
(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 comportamiento sexual, y el comportamiento maternal. Entre otros
parametros 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 crias al nido (Ogawa, et al 1998).

Los patrones conductuales maternales en las ratas, se manifiestan por una serie 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 posicién adecuada para alimentarse, es importante decir que las crias en sus
primeros dias de nacidas, no tienen un control muy eficiente sobre su temperatura corporal,
por lo que este comportamicnto de la madre es csencial para su supervivencia. Otro
comportamiento ¢s 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 6rganos sexuales de las crias. En este comportamiento también
trasciende que la madre bebe la orina de las crias, lo que se considera como reciclajc de
agua, dados los altos niveles de liquido que las ratas invierten en la produccion de leche. El

transporte y regreso de las crias al nido, se aprecia también importante para mantener a las
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““crias bajo la prolewlon dl. Ia madrc cerca dc su 1 fuente dc allmentacmn y ccrca dc su fuente T

de calor. Lndocrmoloycamento se. dan al;,uno; camblos xmportamcs, lu madrc comxcnzn a
cmitir fcromonas que son dclectadas por las crias y las atraen hacna clla. Las madrcs'
presentan | una hlperfagla de sales” de sodio” y un' continuo lamerse las glandulask

: probabl‘.mcnte parn mzmlcncr la cstlmulacmn de estas y por autoaseo ( Numan. 1988)

Sc consndera 'e las hormonas esteroideas sexuales, eslrégcnos y progesterona. asf

!:m homlonas laclobemcas como los lactégenos plncemanos yla proluctma que s¢

) mcrementan fucncmentc durante el embarazo, ,se encuentran involucradas en c,l,

cstablecumentb d la conductn maternal (Mann, Bridges, 2001).  La concentracién de

k cstr()genos se va mcremcntundo durante los primeros dias de la preiiez, llegando a un plco
sen ‘el dia dcl parto, la progesterona por otra parte. tiene un fuerte incremento durante los
‘.prl'm,cro»s ‘d‘i&_lS de Ia.prcﬁez, pero se mantiene estable hasta los ultimos dias del proceso,
: cuﬁﬁdd sulrc una véniginosa caida, que es necesaria para que se pueda Hevar a cabo ¢l
o pano, y para que la conducta malemnl pueda expresarse (Mann y Bridges, 2001). Si
’ postenormemc al parto, se restituyen los niveles de progesterona (P2), la conducta maternal
es. inhibida, pero si se bloquean sus receptores con cl antagonista RU406, entonces la
conducta maternal se expresa norrﬁalmcnte (Numan, et al 1999).
Los expei’imemos ‘clasicos sobre la implantacién de la conducta maternal, rcpona:n
consistentemente, que las herﬁbras virgenes expuestas a crias, durante siete dias, comicﬁ?ﬁp
a desarrollar conductas maternas bien desarrolladas, aunque sin produccién"dé:leché‘

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

éxito. anero sc consiguié utilizando un tratamiento a basc de .
ovarectomxzndas ¢ histerectomizadas, la explicacién de esto, es que el ltero no prebcntaréf
una competcncm a la unién de estrogenos frente al cerebro (Siegel, et al 1978) La manera
6pt|ma encontradn, ha sido mediante el tratamiento con E; y P» durame unos dids.

_despues, reurando la progesterona y dejando tnicamente el estradiol, en ese momento, las

ratas cormenzan ‘a expresar la conducta maternal, esto es similar a lo que ocurre duranlc cl

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

despues ‘de’” estos experimentos, ‘se mostré que la técnica no funcionaba con ratas
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" hipofi sectommadas,klo que amplmmcntc “sugicre la panlmpaclén de ln PRL y la OT,
'estu'nulndds por Ez (Bndges 1985) ) :

Una -vez detemunado quc los cstrégenos podlan medmr el establecumemo de la

conducta maternal en smcrga con la prolactma,rlos lnclégenos placentuno .

la ausencia de progesterona, se prese ala’ c esuén de cual es el mecanismo por ‘el cual los

estrégenos, se encuentran medl con ucta. Una de las 4reas que se han propuesto

como altamente receptivas a’ hormonns esterondeas, que ademés se encuentra fuertemente

implicada en el compqrtamnent_o_ : matemal, ‘es ‘el 4rea predptica medial (MPA) El
tratamiento sistémico con cstrége’hos;' induce efectivamente la implantacién de la conducta
en hembras y machos, aunq(xe" con una" diferencia de 20 a 1, en las dosis de E; necesarias
para la lmplnmaclén dc la conducta en cada caso, poniendo de relieve que el cerebro de los
machos, tienc unponantcs diferencias en su organizacién celular, frente al cerebro de las
hembras, y que este ultlmo es mucho més adecuado para ¢l cuidado materno (Rosemblatt,
Hazelwood, et al. 1996) Olro experunemo que consiste en introducir los estrégenos
dlrectameme, mcdmntc una cénula en el MPA ha mostrado resultados similares, aunque en

menor magmtud o quc muestr""que no_sélo el drea preéptlca esté mvolucradn en la

- ¢onducta’ mnternal medmntc esnmulaclon es!erondca, sin embargo la conducta s:gue siendo

: expresada tanto en hembras’ como en rnachos. ‘aunque en diferentes dosns-respuesta

.“(Rosenblatt, 1996). Otro experimento, muestra que las lesiones citotoxicas en el MPA,
afectan claramente la conducta maternal en las hembras adultas, sin embargo, las mismas
lesiones en ratas en la pubertad, no son efectivas en la disrupcion de la conducta maternal
(Olazdbal, Kalinicheb, et al. 2002). Estos resultados ayudan a concluir, que el MPA, tiene
un marcado dimorfismo sexual, en su arquitectura y biologia celular, que aparentemente s¢
delimita durante el desarrollo, por medio de la influencia de las hormonas esteroideas.

En la aproximacién a la morfologia dc las células del drea predptica medial, se ha
observado mediante tinciones argénticas, que el tamafio y los somas son significativamente
mayores en ratas ovarectomizadas tratadas con E; Y Py, y en ratas prefiadas, respecto a
ratas ovarectomizadas sin restitucion, ratas en diestro o lactantes. Sin embargo, se ha
observado que la cantidad y longitud de las proyecciones dendriticas, sc mantiene en altos
niveles, en ratas ovarectomizadas sin restituci6n y restituidas con E;, en las ratas prefiadas y

en las ratas lactantes. La diferencia entre patrones de crecimiento somaético y dendritico que
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se observa en ratas Iactantes, s¢ atn’buycn alas’ cuahdades troficas de lus hormonas ‘de” la ’
lactancm, como la PRL (Keyser-Marcus, Sta[’ isso-Sandoz, et al. 2001).

"Consideremos entonces que el drca preSptica medial, es un blanco muy importante
para las hormonas estcroideas, el que segiin todas las evidencias, controla en gran medida la

“** conducta maternal. De cualquicr forma, no son comunes los procesos neurobiolégicos que

sélo implican una zona del cerebro, por eso se han realizado estudios que buscan dilucidar
la relacion del area predptica con otras zonas del cerebro, que pudicran tener relevancia en
la expresion de la conducta maternal, y que pudicran actuar como relevos de la
estimulaciéon estrogénica sufrida por el MPA. Se han desarrollado experimentos en los que
se aplican lesiones citotéxicas en algunos nicleos y cortes de las vias que los comunican.
Los resultados muestran que cuando cxisten lesiones ¢n ¢t MPA se reduce la expresion de
c- Fos y Fos B en la estria terminal basal (BST), ademads de interrumpir el comportamicnto
maternal. A su vez, lesiones en la BST, han hecho que se reduzca sustancialmente la
expresion de las protefnas Fos en el MPA ademis de bloquear la conducta maternal. La
interrupcion de las vias entrc ambas estructuras resulta cn la inactivacion de Fos y la

interrupcién de la ‘c nduc -mu'stra que las neuronas ‘del MPA receptivas de

estrogcnos, puedcn ) ] cé sobrc una o mas éreas del cercbro, sicndo
. fundamenmlcs en el control de ln conducm matemal (Stack, Balaknshnan. et al. 2002),

Otra sene dc experuncntos, mucstra la expresion diferencial de c-Fos en diferentes

paradlgmas hormonalcs en el MPA y otras zonas.- En ratas virgencs tratadas con E,, se

o encyontré una significativa clevacién de la inmunoreactividad de c-Fos en el MPA, sin
= eiﬁbargo,’ se .enconird que en ratas después dcl parto, esa respucsta de c-Fos, se
B ihérergiehtaba todavia mds. El tratamicnto de ratas después del parto con P, y E, en cambio
: pfovocf) una caida significativa de la inmunoreactividad de c-Fos, en el MPA, ¢l BST y el

. sépfum lateral dorsal (LSd) y ninguna expresion de la conducta maternal; las ratas tratadas
. : s6lo " con” el cstrogeno mostraron conducta maternal y elevados niveles de
inmunoreactividad para c-Fos, finalmente, los animales tratados exclusivamente con P;, no

expresaron conducta maternal y también mostraron bajos niveles de inmunoreactividad de

i+ c-Fos (Shechan y Numan, 2002).
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T En’ resumcn “los” cstudlos mas antlguos que rclacnonan a los cstcrmdcs sexuales femeninos

“con. el establecumento “de las conduct' malemales, se apoyan directamente con
expenmentos sobre lns ‘&reas del cercbro ectadas por los rmsmos y sobre los que se cree,

radica ’ parte ' del’ control de "la _ : rnal Con I irrupcién de los animales

' genéucamente modlﬁcados una'sene de genes de los cuales la

: lmplamaclén y desarrollo “d ma éi’n}il;: depende completamente. Estos son:

- algunos factores de transcnpclé que-incluyen ‘la’ protefna Fos, algunas enzimas, que
mcluyen la dopamma beta hldroxxlasa A 6x|do nﬂnco sintasa, dos receptores que son el

'ERay el PRL-R; v la OT (Leckman y Herman, 2002)
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tlcuerpo-untfgeno El sitio en el cual el

.,.° tanto por marcado directo, como por el

sitios de umén é amlcu rpo E nas altamente especificas en su secuencia y

lopograﬁa, compuesms por umcro pequefio de aminodcidos o monosacéridos,

conocidas como grupos detennmantes anugémcos, o epitopes (Miller, 1999).

Los anticuerpos pertenecen - al tlpo de proteinas séricas, conocidas como

inmunoglobulinas. La IgG esiiel tipo. de anticuerpo mais utilizado para la

inmunohistoquimica. La molécula dc IgG estd compuesta por dos pares de polipéptidos,

dos cadenas ligeras y dos pcsa . unidas mediante puentes disulfuro, formando una
estructura en forma de Y. Las reglones terminales de cada brazo, varian de sccuencia de
aminodcidos, y son conocldas como dominios variables, esta variabilidad, provée
especificidad para un epnope pamculnr, y facilita la unién con el antigeno contra el que fue
originado (Boenish, 2001).7Las cadenas laterales de aminoacidos, del dominio variable del
anticuerpo, forman una cdvidaﬂ £ quc es geométrica y quimicamente complementaria a un
tipo de epitope. La fomlak;;recisa eh la que el anticuerpo se adapta al epitope, explica ¢l alto
grado de especificidad que muestran las intcracciones antigeno-anticuerpo. La unién del
anticuerpo y el antigeno, se mantiene mediante una combinacién de puentes de hidrégeno,
fuerzas electrostiticas y fuerzas de Van der Waals (Miller, 1999).

Los anticuerpos llamados policlonales, se producen inmunizando un animal con una
molécula especifica purificada, conocida como inmunégeno, llevando el antigeno de
interés. El animal tendra una respuesta humoral al inmunégeno, y los anticuerpos asi
producidos, sc obtienen del suero del animal. Ei animal inmunizado, producirda muchas
clonas de anticucrpos, provenientes de diferentes células plasmiticas, cada una producira

un tipo de anticuerpo, con una ligera diferencia en especificidad a la variedad de epitopes
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' prcscmes en un mmun()geno Algunos de estos anucuerpos, pueden haccr una rcaccnén

cruzada co “otrasw moléculus que no ‘son de mterés, y necesitan ‘ser removidos (Boenish,
: 2001) Los an cu‘r‘pos monoclonalcs, sc comenmxon a fabricar tras el desarrollo de la
L técmca del h) d

~m1elomas neop

en este. caso, los linfocitos B que producen los anticuerpos y los

ue puedcn constituir lineas celulares “inmortales™, pueden producir

un hfbndo, con po ibi dades de ser clonado indefinidamente. Si se logra que los hibridos

) antlcuerpos de interés, cada linea producird anticuerpos idénticos,

|ndefm1dameme (Boemsh, 2001) La ventaja de utilizar anticuerpos monoclonales, reside
en la’ alta especlﬁcldad de estos, ¥y que ademas se podra contar con el mismo anticuerpo de
forma indefinida, hacnendo que cualquicr prueba realizada con ellos, sea completamente
reproducible. La desventa_]a de los anticuerpos monoclonales, es que requieren condiciones
de incubacién muy especificas para lograr la deteccion adecuada, ademis de que es dificil
utilizarlos en tejidos de rata ya que estdn fabricados con células de ratén, siendo estos dos
animales muy éeréanbs filogenéticamente. La ventaje de los anticuerpos policlonales, es
que son muy versitiles de fabricar y de utilizar, ya que aceptan un amplio rango de
condicioncs de incubacién, la desventaja principal, es que las proteinas que los constituyen,
pueden variar con el tiempo, ya que lo que los define, es el inmunégeno utilizado para
fabricarlos. 7 7

Dentro de los sistemas de deteccion, los enzimdticos son los mas utilizados en la
inmunohistoquimica. Y la incubacién de la enzima con un cromégeno, usando un método
de histoquimica estindar, produce un reaccién coloreada y estable, visible con el
microscopio éptico. Las peroxidasas pueden reaccionar con el cromégeno tetrahidrocloruro
de 3’3-Diaminobenzidina, que genera un precipitado color café oscuro, que es permanente,
ya que no es removido por ningin solvente como el alcohol. Existen otros cromégenos mas
sensibles, pero tienen la desventaja de que pueden ser ficilmente lavados con solventes
como el alcohol y el xileno (Happerfield, 1993). Aparte de los cromdgenos, se pueden
utilizar otras técnicas, como la de marcados fluorescentes, que normalmente utilizan un
anticuerpo secundario, que sc une al primario y lleva un fluoréforo, que se excita tras la
emision de ciertas longitudes de onda y emite luz en longitudes de onda especificas,
método muy importante para marcajes miltiples en una sola célula (Carlton. 2002).

También se pueden utilizar radioisétopos, conjugados con los anticuerpos, para lo cual los
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. tejldos son tratados con ‘una emulsxén fotogréﬁca, las radlacxoncs ucden vclarla y mostrar

: la locahzacnén de Ios anllcuerpos, medlame la precxpltamén de los | granos de pla(a de'la
o emulsxén (Hunt, 1986) na técmca amphamente uuhzada. que es la que segmmos en este
, trabajo, esla del )'AB

T osu epftope' la uni ‘n a éste de"un anucuerpo secundario umdo a la vnamma biotina, y

C Esta tecmca parte de ia unién de un anllcuerpo primario a

f nalmeme la a icnén del complejo ‘ABC (avidin biotin complex) que c.onsm de unidades de

la proteina awdma, y del complejo biotina-peroxidasa. La av1d1na tlene cu ‘ro smos de alta

g afmldad hacia la biotina, por lo cual s¢ forman largas cadenas de este complejo sobre el

4 'antlcucrpo secundario, que concentran gran cantidad de acuvndad peroxndasa sobre el

anticuerpo primario. Al afiadirse el sustrato Hz0y," las cspccles rcacuvas dc oxigeno
liberadas, oxidan el fuertemente reducldo DAB fonnando un preclpltado café sobre la zona
de interés (Happerficld, 1993). ¥

La mmunohxstoquimlca en el lst 'ma

ral, nonnalm‘emc‘se realiza sobre
1 ralmentc, y pucden mostrar con
tra la proteina de interés (Cuello,

cortes de tejido prcvxamcme ﬁ
gran detalle, la morfologfa del
1983). Existen  algun

q@huc; que pueden ser cuantitativos,
pudiendo mostmr po ‘

en una zona, como ¢ el aso ‘de: la ﬂuorescencla Sin embargo, el principal uso de la

: pmmunoh:stoqufmnca, ha’ sldo la descnpcnén de distribuciones anatémicas y celulares, de las

: moléculas que se smtetlzan en el sistema nervioso central, asf como de¢ receptores para

e miles de moléculas provenientes de diferentes érganos (Cuello, 1983). Los controles mds

comunmente utilizados para verificar la especificidad de las sefiales obtenidas, son, primero
la.realizacién de la prucba, sin usar ¢l anticuerpo primario, esto puede mostrar problemas
de tincién inespecifica del anticuerpo secundario, o del sistema de amplificacién. Otro
control comiin, es la utilizacién de anticuerpos primarios, incubados en tejidos, donde se
sabe ‘que existen grandes cantidades de epitopes del anticuerpo, después utilizando el
anticuerpo para la prueba de interés, lo cual debe de mostrar una tincién menor a la que se
obtiene con el anticuerpo primario “frcsco™. Uno de los controles mas efectivo, es la prueba
de competitividad, es decir, la incubacién del anticuerpo primario junto con la molécula
que se utilizé como inmundgeno. Esta técnica bloquea el anticuerpo primario, y si la tincién

es desplazada, entonces se demuestra que la tincion es especifica (Miller, 2002).
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? Figura 5, El método de
p tincién ABC., Las
moléculas  blanco - son

detectadas por las

i

v
S}& 5&; ﬁ:i_/& J{@ cadenas cortas del
anticuerpo primario, un
anticuerpo secundario
i g S i i e e pb il wg e que detecta al primario se
- — une a su cadena lgrga, a
‘Se ahadoct . su vez esta . upldo a
7 conyplejo wvidina- i moléculas de biotina, que
o ?A"S‘é?'"“‘"“""' ; interaccionan con la
gy avidina, formando un

largo complejo en el que
también estdn 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 llevd a cabo
utilizando el método de deteccion y
amplificacion, del complejo Avidina
biotina peroxidasa (Vector). En la
imagen se muestran células
inmunoreactivas en el giro dentado del
hipocampo, notese que la tincion es
membranal y citoplasmica. Tincion e
imagen del autor,

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

La histoquimica de hibridacion in situ, es una técnica anatdmica y molecular, que se

utiliza para la localizacion de secuencias especificas de RNA mensajero, en células

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

expresion del gen buscado en una célula. El método de hibridacion in situ, fue introducit{o S

en 1969 y es ampliamente usado en neurobiologia hoy en dia, para determinar en ,q4ue'
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celulas y bajo que cnrcunstancnas se transcnben los genes de mterés (Henderson 1996ver o

ok referenclas) La base de esta tecmca, esla posxb:hdad que tlenen los ohgonucleotxdos tanto

l‘de RNA como de DNA, de: penetrar e mteractuar.con secuencnas blanco, ‘estos ultlmos

o pueden detectarse en el mlsmo lugar de los te_udos 3
" (Polak, 1990).

Las sondas mas comunmeme

as células en los cuales se encuentran :

-son Ios ohgonucleétldos smtetlcos y las sondas

de cRNAs preparadas medlan p ‘lon m vllro las sondas de. los oligonucledtidos,

son cadenas sencxllas de DNA de 30 a 50 bases y son preparndas mediante un sintetizador
de DNA (Wilcox, 1993)-‘
transcripcion in vitro, usando plantlllas de cDNA, que puede tener una kilobase de largo

as sondas ‘de RNA son sintetizadas mediante un sistema de

(Wilcox, 1993) La dlferencla principal entre ambos métodos, es que la sonda de cRNA es
mds sensible, es més acceslble y tiene mayor capacidad de retencion que el ollgonucleétldo

La utlllzacxon de un ohgonucleotldo es mucho mas sencilla que la sonda de RNA ya que la
'sonda de DNA es mas estable (Wilcox, 1993). Una de las ventajas pnnqnpalqs‘ ‘de,losr

oligonucledtidos de DNA, es que nos permite discriminar facilmente entre dos secuencias

paremdas de 'mRNA. blanco, lo que es dificil con las sondas de cRNA"Fquc suelen ser

peroxxdasa, que al dlgenr su sustrato provoca Ia pre pltamon del DAB (Hap ,vrﬁéld 1993

Bloch, 1993) El snstema de marcaje medlante dxgoxngemna. pemme que ‘esta protema sea

procedxmlento de mmunohisto‘qili'mica estandar; el que normalmente se utiliza en este caso,
es el de la fosfatasa alcalina (Bloch, 1993). En el caso del marcaje mediante radioisotopos,
se utilizan nucledtidos que contienen el radioisétopo. Para el caso de oligonucleétidos de
DNA, estos se marcan mediante la enzima transferasa terminal de DNA, aiiadiéndose al

extremo 3’ de la cadena, nucleotidos marcados, tales como el dATP[**S] . En ¢l caso de las
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- sondas de cRNA durante la transcnpcnén in wtra se pueden usar nucleétidos marcados, i
como el UTP[”P] (Henderson, 1996). Los radioisétopos, son utilizados como marcajes,
cuando Ias prucbas necesnan tener una alta sensibilidad, y cuando se requierc utilizar

. N anéhsns cuantltauvos. con los que se pueda estimar la cantidad de mRNA que se encuentra

en c|enn célula o te_,ldo (Henderson, 1996). En el caso de los oligonuclestidos de DNA,

: normalmcnte se . 'marcan con radiois6topos, para ofrccer resultados satisfactorios

: (Hendcrson, 1996) Normalmente, se¢ evita el uso de los radioisétopos mis peligrosos, como

: ly'fsl, a pgsar de ‘que oftece répidos resultados, no puede obtenerse una resolucién celular
: a&ecﬁzidn‘ Los mas utilizados en hibridaciones in situ, son los nucle6tidos marcados con el

‘ ”S 'y el ”P que tienen caracteristicas similares, aunque el 3P tienc una vida media menor,

; el tnno (JH) otorga una alta rcsolucu')n, pero rcqmcrc de largos tiempos de exposicion, y

) norma]mcnte no -se utiliza con neuronas, aunque se proponc su uso, para ¢l estudio de

k células ghalcs (tha.mura. ct al 1987).

La sonda es colocada en la seccion de tejido Junto con una mezcla de hibridacién,

3 que dctenmna la tempcratura media, que s la temperatura a la cual el 50% de las poblacion
. dc moléculas duplex se disocia en hebras sencillas (Henderson, 1996). Los duplex de RNA-
RNA son mis estables que los de RNA-DNA, la unién entre Ja cntosma y la guanina, se da

: mcdlantc un triple puentc de hidrégeno, por lo cual ticne mas estabilidad que la interaccién
entre A-T/U que solo ticne dos, asi que la proporcién de las bases de la sonda o cl
oligonucleétido, son determinantes para ¢l calculo de la temperatura media (Shirihari,

- 1999). Con unas condiciones mds astringentes, altas temperaturas, bajas concentraciones

o salmas y altas concentraciones de formamida, se forman hélices cstables entre secuencias

Hbmélogas, de lo contrario, pueden formarse hibridos entre secuencias que no corresponden
(Hémjcrson, 1996). La formamida, es utilizada como un desestabilizador de hélices, lo que
pcrmltc th la temperatura media baje sustancialmente, micntras que las concentraciones
'”'_dé;NﬁCI, estabilizan los hibridos, aunquc por arriba dc 0.4M, esta relacion se rompe. En las
soluciones de hibridacion, también se utiliza el dextran sulfato, que acelera la tasa de

= . hibridacién, el ditiotreitol (DTT), que previene la oxidacién de los grupos tioles, cuando se

" utilizan isétopos como et S*. También se utilizan varios acidos nucléicos, que reducen la
union inespecifica de la sonda (Henderson, 1996). Posteriormente a la hibridacion, se

requicren una seric de lavados, lo comun son los lavados con soluciones con alta
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concentracién ‘salina’ y temperatura ambiente, con’ elkﬁn'dek remover uh exceso’de prucba,
después se utilizan ’temperaturas elevadas y cada vezl'nﬁs bajaé condehtraciones salinas,
para ’,eliminar‘los posibles errores de aparenrniérito ('T"cgéroti,, 1994). Si el revelado es
mediante métodos cromogénicos, cntonccé se procede al dcs}xrrollo del color (Bloch, 1993).
Si en cambio, son utilizadas marcas radioactivas, las muestras deben de ser expucstas a una
emulsién fotografica compuesta de haluros de plata, que en los sitios expuestos a
radinciones se reducen, y mediante un revelado con hiposulfitos, se precipitan granos de
plata, revelando el sitio exacto de la radiacién; el resto de la emulsién cs destruida. Este
proceso, se conocc como microautoradiografia, y asf se visualiza, en que sitios las sondas
radioactivas, encontraron su hcbra complementaria (Henderson, 1996ver referencias).
Existen paquetes informéaticos, que cuantifican la cantidad de granos de plata precipitados y
as{ se obticnen datos cuantitativos, sobre la cantidad del mRNA blanco que cxiste en la
muestra (Henderson, 1996; Sénchez, ct al 1997, Sdnchez, et al 2001).

Los controles que pucden utilizarse en la hibridacién in situ, son la utilizacién de
sondas sentido, y las sondas alcatorias, quc son disefladas agregando bases al azar, y
evitando que sus secuencias coincidan con alguna cadena nucleotidica conocida, asi como

¢l tratamicnto con RNAsas, en caso de utilizar sondas de DNA (Tecott, 1994),

Figura 7. Aqui se muestra la
hibridacién  in  situ para
detectar ¢l mRNA de TRH en
cl niclco  paraventricular
hipotalimico. Los ciOmulos
brillantes, son granos de plata
precipitados, que indican los
lugares  detectados por el
oligonucledtido, marcado con

¥S. La parte mis obscura al

centro es ¢l tercer ventriculo. La imagen fue capturada con el objetive de 5x, utilizando el campo

obscuro sin filtros. Laboratorio de neurobiologia celular y molecular, del Instituto de Biotecnologfa.
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Antecedentes directos

Al confirmarse el ﬁnportmite papel de la TRH como factor liberador de prolactina,
asi como la mhlblclén dcl tono dopammerglco que ocurre durante la lactancia, queda de
manifiesto que la TRH dcbc tener un pape! importante en la fisiologia de la lactancia, que
debe ser kregulz’xdo -mulufaclonalmente, presumiblementc por varios de los factores
fisiolégicos quc"‘fbcurvren;kdumnte la lactancia. Desde hace una década, se mostré que en
diferentes estédos fisiolégicos propios de las ratas hembras, s¢ daban cambios importantes
en Ia fisiologia de la TRH, estos desde la Gltima etapa del cmbarazo hasta el final de la

* lactancia 'y i dufahte el ciclo estral, en cstos experimentos también se mostraban
' coincidencids ehlré las cantidades de péptido de TRH encontrado en la eminencia media y
1as concentraciones de prolactina sérica, lo que apuntaba a un papel importante de la TRH,
en cuanto ala regulacion de la prolactina durante la lactancia (Unbc et al 1991).

-En afios bostcnores, se demostré que en respuesta; al cstfmulo de succion, los
mvelcs dc mRNA de TRH se incrementaban consistente’ Y. transxtonamente en el nicleo
.pamvcntncular hipotaldmico (Uribe, et al 1993), al observarse quc ‘un efecto similar sc

producid frente a:la exposicién aguda al frio, se mtenté detcrmmar si habfa diferentes

~poblacxones de neuronas TRHérglcas, aquellas que podrinn respondef al frio, y aquellas que
1o hacian a la succlén, aunque se encontraron’ ciertos patroncs, vcomo la particularidad de
“queia proteina c-Fos tnicamente se expresaban en las neuronas que respondian al frio, no
: »ﬁus'c'e‘hcontraron distintas poblaciones de manera concluyente (Sanchez, et al 2001). De ahi la
'im'portancia de la bisqueda sistematica de factores que en las distintas ctapas y situaciones
fisiolégicas, pudieran estar regulando Ia biosintesis de la TRH.

En el trabajo de Lonstein, 1996, sc pone de manifiesto que existen en el hipotilamo
poblaciones de neuronas que responden a los receptores a de estrogenos, aun durante la
lactancia, y por su coexpresion con la proteina c-Fos en el drea preéptica, se considera que
estas neuronas pucden estar regulando de cierta forma las conductas maternas. Sin
embargo, no es claro cual puede ser ¢l fenotipo de estas neuronas, que coinciden en las
mismas zonas de las neuronas TRHérgicas preopticas. Aunque frente a este trabajo y Ia
posibilidad de que cl metabolismo del TRH tenga algin tipo de regulacién por parte de los

receptores de estrogenos, sc presenta la cuestion de que durante la lactancia existen
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»_ba_](smos mveles de estrégenos, ya quc la actlwdad ollcular y gonadotr()plcn es “inhibida
por la prolactma Entonces Lpor qué puede haber expreslén de receptores en ausencia de
llgandos? En cspecnal cuandoiestos receptores rcgulnn positivamente su propia expresion.

_'La respucsta puede estar en: os’ mieresantcs descubnnuentos que se han llevado a cabo

» durante I uluma década. n los qhe se propone que los receptores esteroideos, pueden ser

C ‘actwados por una ampha cantndad de was, no sélo por medio de sus ligandos. (Es posible

quc en ausencna de :"sirégenos cxr 'ulantcs, los receptores de estréogenos puedan modular el
' metabohsmo d la
vrcceptores de cstrég
’ TRHérgxcas? Una buena forma de aproximarse a esas cuestiones, es determinando si en cl

? LE poslblc que -algunas ncuronas predpticas que contienen
"y partlclpan en cl establecimiento de la conducta maternal scan

drea preéptxca y el' ucleo paraventncular hipotalamico, existe coexpresién del mRNA de

"TRHy la proteina de el receptor o de estrogenos, durante la lactancia.
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Objetivo

El objetivo de este proyecto, consisti6 en determinar si durante la lactancia, existc‘
coexpresion del receptor alfa de estrégenos y el mRNA mensajero de la hormona liberadora
de tirotropina, en el nicleo paraventricular hipotaldmico y el érca preéptica; ~pa}a
determinar si este receptor puede tener una inﬂuenciu directa en la biosintesis del TRH. '
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Estrategia experimental

Se cruzaron hembras
de la cepa Wistar de 2
meses, con machos Se sacrificaron por
probados. decapitacion entre 9:00
y 11:00 h, a los dias, 1,
Sy 15 de lactancia,

Se realizaron frotis destete y Diestro 1.
vaginales a hembras .
virgenes de dos meses,
durante dos ciclos
estrales consecutivos

Se discccionaron los

cog;cbros )l’ﬁcsl(; w"gcls‘:;n Se colecté la sangre para_
1 nindosc a —75°C. obtener el suero™ ;
Sc realizd la So reali \Il " :
Inmunohistoquimica ¢ realizaron cortes et ol die R
del R c:cptoorqa de coronales de 20pum cn SR‘I:AUS: “;}_ ;‘:,mlf]:‘:el -
cstrogenos ¢l criostato a —20°C de Ade Iony R
\I/ AP yNPV | e .
Se realizé 1a hibridacién Se expusieron‘a’un iSe bafiaron con
in situ con un film durante 4 dias. - . [~> ' emulsion fotogréfica, .. .
oligonucleotido L e . exponiéndose de 150; 18 .
antisentido al mRNA dc FERRE : dias. Do i
TRH, marcado con I B
dATP(S| ; S \L
Se realizo el conteo Se revelaron y monta:
celular con el laminillas. -
analizador de
Se realizaron imagenes Mercator. ;
analisis estadisticos De Explora Nova Se realizaron andlisi:
para determinar si estadisticos con los -
existen difcrencias resultaros de los RIAs
significativas entre
las coexpresion de
mRNA de TRH y
ERa entre las ratas
de los distinos
grupos.
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Material y métodos

Para todos los procesos detallados a continuacién, se utilizaron guantes de latex estériles libres
de talco marca Diamond Grip. Para esterilizar, sc utilizé una autoclave marca Arévalo a 120°C y 20psi
durante 20 min. ‘ ‘

a.- Grupos experimehtales

. Sc uulumon ratas hembras Wlslm‘ de . dos meses de edad mampuladas diariamente, con

’ ',‘Vllummaclén de tubos de neén de luz, de dia, enccndldas a las 7:00 AM y apagadas a las 7:00 PM. Se

“"'colocaron cuatro ratas por caja de polxproplleno, con agun y allmento Rat Chow de Purina, ad libitum.

Las ratas de los grupos de dia de parto y lactancm, fueron puestas con machos probados, tres hembras

y un macho por caja, durante slctc dfas, dcspués sc colocaron nuevamente cuatro ratas por caja durante

diecisicte dfas, y las que estaban claramente prefiadas, se colocaron solas en cajas individuales, diez

dias después del apm-eamlento, ‘fueron manipuladas diariamente hasta ¢l dfa del sacrificio. Un dfa

después del trabajo de pano, ‘se ﬂjusté la camada a ocho crias. Las ratas de dia uno de lactancia, fueron

las del dia siguiente al pano. y a partir de ahi, sc contaron los cinco dias (LV), quince dfas (LV), al

-grupo de dcsiete 'A(Dbc),~ se les retiraron las crias a los 20 dfas, y fueron sacrificadas las madres a los 21

" dias de iniqiada la lactancia (Theodosis y Poulain, 1984; Uribe, ét'xrll 1991; Pape y Tramu, 1996; Pi y
Grattan 1999; Komblatt y Grattan, 2001).

~Pa/x"a“él" gmpo de diestro (Di), fueron utilizadas ratas hembras de 2 meses de edad, a las cuales

e les ré&hzé durantc un minimo de 10 dfas, un frotis vaginal diario. Paru este fin, se utiliz6 un asa

c noléglca, puesm “al rojo vivo con una lampara de alcohol, y postcriormente s¢ cubrié con agua
ada"i;vEl frotls se realizé raspando suavemente las paredes vaginales, evitando tocar el cuello del
prcvcmr un scudoembarazo. Las muestras fueron colectadas sobre un portaobjetos, se
al kanfc,ky posteriormente fucron tefiidas con Hematoxilina de Harris (Hycel, sin acido

)vdﬁmﬂté 4 min, agua destilada durante 4min, cosina durante 1 min. y ctanol al 70% durante 2

nell,’ 1997). Se observaron los frotis diariamente en un microscopio 6ptico a 10x,
o las células nucleadas como referentes del diestrol, la consecutividad de un diestro con
i tro, se con51dera diestro2, la combinacién de pequefias células nucleadas y grandes células nucleadas

como proestro y tnicamente células anucleadas, como determinante de estro. Tras presentar dos ciclos

46




conv.ccuuvos dc Dlestrol chqtr02 procstro y estro,ifueronysacriﬁcadask ‘al ‘siguigntc'Dics'trcSl‘ (Ndrris,

)upt;ﬁmneciendo a

centnfugados dumnte Sbyymm en-la misma centrifuga y se congelaron a —20°C. Los cercbros fueron

exlral’dos con eqmpo de dlsecclén estandar, cortando los huesos occipitales por e foramen magno hasta

g klos huv..sos ﬁontales qullando las meninges, cortando los bulbos olfatorios, cortando los nervios dpticos

Y rctu'ados de I cavndad craneal. Los cerebros asf preparados, fucron congelados colocandose
dorsalmente sobre hielo seco en polvo, hasta su completa congelacion. Posteriormente fueron envueltos
en parafilm ( laboratory film de American National Can.), y después envueltos en un papel aluminio,

adecuadamente rotulado. Los cercbros fueron guardados a —70°C en un ultracongelador (Forma

Scientific Biofreezer Ult-700), (Sanchez, 2001).

b.- Cortes histolégicos

)

Preparacion de laminillas gelatini: S

Los portaobjetos (Forma Scientific) fucron colocados en rejillas estériles para 50 portaobjetos;
estas fueron enjuagadas en agua MilliQ durante 10 minutos, en otra caja Koplin, se enjuagaron con
veinte bafios de alcohol etilico absoluto (J.T Baker) durante un segundo, se envolvieron en papel
aluminio, y se pusieron a secar durante tres horas a 180°C. La gelatina fue preparada utilizando 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 esterilizada. Una vez disuehta la gelatina a 42°C, sc agregd el sulfato y se filtré en un filtro de
celulosa con baja afinidad protéica con poro de 0.45pum (Millipore). Los portaobjetos sc sumergieron
durante 15 min en la gelatina en Baiio Maria a 45°C. Se sacaron de la gelatina, suavemente para evitar
la formacion de burbujas y se escurricron en servitoallas. Una vez secas, sc metieron a la incubadora
(Thermolyne 41900) durante toda la noche a 37°C, envueltas en papel aluminio, y se guardaron en
cajas hasta su uso.
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Cortes en el criostuto

Los cerebros, se retiraron de =70°C en hielo scco y se colocaron durante una hora, a -20°C
“dentro del Criostato OTA (Bright Instruments) para equilibrar ln temperatura. Entonces los cerebros
fucron sucados de sus cubicrtas, y se les cortd a la altura del cerebelo, colocéndolos en posicion vertical
sobre una platina, utilizando un medio de montaje (Cryo-M-Bed, Bright Tnstumets) y sc puso a enfriar a
~30 °C para montar ¢l cercbro sobre la platina. La platina se colocd en posicion para realizar los cortes.
Se llevan a cabo maltiples cortes de 30um  cn las dreas mds frontales, para rebajar y orientar e tejido y
Negar a lus zonus de interés. Sc monitorea constantemente ¢l progreso de los cortes tiflendo y
observando al microscopio cortes de prueba, para constatar la orientucion de la muestra y la calidad de
los cortes.

Se colectaron alrededor de 40 cortes de 20pun de area predptica, colocindose dos secciones en
cada portaobjele gelatinizado, se adhiricron con ‘calor y "[vlofslc‘rioiry'hcmc se congelaron a —70°C. Los
cortes se realizaron a partir de la unién de las comisuras anteriores, de Bregma -0,.26 mm, hasta ~1.0
mm ¢ interaural de 8.74 mm hosta 8.1 mm (Fig8). Después de doscicntas micras, o 0.2 mm

aproximadamente, sc comenzaron a colcetar del principio al final de Nucleo Paraventricular

hipoalamico, que va de =130 mm a =2,12 mm  de Bregma, y de 7.70 basta 6.88 mm intcraural
(Paxinos, 1986).
Figura8 A) B)
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Figura 8. A) Primer corte de drea predptica, se nota que las comisuras (CA) - ya se han juntado,
aparece claramente ¢l fercer ventriculo (3V) y junio al tercer ventriculy se aprecian los aicleos
periventriculares predpticos (Pel’()) (Objetivo de 1.25x) tefldo con hematoxilina-cosina. B) Este es ¢l diltimo
carte de drew predptica. abajo se aprecia el quiasma optico(OX) sobre este los niicleos supraquiasmdticos(SCh)
arriba se puede ver la formacion de los fornix(F) y verticalmente se aprecia el tercer ventriculo,

Figura 9

Figura Y. A} Primer corte del nticleo Paraventricular. £noel corte se aprecian las primeras célulus
magnocelidares, de la parte anterior del wicleo paraventricular (NPV)fobjetivo de 1.25x) Teflido con
hematoxitina-cosina. B) Ultimo corte del NPV, donde se aprecian las idtimas cétulas del micleo. que se
encuentra en la parte superior del 3er ventriculo formandao un largo ridngulo.

Figura 10

Figura 11. A) Imagen del mismo corte que la figura 9, con ¢l objetive de 5x. marcando la zona donde se
encuentran las tltimas células del NPV, TeRido con hematoxilina-eoxing. B) Imagen de uno de los iiltimos
cortes del nicleo paraventricular amterior. Donde ya se muestra su alta densidad celular caracteristica
(Objetivo de 1.3x). Tedido con hematoxilina-casina

c.- Inmunohistoquimica del receptor a de estrégenos
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Todo el material de vidrio Pirex y de metal, fuc horncado durante toda la noche a-180°C, las °
~“cajas Koplin y las barras magnéticas, fueron esterilizados. Para la fijacion se prepar6 paraformaldehido
al 4%, para lo cual, en un matraz de Erlmcyer se calenté agua en agitacion hasta llegar a los 60°C, a esa

tempemtum se agreg6 paraformaldehfdo (Sigma), a PBS 1x, una vez disuelto el pa.rafonnaldehfdo,
solucién se filtré con un filtro millipore de 0.45um. :

Una vez seleccionadas las laminillas, se colocaron en una rejilla sobre hielo- seco péra
transportarlas, 'y una vez retiradas del hiclo, se secaron utilizando una sccadora de pelo a calor y
potenciz moderados, hasta que estuvieron completamente secas. Una vez secas, se introdujeron en el
fijador previax‘ncntek preparado y puesto dentro de una caja Koplin, donde se dej6 durante 10 min a -
temperatura nmbiénte. Después se hicieron dos lavados con PBS 1x en agitacién continua durantc
-cinco minutos cada uno. Se procedié a la permeabilizaci6n, que se llevé a cabo durante 10 min en PBS
‘1x con 0.2% de Tritén X-100 (Sigma) en agitacién continua. Posteriormente, las laminillas fueron
_colocadas en vasos Koplin en la solucién de bloqueo, compuesta por 5% de vAlbl‘zminzi Sérica Bovina
“grado 'RlA' (Sigma), 0.25% de Heparina (Sigma) en PBS Ix durante 45 min en bgitacién suave. Una
" .vez tcrmmado cl bloqueo, se colocé cl anticuerpo primario (ERa MC-20 de Snnta Cruz Biotechnology
) a 2ug/ml en un buffer compuesto de 2% BSA, 0.25% de Ilcpnnna (Slgma) y 0 1% Tntén x-100 en
:PBS 1x. El anticuerpo se colocé sobre los tejidos, que fueron cubleno ] cbn un paraﬁh'n1 y Puestos en

o una caja himeda durante 48 hrs a 4°C. Posteriormente, se dejamn duranle 1 hr a temperatura ambiente, -
el parafilm sc retir6 por flotacién en PBS 1x y se realizaron dos lavados en PBS ix durante cmco
minutos cada uno. Posteriormente, se incubd durante una hora a temperatura ambncnte con anucucrpo

vsccundano anti IgG de conejo biotinilado producido en cabra (Vector) en PBSlx a una concentraclon .
de 1:200. Tras dos lavados de PBS 1x se les colocd el Complejo ABC (Vector), prepamdo medxa hora )
antes para que comicnce a polimerizarse, en PBS 1x a una concentracién de 1:50, durante 45 mm ak-’
temperatura ambiente. Después se realizaron dos lavados en PBS1x y uno en Soluclén A (IOOme':
TRIS pH 7.6 y 100mM NaCl), después se procedié al revelado, con una solucién compuesta de Smyml'
de Tetrahidrocloruro de 3,3’-Diaminobenzidina (Sigma), 0.03% de H.O; (Sigma) en TRIS. HCl 0.1M," k
pH 7.6, durante 30 min. La reaccién fue monitorcada constantemente en el microscopio para definir la
mejor relacion sefaVruido. La reaccion se detuvo con TRIS'HCI 0.1M, pH 7.6, durante breves
momentos, y después las laminillas se colocaron en etanol 70% durante 3 min y se dejaron sccar al aire.
Una vez completamente secas, se guardaron a -70°C envueltas en una bolsa de plistico con sflica gel

(Sigma) hasta su procesamiento para hibridacion in situ.
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d.- Hibridacidn in situ
Marcaje del oligonucleétido :

Con la pipeta Eppendorf de 10ul, se coloe&n"ch un tubo fmra' 'microccntfiﬁiga dc 500 pl los
siguientes clementos, 2 plcomolas de ohgonucleétldo prcvmmcntc desnaturnllzado Slmm a 65°C 3 ul
de buffer para terminal trnsnsferasa 5%, 4.5 pl de CoCl, 5SmM, 2 plde dATP s” (1000c pmol) (20uCi)

,(NEN), 3pl de H,0 Mlth y 1. 5 pl de tcrmmal transfcrasa (25U/ml)(Rochc) Se mczcln suavcmente
““con el dedo y se coloca durante 30 min a 37°C La rcacclén se detiene con 1pl de EDTA 0. 5M pH 8.0

Sigma).'S . lomnn 0 5 pl de la mezcla de reaccidn para determinar el porccmnjc dc mcorporacxén. se
agregan 25,.11 dc soluctén acarreadora, compuesln de 10mM de EDTA, 0.1%de SDS 0 5 MG/ml de

RNA"de. levédum. El porcentaje de incorporacién, se detcrmma colocando Spl de’ _cstn mczcla sobrc
cm’ dc papel ‘de intercambio i6nico DEAE 81 (Whntmnn) por cuadriplicado, dos dc estos papcles se

uhzan para determinar las cpm totales, 'y dos s¢ lavan cinco veces con’ una’ sol
PO4 (Baker), posteriormente lavando 1 min con agua MilliQ § mm . d'
ucnén de_etanol al 70%, después’se dejan secar en la incubadora a 37"C!d  “mim
malmcnte los cuatro papeles se colocaron individualmente en viales y: sc e ndlcnona.ron 5 ml de
quxdo de centelleo, compuesto de 0. 8% de PPO (Aldrich) en Tolueno (Baker) Los viales se colocan
“enel contador de centelleo (Beckman LS 60001C), para medir las cpm en los papeles, Cdnsxdcrando los
|on ‘del dATP-5% al

buenn rcaccnén y se

g :»:ipapeles no lavados como el 100%, se determma el porcentaje dc. “in
olxgonuclcétldo -8i la incorporacién se da por encima dcl 70% se. cons
b ; :’procede a la siguiente etapa.

La recuperacién del oligonucleétido marcado ‘s¢ rcahzé por_ prcclpnac16n. para lo cual se le
adncnoné a la mezcla de reaccién 1pul de tRNA de levadura (10 mg/ml), 1, 5 pl de acetato de sodio 3M

‘pH 7.0, y 37ul de ctanol absoluto. Se mezcla suavemente y se colocn por lo ‘menos una hora a-70°C en

el ultracongelador. Después se centrifuga durante 30 min a 15, 000 rpm 8 4"C en'la centrffuga Jouan
.“MR1822. Se descarta el sobrenadante y se deja secar la pastllla durann. 20 mmutos al aire libre. La

.pasulla se resuspende cn 50pl de TE que contienen 10mMDTT. Se‘toman 0.5 pt por duplicado y se

"“colocan nucvamente en ¢l contador de centelleo, para determinar la actividad especifica, antes de
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proceder a“la hibridacion, la actividad espcéiﬁca de los oligonucledtidos fue de 6-9x10° cpm/pg de

Fijacién
Para todo el procedxmlenlo, de fijacion y lavado, ‘se utlhzaron cajas Koplm y gradnllas

esterilizadas. Las laminillas se sacaron de ~70°C y se secaron con una secadom de pelo con calor y
potencia moderada. Inmediatamente se utilizé paraformaldchfdo-PBS al 4%k durante 10mm

rocednéndo ala
acetilacion, en SSC 4x con 0.1M de Trietanolamina (Sigma) y 0.25% de anhidndo acétxco(Slgma) pH
8.0 durante 10 min, un lavado con SSC 2x durante 3 min y se procede a Ia des

posteriormente se realizaron dos lavados con PBS 1x para remover el ﬁjador,

siguicntes alcoholes durante 2min cada uno 75%, 80%, 95%, 100%. Se hace una es] pldaclén con

Cloroformo(Baker) durante 5 min y se vuclven a usar los alcoholes ‘de 100% y 9_5% gluran_te 2min,

Posteriormente, se dejan secar al aire y se procede a ta hibridacién,

Hibridacion
La mezcla de hibridacion estd compuesta de 1 pmol/ml de ollgonucleéudo marcado
N desnalumhzado durante 5minutos a 65°C, 4xSSC, 50% dc Formamida, 10% de Dextran sulfulo 10%

de Buffer de fosfatos, 1% de Sarcosil fosfato de sodio, 1x Denhart, DNA de esperma “de- salmén
0 25mg/ml tRNA de levadura 0.25mg/mi; 10% de Ditiotreitol (DTT) 5M en acetato de sodno 0. OOIM

: durantc 12 hrs. .
o Lavados

‘Se quita 'el‘”phrg'

gradxllas Para proseguu' on los nvados con las siguicnte soluciones prccalcmadas, se llevan a 45°C
en un bafio: leSC+50% de formumxda, dos lavados durante 30min; 0.1x SSC+ 0.02% SDS cuatro
* lavados durante 30 mmulos. Posteriormente se deshidratan con alcoholes, 75%, 80% y 95% dejandosc

secar durante varias horas.
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Macroautomdnogmﬁa

: Lns laxmmllas se exponcn a.l ﬁlm Bloma.x en un casette durante 4 dias. El film, se revela con
“luz'de’ scgundad_Kodak GBX, colocéndola 2 mm en el revelador GBX, 1 minuto en agua destilada y 4
min en Fuador GBX nuevamentc en agua destllnda Con ayuda de un transiluminador de luz blanca se

% relaclén seﬁal/ruldo es buena, se procede a cmulsionar las

La emulsién fotografica (Kodak) 4scbf“ubhdé‘én baﬂ6 Maria a 45°C en el cuarto oscuro sin fuz de
- scgundnd Cuando la emulsién se ha derretido totalmentc lo cual es revisado con un pequeiio agitador
y una pcqucﬂn luz de seguridad (Amersham), se sumergen las laminillas una por una y se cuclgan para

‘secarse al aire durante 3 horas. Trascurrido ese tiempo, las laminillas s¢ guardaron en cajas negras con

desccante, sc guardaron a su vez en bolsas oscuras con desecante y se guardaron en un refrigerador a
4°C durante 15 o 18 dias, segiin la intensidad de la sefial en el film. Transcurrido este periodo, sc
procedié al revelado en el cuarto obscuro, las laminillas se sacaron del refrigerador y s¢ mantuvieron
2hrs a TA y se colocaron en gradillas, el revelado se lleva a cabo, introduciendo las laminillas en las
siguientes soluciones a 15°C, ¢l revelador Kodak D-19 durante 2 min. Después sc pasan a 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 agitacién y se dejan
secar al aire. Para realizar ¢l montaje de las laminillus, se introdujcron en los siguicnte alcoholes
durante 2min. Etano! 70%, 80%, 95%, 100% y dos veces durante 5 min en Xileno. Se sacaron de los
xilenos y evitando que se secaran, sc agregd una gota de resina de montaje Cytoscal 60 (Stephens
Scicntifics), y se colocd un cubreobjetos sobre la muestra, dejandola secar al aire, procedicndo a su

observacion y andlisis al microscopio (Sdnchez, et al1997; Sanchez, et al 2001).
e.- Conteo de células

Se utilizd un microscopio marca Zeiss, modelo Axioskop, con dlaﬁ-agmd dc pic y de camipo, s¢
utilizaron los filtros azul, verde y neutro de pie, asi como objetivos de 1 25x, 5x, 10x, 20x y 40x y
binocular de 10x. La luz del microscopio sc controlé con un No- brake (Patnot) y:un regulador de
corricnte (Sola). La platina del microscopio estd motorizada con trcs e_;es y los movnmxentos regulados
por un Joystick y una interfase con la computadora, este smcma comp]eto. se llama MC-2000. El

Microscopio tiene una cémara acoplada, Sony CCD, que captumls;:ﬁal dentro de la computadora. La
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. computadora ticne un procesador Pentium 111 y una memoria RAM de 220MB. 1] programa mediante
el cual son analizadas las imdgenes, s ¢l mercator de la compaitfa Exploranova. Para ¢l andlisis, sc
traza ¢l drca de interds sobre la puntalln, scgin el atlas de Paxinos, s¢ marca una cuadricula que pucde
variur en sus dimensiones, sobre las dreas a analizar, en general se ulilizan rectingulos de 110 x 80 pm.
El operador snaliza cuadro por cuadro, mientras ¢l usuario va marcando las células. Se pueden
sceleccionar diferentes catcgorias, en este caso se utilizaron tres, la cutl marcé cimulos de granos que
corresponden a las neuronas UR1lérgicas, fa cat2 mareo los nicleos de color café que corresponden a
las células teiidas con cl anticuerpo contra cl ERw, la cat3, englobd u los nticlcos tefiidos de color café,
que tenfan mis de veinte granos de plata encima, considerando asi, células que coexpresaban mRNA de
TRHl y ERa., finalmente, en una hoja de cileulo de Microsofl Excel, ¢l programa otorga los resultados
finales del conteo, listos piara su andlisis estadislico, Del drea predptica anterior, se contabilizaron los
nicleos periventriculares(PcPO). los niicleos antcromediales (AMPO), los niclecos anteroventrales

(AVPO) y el drea medial predptica (MPA). 200p después en sentido antero posterior, sc contabilizaron

los siguientes nicleos, medial preéptico (MIPO), periventricular predptico (PePO) y el drca predptica
medial (MPA) (Paxinos, 1986).
Figura 11

Figura 1. A) Aqul se muestra el urea predptica en uno de sus primeros cortes. En el lado derecha del
corte se muestra cl mapa y su respectiva cuudricula de conteo, llevada a cabo con el programa
mercator, se muestran en el mapa el niicleo periventricular preoptico(PeP ) el micleo anteromedial
predptico(AMPO) ¢l drea predptica medial(MPA) y el micleo anteroventral predptico(AVP0). B) Aqui
se muestra ¢l drea predptica aproximadamente 200um después de su comienzo, mostrando el PePO, el
nmiieleo medial preoptico (MPO) y el MPA

El nicleo paraventricuar, sc divide en tres partes, ¢l tereio anterior, ¢l medio y ¢l pu‘xlcrlor, de cada
uno se traza el mapa y la cundricula,
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Figura 12

Figura 12, Imdgenes del micleo paravenivicnlar capturadas a di ﬁ.rcnlt.’s niveles del NPV con'su mtadrlcula,
phjctive de 1,255 A) Anterior, B) Media, C) Pusterior.
Sf-Radioinmunocnsayos

De lus alicuotas de sueros obtenidas, se cuunul‘u.an)n por. RIA los mvulce de PRL y el de ‘TSH,
mediante ¢l método estandarizado de NIIDDK (Sanchu. et al 2001)

g.- Pruebas estadisticas

‘Tanto los resultados de los c,onlu)s Lclularcs mmo las mcdncxont.s del los radioinmunocnsayos,
fucron nnulmudo# con cl prog,rumu bm(V:cw pdru Mnchmtoqh Se utilizd_para ¢l analisis una ANOVA

w
n

TR OV
FAl ).xl‘\ W‘ }“ :




" factorial, y i la préb@bﬂidad cra menor de 0.05, sc procedié a realizar una’ prucba de comparacién

miiltiple de Scheffé. .
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Resulitados

1. Deteccion del RNAm de TRH por hibridacion in situ

La sefial del RNAm de TRH en los tejidos previamente cubiertos con emulsién fotografica, fue
obscrvada 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 10x la sefial autoradiogrifica se
observd como camulos de granos brillantes que corresponden a los precipitados de plata. En general la
‘'sefial fue especifica y se delimité a las zonas donde previamente se habia reportado que se expresa el
RNAm de TRH. Detectamos seiial en los nicleos del drca predptica, la mayor densidad se observé en

cl micleo anteroventral preéptico, predptico medial, predptico lateral y menor densidad en los nicleos

periventricular preéptico y en anteromedial predptico. En los cortes que contienen ¢l niicleo
- 'paravcntricular hipotalimico, observamos mayor densidad en la zona parvocelular del nicleo, en estos

corlcs se obscrv() sefinl cn el nicleo hipotalimico lateral, el reticular. taldmico, el nicleo

ori ‘ntnculm' (Flgura 17).La sefial fue especifica, debido a que se observé en proporcion similar a lo

reportudo prcvnamcnte (Séanchez, ct al 1997; Sanchez, et al 2001) Repom:s prcvnos de nuestro grupo de

traba_]o,

démoﬁlruron la especificidad de la sefial uullmndo como controles, ‘el dcsplazamlcnto de la

seiial agrcgando a Ia mezela de hibridacién 10 veces en e ceso de ohgbnuclcéudo ﬁ'io o cllmmando la

‘prctrammlcnto con RNAsas, Adcm{:s s«.v ‘en’ las~ hlbndnclones in situ un

volu,onucleéudo smlctnzado al azar, en el cunl se mamuvo 'la p porémn de GC y AT que contiene la
nda ulthda pam detectar el RNA mensajero para la 'I'Rll y no se dctecté sci‘ial nlgum (Gonzzilcz.
200! Sénchez. et nl 1997' Sénchez, et al 2001)

57




Figura 13. Imagen captada on campo obscuro de la expresion del RNAm de TRII en el nicleo
puraventricular hipotaldamico(4) v drea predptica (B). La hibridacion in situ se realizé en rebanaclas
de cerebro de rata hembra de 20 um en diestro 1 hibridadas con una sonda especifica contra el RNAm
de TRH marcada con [S¥JdATP. Los climudos brilluntes corresponden a los precipitados de plata

sobre lus neuronas positivas al mRNA de TRII.

2. Deteccion inmunologica del receptor a de estrégenos en ¢l cerebro de la rata.

l.a presencia de células positivas al receptor a de estrégenos (ERw)  se considerd cuando los
nticleos se tificron de un café oscuro. La distribuciéon obscrvada correspondié a la reportada en la
literatura Laflamme, Nappi, et al. 1998). Un gran nimero de nucleos teflidos con un color.- calé muy
intenso fucron observados en los niicleos del drea predptica, principalmente en el PePO, el MPO, cl
AVPQ y la MPA, En el nicleo POL sc detecturon niveles bajos de nicleos tefiidos  con el anticuerpo
contra ¢l ERa. En los cortes procesados también logramos observar una gran cantidad de célulus
positivas ¢n la estria basal terminal (BST). En el NPV se observaron nicleos clarumente positivos, si
bicn, de color menos intenso que cf obtenido en el drea predptica. L.a mayoria de las ncuronas positivas
en el NPV se concentraron cn la region periventricular y media del nhcleo. : Priclicamente no sc
obscrvaron neuronas positivas en la region magnocclular, Utilizamos dos controles que nos permitio
determinar la especificidad de la sefial, El primero fuc la omision de! anticuerpo primario durante ¢l
proceso, csto cvitd que se obtuvicra seftal. La seiial positiva también se eliming al preincubar cl
anticucrpo primario en una relacion de 1:5 con el péptido (sc-542p) inmundgeno con el cual fue

obtenido ¢l antisuero (figura no mostrada).
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Figura 14, &£n el panel A se obervan células positivas al receptor a de estrégenos en campo claro en
loy nucleos del drea predptica a 10x. En el panel B, se¢ observan células positivas al receptor a y al
mRNA de TRIT en campo claro en el nicleo paraventricular a 20x. La sefial para el al receptor o de
estrogenos  se revel al incubar rebanadas de 20pm con una dilucion de 1:100 del anticuerpo
primaria, posterior revelado con peroxidasa y diaminobenzidina, generdndose un precipitado café
sobre los micleos de las células. EI mRNA de TRIT se revel$ por la exposicidn y revelado de la
emulsion fotogrdfica con la que se cubrieron las luminillas; esta corresponde a los climulos de granos
negros. En el panel C, se observa con mds detalle un drea donde se encuentran varias células positivas
a mRNA de TRH y ERa en el miclco periventricular predptico. fon el panel D, se observan en la zona
mediu de NPV, ciimulos de granos precipitados en el mismo sitio que la DAB, esto muestra células que
expresan lanto ERa como mRNA de TRH (40x). PePO: Nicleo periventricular predptico. MPA: Area
predptica medial. AMPO niicleo anteromedial preoptico. 3v: Tercer ventriculo.
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3. Niveles circulantes de prolactina y tirotropina durante la lactancia

En la figura 15A se puede apreciar unan tendencia a la alza én el nivel sérico de PRL desde el
primer dia de lnctancia con respecto al grupo de dicstro, cste aumcnto se mantiene hasta el dia 15 de
lactancia. De acuerdo a lo reportado, la PRL en suero dlsmmuye al destete (Unbc ct al 1991),

La tirotropina circulante, que sc muestra en la figura 1 9B, mostré un patrén diferente al de la
PRL. Se observaron variaciones no signiﬁcativa;, encontrandose un pico en ¢l dia 15 de lactancia con

respecto al diestrol y lactancia 1 y 5.
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Figura 15, Niveles séricos de PRL (A), y TSH (B) cuantificados mediante radioinmunoensayo durante
diferentes dias de la lactuncia y diestrol.

4. Cuantificacion de la coexpresion del RNAm de TRH y el receptor a de
estrégenos en el drea predptica durante la lactancia.

Como se muestra en las figuras 16 y 17, el nimero de neuronas TRHérglcas que cxprcsan alos

incremento significativo de 4 veces enlrL cl dia 1 y el dia 5 y una disminucién significativa entre el dfa
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5 y el dia 15 (fig 17). En chando al miméro dc'ncuronns"l’kllérgicas en'el drea predptica no

~encontramos variaciones sngmﬁcauvas en Ias dlf‘ercntes etapas((‘ ig 16y-17)

5 Colocalnzacufn del RN Am: de TRH y el ERa én el NPV del hipotilamo.

La co]ocnhzacné ¢ fue muy baja a todo lo Iargo del NPV y no sc observaron variaciones

‘stgmﬁcauvas (f g 18) ’En cuan al numero ‘de neuronas positivas al receptor de estrogenos ¢l nimero

L f”‘dclcctado ﬁxc muy baj e specto a lo observado en el drea predptica. En el NPV anterior,

ob;ervamos un mcrcmcnto sn;mﬁcanvo del 37% en la cantidad de células positivas para mRNA de
"TRH en el dla 5 rcwccto al-dfa ! de lactancia. Un decremento cn el dia 15 respecto al dia 5 de

ilucmncla p<0 05 un aumento en el destete respecto al dfa 15 de lactancia p<0.05, En la zona media del

PV el numero dc células de TRH se mantuvo similar ¢n las diferentes ctapas. En la zona posterior del
N V observamos una tendencia a la baja en ¢l numero de neuronas ‘TRHérgicas, cl cfecto fue mayor

en cl dfa 5 y ‘al destete (49 y 47% respectivamente; p<0.05). Entre cl dia 5 y ¢l destete observamos un

lncrg:mcnto de 32%.
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100% al grupo de células TRHérgicas del dia 1 de lactancia. El niimero de animales analizados fue de

6 en el grupo Ll y de 3 en el resto. PePO: Nicleo periventricular predptico anterior y medio. AMPO:
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Figura 17. Los histogramas corresponden al porcentaje de células positivas al mRNA de TRH, al
receptor 4 de estrogenos, y a ambos durante la lactancia y el destete. Se utilizé6 como 100% al grupo
de células TRHérgicas del dia 1 de lactancia. El nimero de animales analizados fue de 6 en el grupo
Ll y de 3 en el resto. *: p<0.01 con respecto al grupo LI. 8 p<0.002 y 88 p<0.04 con respecto al

grupo LV,
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Figura 18. Los histogramas corresponden al promedio + error estindar de la media del porcentaje
de células positivas al mRNA de TRH, al receptor A de estrégenos, y a la colocalizacion durante la
lactancia y el diestrol. Se utilizé como 100% al grupo de células TRHérgicas del dia 1 de lactancia. El
mimero de animales analizados fue de 6 en el grupo Ll y de 3 en el resto. Diferencias significativas en
el NPVant * 1 p<0.01 con respecto al grupo LI. 8 p<0.00! 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 LI y **: p<0.01 con respecto al mismo grupo.
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Discusion

Durante ¢l proceso de lactancia, la TRH es liberada en la eminencia media y se ha
demostrado consistentemente que el péptido sc encuentra en los vasos portales
hipofisiarios. En resultados publlcados previos, sc ha mostrado que durante la lactancia,
existe un incremento constantc en los' niveles del péptido en la eminencia media. Algo
distinto ocurre cuando se mlde el mRNA total del nicleo paraventricular hipotalamico en
los mlsmos dias, ya quc los niveles de mRNA de TRH sc mantienen bajos durante
pracucamcntc toda'la klactancla, recuperindose hasta el reinicio del ciclo estral, en el caso
de la rata (Urib,e,",c’t al 1991). Sin embargo, estas mediciones son de todo el NPV, sin
considerar sus - diferentes  dreas y zonas, cuyas neuronas TRHérgicas tienen roles
fisiolégicos distintos. A la fecha no existe ningin reporte detallado en la literatura, sbbre'la
cxpresion del mRNA de TRH a lo largo de la lactancia, en las tres dlferentes zonas del
NPV y las diferentcs regiones del mismo. L

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 estimulos qué induzcan la
transcripcion TRHérgica consistente, en las diferentes zonas y si estos pueden cstar
relacionados con la etapa de la lactancia estudiada. En la zona anterior, existen basicamente
poblaciones magnocelulares, las neuronas TRliérgicas emiten aferencias hacia otros
nicleos hipotaldmicos 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 nucleo arqueado (ARC), lo que puede estimular el tono
inhibitorio sobre la liberacién de Prolactina (Freemann, et al 2000). En los resultados no
hay una tendencia clara de expresién en este micleo, aunque se aprecia un aumento
significativo en el dia 5, que corresponde con un fuerte aumento en la prolactina sérica
(Uribe, et al 1991). Respecto al aumento de la expresién TRHérgica en la zona anterior, se
pucde proponer que en parte, puede manifestar la existencia de un asa de retroalimentacién
negativa sobre la expresién de PRL hipofisiaria.

En la zona media del paraventricular, tenemos una expresion similar a lo largo de la

lactancia, en esta zona obscrvamos también una disminucién no significativa dc la
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expresion a lo largo dela lactancla rcspccto al dxestro, lo quc hncc pensar quc en efccto la=

expresion TRHérgica de las neuronns que se encuentran en esta érea, puede ser mayor o

durante la parte del cicloestral contra el que la comparamos En esla zona, la mayor' :

cantidad de células TRHérglcas. fue encontrada en las divisiones. penve ula
ventrales, que son las divisiones que mais se han identificado como«}‘upo |6ir'6;:>ié'asr «
(Lechan ct al, 1980). Esto puede significar que existe una continua expresién TRHérgica,
en las células que se encuentran directamente implicadas en la liberacion de Prolactina.

En la zona posterior del NPV, observamos un decremento significativo de la
expresion de mRNA de TRH en el dia 5 respecto al dia del parto, una recuperacion
significativa en el dia 15, una nueva disminucién significativa en el destete y un nuevo
repunte significativo en el diestrol. Esta observacién es consistente en cierta medida con
los datos de mRNA de TRH medidos en todo ¢l NPV, que observan una disminucién hacia
el dia 5 (Uribe, et al 1991), aunque en este caso, los niveles se recuperan en el dials y
vuclven a_disminuir en el destete. Podemos proponer que hay una mayor expresion
signiﬁcativa de mRNA de TRH en la zona posterior durante el dia del parto,
probablemente obcdeciéndo a los considerables cambios hormonales que se producen en
esc dia," en los cuales, estan claramente involucrados las neuronas hipofisiotrépicas del
'NPV espccmlmente la oxitocina y la vasopresina. Es notable sin embargo, que los niveles

oy de expremén en el diestrol, disminuyan apenas un poco respecto a los dias 1 y 15 de

L lﬂctancla, y quc mcluso se incrementen respecto al dia5, ya que el diestro es un estado

fﬁsnol()guzo en el que no se le ha determinado ningiin papel especifico a la TRH como

- }necesanamente

: hbemdor dc Prolactma, aunque no se debe olvidar, que las mediciones de mRNA, no

5 :r:'debcn concordar con las del péptido liberado. De confirmarse las
: .~tendcnc|as observadas en cste trabajo, parcceria que las células TRHérgicas del NPV

’pgstenor, expenmenta.n constantes cambios de expresion de mRNA de TRH durante la

: f‘lactzinc‘ia‘, esto podria implicar un rol adaptativo de control del estado fisiolégico, o por lo
menoé, puede mostrar una alta susceptibilidad a este.

En la zona del NPV anterior, observamos el mayor nivel de expresion del receptor o

de estrégenos, en el dia del parto y en el dia del destete, aunque no significativos. Esto

podria obedecer a los altos niveles de estrogenos circulantes durante el dia del parto, lo que

podria indicar la existencia de receptores en esta zona a niveles basales y practicamente



" indetectables en’ muchas célulns que sin cmbargo pueden responder a los altos contenidos -
. de estrégenos expresando mas receptores En el caso del destcte, ;ras la caida de los niveles
i 2’ GnRHérgxca en el hipotdlamo y la

de prolactina, esta puede: dejar de i

actividad folicular en los ovano nto de los estrégenos circulantes

respecto a la lactancia (Tucker; 1 ,' ' ! oys nucleos prebplicos observados,
vemos este patrén de mayor expresnén de rcceptores el dia del parto y en el destete, con
niveles bajos enla lactancia y en el diestro, caracteristicos por sus bajos niveles de
estrégenos. En las zonas hxcdia y posterior del nticleo paraventricular, no obscrvamos
cambios notorios en la expresién de receptores de estrégenos durante la lactancia y el
diestro1, en todos los grupos se mantienen niveles muy bajos, respecto a lo observado en el

NPV anterior y en los niicleos predpticos.

) - En ninguno de los micleos estudiados, tanto paraventricular como ' predpticos,
»cncont.rm'nos niveles importantes de colocalizacion del fenotipo TRHérglco, con la
. ‘ expresu(m de’ receptores a de estrogenos, en la mayoria de los nucleos se ‘alcanzan valores
( : alrededor del 1% de coexpresion, por lo que podemos aventurar que To: est 6genos a través

3 ”de este receptor, no tienecn una influencia dirccta sobre el "metabohsmo de la TRH en

‘ninguna de las zonas estudiadas. Eso reduce en gran mch “las pOSlbllldach dc quc los

estrégenos cstén tenicndo un papel en la regulamén de la ‘TRH cuundo menos durante la
lactancia, ya que se ha observado un incremento de las cantxdades de mRNA de TRH
mediante hibridacién in situ, en ratas ovarectomizadas restituidas con estrégenos (Zacarfas
et al, 1998) aunque queda abicrta la posibilidad de que ésta se de, a través de la expresion
del receptor B. Aunque la expresion del receptor B es ampliamente distribuida como la del
a en el hipotdlamo y zonas circundantes, incluso mayor en el NPV (Laflamme, ct al 1988),
los niveles de proteina del receptor B detcctados en el hipotdlamo mediante western blot,
son muy menores a los del o, lo que invita a pensar que ticne menor influencia en la
regulacién estrogénica del hipotdlamo. Otra posibilidad, es que neuronas receptivas a los
estrégenos, tengan aferencias importantes sobre las neuronas TRHérgicas, y los estrogenos,
puedan provocar cn esas neuronas presinipticas, mayor frecuencia de potenciales de accién
o mayor cantidad de neurotransmisorcs o neuromoduladores, se ha considerado por
ejemplo, una importante influencia de péptidos opiodes que durante la lactancia responden

a la prolactina y en ovarectomia a los ecstrogenos, aumentando su expresion como la
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?Hproplomelanocortma (POMC), ° dnsmmuyéndola como el neu.ropepudo Y (Pape y Tramu,'
~1996). - ; : :
; Otro niicleo’ con 1mponantes aferenc:as sobre el paraventncular, s el nucleo
arqueado, que - presenta gran cantidad de receptores de estrégenos, que han sujo.
“colocalizados tanto con el fenotipo dopaminérgico, como con el oplodérglco (Soaje yDe
Dinasso, 2002). .Sabemos que ecxisten aferencias opiodérgicas sobre el micleo
paraventricular y que los péptidos opioides de este nucleo se ven aumcntados por ‘los
estrégenos en el dia del parto, por lo que posiblemente exista -una mﬂuencm de-los
estrogenos por medio de estas vias durante cuando menos el principio de la lactancla. De
demostrarse que estas vias pueden ser influenciadas por la activacién de los ‘receptorcs de
estrégenos y tienen una incidencia importante sobre la expresion de la TRH entonces la
activacion hgando mdependxentc de los receptores de estrégcnos, podrfa ser importante
. para la regulaclén indirecta dcl metabolismo de la TRH durante Ia lactancla

Tanto reportes antiguos como nuevos, sugxeren que el érea preéptlca, los

:,'rcceptores a dc estrégenos pueden ser marcadores unportant e la pnmmpaclén de esas

“uv i células en conductas maternales (Lonstein, et al: 2000) de hecho en el area predptica

snén del ERa, entre el dia 5 y el

mcdml obscrvumos cambios muy unportantes en la
15, que pueden estar rclacionados con algun k blo conductual.. Sin embargo, la
- interpretacion de lo que ocurre en esta zona, no dcja de ser una tarea compleja, dado su
gran tamafio y heterogeneidad. Lo obscrvado en los nicleos predpticos, sugiere que las
neuronas que expresan reccptores de estrégenos que pueden estar implicadas en la conducta
materna, no son TRHérgicas. Sin cembargo, si consideramos ¢l drea predptica,
especialmente el nicleo y la zona medial, como una intrincada red neural, no se puede
descartar la posibilidad de que las neuronas TRHérgicas tengan un rol en las conductas
maternales, ya que tienen un nivel importante de expresion en esta zona. Sobre la
importancia que pueda tener Ja TRH en los circuitos neurales del comportamiento maternal,
es nccesario recabar mucha informacion, en el contexto de experimentos especificos que
recaben tanto material fisiolégico y molecular, como conductual. Los resultados de este
trabajo sélo muestran la existencia de células TRHérgicas expresadas durante la lactancia

en nticleos considerados importantes para la conducta maternal y la coexistencia con
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" neuronas que presentan mmunoreuclmdad paru “el lmportanle rcgulador de conducta

maternal que esel ERu.
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Perspectivas

Tras estos experimentos, se abren varias incégnitas de interés. Quedan muchas

investigaciones por delame.. que pcm}itah'moStfgr poco a poco cual puede ser la
relevancia fisiolégica de la TRH gﬁ ¢l 4rea preéptica durante Ia lactancia, aunque se

cuenla con muy poca informacion a este respecto. Es un hecho que existe una fuerte

expresion, pero no parece tencr relacién con la conducta materna aunque”de -+
cualquicr manera es una cuestion de la que no se han reportado e)kpelfimcntbs. ERON
especificos hasta este momento, y en mi opinion valdria la pena realizarlos. " : L
En la misma drea predptica, hoy sabemos que a lo largo del desarrollo, seda el
desarrollo especifico de ciertos circuitos en los nicleos media‘le‘s,"quc tiéhen un
papel fundamental cn cl desarrolio de la conducta materna, Ya que encontramos una
fuerte expresion de TRH en esta drea durante la laét:incfa,' valdria la pena hacer un
estudio detallado sobre estas neuronas en su édn;ekio social, en su morfologia 'y en
su simacién electmﬁsiolégica, qlie pudieran Vmost'yrar; si las neuronas TRHérgicaS

pfeépthdS, pamcnpan en los cxrcunos del comportmmento materno, aunque no cstén _

B expresando receptorcs de estrégenos

Estos mlsmos expenmcntos podri'an realizarse para el nicleo paraventricular

iy h:potalémlco en dondc todavia no sc.ha descrito si existen cambios morfol6gicos y

s estructu:alcs en las neuronas TRHérgicas durante la lactancm, aunque ya se conocen

fv,eslos dntos de las neuronas oxitocinérgicas y vasopreqmérglcas En el nicleo
: paravcmrlculm' “hipotaldmico, no se sabe si hay cambios en la estructura de los
5 cucunos "durante la lactancia, el entendimiento de los cu'cuntos TRHérgicos del NPV

Ly su rclaclén precisa con las estructuras sobre Ins cunles pueden ser afercntcs, se

= ‘podria abordar el problema que sc da con- Ia pnradé_uca disminucién de los niveles

de mRNA de TRH durante la Iactancm, Yy Ia sublda en las concentraciones del

e péptldo en la eminencia medla durante el proccso

Respccto a la sntuaclon quc se abre sobre los receptores de estrégenos, queda claro
}que si durzmte la lactnncxa ucnen un papel este puede ser mediado de forma ligando

','mdependlente, sin embargo, la forma en que esta activacién puedc darsc en cada
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ﬂlc_|ld0, rcqmcre mvestxgacnoncs muy especificas a’ cstc respcclo “ Mediante =

';mctodolog!as moleculares in vivo, seria importante vcnﬁcar si los receplores de
estrégenos en el drea predptica y el nicleo paravemncular estan siendo activados
.en algiin momento, y estdn modulando las células que los contienen.

Auﬁque el drea de investigacién sobre la acci6n directa de los estrégenos sobre las
‘: ;nc;x}ohas TRHérgicas parezca cada vez tener menos perspectivas, por lo menos
'v'x'res'peckto al receptor a, no es descartable algiin mecanismo de accion, que sea
‘ indkecto pero sea importante en la modulacién dc la biosintesis del TRI. La
res;tmlegia para esto es continuar buscando las vias aferentes que involucran
./dircétaincntc a las neuronas TRHérgicas, y contempiar si en sus niicleos o glandulas
de brigen en ¢l caso de ser hormonas, hay una regulacion dirccta de los estrégenos.

= F malmente, dentro del estudio ‘de los receptores que pucden modular el TRH,

g ;muchas vn’as de mvcsugaclén quedun abiertas y se plantcan como muy interesantes. ‘
En el propxo contexto “de la lactancia, quedan por averiguar - por ejcmplo los
i : rcccptores dc prolactmn, de oxnocm& y de vnsopresma, lo cual tambxén puedc
~ayudar a cntcndcr las relacloncs parécnnas que se dan'en el nucleo pa:aventncular
.en. cl penodo dc lactancla, y. por.: supuesto de los rcccptores oplodérglcos, .
recordando lo que pasa en el nuclco a:qucado, quc por esa viu los cstrél,cnos

parccen modular lns ncuronas TIDA. -
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Conclusién

e No encontramos mnguna reglén donde Ja colocalmclén de mRNA dc TRH y
receptores o de- estrégenos, ‘fucra’ unportante para mfenr quc los estrégenos

pudleran modular la bxostntesns de TRH en forma du'ccta :
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Anexo I, Tinciones histologicas

a) Tincion rdpida de azul de Toluidina, para verificar la orientacion de los cortes.

Para este fin, sc recuperaron cortes, colocandolos sobre un portaobjetos, y
pegandolos 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 etilico al 20% (Sigma) son lavados
con alcohol etilico al 70% y una vez secos, se observaron al microscopio a 1.25x, 5x y 10x,
el azul de toluidm.,

" “conun violeta clnro, contrastando claramente las estructuras cerebrales.

a lna tmclén nuclear bnllante morado oscuro, y tific la materia gris

b) Tincidn con Hematoxilina Eosina

1. Se sacan las laminillas del ultracongelador con hielo seco,

2. Con calor modcrado, se sccan con la secadora de pelo hasta que estén

completamente secas.

Sumergir las laminillas en paraformaldehido-PBS al 4% durante 10 minutos.

hacer tres lavados de 2 minutos en PBS.

se sumergen 10 veces en etanol 70%

sc sumergen 10 veces en etanol 80%

se dejan en etanol 95% durante 2 minutos.

Se dejan en ctanol 100% durante 4 minutos.

Se dejan en ctano! 95% durante 2 minutos.

10. 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.

3. Se ponen en hematoxilina de Harris durante 4 minutos.

14, Se enjuagan en agua destilada, cambiando esta hasta que no esté roja ni morada,
entonces se dejan en el agua 4 minutos en agitacion.

15. Se sumergen 30 segundos cn cosina amarillenta de base acuosa.

16. Sc vuclve a repetir ¢l paso 14, hasta que el agua deje de salir rosa y amarifla.

17. se sumergen etanol 70% dicz veces

18. Se repite el paso anterior con ¢l etanol 80%

19. Se sumergen 2 minutos cn etanol 95%

20. Se sumergen 2 minutos en etanol 100%.

21. Se sumergen en xilenos 5 minutos.

22. Se procede al montaje.
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Anexo Il, Preparacion de soluciones

PBS 10x
40 NaCl (Baker)
2 KH,PO,4
11.44g Na,HPO,

2 KCl

Se disuelve a temperatura ambiente en un agitador magnético dentro de un vaso de precipitado,
se ajusta el pH utilizando un potenciémetro (Beckman selection 2000)hasta alcanzar pH 7.4
agregando pequeiias cantidades de NaOH 4M (Baker), se afora a 1L con una probeta graduada y
sc filtra con un filtro de celulosa de 0.5 pm (Millipore) en un niatraz Kitasato conectado a una
bomba de vacio (Millipore). Posteriormente sc esteriliza y se guarda a temperatura ambiente.

SSC 20x
175.32¢ Cloruro de Sodio
88.23g Citrato de distdico dihidratado

s¢ ajusta el pH a 7.0 con HCl

TRIS HCL IM

Se pesan 6.055g de Trizma base (Sigma), se dlsuelven en aguu Mxth y se a_|usm cl pH a E

7.6 utilizando la cantidad necesaria de HCI (Merck) concenlrado, se. afom a 50 ml ‘se ﬁltra y se S
esteriliza, : - ; :

0.5M EDTA pH 8.0 e
EDTA (Sigma) dis6dica dihidratada 9, SOSg : .

Se agregan poco a poco lentejas de NuOH y cuando cmp1c7an a dlsolvcrse sc a_]usta cl pH a8. 0 o

se afora a 50 ml se filtra y esteriliza. ; :

100x Denhardts

Ficoll (Sigma)

Polivinil pirolidona (Sigma) ;e

Albimina sérica bovina grado RIA " * e : :
Se afora a 50 ml, se filtra y se esteriliza. e ha en. alicuotas pcqucﬁas con  tubos para
microcentrifuga de 0.5 mi y se¢ guardan a ~20°C. . ! .

Poli A 10mg/ml

Sc disuclve 100mg de Poli A (Slgma) cn lOml de agun ﬁltrada y eslenhzada Sc haccn
alicuotas pequeflas y se guardan a —20°C. ; !

tRNA de levadura 10mg/mi C
Se disuclve todo el contenido de! frasco de tRNA (Slgma) en la cantidad ncccqarm dc
agua filtrada y csterilizada, se hacen alicuotas pequefias y se guardana —20°C :
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Se mezclan 5 g de resina Bio Rad 501-X8 con 50ml de fofmarhxdé pura (BRL) y se
mantienen con agitacion por inversién por 30 min. Se hnccn ahcuotas de 2mly s guardun a -
20°C. . . :

DNA dc esperma de salmén 10mg/ml sonicade

Se prepara la solucién de DNA de esperma de sa.lmén(Slgmn) con agua y’sc¢ sonica
durantc 60 scgundos 5 veces, 6 hasta que la viscosidad se reduzca ’; antes dé sonicar, sc lava ¢l
sonicador con SDS 0.2%, alcohol industrial y ﬁnalmcnte con ugua MlIhQ Sc prcparan alicuotas
pequefias y se guardan a —20°C.

Buffer TE
10mM Tris pH 8.0
ImM EDTA

Amortiguador de fosfatos

Nall,PO, 6.9g

Na;HPO, 7.1g
Se preparan 50ml de cada fosfato, después con el polcnuémctro se van muclundo (primero sc
coloca el Fosfato dibdsico) hasta alcanzar el pll 7.4, sc filtra y ebtcnhza.
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'_‘Fezde' erfﬁntds: ‘En las paginas 63 y 64, deben leerse las siguientes graficas

Vk,y pies de figura.
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Figura 18. Los histogramas corresponden al promedio + error estindar de la media, del porcentaje de
células positivas al mRNA de TRII, al receptor a de estrogenos, y a la colocalizacion durante la lactanciay
el diestral. Se wtilizé como 100% al grupo de células TRHérgicas del dia 1 de lactancia. El niimero de

animales analizados fue de 6 en el grupo Ll y de 3 en el resto. Diferencias significativas en el NPVant

*:

p<0.01 con respecto al grupo Ll. y:p<0.001y yy: p<0.008 con el grupo LV, &: p<0.03 con el grupo LXV
v con el grupo De. Diferencias significativas en el NPVpos * :p<0.0] con respecto al grupo LI y **:
p<0.01 con respecto al mismo grupo.
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