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INTRODUCCION
En la rata macho, la conducta copulatoria es modulada por regiones
cerebrales como el area predptica medial (mPOA), la amigdala (Me), el
nudcleo de la base de la estria terminal (BNST), el septum lateral (LS) y
el hipotalamo ventromedial (VMH).

En este roedor, la saciedad sexual es definida como un estado de
inhibicibn de la cépula que se alcanza después de madltiples
eyaculaciones. En estos animales se ha observado que 24 6 48 h post-
saciedad 70% de la poblacion muestra una completa inhibicion de la
conducta sexual y 30% muestra s6lo una serie eyaculatoria. En cambio,
7 dias post-saciedad, todos los animales eyaculan al menos dos veces.

La inhibicion de la conducta sexual coincide con una disminucion
de la densidad del receptor a andrégenos (RA) en el mPOA, LS, Me y
VMH, pero no en el BNST que no se acompafia de cambios en la
concentracion de testosterona en plasma.

Por otro lado se sabe que la recuperacion de la densidad del RA a
los 7 dias post-saciedad coincide con la recuperacion parcial de la
conducta sexual a este intervalo. Sabemos que los cambios en los
niveles de Ila proteina RA son fundamentalmente debidos a
modificaciones en la expresion de su ARNm, ya que se ha observado
una menor expresion del ARNm del RA en el mPOA y en el LSV, pero no
en el BNST de la rata macho, 24 h después de una eyaculacion, con
respecto a los machos control En el mPOA de la rata macho,
inmediatamente o 24 h post-saciedad, la expresion del ARNm del RA es
significativamente menor que el que se encuentra en los machos
control, mientras que 7 dias post-saciedad, la expresiéon del ARNm del
RA es similar a la del macho control. En cambio, en el BNST de la rata
macho, en las diferentes circunstancias conductuales, la expresion del
ARNmM del RA es similar a la que presentan los machos control. Asi la

conducta sexual masculina reduce la expresion de la proteina RA por



una reduccion en la expresion del ARNm del RA independiente de la

concentracion hormonal.



ANTECEDENTES
1. CONDUCTA SEXUAL
La conducta sexual representa un tipo de comportamiento social que se
presenta en practicamente todas las especies del reino animal, tiene su
expresion sobre un acto copulatorio, el cual implica la conjuncién
dindmica de dos organismos con el fin de asegurar el mantenimiento y
la supervivencia de la especie (Larsson, 1956).

En la rata, y en la mayoria de las especies de mamiferos, la
conducta sexual es innata, esta genéticamente determinada y tiene un
caracter estereotipado. Este caracter permite el establecimiento de
medidas conductuales que facilitan el estudio de las bases bioldgicas
que la subyacen.

En los roedores se ha observado que durante la conducta
precopulatoria el macho explora su territorio y lo marca con orina,
persigue y olfatea la vulva de la hembra (Dewbury 1979). Por su parte,
la hembra receptiva responde a la conducta masculina desplegando
conductas de atraccion; como el brincoteo, desplazamiento en zig-zag y
movimientos vibratorios de la cabeza y de las orejas. Durante este
periodo tanto el macho como la hembra emiten vocalizaciones
ultrasénicas con el fin de aumentar su motivacion sexual (Sachs vy
Meisel, 1988). A estas conductas precopulatorias se les conoce como
aspectos motivacionales o apetitivos de la conducta sexual, mientras
que a las conductas que se presentan durante la copula misma se les
conoce como aspectos ejecutorios o consumatorios, los cuales seran
descritos a continuacion.

Durante la copula de la rata, el macho sexualmente motivado
presenta una secuencia de respuestas sexuales que incluyen montas e
intromisiones repetidas e intercaladas que culminan en la eyaculacion, a
la cual le sigue un periodo refractario a la estimulacion sexual

denominado intervalo post-eyaculatorio (Larsson, 1956).



En la respuesta motora de monta, el macho hace contacto con la
hembra por la parte posterior dorsal, palpando sus flancos con las patas
delanteras y ejerciendo movimientos pélvicos sin lograr la insercion
peneana; después, la rata macho se retira de forma suave y lenta.
Mientras que en la respuesta motora de intromision se presenta una
monta simple y breve que termina con un movimiento pélvico
prolongado que indica que ocurrié la insercibn peneana, el macho
desmonta rapida y violentamente a la hembra. Por su parte, la
respuesta de eyaculaciéon incluye una intromision, caracterizada por un
movimiento pélvico profundo que es mantenido por varios segundos y
que técnicamente se refiere a la emision espasmaddica o continua de
liquido seminal a través del meatus del pene hacia el exterior. El acto de
desmonta es lento y se caracteriza por un movimiento lateral de las
patas delanteras (Dewsbury, 1979).

Después de la eyaculacion se observa un intervalo post-
eyaculatorio, el cual se define como un periodo de refractariedad a la
estimulacion sexual. Este periodo dura entre 4-5 min después de la
primera eyaculacion y se prolonga exponencialmente en las siguientes
eyaculaciones. Durante el intervalo post-eyaculatorio se observan dos
fases: la fase refractaria absoluta y la fase refractaria relativa. En la fase
refractaria absoluta el macho emite vocalizaciones de 22 KHz., se
muestra insensible a la estimulacion externa para ejercer la copula y
ocupa el primer 75% de la duracion total de este intervalo. Durante la
fase refractaria relativa el macho es capaz de iniciar la copula si se le
estimula suficientemente, por ejemplo cambiando a la hembra (Wilson y
cols., 1963) o aplicandole a la piel choques eléctricos de baja intensidad
(Meisel, 1983). Una vez transcurrido el periodo refractario el animal
puede reiniciar la copula naturalmente (Larsson, 1979).

Asi pues, en la rata macho, durante el despliegue de su conducta

copulatoria se pueden medir los siguientes pardmetros:



1) La latencia de monta (LM): tiempo que transcurre entre que la
hembra sexualmente receptiva se introduce en la caja experimental y el
macho la monta por primera vez.

2) La latencia de intromision (LI): tiempo que transcurre entre que
el macho y la hembra sexualmente receptiva entran en contacto y se
presenta la primera intromision.

3) La latencia de eyaculacién (LE): tiempo transcurrido entre la
primera intromision de una serie y la eyaculacion.

4) El intervalo post-eyaculatorio: tiempo que pasa entre la
eyaculaciéon y el inicio de una nueva serie copulatoria, determinado por
la intromision.

También, en una serie eyaculatoria se puede contabilizar el
niamero de montas (M) y el numero de intromisiones (l). Una serie
eyaculatoria incluye los eventos que se presentan desde la primera
monta o intromisiobn hasta la eyaculacion. Cuando en la serie
eyaculatoria se incluye el IPE se le denomina serie copulatoria (Figura 1)

(Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1995a).

Serie Copulatoria

Serie Eyaculatoria \
" IPE
! v
AN i
0 5 10 15 min

|M0nta IIntr‘omisién IEvacuIacién

Figura 1. Representacion esquematica del despliegue de la conducta sexual de la rata macho.
IPE: intervalo post-eyaculatorio



1.1. Regulacion Neural: areas cerebrales vinculadas en la
modulacion de la conducta sexual masculina

Los primeros intentos para entender la organizacion neural implicada en
el control de la conducta de cépula en animales macho se hizo por
medio de lesiones de grandes areas cerebrales.

Asi, se ha observado que en ratas o gatos macho la remocién de la
neocorteza suprime la conducta de copula y la mayor deficiencia se
observa con la remocion de la corteza frontal (Beach, 1940). Las
lesiones subcorticales, a menudo removiendo varias areas cerebrales,
también producen pérdida de la conducta sexual (Sachs y Meisel, 1988).
A continuacién revisaremos las principales estructuras cerebrales

involucradas en el control de la conducta sexual.

1.1.1. Bulbos olfatorios

Para atraer al sexo opuesto, las hembras y machos sexualmente activos,
emiten muchos tipos de estimulos que afectan varios sistemas
sensoriales, entre ellos, el olfato (Portillo y Paredes, 2004). En ratones,
ratas y campafoles macho, la remocidon quirdrgica del &érgano
vomeronasal disminuye marcadamente la conducta de apareamiento y
agresiva intraespecie, lo que sugiere que el sistema olfatorio accesorio
estd involucrado en la deteccion de olores sexualmente relevantes
(Clancy y cols, 1984). Los machos no lesionados pasan mas tiempo
cerca de una hembra en estro (Agmo, 2003, Portillo y Paredes, 2004) y
las hembras pasan mas tiempo cerca de un macho sexualmente activo
(Dominguez-Salazar y cols., 2002). Inclusive, los machos prefieren a
una hembra receptiva aunque esté anestesiada o detras de una malla en
donde los machos so6lo pueden olerla (Carr y cols., 1965). Lo cual
ejemplifica la importancia de los bulbos olfatorios en los aspectos

precopulatorios.
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Figura 2. Representacion del cerebro de la rata cortado de manera lateral mostrando la

localizacién de los bulbos olfatorios.

1.1.2. Amigdala

La amigdala (Me) es una estructura compleja que participa en la
regulacion del aprendizaje y la memoria, de las funciones autonémicas y
neuroendocrinas (nucleo central y division baso-lateral) y de varias
conductas sociales (division corticomedial) (Newman, 1999; Adolphs,
2003), tales como las emociones, la agresion y la conducta sexual
(Sachs y Meisel, 1988; Everitt, 1990; Segovia y Guillamon, 1993).

En el hamster y en la rata macho las lesiones de la amigdala baso-
lateral no producen algun efecto perjudicial sobre la copula, por el
contrario, se ha sugerido que las ratas macho con lesiones en la
amigdala baso-lateral copulan mas rapidamente que los machos control
(Harris y Sachs, 1975). En cambio, en ambas especies, lesiones en la
amigdala cortico-medial producen deficiencias en la conducta copulatoria
(Sachs y Meisel, 1988). Las ratas macho con estas lesiones presentan
mayor latencia de eyaculaciéon y menos eyaculaciones para alcanzar la

saciedad sexual que los machos control (Harris y Sachs, 1975).
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Figura 3. Representacion del cerebro de la rata cortado sobre el eje interaural mostrando la

localizacion de la amigdala.

1.1.3. Nducleo de la base de la estria terminal

El nucleo de la base de la estria terminal (BNST; por sus siglas en
inglés) juega un papel modulador en el control de la conducta sexual
(Hull y cols., 2005). La region posteromedial del BNST ha sido
relacionada con la modulacion de la conducta sexual masculina. De
hecho, esta regiéon del BNST contiene densidades altas de receptores a
esteroides (Li y cols., 1993).

En la rata (Emery y Sachs, 1976) y en el hamster (Powers y cols.,
1987), las lesiones del BNST no necesariamente bloquean la conducta
de apareamiento, pero si disminuyen las erecciones sin contacto (Liu y
cols., 1997) y las investigaciones ano-genitales (Powers y cols., 1987).
Esto sugiere que el BNST contribuye en los aspectos motivacionales

(Hull y cols., 2005).
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Figura 4. Representaciéon del cerebro de la rata cortado sobre el eje interaural mostrando la

localizacion del ndcleo de la base de la estria terminal (BNST por sus siglas en ingles).

1.1.4. Septum lateral

El septum es una estructura nodal localizada en el cerebro anterior, el
cual relaciona al mPOA, la amigdala y el hipocampo (DeFrance, 1976).
Se ha sugerido que esta area modula la conducta sexual masculina
ademas de modular otras funciones motivacionales y emocionales
(Baum vy cols., 1982). Lesiones del septum lateral (LS; por sus siglas en
inglés) disminuyen el nimero de montas e intromisiones (Kondo y cols.,
1993).

Interaural 8.60 mm Bregma -0.40 mm

Figura 5. Representacion del cerebro de la rata cortado sobre el eje interaural mostrando la

localizacion del septum lateral (LS por sus siglas en ingles).



1.1.5. Hipotalamo ventromedial
En la rata, el nucleo del hipotalamo ventromedial (VMH; por sus siglas
en inglés) es reconocido principalmente por su papel en el control de la
conducta sexual femenina (Mathews y cols., 1983), pero también
modula la conducta sexual masculina. De manera similar al mPOA, el
VMH es rico en receptores a andrégenos y estréogenos (Simerly y cols.,
1990) y recibe estimulos genito-sensoriales a través de proyecciones del
mesencéfalo, asi como estimulos quimio-sensoriales via proyecciones de
la amigdala (Canteras y cols., 1995).

Las lesiones del VMH a menudo estimulan aspectos de la actividad
sexual masculina, lo que sugiere que el nudcleo del VMH inhibe

tonicamente la conducta sexual masculina (Hull y cols., 2005).

Intefaural 6.20 mm)| Er@rm -2.80 mm

Figura 6. Representacion del cerebro de la rata cortado sobre el eje interaural mostrando la

localizacion del hipotalamo.

1.1.6. Area preoptica medial

El area predptica medial (mPOA; por sus siglas en ingles) participa en la
regulacion de diversas funciones, tales como la termorregulacion (Boden
y cols., 2000), la liberacion de varias hormonas hipofisarias (Pi y
Grattan, 1999), la conducta maternal (Stack y cols., 2002) y la conducta
sexual masculina (Paredes y Baum, 1997). Las lesiones bilaterales o
grandes (extendiéndose al hipotdlamo anterior rostral) del mPOA en

diferentes especies tales como: ratas, hamsteres, ratones, cobayos,



jerbos, perros, gatos, cabras, monos rhesus, lagartos y peces macho,
deteriora severamente la conducta copulatoria. Si las lesiones son
pequefias o unilaterales se producen deficiencias poco severas en la
conducta copulatoria (Baum y cols., 2002).

Debido a la severidad de los efectos de las lesiones del mMPOA y a
la variedad de especies en las que han sido descritos, a esta region se le
considera de suma importancia en la regulaciéon neural de la conducta
sexual masculina (Sachs y Meisel, 1988). En la rata macho con el mPOA
lesionado, la exposicion a diferentes hembras (Heimer y Larsson,
1966/1967), el tratamiento crénico con testosterona o la administracion
de choques eléctricos de baja intensidad a los flancos, no son capaces
de reactivar la conducta sexual (Meisel, 1983). También se ha
observado que la rata macho sexualmente experta con lesiones en el
mMPOA modifica su preferencia olfatoria de tal manera que pasan el
mismo tiempo oliendo el aserrin de hembras en estro o en anestro. Esto
sugiere que el mMPOA es una estructura crucial para la integracion de los
estimulos sensoriales que determinan en un individuo la preferencia
olfatoria por el sexo opuesto (Hurtazo y Paredes, 2006). En la misma
linea, se ha demostrado que la estimulaciéon eléctrica del mPOA de ratas
machos intactas acelera la copula hasta la eyaculacion reduciendo el
numero de montas, intromisiones, la latencia de eyaculacion y el
intervalo post-eyaculatorio (Malsbury, 1971). Asi mismo, se ha
observado que mas del 85% de las neuronas gque se activaron en una
prueba de conducta sexual, medida como la expresiéon de c-Fos,
también son inmunorreactivas a la proteina receptora de andrégenos.
(Greco y cols., 1998). Esto sugiere que en el mPOA, la informacion
sexualmente relevante es procesada por neuronas sensibles a

androgenos.
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Figura 7. Representacién del cerebro de la rata cortado sobre el eje interaural del lado izquierdo y

del eje lateral del lado derecho, mostrando la localizacion del area preéptica medial.

2. INHIBICION DE LA CONDUCTA SEXUAL

2.1. Saciedad Sexual

El estado de saciedad sexual consiste de una inhibicién prolongada de la
conducta sexual que aparece en respuesta a eyaculaciones repetidas en
el curso de una coépula ad libitum sostenida. Este fendmeno fue
inicialmente descrito por dos grupos independientes en 1956: el grupo
de Kunt Larsson y el grupo de Beach y Jordan.

En el proceso de saciedad sexual pueden considerarse tres etapas:

A. El desarrollo de la saciedad sexual, la cual consiste en series
copulatorias repetidas que se suceden en el tiempo y durante las cuales
el macho copula incesantemente con una misma hembra sexualmente
receptiva. Durante el desarrollo de la saciedad sexual se modifican
algunos parametros como la latencia de eyaculacion que en general
aumenta conforme los animales se aproximan al estado de saciedad
(Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994); sin embargo, el
parametro de la conducta copulatoria que se modifica de manera mas
clara es la duracion del intervalo post-eyaculatorio, que se prolonga
exponencialmente después de cada eyaculacion (Rodriguez-Manzo y

Fernandez-Guasti, 1994). Con base en ello se pensdé que la saciedad



sexual podria ser simplemente el reflejo de un intervalo post-
eyaculatorio extraordinariamente prolongado.

B. La saciedad sexual misma que consiste en una inhibicién de la
conducta sexual producida por la copula repetida.

C. La recuperacioén de la saciedad sexual. Es claro que a diferentes

intervalos después del proceso de saciedad sexual, los animales
recuperan su actividad copulatoria.
Aunque se han usado diferentes modelos para producir ratas machos
sexualmente saciados, una caracteristica comun de todos los modelos es
que se obtiene un numero promedio de 7 series eyaculatorias para
alcanzar la saciedad sexual (Beach y Jordan, 1956; Larsson, 1956;
Lawrence y Barfield, 1975). Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti
(1994) describieron que un periodo de 4 h de copula ad libitum con una
misma hembra receptiva es suficiente para saciar sexualmente a ratas
macho.

Durante los primeros 150 minutos de la copula ad libitum, los
animales presentan de 5 a 12 series eyaculatorias antes de caer en un
estado de saciedad sexual, que se establecié6 usando como criterio 90
minutos de ausencia de actividad copulatoria después de la udltima
eyaculacion.

También se ha observado que con este modelo, 24 h o 48 h
después de la copula hasta la saciedad, las ratas macho expresan la
inhibicion de la conducta sexual de dos maneras: una forma consiste en
la ausencia total de la conducta sexual y se presenta en dos tercios de la
poblacién y, la segunda, consiste en la expresion de una eyaculaciéon
después de la cual la cépula no se reinicia y se presenta en un tercio de
la poblacién (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994). A partir de
las 96 h post-saciedad sexual, mas del 60% de los animales saciados
sexualmente es capaz de presentar una eyaculaciéon y de reiniciar la

copula (Romano-Torres y cols., 2007). En cambio, 7 dias después de la



prueba de saciedad sexual, el 100% de los animales es capaz de
completar al menos dos series copulatorias. Esta recuperacion, sin
embargo, no ha alcanzado niveles semejantes a los que muestran
machos controles (Romano-Torres y cols., 2007). Hasta 15 dias después
de la prueba de saciedad sexual, se presenta la recuperaciéon de la
capacidad de cépula, al regresar los valores obtenidos a los registrados
en la prueba de saciedad sexual. Estos resultados muestran que en la
rata macho, la recuperacion de la conducta sexual después de la

saciedad sexual es dependiente del tiempo.

2.2. Areas cerebrales implicadas en la inhibicién de la conducta
sexual asociada a la saciedad sexual

2.2.1. Nucleo de la base de la estria terminal

Las investigaciones realizadas por Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti
durante el 2007, muestran que en el BNST de ratas macho a las que se
les permitié copular hasta alcanzar 2 o 4 eyaculaciones o bien hasta la
saciedad sexual, el numero de neuronas inmunorreactivas a c-Fos
(Coolen y cols., 1996) fue significativamente mayor con respecto al
namero que mostraron los machos sexualmente expertos que no
copularon. Entre los machos sexualmente saciados y aquéllos que
copularon sin alcanzar la saciedad sexual, el numero de neuronas
inmunorreactivas a c-Fos fue similar. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que en la rata macho, el BNST esta involucrado en la
modulacién de la conducta sexual pero no en la inhibicibn sexual

caracteristica la saciedad sexual.

2.2.2. Septum lateral, amigdala medial y corteza piriforme
También se ha mostrado que el LS de la rata macho participa en la
regulacion de la inhibicion de la conducta sexual, dado que, el numero

de neuronas inmunorreactivas a c-Fos es significativamente mayor en



esta zona de ratas macho que llegan a la saciedad sexual, en
comparacion con los machos que copulan sin alcanzar el criterio de
saciedad sexual.

Por parte de la amigdala anterodorsal y posteroventral de la rata
macho que copula hasta la saciedad sexual, mostraron un aumento en
el nUmero de neuronas inmunorreactivas a c-Fos en comparacion con
los sujetos que copularon sin llegar a la saciedad sexual (Phillips-Farfan
y cols., 2007). Estos resultados sugieren que la amigdala medial modula
la inhibicibn de la conducta copulatoria caracteristica de la saciedad
sexual.

En tanto que en la corteza piriforme, se observd que la expresion
de c-Fos se asocia de manera especifica a la saciedad sexual, puesto
que en los machos sexualmente saciados -en comparacion con los
machos que copularon sin llegar a la saciedad sexual- la densidad de c-
Fos fue menor (Phillips-Farfan y cols., 2007). De hecho, los machos que
ejecutaron cuatro eyaculaciones sin llegar a la saciedad sexual tuvieron
mayor densidad de c-Fos que los animales sexualmente saciados.

Asi pues, se propone la teoria de que en el LS y en el nucleo
medial de la amigdala la inhibicién de la conducta sexual que caracteriza
a la saciedad copulatoria reside en neuronas inhibidoras y en la corteza
piriforme en neuronas excitadoras; ya que en los nucleos septum lateral
y medial de la amigdala hay un incremento especifico en la densidad de
c-Fos, mientras que en la corteza piriforme existe una disminuciéon

(Phillips-Farfan y cols., 2007).

2.2.3. Area preo6ptica medial

La participacion del mPOA de la rata macho en la saciedad sexual ha
sido controversial. Por una parte, en el mPOA, la saciedad sexual ha sido
asociada con concentraciones elevadas de dos metabolitos de la

dopamina (DA): el acido dihidroxifenilacético (DOPAC) y el acido



homovanilico (HVA). La concentracion de ambos metabolitos aumenta
durante la coOpula hasta la saciedad sexual y una vez establecida
permanece significativamente elevada, con respecto a la basal. Las
concentraciones de ambos metabolitos de DA tienden a regresar a
concentraciones basales para el cuarto dia, coincidiendo con el reinicio
de la conducta sexual (Mas y cols., 1995). Estos datos sugieren que el
sistema dopaminérgico del mPOA podria participar en el desarrollo y en
el mantenimiento de la inhibicibn copulatoria caracteristica de la
saciedad sexual. Por otro lado, la estimulacién eléctrica de esta area -
aunque facilita la conducta sexual- o la estimulaciéon eléctrica simultanea
a la administracién de una dosis subumbral de yohimbina (antagonista
az-adrenérgico) o apomorfina (agonista dopaminérgico no especifico),
no revierten el fenbmeno de saciedad sexual (Rodriguez-Manzo, y cols.,
2000).

De la misma forma, la administracion intra-predptica de
antagonistas del sistema GABAérgico tampoco revierte la saciedad
sexual (Rodriguez- Manzo y cols., 2000). También se ha observado que
en el mMPOA de ratas macho a los que se les permitié copular hasta
llegar a 2 0 4 eyaculaciones o bien hasta la saciedad sexual, el niUmero
de neuronas inmunorreactivas a c-Fos fue similar, pero
significativamente mayor que el que muestran los machos sexualmente
expertos que no copularon (Phillips-Farfan y cols., 2007). Sin embargo,
como se describira mas adelante, en esta area cerebral existen cambios
importantes en los niveles de receptores a esteroides: andréogenos y a
estrogenos alfa en respuesta a la saciedad sexual (Fernandez-Guasti y
cols., 2003; Phillips Farfan et al, 2007), que se acompafian de cambios

en los niveles de sus respectivos ARNm (Fernandez-Guasti y cols.)



2.3. Participacion de los sistemas de neurotransmision central en
la regulacion de la saciedad sexual masculina

En el fendmeno de la saciedad sexual, se ha explorado de qué manera
los sistemas de neurotransmision participan en el establecimiento,
desarrollo y recuperacion de la misma (Rodriguez-Manzo, tesis
doctoral). A continuacion describiremos algunos de los resultados del
analisis de los sistemas de neurotransmisiéon asociados a la saciedad

sexual.

2.3.1. Sistema Glutamatérgico

El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio en el sistema
nervioso central (Fonnum, 1984: White y cols., 1977), es reconocido
como un regulador central de un gran numero de procesos fisiolégicos,
entre los cuales estan la pubertad, el estrés y el proceso reproductivo
(Nakanishi, 1992; Brann, 1995; Monaghan y cols., 1989).

Los receptores a glutamato, estan subdivididos en dos grupos: los
receptores metabotrépicos y los receptores ionotrépicos. Los receptores
metabotrépicos a glutamato son siete receptores transmembranales
acoplados a proteina G, que intervienen en Ila transmisiéon
glutamatérgica lenta. En contraste, los receptores ionotropicos a
glutamato son canales ionicos especificos a cationes que regulan la
transmision glutamatérgica rapida. Los receptores ionotropicos a
glutamato estan subdivididos en a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-
propionato (AMPA), kainato y N-metil-D-aspartato (NMDA). Los
receptores NMDA, son vitales para el funcionamiento cerebral y juegan
un rol clave en la neurotransmision del glutamato (Forrest et al., 1994).
La activacion del receptor NMDA resulta en una entrada de Na* y Ca®*
que despolarizan la neurona e inician la transduccion de cascadas de
sefalizacion que alteran la plasticidad neuronal (Dingledine y cols.,

1999; Ozawa y cols., 1998).



La liberacion de glutamato en el area preoptica medial, es
mediada por la informacion directa o indirecta de las areas somato-
sensoriales (la amigdala media, el nucleo de la base de la estria
terminal, el &area central tegmental, los bulbos olfatorios (Simerly y
Swanson, 1986,1988)). Se ha demostrado la participacion del receptor
NMDA en la regulacion de la conducta sexual masculina, por medio de la
administracién sistémica del antagonista al receptor NMDA, MK-801, que
modifica la actividad sexual en ratas macho (Powell y cols., 2003).

Dominguez evalud la participacion del NMDA durante el desarrollo
de la copula por la rata macho, obteniendo que en el area preodptica
medial, el receptor a glutamato que se activa por el despliegue de la
conducta sexual masculina es el NMDA (Dominguez y cols., 2007), sin
tomar en cuenta que es el receptor a glutamato mas expresado en el
mMPOA (Brann, 1995). Ademas, la activacion del receptor NMDA en el
MPOA, actua sobre la dopamina, favoreciendo su liberacion e inhibiendo

su recaptura (Dominguez y cols., 2004).

2.3.2 Sistema de Opioides Endégenos

Los opioides endégenos modulan diferentes sistemas de
neurotransmisién (dopaminérgicos, noradrenérgicos, serotoninérgicos),
los cuales estan involucrados en la regulacion de la conducta sexual. Sin
embargo, los efectos conductuales especificos de la administracion de
agonistas y antagonistas a opioides sobre la cépula de ratas macho aun
no estan claros (Pfaus y Gorzalka, 1987).

En general, distintos estudios concuerdan con la idea que sefala
que la administracion sistémica de agonistas opioides, tales como la
morfina, heroina, metadona y p-endorfina, produce una marcada
inhibicion de la conducta sexual de mamiferos (Agmo y Paredes, 1988)
Yy que esta inhibicion se presenta de manera dependiente de la dosis

(Pfaus y Gorzalka, 1987). Asimismo, la administracion intracraneal de



péptidos opioides, B-endorfina en particular, inhiben la conducta sexual
de la rata macho (McIntosh y cols., 1980), mientras que la
administracion de antagonistas opioides como la naloxona y naltrexona,
producen efectos bifasicos (dependientes de la dosis): a dosis bajas
parecen tener efectos facilitadores sobre la conducta copulatoria y a
dosis altas parecen tener efectos inhibidores (Mc Connell y cols., 1981).

Se ha mostrado que en el mesencéfalo, corteza e hipotalamo de la rata
macho, la eyaculacion aumenta la concentracion tisular de opioides
enddégenos tales como Leu-encefalina, Met-encefalina y el opioide
octapéptido Met--Arg (6)--Gly (7)--Leu (8) (IR-Oct) durante 24 h, y que
las concentraciones de Met-encefalina y IR-Oct se mantienen elevadas
en hipotalamo por 48 h (Rodriguez-Manzo y cols. 2002).

Asi pues, la saciedad sexual puede representar un estado de
actividad opioide maximo, durante el cual el reinicio de la actividad
copulatoria esta inhibida (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1995b).
En apoyo a esta idea existe evidencia de que el tratamiento con
naloxona o naltrexona, revierte la inhibicion de la conducta copulatoria
propia de la saciedad sexual 24 h después de exponer a las ratas a
copula ad libitum durante 4 h.

Datos recientes han mostrado que en la rata macho, la
administraciéon de naltrexona previa a la prueba copulatoria hasta la
saciedad sexual, interfiere con el establecimiento de la inhibicion sexual
caracteristica de este fendmeno. Esta afirmacion se basa en el hecho de
que a las 24 o 48 h post-saciedad sexual, la proporciéon de ratas macho
saciadas sexualmente tratadas con naltrexona que presentan conducta
copulatoria en presencia de una hembra sexualmente receptiva, es
significativamente mayor con respecto a los machos sexualmente
saciados no tratados con naltrexona. Los datos anteriores sugieren que
los opioides enddgenos participan en el establecimiento de la saciedad

sexual. AUn mas, en ratas macho sexualmente saciadas, la



administracion de naltrexona, 24 o 48 h después, revierte de manera
parcial la inhibicion copulatoria caracteristica de la saciedad sexual
(Garduno-Gutiérrez, 2007).

Estos datos apoyan la hipdtesis de que los opioides endégenos
participan en el establecimiento y en el mantenimiento de la inhibicién

sexual caracteristica de la saciedad sexual (Gardufo-Gutiérrez, 2007).

2.3.3. Sistema Serotoninérgico

En relaciobn al sistema serotoninérgico se ha demostrado que la
serotonina (5-HT) inhibe la conducta sexual masculina, ya que la
inhibicion de la sintesis de 5-HT por medio de la administracion de para-
clorofenilalanina (p-CPA) o la lesiéon de las neuronas serotoninérgicas
con la neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT), facilitan diferentes
aspectos de esta conducta, mientras que la administracion del precursor
serotoninérgico, 5-hidroxitriptofano o de la 5-HT misma, inhibe la cépula
(Ahlenius y cols., 1971). Sin embargo, estudios recientes muestran que
diferentes compuestos agonistas del subtipo de receptor serotoninérgico
1A (5-HT1a), tales como la 8-hidroxi-2-di-n-propilamino-tetralina (8-OH-
DPAT) y el lisuride, facilitan claramente esta conducta disminuyendo
drasticamente el numero de montas e intromisiones, asi como la
latencia de eyaculacion (Ahlenius y Larsson, 1984). Asi mismo, se sabe
que la 8-OH-DPAT es capaz de revertir la inhibicion de la conducta
sexual producida por la saciedad sexual, en el sentido de que 24 h
después de someter a los animales a la prueba de saciedad sexual, una
proporcion relativamente alta de animales fue capaz de mostrar
conducta sexual (88% del grupo tratado con 8-OH-DPAT contra 29% en
el grupo control). Estos datos sugieren que el sistema serotoninérgico,
probablemente a través del receptor 5-THia, estad involucrado en el
establecimiento de la saciedad sexual (Rodriguez-Manzo y Fernandez-

Guasti, 1994). Con las evidencias anteriores, inicialmente se pensé que



la 8-OH-DPAT facilita la conducta sexual inhibiendo la liberacion de
serotonina, debido a que los efectos del 8-OH-DPAT son opuestos a los
de la serotonina misma y que algunos receptores 5-HTia son
autorreceptores en somas y dendritas serotoninérgicos. Sin embargo,
las lesiones del ndcleo del rafé, que contiene la mayoria de los somas de
las neuronas serotoninérgicas no alteran los efectos del 8-OH-DPAT, lo
que sugiere que los receptores post-sinapticos son los que median estos
efectos (Fernandez-Guasti y Escalante, 1991). Ademas, Ilas
microinyecciones en las terminales serotoninérgicas (mPOA y nudcleo
accumbens), donde todos los receptores 5-THia son postsinapticos
también facilitan la conducta sexual (Fernandez-Guasti y cols., 1992).

Asi mismo, en el mPOA de la rata macho, durante el despliegue de
su conducta copulatoria hasta la saciedad sexual, se ha observado que
la concentracion del acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA, metabolito de
la serotonina), aumenta significativamente (hasta en un 50%) con
respecto a la concentracion inicial (Mas y cols, 1995). En los
microdializados del mPOA de la rata macho saciada sexualmente, en los
dias 2 y 3 de evaluacion (durante el periodo post-saciedad sexual), se
observé que las concentraciones del 5-HIAA son similares a la
concentracion inicial del primer dia de evaluacion (periodo de actividad
sexual). En el mPOA de la rata macho saciada sexualmente, en el dia 4
de evaluacion, se observo que la concentracion de 5-HIAA aumenta de
manera similar al primer dia de evaluacion. Este aumento en la
concentracion del 5-HIAA en el dia 4 de evaluacion coincide con el
restablecimiento de la conducta copulatoria de los machos saciados
sexualmente. Asi pues, estos resultados sugieren que en el mPOA de la
rata macho, la inervacion serotoninérgica participa, al menos, en la
modulacion de los mecanismos consumatorios de la conducta sexual vy
en la recuperacion de la conducta sexual después de la saciedad (Mas y
cols., 1995).



2.3.4. Sistema Noradrenérgico

Con respecto al sistema noradrenérgico, poco se sabe del papel que
desempefa sobre la regulacion de la conducta sexual masculina. La
mayor parte de los estudios sugieren que este sistema de
neurotransmision facilita la cépula, ya que diferentes manipulaciones
farmacolbgicas que disminuyen los niveles de noradrenalina (NA)
inhiben la conducta sexual masculina (Hull y cols., 2005). De igual
forma, el incremento en la liberacion de NA, por medio del bloqueo de
los autorreceptores presinapticos a2, facilita la copula (Clark y cols.,
1985).

Con base en los datos anteriores, se ha evaluado el efecto de la
administracion intra-peritoneal de yohimbina, un antagonista o.-
adrenérgico, a ratas macho saciadas sexualmente. Los datos obtenidos
muestran que la yohimbina fue capaz de revertir la inhibicion sexual
propia de la saciedad de manera dependiente de la dosis. La
administracion de wuna dosis pequefia de yohimbina (2 mg/kg)
incremento la proporcion de ratas que muestra montas e intromisiones,
aunque dicho aumento no fue estadisticamente significativo al
compararlo con el grupo control. En cambio, todos los machos que
recibieron esta dosis y lograron eyacular (35.71%), también reiniciaron
la cépula. Cuando se administré una dosis mayor (4 mg/kg), todos los
parametros copulatorios incrementaron significativamente y la
proporcion de machos que eyaculé fue de 85.71% de los cuales el
83.33% logro reiniciar la copula después de la eyaculacion (Rodriguez-
Manzo y Fernandez-Guasti, 1994, 1995).

En relaciobn a los parametros especificos, el tratamiento con la
dosis baja de yohimbina provocdé una disminuciéon en la latencia de
intromisiéon y una disminucion significativa en el nimero de montas.

Ambas dosis incrementaron significativamente el numero de



intromisiones y la latencia de eyaculacion se vio significativamente
incrementada con la dosis alta de yohimbina. Estos resultados sugieren
que la dosis baja de este farmaco tiene efectos facilitadores sobre
parametros especificos de la copula, mientras que la dosis alta parece
tener un efecto contrario (Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994,
1995).

2.3.5. Sistema GABAérgico

En cuanto al sistema GABAérgico se ha observado que el acido gama-
aminobutirico (GABA) tiene un efecto inhibidor sobre la conducta sexual
masculina, principalmente en el intervalo post-eyaculatorio, ya que la
administraciéon intra-predptica de antagonistas GABA., como la
bicuculina o la picrotoxina, o un inhibidor de la sintesis de GABA, como
el acido mercaptopropiénico, produce una reduccion en la duracion del
intervalo post-eyaculatorio (Fernandez-Guasti y cols, 1986). Esta
informacién, aunada a aquélla que parecia sugerir que la saciedad
sexual podria ser un periodo post-eyaculatorio de muy larga duracion,
invitd a realizar la siguiente serie de experimentos. Al evaluar si la
administracion de bicuculina directamente en el mPOA revierte la
saciedad sexual de una manera analoga a como reduce la duracion del
periodo post-eyaculatorio, se observd que éste tratamiento carecio de
efecto. Estos hallazgos revelaron que mecanismos diferentes estan
implicados en la inhibicion de la conducta sexual que caracteriza al
intervalo post-eyaculatorio y a la saciedad sexual (Rodriguez-Manzo y
cols., 2000).

2.3.6. Sistema Dopaminérgico
Diferentes estudios han mostrado que varias regiones cerebrales de
ratas macho que ejecutan una sola eyaculacién, presentan un

incremento significativo, con respecto a la basal, en las concentraciones



de DA y/o sus metabolitos: acido dihidroxifenilacético (DOPAC) y acido
homovanilico (HVA), asi como de 5-HT y/o su metabolito el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) (Pfaus y cols., 1990).

En la investigacion realizada por Mas y cols. (1995) se observo
que en el mMPOA de ratas macho, las concentraciones de DOPAC y HVA,
incrementaron significativamente hasta en un 50% con respecto a la
basal durante el desarrollo de la saciedad sexual. Dicho aumento fue
seguido por una disminucion gradual al final de la actividad sexual.
Cuando se midieron las concentraciones al segundo y tercer dia de
evaluacion (periodo de inactividad sexual), observaron que Ila
concentracion de ambos metabolitos disminuye con respecto al primer
dia de evaluacion. En el cuarto dia de evaluacion se observdé que la
concentracion de ambos metabolitos fue similar al primer dia. También,
observaron que el aumento en las concentraciones de ambos
metabolitos coincide con el inicio del apareamiento asi como su
disminucion con el final de la actividad copulatoria. Los resultados
anteriores sugieren gque la inervacion dopaminérgica del mPOA podria
estar implicada principalmente en la modulacion de los aspectos
apetitivos de la conducta sexual (Mas y cols, 1995).

Por su parte, Fiorino y cols (1997), han observado que en el
nudcleo accumbens (Acb; por sus siglas en inglés) de ratas macho
sexualmente expertas, las concentraciones extracelulares de DA asi
como los de sus metabolitos, incrementan cuando se les presenta a una
rata hembra sexualmente receptiva detras de una malla. Ademas, se
observé que la concentracién de DA y sus metabolitos, se incrementaron
mas durante el despliegue de la conducta sexual hasta la saciedad
sexual, alcanzando valores maximos y permaneciendo asi durante el
tiempo que durd el despliegue de la conducta sexual. También, se
observé que la concentracion de DA y sus metabolitos, presentaron una

tendencia a la disminucion al final del periodo de actividad sexual. Estas



concentraciones regresaron a valores basales solo durante el periodo de
inactividad sexual. Después de que las ratas alcanzaron el criterio de
saciedad sexual, se les presenté una segunda rata hembra sexualmente
receptiva (de la que percibian estimulos sensoriales pero con la que no
podian copular), con lo cual se incrementd la concentraciéon de DA, pero
el aumento no fue estadisticamente significativo con respecto a las
concentraciones durante el periodo inactividad sexual. En cambio, al
reinicio de la copula con la segunda hembra, la concentracion de DA en
el Acb incrementd significativamente. Con respecto a los metabolitos de
DA en el Acb, sb6lo se observaron incrementos significativos durante la
copula con la primera hembra y no con la segunda hembra. Estos
resultados demuestran que el aumento en la transmisién dopaminérgica
mesolimbica est4 asociado a componentes apetitivos y consumatorios de
la conducta sexual masculina (Fiorino y cols., 1997).

De esta manera, al hacer comparaciones entre los sistemas
serotoninérgico y dopaminérgico, Mas y cols. (1995) encontraron las
siguientes diferencias: (1) observaron un incremento menor en la
concentracion del 5-HIAA al inicio de cada periodo de prueba conductual
con respecto al incremento en la concentraciéon de los metabolitos de
DA, (2) una disminucion de las concentraciones de 5-HIAA a valores
semejantes al basal durante el periodo de inactividad sexual a diferencia
de las concentraciones de DOPAC y HVA los que permanecieron
significativamente elevados con respecto a la basal y (3) las
concentraciones de los metabolitos de DA mostraron una tendencia a la
disminucién al final de cada prueba conductual mientras que los cambios
en 5-HIAA no mostraron este patrén (Mas y cols, 1995).

Todo lo anterior sugiere que el incremento en las concentraciones
de los metabolitos de la DA y la 5-HT, esta relacionado con el
apareamiento; ademas, sugieren que el sistema dopaminérgico del

cerebro anterior podria estar relacionado principalmente con los



aspectos apetitivos y consumatorios de la conducta sexual, mientras que
la inervacion serotoninérgica podria participar solo en los mecanismos
consumatorios (Mas y cols, 1995).

Al evaluar los efectos conductuales sobre ratas sexualmente
saciadas de la inyeccion simultdnea de yohimbina méas apomorfina
(agonista dopaminergico) y los del tratamiento combinado de
haloperidol (antagonista dopaminérgico no selectivo) con una dosis
efectiva de yohimbina, se observo que la apomorfina y la yohimbina, por
si solas, revierten la saciedad sexual de manera dependiente de la dosis
al incrementar el porcentaje de ratas sexualmente saciadas que copulan
y reinician la copula después de la eyaculaciéon. Aun mas, el tratamiento
combinado con dosis subumbrales de apomorfina y yohimbina
sinergizan para revertir la inhibicion sexual caracteristica de la saciedad
sexual (Rodriguez-Manzo, 1999). Por otro lado, la inyeccion simultanea
de haloperidol y una dosis efectiva de yohimbina, bloquea la capacidad
de esta ultima para revertir la saciedad sexual. Estos datos sugieren que
el sistema dopaminérgico debe ser la via final comudn para la reversion
de la saciedad sexual inducida por la yohimbina (Rodriguez-Manzo,
1999). En tanto que en la rata macho sometida al efecto “Coolidge”
(fendmeno que se presenta en la rata macho sexualmente saciada que
se caracteriza por el reinicio de la conducta copulatoria en respuesta al
cambio de pareja sexual) (Wilson y cols., 1995), la administracion intra-
peritoneal de haloperidol bloquea parcialmente este fenbmeno. En otros
términos, el 50% de los machos sexualmente saciados no respondieron
al cambio de rata hembra sexualmente receptiva, mientras que el 50%
que si respondié presenté una sola eyaculacién. De igual forma, los
animales sexualmente saciados y sometidos al efecto “Coolidge”, 24 h
después, no presentaron conducta sexual espontanea en respuesta a
una hembra sexualmente receptiva, pero si respondieron al cambio de

hembra sexualmente receptiva. Los autores concluyen que la dopamina



juega un papel fundamental en la presentacion del efecto “Coolidge”,
pero que su antagonismo con haloperidol no interfiere con la
modificacion en la capacidad de respuesta de los machos al cambio de
hembra a las 24 h post-saciedad sexual (Caballero-Cerda y Rodriguez-
Manzo, 2007).

Asi pues, con la informacién anterior podemos pensar que en
general, los sistemas excitadores como el noradrenérgico,
dopaminérgico y glutamatérgico estan regulando de manera positiva la
expresion de la conducta sexual masculina, mientras que los sistemas
inhibidores, tales como el opioidérgico y el serotoninérgico lo hacen de
manera negativa. Por Uultimo, de manera sorprendente el sistema
GABAérgico, al menos del mPOA, no pareceria estar participando en la

regulacion de este fendmeno.

3. HORMONAS

Las hormonas se definen como substancias quimicas secretadas al
torrente sanguineo que actuan sobre tejidos distantes, usualmente de
una forma reguladora (Kronenber y cols., 2003). Estas pueden ser
clasificadas de acuerdo a su naturaleza quimica en: peptidicas, tales
como la hormona de crecimiento (GH), la prolactina (Prl), la hormona
lactogena placentaria (LP) y las hormonas hipotalamicas o factores
liberadores de hormonas hipofisarias; en derivados de aminoacidos
como las catecolaminas o las hormonas tiroideas o también como
esteroides o derivados del colesterol, tales como los andrdégenos,
progestagenos, estrogenos o los corticoides. Otro grupo de hormonas lo

conforman los que derivan de acidos grasos, como las prostaglandinas.

3.1 Hormonas esteroides
Para fines de este trabajo describiremos a las hormonas esteroides. Asi

pues, mencionaremos que las hormonas esteroides sexuales pertenecen



al grupo de hormonas que se sintetizan a partir del colesterol. Estas a
su vez, se clasifican de acuerdo a su estructura quimica y a sus
principales acciones biolégicas en: progestagenos (moléculas con 21
atomos de carbono), andrégenos (moléculas con 19 atomos de carbono)
y estrégenos (moléculas con 18 atomos de carbono). La testosterona es
el principal andrégeno circulante en la mayoria de los mamiferos del
sexo masculino. Es secretada por las células de Leydig de los testiculos
en respuesta a la hormona luteinizante (LH; por sus siglas en inglés) y
quizéas potenciado por la hormona estimulante de los foliculos (FSH, por
sus siglas en inglés). La hormona LH es secretada por las células
gonadotréficas de la adenohipdfisis en respuesta a la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) secretada
por el hipotdlamo (Figura 2A). La testosterona, en el hipotalamo, regula
negativamente la liberacion de la hormona GnRH, asi como a las FSH y
LH de la adenohipodfisis. A su vez, la testosterona es el andrdégeno
principal en las hembras de la mayoria de las especies (Snyder, 2001).

En las hembras, la LH estimula al cuerpo lateo para secretar
testosterona y la FSH las células de la teca del ovario para producir
testosterona que posteriormente sera en su mayor parte aromatizada a
estradiol (Snyder, 2001).

En plasma, alrededor del 40% de la testosterona se encuentra
unida a la globulina de union a hormonas sexuales y aproximadamente
2% se encuentra libre; el resto se encuentra unida a la albumina y a

otras proteinas acarreadoras (Snyder, 2001).
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Figura 8. Representacion esquematica del eje hipotalamo-pituitaria-gonadal para la regulacion de
liberaciéon de testosterona por las células de Leydig. GnRH: hormona liberadora de
gonadotropinas; LH: hormona luteinizante; T: testosterona.

Las hormonas esteroidales tienen gran importancia desde el
desarrollo fetal. Una vez que el feto se define XY, las hormonas
esteroides son las responsables de la diferenciacion sexual. Jost (1953),
demostré en fetos de conejo, que la castracién de los embriones macho,
provocaba que se desarrollaran como hembras. El desarrollo de los
organos sexuales masculinos es dependiente de la testosterona
producida por las células de Leyding de los testiculos embrionarios. La
testosterona regula tres aspectos del desarrollo fenotipico del macho: la
conversion de los ductos de Wolff en el epididimo, en el conducto
deferente, y las vesiculas seminales; la formacion de la uretra y la
prostata a partir del sino urogenital: y la formacion del pene y del
escroto a partir del tubérculo genital y los pliegues uretrales (Nef y
Parada, 1989; Zimmermann y cols., 1999).

La testosterona se sintetiza a partir del colesterol (Figura 3A) y
sus principales metabolitos inactivos son la etiocolanolona y Ila
androsterona, mientras que los metabolitos activos principales son el
estradiol y la 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) (Figura 3B). La enzima

S5a-reductasa cataliza irreversiblemente la conversion de testosterona a



50-DHT. Aunque ambos andrégenos actian sobre el mismo receptor, el

receptor de andrégenos (RA),

(Wilbert y cols.,

1983) vy activa

la 50-DHT se une con mayor afinidad

la expresibn de genes mas

eficientemente (Deslypere y cols., 1992).
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Figura 9. A) Ruta biosintética de la testosterona en las células de Leydig. B) Principales
metabolitos de la testosterona.

El complejo enzimatico "aromatasa”, el cual se presenta en

muchos tejidos, especialmente en higado, tejido adiposo, ovario y

sistema nervioso central, cataliza irreversiblemente la conversion de

testosterona a estradiol (Ez) (Snyder, 2001). Esta conversion representa
aproximadamente el 85% del estradiol circulante en el macho, el resto
es secretado directamente de los testiculos (MacDonald y cols., 1979).
Cabe aclarar, sin embargo, que la sintesis de estradiol, asi como de

todos los estréogenos naturales, proviene invariablemente de

androgenos. La testosterona se metaboliza en el higado a androsterona
y etiocolanolona. La 5a-DHT se metaboliza a androsterona,
androstandiona y a androstandiol (Snyder, 2001).

La variedad de efectos de la testosterona es debido a su capacidad
para actuar al menos por tres diferentes formas: uniéndose al receptor
de andrégenos, por su conversion en ciertos tejidos a 5a-DHT y por su
conversion a estradiol (Ez), el que se une a los receptores de estrogenos

(Snyder, 2001).



De acuerdo con la teoria clasica de accion, las hormonas
esteroides se unen a receptores citosolicos especificos, que son factores
de transcripcion que al unirse con su ligando modulan la expresion de

genes blanco regulados por esteroides (Beato y cols., 1996).

3.2. El Receptor de Androégenos

Como ya mencionamos, los andrégenos son hormonas que participan
principalmente en el funcionamiento neuroendocrino del sistema
reproductor del macho, en la diferenciacion sexual y en la regulacion de
la conducta sexual (Lee y Chang, 2003; Xiao y Jordan, 2002). Los
andrégenos ejercen muchos de estos efectos uniéndose a su receptor
especifico llamado RA (Xiao y Jordan, 2002), el cual esta codificado en
un gen, formado por ocho exones, que esta localizado en el brazo largo
proximal del cromosoma X (Lee y Chang, 2003).

El RA pertenece a la familia de los receptores a esteroides con
funciones reguladoras de genes, que como todas las proteinas, es
sintetizado a partir del acido ribonucleico mensajero (ARNmM) y que
funciona como transductor de sefiales y como factor de transcripcion
(Carson-Jurica y cols., 1990). El RA posee un peso de 110 kDa y esta
compuesto por un dominio N-terminal de transactivacion, un dominio de
union a ADN (DBD), un dominio de unién a ligando (HBD) y un dominio

de translocacion (Lee y Chang, 2003).
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Figura 10. Representacion esquematica del receptor de andrégenos humano. kb: kilo base; bp:
pares de bases.

El principal andréogeno circulante en el macho, la testosterona,
difunde a través de la membrana plasmatica de su célula blanco gracias
a su carécter lipofilico. Una vez en el interior de la célula, la hormona se
une a su receptor especifico por medio del sitio de unién al ligando.
Esto, provoca la disociacion de las proteinas de choque térmico (HSP,
por sus siglas en ingles) las cuales confieren estabilidad al receptor y
evitan su desnaturalizacion (Binart y cols., 1989; Catelli y cols., 1985;
Denis y cols., 1988). La disociacion de las HSP del RA da como resultado
un cambio conformacional, es decir, pasa a un estado de activacion.

Cuando ocurre este cambio se forma un complejo hormona-
receptor que se transloca al nucleo. Una vez que este complejo esta en
el nucleo, se dimeriza con otro complejo hormona-receptor y se une a

los elementos de respuesta al andrégeno (ARE, por sus siglas en inglés)



por el dominio de unién al ADN del receptor, e interactia con proteinas
coreguladoras y proteinas generales de transcripcion para alterar la
expresion génica y modificar la funcién celular (Carson-Jurica y cols.,

1990; Brinkman, 2001; Zhang y cols., 2004).

Citoplasma

Figura 11. Representacion esquematica del mecanismo de accién de los andrégenos sobre su
célula blanco. El complejo hormona-receptor se trasloca al ntcleo y se dimeriza con otro
complejo hormona-receptor, este a su vez se une al ARE (Androgen Response Element) para
modular la expresion de genes. DHT: Dihidrotestosterona; CBP: proteina de unién al CREB;
Proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc; hsp: proteinas de choque térmico; SRC-1:
Coactivador 1 del receptor a esteroides.

3.2.1 La expresion del receptor a androgenos y del ARNm

Se ha reportado que en el sistema nervioso central (SNC) la expresion
del ARNm del RA se encuentra ampliamente distribuida, y que el mayor
niamero de células positivas a la expresion del ARNm del RA se
encuentra en el hipotalamo y en las regiones del telencéfalo (Fernandez-
Guasti y cols., 2000). Asi, el mayor numero de células positivas ha sido
encontrado en el nucleo predptico medial y en el ndcleo ventromedial,
en el ndcleo medial y cortical de la amigdala, en el area amigdalo-
hipocampal y en el nlcleo de la base de la estria terminal (Lisk, 1967).
También se ha observado que existe una mayor expresion del RA y de

su ARNm en areas cerebrales extra hipotalamicas, tales como la corteza,



el septum lateral e hipocampo de la rata (Lisk, 1967). Esto sugiere que
la accion de androgenos en el cerebro no esta limitada a la expresion de
la conducta reproductiva y a mecanismos de retroalimentacion
endocrina (Handa 1996).

Varios investigadores han mostrado que la castracion conduce a
una disminucion dréastica en los niveles de RA en el SNC y en otros
tejidos, misma que se revierte con la administracion de andrégenos
(Menard y Harlan, 1993). Por otro lado, Handa y cols. (1996),
paraddjicamente observaron que en ratas macho castradas 4 dias antes
del sacrificio, la expresiéon del ARNm del RA se encuentra elevada con
respecto al grupo de ratas macho no castrados. Este efecto de
castracion fue observado en el mPOA y en el BNST de ratas macho. Al
evaluar la densidad del ARNm del RA en las mismas areas cerebrales,
dos meses posteriores a la castracion, la densidad de ARN m del RA es
menor con respecto al grupo control. Con la finalidad de conocer el
efecto hormonal sobre la densidad del ARNm del RA en estas areas
cerebrales, las ratas macho castradas fueron tratadas 2 semanas
previas al sacrificio con 504-DHT. Asi, se observé que en las regiones
cerebrales ya antes mencionadas, la densidad del ARNm del RA es
similar a la de los machos control (Handa y cols., 1996). También
observaron que el tratamiento con E,, a los pocos dias de ser castrados,
no tiene efecto alguno sobre la expresion del ARNm del RA, pero a los
dos meses de la castracion el E; tiene una mayor eficacia que al 5a-DHT
en el restablecimiento de los niveles del ARN mensajero.

Estos resultados, muestran que las hormonas sexuales de origen
gonadal, regulan de manera diferencial, la expresion del ARNm del RA 'y
el de la proteina RA. Del mismo modo, varias investigaciones sugieren
que esta diferencia entre la expresion del ARNm y la proteina RA se
debe a wuna regulacion diferencial a nivel transcripcional vy

transduccional.



3.2.2. El receptor a androgenos y la conducta sexual

Como ya se ha mencionado en los capitulos anteriores, la proteina RA se
expresa en varios tejidos, tales como la préstata (Prins y cols., 1991) y
el cerebro (Fernandez-Guasti y cols, 2000).

La presencia del RA en el SNC es importante ya que, aunque
controversial, participa en funciones tales como la regulacién de la
conducta sexual, el comportamiento agresivo y la liberacion de
gonadotropinas (Mowszowickz y cols., 1989; Clark y Henderson, 2003;
Schulkin, 1999; Sachs y Meisel, 1988).

Asi pues, la expresion tanto de la proteina como del ARNm del RA,
han sido detectados en diversas regiones cerebrales implicadas en la
modulacién de la conducta de apareamiento; entre ellas podemos
mencionar al BNST, al mPOA, el nucleo amigdaloide (MeN, por sus siglas
en inglés), el VMH, el LS, y al ndcleo periventricular anteroventral (Pe,
por sus siglas en inglés) (Sachs y Meisel, 1988). También se han
localizado en la regiéon CA1 del hipocampo, los bulbos olfatorios, la neo-
corteza y en el tallo cerebral y la medula espinal (Chung, 2003).
Sumado a esto, se sabe que la castracion elimina la conducta
copulatoria y que la administracion exdgena de andrégenos revierte esta
inhibicion, ademas, la castracion influye sobre la expresion del RA, ya
que la inmunoreactividad al RA disminuye a corto plazo después de la
castracion y se restaura con la administracion de andrégenos (Handa,
1996).

Romano-Torres y colaboradores (2007) evaluaron la densidad del
RA en diferentes areas cerebrales de ratas macho a diferentes intervalos
post-saciedad.

Al evaluar la densidad del RA a las 48 h post-saciedad en las
diferentes areas cerebrales observaron que en la parte medial del POA,

existe una menor densidad del RA en comparacion con el grupo de ratas



macho sexualmente expertas que no copularon. A las 72 h o 7 dias
post-saciedad, se observo una recuperacion de la densidad del RA.

Interesantemente, en el VMH, LSV, MeA y en el BNST, a las 48 h
post-saciedad no se encontraron alteraciones importantes. Cabe
destacar que a los 7 dias post-saciedad la densidad del RA de los
machos sexualmente saciados fue similar a la del grupo control en todas
las areas cerebrales estudiadas.

Al evaluar la concentracion plasmatica de testosterona a los
diferentes intervalos post-saciedad sexual observaron que no existian
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y los
grupos experimentales.

De este experimento se obtuvieron las siguientes conclusiones: a)
la inhibicibn de la conducta copulatoria que caracteriza a la saciedad
sexual coincide con una disminucion importante en la densidad de RA en
el mPOA; b) la recuperacion de la conducta sexual, evaluada por la
proporcion de animales que muestran conducta copulatoria, esta
relacionada con la recuperacion de la densidad del RA (Romano-Torres y
cols., 2007), y c) los cambios en la densidad del RA post-saciedad
sexual, es un fendmeno independiente de las concentraciones
plasmaticas de testosterona medidas a los mismos intervalos
(Fernandez-Guasti y cols., 2003, Romano-Torres y cols., 2007).

Del mismo modo, Fernandez Guasti y cols. (2003) realizaron un
estudio en donde mostraron que la conducta sexual disminuye la
expresion del RA. Ellos observaron que 24 h después de la actividad
sexual; que consistia en una eyaculaciéon o cépula hasta la saciedad, la
densidad del RA se encontraba disminuida en varias regiones cerebrales
de la rata con respecto al grupo control (Fernandez-Guasti y cols.,
2003).



Estos resultados sugieren que la conducta sexual masculina esta
influenciada por los esteroides gonadales, especialmente los andrégenos
(Davidson, 1972; Beach, 1961).

Fernandez Guasti y cols. (2003) encontraron que en mPOA del
grupo de ratas saciadas sexualmente, presentaron una menor densidad
del RA en comparacion con el grupo de ratas que sélo presentaron una
eyaculaciéon. En ambos grupos, la densidad del RA fue menor en
comparacion con el grupo control, lo que sugiere que en el mPOA de la
rata macho, la disminucion de la densidad del RA es dependiente de la
cantidad de conducta sexual desplegada.

En el ndcleo accumbens (Acb) de ratas macho, observaron que la
conducta sexual tiene un efecto negativo sobre la expresion del RA ya
que en el grupo de ratas macho que eyacularon sélo una vez asi como
en el grupo de machos que alcanzaron la saciedad sexual la densidad
del RA es menor en comparacion con el grupo control. Entre ambos
grupos experimentales, la densidad de expresion del RA no mostré
diferencias estadisticamente significativas. Esto quiere decir que la
disminucién de la densidad del RA, en el Acb, no depende de la cantidad
de conducta sexual desplegada por la rata macho.

En cambio, en el VMH de ratas macho, solo se observé una menor
densidad del RA en el grupo que copulé hasta alcanzar la saciedad
sexual en comparacion con el grupo control, mientras que en el grupo
de ratas que presentd una sola eyaculacion, la densidad del RA no fue
diferente con respecto al grupo control.

De igual forma, en el LS de la rata macho sometida a saciedad
sexual, pero no en el macho sometido a una eyaculacion, la densidad de
expresion del RA fue significativamente menor con respecto al macho
sexualmente experto que no copuld (Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti,

2009).



En cambio, en el BNST de la rata macho que copula hasta una
eyaculacion o bien hasta la saciedad sexual, la densidad de RA no
mostro diferencias estadisticamente significativas con respecto a la rata
macho sexualmente experta que no copuldé (Fernandez-Guasti y
Rodriguez-Manzo, 2003).

Ademas, se midieron las concentraciones de testosterona 24 h
después de que los individuos copularon hasta la saciedad o 24 h
después de haber presentado una eyaculacion, es decir, al mismo
intervalo al que se evalué inmunohistoquimicamente la densidad de RA
en varias areas del sistema nervioso central. Interesantemente, se
encontré que los niveles de andrdégenos circulantes no fueron diferentes
entre los grupos (Fernandez-Guasti y cols., 2003). Estos resultados,
sugieren que la disminucion de la densidad del RA en las areas antes
mencionadas se debe principalmente a la conducta sexual desplegada
por la rata macho y no a una disminucion en los niveles de andrégenos
circulantes.

Sin embargo, mientras la inmunoreactividad del RA disminuye por
la castracion, la densidad del ARNm del RA aumenta. Es decir, se
observa una regulacién negativa del andrégeno gonadal sobre el ARNm

de su receptor (Quarmby y cols., 1990).

3.2.3. El receptor a estroégenos y la conducta sexual
El RE o se ha localizado en areas limbicas involucradas en la regulacion
de la conducta sexual, tales como el mPOA, el LS, el BNST, el VMH vy el
MeA (Baum y cols., 1982; Greco y cols.,1998; Phillps-Farfan y cols,
2007; Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti., 2009; Romano-Torres y cols.,
2007)

La relacion funcional entre las neuronas sensibles a los esteroides
y el comportamiento sexual masculino en estas areas del cerebro se

deriva principalmente de dos evidencias experimentales: la coexpresion



y la activacion directa de esteroides. Respecto a la primera, un alto
porcentaje de las neuronas activadas por el comportamiento sexual
(establecido por la expresion del c-fos) es positivo al RA o al REa, o
ambos. Ademas, el implante local de andrégenos o estrogenos en
algunas de estas areas del cerebro facilita el desarrollo de la copula
(Baum vy cols., 1982; Clancy y cols, 2000; McGinnis y Dreifuss, 1989;
Morali y cols., 1986), y por el contrario, los bloqueadores de RA en
mPOA y VMH inhiben eficazmente el comportamiento sexual en machos
no castrados (McGinnis y cols., 2002; Harding y McGinnis, 2004).

Existen evidencias de que los androgenos masculinos promueven
la conducta sexual masculina a través de su aromatizacion a estréogenos
que actuan sobre el REa. Por lo tanto, la inhibicion de la aromatasa se
traduce en la perdida de la conducta de apareamiento (Beyer y cols.,
1976; Lephart, 1996).

En relacion a la saciedad sexual, se ha demostrado que 24 horas
después de establecerse la saciedad, aumenta la densidad del REa en el
BNST, LS, MeA, mPOA y Acb. Por el contrario, en el VMH, la densidad
del REa no varia con relaciéon al control, y los niveles de estrogenos en el
suero permanecen constantes, ya sea después de una eyaculacion o
copulando hasta la saciedad (Phillips-Farfan y cols, 2007).

Al igual que el RA, la expresion del REa dependera de su sintesis,
que se deriva de la traduccion de su ARNm y también de la actividad del
proteosoma que participa en su degradacion (Jaworski, 2006). También
al igual que el RA, los cambios en REa producidos por la copula, se
preceden por cambios en la densidad de ARNm respectivo (Fernandez-

Guasti y cols, sometido)

4. MICROARREGLOS
Los métodos tradicionales en la biologia molecular, generalmente, han

trabajado con base en un experimento por cada gene: ciertas moléculas



biolégicas, como los acidos nucleicos, pueden reconocerse unas a otras
y formar uniones estables (hibridacion), lo que permite identificar
secuencias especificas de ADN o ARN entre miles; el rendimiento es
limitado y lento, la "visualizacion™ global de la funcion del gene es dificil
de obtener. En afos recientes, una nueva tecnologia, la llamada
"microarreglos de ADN" (DNA microarray) o "chip de ADN" ha causado
un gran interés entre los cientificos de las areas bioquimicas vy
gendmicas. Esta novedosa tecnologia promete monitorear todo un
genoma en un solo "chip” (laminilla), de tal manera que los
investigadores pueden tener un mejor panorama de la expresion vy,
eventualmente inferir las interacciones entre miles de genes en forma
simultanea.

Un microarreglo es una preparacion ordenada de hasta 100 X 100
gotitas o puntos muy pequefios de muestras de ADN en una laminilla de
cristal (portaobjetos de microscopio). Cada punto puede ser un gene
distinto y el conjunto de ellos seria un "chip"”. Estos "chips" se analizan
anadiendo una copia complementaria de la poblacion total de ARN
mensajero convertida a acido desoxirribonucleico (ADNc o "ADN copia"),
permitiendo que se hibride con los ADNs del "chip”. EI ADNc esta
marcado con sustancias con propiedades fluorescentes que pueden ser
visualizadas en un lector computarizado que mide la fluorescencia
relativa de los puntos arriba mencionados. Cada chip puede hibridarse
con mas de una muestra de ADNc obtenida a partir de poblaciones de
ARN extraidas de diferentes células, tejidos o condiciones fisiolégicas de
un mismo organismo. Estas poblaciones de ADNc estan marcadas con
sustancias que emitiran colores diferentes (fluoréforos). Si un gen emite
un color mas o menos intensamente en el tejido problema que en el de
referencia, significa que dicho gen estuvo mas o menos activo y que
probablemente es importante para el proceso que se esta estudiando,

por ejemplo, una enfermedad congénita o neurodegenerativa.



Las aplicaciones de esta tecnologia son amplisimas: procesos
genomicos, diagnostico de enfermedades, disefio de nuevos farmacos,
estudios toxicolégicos o investigaciones con impacto en la agricultura y

la industria alimentaria, entre otros.



JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La saciedad sexual en la rata macho es un proceso de larga duracion en
el que estan alterados los receptores a hormonas esteroides en el SNC,
especialmente en el mPOA. Esta variacion en los receptores esta
mediada por un efecto de la cOpula sobre procesos de transcripcion-
traduccion, ya que la conducta sexual modifica la cantidad de ARNm,
que finalmente se traduce, en cambios en la cantidad de proteina. Por
otro lado, varios sistemas de neurotransmision parecen participar en la
inhibicion de la conducta copulatoria que caracteriza a la saciedad
sexual. Entre ellos se encuentran los sistemas monoaminérgicos, los
opiaceos y el glutamato. Posiblemente la participacion de estos sistemas

involucre cambios en sus receptores especificos.

Luego entonces se plantea lo siguiente:

¢Estaran involucrados otros genes ademas del RA y REa en los cambios
drasticos de la expresion del ARNm que ocurren como consecuencia del

despliegue de la conducta sexual masculina hasta la saciedad?

¢Habra diferencias en la regulacion de la expresion del ARNm de varias
proteinas en el mPOA de la rata macho sexualmente experta y

sexualmente saciada?

¢La expresion de estos genes es congruente con los hallazgos de la
manipulacion farmacolégica de diversos sistemas de neurotransmision y
con aquéllos que muestran cambios en el ARNm y en las proteinas de

los receptores a esteroides relacionados con la saciedad sexual?



Por lo anterior, en esta tesis se pretende evaluar si el despliegue de la
conducta sexual modifica la expresion de diferentes genes posiblemente
involucrados en la inhibicion de la conducta sexual que caracteriza a la

saciedad sexual.



HIPOTESIS

Si la saciedad sexual afecta la expresion de varios genes (incluidos
receptores a hormonas esteroides y a neurotransmisores) en algunas
estructuras del sistema nervioso central de la rata macho (entre ellas el
area preoptica), entonces estos cambios se veran evidenciados por

medio de la técnica de microarreglos.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la saciedad sexual sobre la expresion de genes que
pudieran participar en la inhibicibn de la conducta copulatoria que

caracteriza a este proceso.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la expresion de genes relacionados con los receptores a
esteroides en el area predptica medial de la rata macho sexualmente

saciada.

Estudiar la expresibn de genes que participan en procesos de
neurotransmision en el area preodptica medial de la rata macho

sexualmente saciada.



MATERIALES Y METODOS

- Animales.
Se usaron ratas machos con un peso corporal promedio de 300-350 g,
los animales fueron colocados en cajas de acrilico, 8 por caja, a
temperatura ambiente bajo un ciclo de 12 h de luz-oscuridad invertido y
con libre acceso a comida y agua.

Previo a la prueba experimental, todos los animales recibieron 5
pruebas de conducta sexual de entrenamiento y los machos
sexualmente activos se etiquetaron como copuladores (C) y fueron
aquellos que mostraron una latencia de eyaculacion menor de 15 min.
Se separaron de los machos que no mostraron conducta copulatoria, los
gue se etiquetaron como no copuladores (NC). Se usaran ratas hembras
receptivas como estimulos. La receptividad de las hembras se indujo por
la administracién de benzoato de estradiol a una dosis de 4 pg/rata y 24

h después se le administré progesterona a una dosis de 2 mg/rata.

- Modelo de saciedad sexual.
La prueba de conducta sexual se desarrolld 3 h después del inicio de la
fase obscura y 4 h después de la administracion de progesterona a las
ratas hembras. Las ratas macho copuladoras se introdujeron en un
cilindro de acrilico transparente 5 min antes de presentarle a la hembra
receptiva. Transcurrido este tiempo de acondicionamiento y exploracién
del macho, se les presentd la hembra y se les dejé copular hasta la

saciedad por un lapso de 4 h.

- Diseno experimental.
Se establecieron los siguientes grupos experimentales con una n de 6

animales:



1) Grupo control de animales copuladores, constituido por ratas
sexualmente expertas o copuladores. Estos animales fueron
sacrificados al menos una semana después de su Uultimo
entrenamiento.

2) Grupo experimental de animales saciados. Lo constituyeron ratas
expertas y saciadas sexualmente. Este grupo fue sacrificado

inmediatamente concluidas las 4 horas de cépula ad libitum.

- Obtencioén del tejido

Para la obtencion de tejido cerebral se procedié de la siguiente manera:
las ratas fueron sacrificadas por decapitacion con una guillotina. Sin
demora, se extrajo el tejido cerebral con materiales de diseccidon y se
enjuagd con solucion salina para retirar el exceso de sangre. Luego, el
cerebro fue almacenado durante toda la noche a -10° C para su
posterior diseccion. Con el uso de una matriz se obtuvo una rebanada
de tejido cerebral a nivel del hipotalamo. Se usaron como referencias
ventrales del cerebro el quiasma O6ptico y los cuerpos mamilares.

Posteriormente de la rebanada se diseco el tejido encontrado por
debajo de la comisura anterior y el hipotalamo lateral. La diseccién se
realizd de forma bilateral. Naturalmente esta muestra de tejido contiene
no solo el area predptica sino también areas hipotaldmicas adyacentes.

De esta muestra se procedid a extraer el ARN total.

- Extraccién del ARN
El tejido se someti®é a una extraccion de ARN en TRIZOL (Life
Technologies Trizol ® Reagent for Total ARN isolation, TECH-LINE™) de
acuerdo a los siguientes pasos:
1) Se colocd el area de interés en un tubo Eppendorf de 1.5 ml con
1 ml de Trizol. El volumen de tejido no debe exceder el 10% del

volumen total de Trizol utilizado para la extraccién.



2) Se homogenizé el tejido utilizando un homogenizador con cuchillas

en tiempos variables de pulso hasta que el tejido se disolvid en
fragmentos diminutos o totalmente. El procedimiento se realizé en
frio de manera intermitente para evitar la degradacidon potencial
del ARN.

3) Se incubaron las muestras homogenizadas por 5 minutos a una

4)

5)

temperatura de entre 15 y 30°C para permitir la completa
disociacion de los complejos nucleoproteicos. Se adiciond 0.2 ml
de cloroformo por mililitro de Trizol. Se cerraron herméticamente
los tubos. Se agité vigorosamente por 15 segundos. Se
centrifugaron las muestras a 12 000 rpm a 2°C durante 15
minutos. Posterior a la centrifugacidon, la muestra se separd en
tres fases: una roja inferior, una intermedia blanca y una superior
incolora. EI ARN se queda exclusivamente en la fase acuosa
superior.

Se transfirid la fase acuosa a un tubo limpio. Se precipitd el ARN
agregando 0.5 ml de alcohol isopropilico por mililitro de Trizol
utilizado. Las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm a 2°C por
10 min. El ARN se concentrdé en una pastilla o pellet en el fondo
del tubo Eppendorf

Se tird el sobrenadante una vez centrifugada la muestra. Se lavd
la pastilla de ARN con etanol al 75%, agregandose la misma
cantidad de etanol al 75% que la utilizada de Trizol para la
homogenizacidon inicial. Se mezcld la muestra en vortex y se

centrifugé a 7 500 rpm a 2°C por 5 minutos.

6) Al final del proceso, se secd por un tiempo breve la pastilla de ARN

(no mas de 10 minutos). El ARN se redisolviéo en agua DPC o libre
de ARNsas. Se conservé en una ultracongeladora tipo Revco a
-70°C.



7) Con el objeto de comprobar la calidad del ARN, una alicuota de la
muestra obtenida fue sometida a analisis espectofotométrico. Una
razén Azso/A2s0 superior a 1.8 fue considerada recomendable para
proseguir los siguientes pasos de la hibridacién. Con objeto del
andlisis de microarreglos, se requiri6 de cuando menos 10
microgramos de ARN total diluido en el menor volumen de agua
estéril posible. No es critica la presencia de ADN gendmico, asi
como tampoco trazas de ARN de transferencia o proteinas. Se
tomaron fotografias de estos geles y se documentaron en un

archivo computarizado.

- Procesamiento del microarreglo
Se utiliz6 el ARN extraido del cual se habia comprobado calidad y
cantidad, mediante una corrida en el gel de agarosa con bromuro de
etidio y espectrofotometria, de acuerdo a lo mencionado previamente.
Se prepararon a continuacion sondas de ADN complementario
fluorescente para el ARN mensajero extraido, de acuerdo al siguiente
protocolo:
1) Para alinear el primer (iniciador) se mezclaron 2 microgramos de
ARN mensajero con 2 ug de un oligo-dT regular o anclado (5°-TTT
[TTTITTIT TIT TTT TTV N-37) en un volumen total de 15 pul:

e ARNmM 2 ug (Cy3 vy Cy5)
e Oligo-dt 2 ug (Cy3 vy Cy5)

® Volumen total 15 ul (Cy3 y Cy5)

2) Se calenté la muestra a 70°C por 10 minutos y se enfrié en hielo.



3) Se agregaron 15 pul de mezcla de reaccidn a cada una de las
reacciones Cy3 y Cy5:
e Mezcla de reaccion: 6 ul de buffer de primera cadena 5X, 3
ul de DTT 0.1 M, 0.6 ul de dNTPs no marcados, 3 ul de Cy3 o
Cy5 (1mM, Amersham), 2 ul de Superscript II (200 u/ml,
Gibco, BRL) en un volumen total de 15 pl.

e dNTPs no marcados: 25 ul de dATP (100 mM) con una
concentracion final de 25 mM, 25 ul de dCTP (100 mM) con
una concentracién final de 25 mM, 25 ul de dGTP (100 mM)
con una concentracién final de 25 Mm, 25 ul de dTTP (100
mM) con una concentracién final de 25 mM. Con esto el

volumen total es de 100 pl

4) Buffer de primera cadena 5X: se compone de 250 mM de Tris-HCI
(pH=8.3), 375 mM de KCl y 15 mM de MgCl;,

5) Se incubd a 42°C por 2 horas.

6) Se procedid a degradar el ARN agregando 15 ml de NaOH al 0.1M,

y se incubo posteriormente a 70°C por 10 minutos.

7) Se neutralizé el pH de la solucion al agregar aproximadamente 15
ul de HCI 0.1 M, y se llevd a un volumen de 500 pl con TE
(compuesto por 10 mM de Trisy 1 mM de EDTA).

8) Se combinaron las sondas concentradas por separado (Cy3 y Cy5)
en un centricén limpio, se llevaron a un volumen total de 500 nul con

TE y se concentraron nuevamente a un volumen menor a los 7 pl.

9) Se agregd 1 ul de 10 ul/ul de ARN Poly A (poli-adenilado, Sigma
#P9403) y 1 ul de 10 pg/ul de ARNt (Gibco- BRL, # 15401-011).

10) Se ajustd el volumen a 9.5 ul con agua destilada.



11) Para la preparacién final de la sonda, se agregaron 2.1 ul de 20X
SSC (compuesta por 1.5 mM de NaCl, 150 mM de Citrato de sodio
[ph=8]), y 0.35 ul de SDS al 10%. El volumen final de la sonda se
ajusta a 15 pl.

12) Se desnaturalizdé la sonda por calentamiento durante 2 minutos a

100°C, y posteriormente se incubd a 37°C por 30 minutos.
13) Se colocé sobre el arreglo debajo de un cubreobjetos de vidrio.

14) Se hibriddé a 65°C por 24 horas en una camara de laminillas con

humedad mantenida por un reservorio de SSC 3X.

15) Se lavaron los arreglos por sumergimiento y agitacién por 5
minutos en SSC 2X con SDS al 0.1%, seguido de SSC al 1X y SSC
al 0.1X.

16) Se efectud “spin” en seco por centrifugacién por 2 minutos en un
rack para laminillas en una centrifuga Beckman GS-6 en

contenedores microplus a 650 rpm durante 2 minutos.

El procedimiento del microarreglo consiste en la aplicacién de la solucién
de hibridacion con las sondas sobre la laminilla y cubrirla con un
cubreobjetos para permitir que la solucién cubra todo el microarreglo,
de igual forma que una preparacion para microscopia. La reaccion asi es
capilar y por eso requiere de muy poco volumen, por lo que hay que
tener extrema precaucién con la evaporacion. Para evitar que esto
suceda, los microarreglos se colocan dentro de camaras humedas
disefadas especificamente para este procedimiento. Al igual que para la
hibridacion, el lavado de un microarreglo utiliza las mismas reglas de
temperatura y astringencia que en otros experimentos como el Northern

blot, sdlo que en este caso se requiere del secado de las laminillas. Para



el secado es recomendable utilizar la centrifugacién ya que cualquier

residuo de sales por evaporacidon puede afectar la lectura.

Descripcion General del Microarreglo

e Microarreglo Formato II con anotacion (GO y AccN)

e Fuente de Informacion: RGD/GenBank
e Tamafio de sondas: 70 mers
e Oligos fabricados por: Operon
e Numero de Spots por gen: 2

e Numero total de spots: 10 368

Los genes que se exploraron participan en el ciclo celular (como factores
mitogénicos, tirosincinasas, factores de sefalizacién, transduccion,
segundos mensajeros, ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas,
proteinas de degradacion como bicuitinas, factores transcripcionales de
varios grupos, proteinas estructurales, proteinas ribosomales, entre
otras), proliferacién (proteinas g, factores transcripcionales, oncogenes,
ciclinas, genes homeoticos, calicreinas, desacetilasas de histonas,
metaloproteinasas y proteinas de degradacion, entre otras), proteinas
membranales (canales idnicos, glicoproteinas, receptores hormonales,
anclajes de citoesqueleto, marcadores de identidad celular, receptores a
neurotransmisores ionotrépicos y metabotrépicos, etc.) y genes
relacionados a apoptosis (caspasas, bcl-2, bax, bim, PDCDs, etc.).

Otros genes incluidos en el microarreglo no se expresan en esas
condiciones y por tanto sirven de controles negativos para el mismo
experimento ( oligonucledtidos de arabidopsis, precursor de lipoproteina
surfactante pulmonar, etc). Se realizaron corridas adicionales o dobles

de los microarreglos, como control interno para evaluar |Ila



reproducibilidad del método y minimizar los posibles sesgos técnicos en
la hibridaciéon y procesamiento del microarreglo.

Para obtener el listado completo de los genes incluidos en el
microarreglo, se puede visitar la pagina web de la unidad de
microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM

(http://microarrays.ifc.unam.mx/principal.html), en la que se encuentra

la etiqueta de productos, el correspondiente al Chip rata abre directo a
un archivo con un listado completo de los genes representados con su
numero de identificacion y localizacion dentro de la laminilla. Se anexan
también en este sitio las caracteristicas fisicas del arreglo (ya
mencionadas arriba) asi como imagenes de arreglos ya hibridados en los

que se pueden apreciar los puntos de diferentes colores.

- Lectura e interpretacion del microarreglo

Una vez que la laminilla termind el tiempo de hibridacidon a 42°C, se lava
con buffer salino (SDS 1% + NaCl 0.5 mM) precalentado a 42°C,
incubando con agitacidon leve (70 rpm) por 5 minutos. Se dan dos
lavados mas con la misma solucidn, pero a concentraciones
descendentes para posteriormente secar la laminilla por minispin, y se
pasan al escaner. Cada laminilla es escaneada con dos longitudes de
excitacién de onda (532 y 635 nm) con un escaner tipo Packard Biosip
Scan ARRay 400 (GSI Packard Bioscience/Perkin Elmer, Minessota, USA)
con microscopia confocal.

Existen dos tipos de lectores para microarreglos: los lectores con
camara digital y los lectores confocales. En los lectores con camaras
digitales se registra la imagen fluorescente como si se tomara una
fotografia comun, mientras que en los lectores confocales se hace en
reconstruccién de la imagen utilizando los principios de la miscroscopia
confocal, que consiste en la utilizacién de foto-multiplicadores para

registrar la sefial. Estos Ultimos, que fueron los utilizados para el



presente proyecto, son posiblemente los mejores lectores para
microarreglos; ya que permiten obtener una imagen de muy alta
resolucion, factor determinante en la obtencién de resultados;
desafortunadamente estos lectores son muy costosos.

En ambos tipos de lectores se utiliza un LASER para excitar las
moléculas fluorescentes unidas al ADN complementario y poder obtener
la imagen de cada una de las muestras contenidas en el microarreglo.
Este procedimiento se hace para cada uno de los fluoréforos
obteniéndose dos imagenes, una para el fluoréforo Cy3 (rojo) y una
para el fluoréforo Cy5 (verde). Para la obtencién de estas imagenes se
debe ajustar la intensidad del laser y la sensibilidad de la camara o de
los fotomultiplicadores, de tal forma que ambas imagenes den valores
semejantes de fluorescencia total. Comunmente para lograr esto, en los
microarreglos se colocan controles o marcadores que se utilizan para
ajustar la sefal de fluorescencia para ambos fluordforos. Una vez
obtenidas estas imagenes, pueden ser combinadas para obtener un
aspecto visual del microarreglo. En un ejemplo, podemos observar
puntos amarillos, verdes, rojos, y un sin niumero de tonalidades entre
verde y rojo. Para este experimento se marcé la muestra experimental
en rojo y la muestra control en verde. Todos aquellos puntos que se ven
rojos o tonalidades anaranjadas, son interpretados como genes que
aumentaron su expresion. Los puntos verdes o tonalidades entre verde
y amarillo seran aquellos genes que disminuyeron su expresion. Y
finalmente los puntos amarillos representan a los genes que en ambas

condiciones se expresan de igual forma.



- Analisis e interpretacién de los microarreglos
Para la obtencidn de los valores cuantitativos de cada una de las sefiales
de fluorescencia contenidas en el microarreglo se requiere del analisis
de imagenes. Comercialmente se pueden adquirir programas de
cOmputo para estos fines, también se les puede encontrar en sitios de
Internet con software libre. En la mayoria de estos programas existen
una serie de pasos basicos para la interpretacién de éstas imagenes.

Las imagenes escaneadas fueron procesadas por un lector
denominado Virtek Chip utilizando el programa Array Pro Analyzer de
Media Cybernetics. Este software localiza cada spot o mancha con una
trama programada (o reticula) para obtener la densidad promedio de la
sefal de cada spot y el fondo del area que rodea a cada spot.

La imagen es inicialmente filtrada en pequenas imperfecciones en
el procesamiento que se observa como puntos mas brillantes en el fondo
gue de manera general es oscuro o negro. Estas sefales de error son
desechadas junto con los puntos que pudieran ser adecuados pero que
debido a este defecto no pueden ser evaluados de manera satisfactoria.
Bloques completos de puntos pueden ser eliminados. En el caso de
eliminar a mas del 30% de los puntos o bloques, el arreglo tiene que
repetirse. Cabe aclarar que cada experimento (de comparaciéon directa
entre entidades patoldgicas) se repite una vez mas con un cambio de
fluorocromo para evitar el sesgo de marcaje.

A continuacion, con la imagen ya filtrada de errores de intensidad
de otros puntos o contaminantes, se coloca la reticula y se define la
zona a incluir o excluir. Con esto empieza el trabajo manual de ajustar a
cada punto la reticula de manera individual, tratando de eliminar de
manera manual (posteriormente estadistica) los puntos que no
mostraron una hibridacion adecuada. Una vez terminado este proceso se
indica al programa el cadlculo de todas las intensidades medias (el punto

medio de cada mancha) la magnitud de la intensidad para proceder a la



semi-cuantificacién. Todos los puntos y sus replicados técnicos son
individualmente evaluados de acuerdo a algunos parametros
matematicos para discriminar variabilidad inaceptable. Los puntos que
pasen estos criterios son incluidos en el analisis estadistico de las
intensidades de senal. Una razon de la intensidad entre Cy3 y Cy5 para
cada punto representa la expresion relativa de los transcritos de ARN

que se comparan de manera competitiva en el arreglo que se prueba.



RESULTADOS
Utilizando la lectura obtenida por el escaner tipo Packard Biosip Scan
ARRay 400 (GSI Packard Bioscience/Perkin Elmer, Minessota, USA) se
evalud la correlacién lineal para cada duplicado técnico, con el objeto de
solo incluir a aquellos experimentos que tuvieran al menos 0.68 de
correlacion (de acuerdo al valor r para la prueba de Pearson) para todo
el estudio. Los niveles de expresion de todos los genes fueron
analizados utilizando un paquete estadistico bioconductor denominado
R, el cual ofrece gran variedad de pruebas estadisticas y técnicas

graficas para bioinformatica (http://www.r-project.org). Este programa

es una plataforma que permite su modificacién para acoplarla a las
necesidades individuales de la investigacion, y esto fue hecho por

genArise  (http://www.ifc.unam.mx/genarise). GenArise es una

herramienta para analizar los datos de microarreglos de doble color
aplicado en la programacion R. Por medio de dos ecuaciones sencillas,

obtiene valores con los que se realiza una grafica como la siguiente.

Grafica 1

Gréafica 1. Representaciéon grafica de la expresion genica en los microarreglos, donde R es la diferencia de
los logaritmos en base dos de la intensidad luminosa entre Cy5 y Cy3, | es la suma en logaritmo base diez
de Cy5 y Cy3. La gréafica 1 muestra todos los genes evaluados con la técnica, utilizando valores en bruto,
sin ningun tipo de ajuste, la linea verde muestra la tendencia que presentan



Después se procede a la normalizacion y correccion de los
resultados a través de meétodos estadisticos (ajusta por medio de
modelos de regresion polinGmicos locales para estimar cada punto y

luego une las estimaciones -lowess o0 mas genericamente loess-).

Grafica 2

Grafica 2. Representacion grafica de la expresion génica en los microarreglos con los datos ajustados, la
grafica muestra todos los genes evaluados con la técnica, utilizando valores normalizados y corregidos, la
linea verde muestra la tendencia que presentan

Ajustadas las sefales emitidas por los spots, es posible evaluar el
grado de variacion en la expresion génica (z). Este se determina con
una ecuacién con el promedio, la desviacion estandar y el valor Unico de
cada punto, con esto se obtiene el grado de variacion en la expresion

génica (z)).



Grafica 3

Gréafica 3. Representacion grafica de la expresidon génica en los microarreglos con los datos ajustados, la
grafica muestra los diferentes niveles de variacion, los puntos verdes centrales represnetan los genes que
poseen una variacién en la expresién génica entre 1y -1. Los puntos en azul son los genes cuya variacion
esentre 1 al.50-1a-1.5. Los puntos en cian son genes de variacién entre 1.5 a 2 o de -1.5 a -2. Los
puntos blancos son genes cuya expresion es mayor a 2 o menor a -2

Una vez que se tiene evaluado el z;, los genes se caracterizan
en diferentes categorias, que para nuestro estudio son: a) Sin
variacion en su expresion (con valores entre 1.5 y -1.5), y b) Con
variacion en su expresion (con valores mayores a 1.5 y menores a -
1.5). Con esto, los valores mayores a 1.5 los consideraremos un
aumento en la expresion, y los valores menores a -1.5 seran de una
disminucion de la expresion.

Esta clasificacion, nos ofrece una vision sumamente amplia para
el analisis de nuestros microarreglos. De este modo, de los 5000
genes probados con la técnica, obtuvimos 531 que variaban
significativamente, de los cuales 298 aumentan su expresion y 233 la
disminuian. Para facilitar su manejo, se utilizaron dos herramientas
informaticas, tales como Karma y Babelomics.

Karma es un programa desarrollado por la universidad de Yale,
utilizando bases de datos como Gen Bank, LocusLink, Unigene, Gene
ontology, y SwissProt ofrece una interpretacion a los datos obtenidos

en los microarreglos, proporcionando desde el nombre del gen hasta



su localizacion a nivel cromosdmico

(http://www.biryani.med.yale.edu/karma/cqgi-bin/mysgl/karma.pl). A

continuacion, se muestra una fracciéon de los genes mas importantes

relacionados con nuestro estudio.


http://www.biryani.med.yale/

Genes que aumentan su expresion

Involucrados con Receptores Metabotrépicos

Gen Localizacion Gene Bank

Receptor 2b a serotonina (Htr2b) NM_017250
Membrana

Transporte de GABA 13 (Slc6al3) plasmatica M9O5762

Receptor 5a a serotonina 5 A (Htr5a) NM_013148

Transporte vesicular de GABA familia 32

miembro 1 (Slc32al) Membrana NM_ 031782

Transporte de glicina, familia 6,

miembro 5 (Slc6a5) Membrana L21672

Receptor colinérgico, nicotina, Membrana

polipéptido delta (Chrnd) plasmatica NM_019298

Receptor colinérgico, nicotina, alfa

polipéptido 9 (Chrna9) Membrana NM_ 022930

Receptor 3a a serotonina 3a (Htr3a) Membrana NM_024394

Neuroligina 2 (Nlgn2) U41662
Espacio

Proquineticina 2 (Prok2) extracelular NM_138852

Receptor purinérgico P2Y, acoplado a

proteina G, 14 (P2ryl4) Membrana U76206

Receptor 7 a serotonina (Htr7) Membrana NM_022938
Espacio

Galanina (Gal) extracelular J03624

Receptor a somatostatina 2 (Sstr2) Membrana NM_ 019348

Receptor adrenérgico, alfa 1a (Adrala) Membrana NM 017191




Involucrados con Receptores lonotropicos

Gen Localizacion |Gene Bank
Receptor ionotrépico a glutamato, N-metil
D-aspartato 2B (Grin2b) NM_012574
Receptor ionotrépico a glutamato delta 2
(Grid2) NM_024379
Canal de voltaje para potasio, miembro 3
(Kcnd3) NM_031739
Intercambiador sodio/hidrégeno (Sic9a2) Membrana |NM_012653
Transportador acoplado a protones con ion |Membrana
metalico divalente (Slclla?2) plasmatica |NM_013173
Canal intracelular a cloruro 5 (Clich)

Membrana |AF323174
Canal de voltaje para sodio, tipo XlI, alfa
(Scnlla) Membrana |NM_019265
Canal de voltaje para potasio, miembro 3
(Kcne3) NM_022235
Intercambiador sodio/potasio/calcio Membrana
(Slc24a2) plasmatica |AF021923

Involucrados con Hormonas esteroides
Gen Localizacion Gene Bank
Hidroxiesteroide (17-beta)
dihidrogenasa 2 (Hsd17b2) Citosol y mitocondria |[NM_024391
Involucrados con Hormonas

Gen Localizacion Gene Bank
Polipéptido pancreatico (Ppy) E. extracelular [NM_012626
Tipo-insulina 6 (Insl6) NM_022583
Proteina tipo Prolactina L E. extracelular |AB022883




Proteina tipo prolactina 1 (Pripi) E. extracelular YNM_031316
Relacionado a la proteina tipo Espacio
prolactina C (LOC286889) extracelular U09099
Oxitocina (Oxt) E. extracelular |[NM_012996
Alfa-fetoproteina (Afp) E. extracelular |Vv01222

E. extracelular,
Péptido tipo hormona paratiroidea citoplasmay
(Pthlh) nucleo NM_012636
Receptor a prostaglandina F (Ptgfr) NM_013115
Hormona estimulante a la tiroides, Espacio
subunidad beta (Tshb) extracelular NM_013116

Tabla 1. Comparacion de la expresion génica entre ratas sexualmente expertas y saciadas. Los genes
presentan un valor mayor a 1.5 en relacién con los niveles de expresiéon diferencial. GeneBank es una base

de datos de las secuencias genéticas, que por medio de su clasificacion alfanumérica, facilita el acceso a la

informacion sin utilizar la nomenclatura clasica.




Genes que disminuyen su expresion

Involucrados con Receptores Metabotrépicos

Gen Localizacion Gene Bank
Proteina rica en cisteina y glicina 1
(Csrpl) Nucleo NM_017148
Membrana y
vesicula
Sinaptotagmina IX (Syt9) sinaptica AF375461
Espacio
Adrenomedulina (Adm) extracelular NM_012715
Triptofano 2,3-dioxigenasa (Tdo2) NM_022403
Receptor a GABA, gamma 1 (Gabrgl) Membrana X57514
Dominio de familia que contiene Secl
(Scfdl) Citoplasma NM_019364
Receptor acoplada a proteina G
asociada a la clasificacion de proteina 1
(Gpraspl) NM_ 134386
Dopa descarboxilasa (Ddc) Intracelular NM_012545
Regulador 7 de sefializacion de proteina
G (Rgs7) Citoplasma NM_ 019343
Receptor al factor de crecimiento
opioide (Ogfr) AF156878
Proteina de unién a GTP 2 relacionada
con rad y gem (Rem2) Membrana NM_022685
Receptor metabotrépico a glutamato 5
(Grms) Membrana NM_017012
Receptor a adenosina A1 (Adoral) Membrana NM_ 017155




Unidn de la proteina para la liberacion

de la hormona corticotropina (Crhbp) Citosol NM_ 139183

Receptor la a serotonina (Htrla) Membrana NM_ 012585

Receptor colinérgico a nicotina,

polipéptido alfa 10 (Chrnal0) Membrana NM_022639
Membrana y

Sinaptotagmina I11 (Syt3) mitocondria NM_019122

Receptor adrenérgico beta 1 (Adrbl) Membrana NM_012701

Receptor acoplado a proteina G 149

(Gpri49) AY030276

Sinaptotagmina XI (Sytl1l) Membrana NM_031667

Acarreador de soluto de la familia 18

(acetilcolina vesicular), miembro 3

(Slc18a3) NM_031663

Involucrados con Recepto

res lonotrépicos

Gen Localizacion Gene Bank
Receptor ionotrépico a glutamato, N-
metil-D-aspartato 32 (Grin3a)

NM_021701
Transportador de cationes organicos Membrana y
(Slc22ab) mitocondria NM_019269
Canal activado por calcio de larga
conductancia para el potasio, Membrana
subfamilia M, alfa miembro 1 (Kcnmal) |plasmética NM_031828
Canal cationico 3 sensible a amilorida |Membrana AF013508
(Accn3) plasmatica
Receptor a cationes de canal transitorio
de potencial, subfamilia V, miembro 5 |Membrana
(Trpvb) plasmatica AB032019




E. extracelular,
Canal anionico dependiente de voltaje |membranay
1 (vdacl) mitocondria NM_031353
Proteincinasa dependiente a
calcio/calmodulina 11, alfa (Camk?2a) NM_012920
Canal a potasio, subfamilia K, miembro
12 (Kcnk12) Membrana NM_022292
Acarreador de soluto de la familia 9
(intercambiador sodio/hidrégeno),
miembro 3 (Slc9a3) Membrana NM_012654
Canal de voltaje que interactta con la
proteina 2 (Kcnip2) NM_020095

Involucrados con Hormonas Esteroides

Gen

Localizacion

Gene Bank

Sulfotransferasa de la familia 2a,

dihidroepiandrosterona (DHEA), miembro

1 (Sult2al) D14989
Involucrados con Hormonas

Gen Localizacion Gene Bank
Espacio

Tiroglobulina (Tg) extracelular NM_030988

Parecido al receptor a feromonas

(Go-VN1) (LOC286915) Membrana AF016178

Hormona somatomamotropina Region

corionica 1 (Csh1l) extracelular NM_017363

Liberador de la hormona Regidn

tirotropina (Trh) extracelular NM_013046




Proteina de unién liberadora de la

hormona corticotropina (Crhbp) Citosol NM_139183

Tabla 2. Comparacion de la expresién génica entre ratas sexualmente expertas y saciadas. Los genes
presentan un valor menor a - 1.5 en relacidn con los niveles de expresion diferencial. GeneBank es una base
de datos de las secuencias genéticas, que por medio de su clasificacién alfanumérica, facilita el acceso a la
informacion sin utilizar la nomenclatura cléasica.

El otro paquete informatico, Babelomics-fatiGO

(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/), es un conjunto de herramientas

para el andlisis de grupos de genes, ofrece informaciéon de varias bases
de datos (Interpro motifs, KEGG, Swiss-Prot keywords, Gene Ontology,
etc.) para analizar, diferenciar y agrupar la expresion génica y la
protedmica, ofreciendo un resultado semi-cuantitativo de los niveles de
expresion diferencial del grupo o grupos de genes, en nuestro caso,
encontrados por medio de la técnica de microarrgelos. A grandes
rasgos, lo que el programa hace es separar los genes en dos categorias:
procesos biolégicos y funciobn molecular. Los procesos bioldgicos
involucran una ruta en la cual los genes transcritos (la proteina como
tal) pueden estar siendo utilizados y la funcibn molecular implica de
qué manera actuan las proteinas sintetizadas a partir de los genes
que fueron transcritos. Asi mismo, cada categoria posee niveles, que
mientras mas elevado sea, mas refinado sera el proceso o la funciéon.
Esta clasificacion se aplica de igual manera para los genes que elevan

su expresidn, como para los que la disminuyen.




DB Gene List
GO biological process at level 3 1807320 I 56.25%
GO biological process at level 4 1747320 I 54.37%
GO biological process at level 5 170320 I 53.12%
GO biological process at level 6 151320 I 47.19%
GO biological process at level 7 119320 I 37.19%
GO biological process at level 8 103320 Il 32.19%
GO biological process atlevel 9 497320 M 1531%
GO molecular function at level 3 190320 I 5535%
GO molecular function at level 4 166320 MM 51.88%
GO molecular function at level 5 148320 I 46.25%
GO molecular function at level 6 1057320 Il 3281%
GO molecular function at level 7 557320 [ 17.19%
GO molecular function at level 8 26320 ||l 5.12%
GO molecular function atlevel 9 197320 || 594%

Figura 12. Representacion del analisis del programa Babelomics fatiGO de los resultados obtenidos por la
técnica de microarreglos para los genes que presentaron un valor mayor a 1.5 en los niveles de expresion
diferencial. La primera columna indica en que categoria se clasifica el grupo de genes; la segunda, la
cantidad de genes que cumplen con la categoria, y la tercera indica el porcentaje de manera gréfica y
numérica.

Una vez hecha esta division, cada categoria incluyendo su
nivel, se seleccionan grupos de genes que se puedan reunir por su
naturaleza. Por ejemplo, en el caso de los procesos bioldgicos, que
pertenezcan a una ruta metabdlica y en el caso de la funcion

molecular, que sean enzimas que hidrolizan.



callular metabolicprocess (G0r0044237) MM_812682 NL_015257, NM_D17085, NU_01.. 84 - 46.6T% i
primary metabolicprocess (GOr0044238) NM_D12562 NM_015257. NM_D17088 NM_01.... 83 - 46.11% | 4
macromolecule metabolic process (GO:0043170|  WM_D17088 NI_012870.AFI04234, AF2450... 73 - 40.58%
regulation of biolegical process (GOIO0S07EE) | AJ133104 XEIHEZ KM_DZ2853 MM_D1TZ50.. 56 B MA1% 3
cell communication (GO 0007154) NM_D18553, HM_031813.NM_D17255 AF245. . 49 B 27.22% ¥
" eslablisnmentoflocalizalion (GOODST234) | NW_OTESTS AYOZS AFSZ3ITS NNIZE. . a5 | B
multir.ellul?Irgg%rg;;a;]dmlcnmenl JOBE24,U00520 MM _D23023, N1 _DZ2888.H, ., an [ | 16,675% i
cellutar mmpnn?gto?ur%a.\lr:;ﬂc;n andblaganasis NM_022574, 245539, AV 045038 AV D205 1E. .. 28 | 15.56%
anatomical slruclure development (GCL0043856))  nw_n22oes NU_D13122 NN_D12550 L4353, 27 I 15.0%
cellular developmental process (GOIODAZEET) | MM_2S80 Le0023 NU_D3 034 N_D228T 25 i 13.89%
regulation of biological quality (GC0065008) AFIATANT NM_D1Z2958 NM_D13122 NM_012. 14 | 7.78%
blosynthetic process (GO:0000058) AF2445T3 NU_J1T150.NM_D12813,AF0214,,, 14 | T78%
neurological process (GO0050877) MI1208 NM_D17085,MM_131914, KM_03181... 14 | T.T8%
response to stress (GO0006950) MR_024118 MU_017143, NM_D24148,V0122 12 | E6TY
catabolicprocess (G00009056) MS2TES,MM_0B0S05, NM_0Z238T M558E5,M_._ 11 I 6.11%
cell adhesion (GO:0007155) AFZAB553, 41882 81281 NM_D31T08. NM.... 10 | 5.58%

Figura 13. Representacion del andlisis del programa Babelomics fatiGO de los resultados obtenidos por la
técnica de microarreglos para los genes que presentaron un valor mayor a 1.5 en los niveles de expresion
diferencial. La tabla presenta la categoria de proceso biolégico nivel tres, la primer columna es la naturaleza
a la que se asocia el grupo de genes. La segunda columna es la lista de genes que se incluyeron en este
conjunto. La tercera columna indica el nimero de genes que conforma el conjunto. La cuarta columna indica
el porcentaje de manera grafica y numérica de los genes implicados en este conjunto, y el nUmero total de
genes dentro de esa categoria

Cabe hacer notar que los grupos no son autoexcluyentes, es decir,
que un transcrito puede estar involucrado tanto en un proceso bioldgico,
con su respectiva funciéon molecular. A su vez, dentro de la misma
categoria puede desempefiar un papel en varias clasificaciones de
manera vertical y horizontal, esto es, que puede participar dentro del
mismo nivel en varias denominaciones, asi también como participando
en varios niveles. A continuacion se muestra un extracto del este

analisis.



Genes que aumentaron su transcripcion en mas de 1.5

Proceso bioldgico

Nivel 3
Término Porcentaje
Proceso metabdlico celular 46,67%
Proceso metabdlico primario 46,11%
Proceso metabodlico de macromoléculas 40,56%
Proceso de regulacién bioldgico 31,11%
Comunicacion celular 27,22%
Proceso neurolégico 7,78%
Conducta 3,89%
Reproducciéon sexual 2,78%
Proceso reproductivo 2,78%
Proceso enddécrino 0,56%
Nivel 6

Término Porcentaje
Regulacion del proceso metabdlico de bases

nitrogenadas, nucledsidos, nucleoétidos y acidos nucleicos 17,22%
Proceso biosintético de ARN 16,56%
Via de sefalizacion de proteina G acoplada a receptor de

proteina 11,26%
Modificacién de proteinas 9,27%
Protedlisis 9,27%
Transporte de cationes 7,95%
Neurogénesis 1,99%
Transporte vesicular sinaptico 1,32%
Proceso metabdlico de esteroides 1,32%




Nivel 9

Término Porcentaje
Regulacion de apoptosis 14,29%
Angiogénesis 8,16%
Regulacion negativa de la muerte celular programada 8,16%
Secrecidon de neurotransmisores 6,12%

Regulacion positiva de la transcripcion dependiente de
ADN 4,08%

Regulacion de la plasticidad neuronal sinaptica 2,04%

Tabla 3. Fraccion de los resultados obtenidos por medio del analisis con Babelomics fatiGO de los genes que
aumentaban en un valor mayor a 1.5 en relacion con los niveles de expresion diferencial, y se les clasifica
dentro de la categoria de proceso biolégico. Cada categoria se divide en varios niveles: 3, 6, y 9. Cada nivel
posee varias denominaciones en las cuales se agrupan varios genes. La columna de la derecha indica el
porcentaje de genes que se agrupan por cada denominacion. Un gen puede estar participando en varias
categorias, en varios niveles y en varias denominaciones

De esta manera vemos, por ejemplo, que en los procesos
biol6égicos que aumentan su expresion de manera mas evidente, no es el
relacionado con los aspectos de la conducta sexual, ni los procesos
reproductivos, sino los procesos metabdlicos celulares y la comunicacion
celular. Vemos el aumento en el metabolismo de las bases nitrogenadas,
la biosintesis de ARN, y en menor proporciéon la neurogénesis, y el
transporte vesicular sinaptico. Finalmente, se observa que la mayoria de
los procesos biolégicos estan enfocados a la regulacién de la apoptosis,
a la formacion de nuevos vasos sanguineos, a la comunicacion por

medio de neurotransmisores y a la transcripcion de ADN.




Genes que aumentaron su transcripcion en mas de 1.5

Funcién Molecular

Nivel 3
Término Porcentaje
Unioén de proteinas 45,79%
Union a iéon 24,21%
Union a acido nucleico 18,42%
Actividad de hidrolasa 16,32%
Union a nucledtido 14,21%
Actividad de receptor 13,68%
Union a neurotransmisor 2,63%
Actividad de transportador de neurotransmisor 1,58%
Actividad de activador transcripcional 0,53%
Actividad de represor transcripcional 0,53%
Union a esteroides 0,53%
Nivel 6
Término Porcentaje
Unioén a ATP 18,10%
Union al ion zinc 15,24%
Actividad del receptor tipo rodopsina 10,48%
Union al ion sodio 4,76%
Unioén al i6n hierro 3,81%
Unidén al ion potasio 2,86%
Union al ion cobre 2,86%
Actividad de receptor ionotropico a glutamato 1,90%
Unién al receptor nuclear hormonal 0,95%
Actividad de transportador del ién calcio 0,95%




Nivel 9

Término Porcentaje
Acoplado a actividad ATPasa 26,32%
Actividad simportadora de aminoacido-hidrégeno 10,53%
Actividad simportadora de sodio-hidrégeno 10,53%
Actividad antiportadora de sodio-hidrégeno 5,26%
Actividad antiportadora soluto-hidrogeno 5,26%

Tabla 4. Fraccion de los resultados obtenidos por medio del analisis con Babelomics fatiGO de los genes que
aumentaban en un valor mayor a 1.5 en relacién con los niveles de expresiéon diferencial, y se les clasifica
dentro de la categoria de funcién molecular. Cada categoria se divide en varios niveles: 3, 6, y 9. Cada nivel
posee varias denominaciones en las cuales se agrupan varios genes. La columna de la derecha indica el
porcentaje de genes que se agrupan por cada denominaciéon. Un gen puede estar participando en varias
categorias, en varios niveles y en varias denominaciones

En cuanto a la funcibn molecular, resalta la importancia del
metabolismo celular, ya que, la mayoria de los genes en esta categoria,
se clasifican dentro de la union de proteinas, ademas de existir la
presencia de la funcion de hidrolasa no especifica. Aparece nuevamente
la transcripcion al mencionar la unidon de nucleétidos y de acidos
nucleicos, asi como la regulacion de la misma por medio la presencia del
activador/represor transcripcional. Existe la actividad mediada por los
receptores, pero siendo en su mayoria por medio de neurotransmisores,
no por esteroides. Se ve la importancia de los iones dada la cantidad de
genes involucrados en su union. Cabe hacer notar que los genes
enlistados involucrados en la unidn a iones, son diferentes para cada

denominacioén.




Genes que disminuyeron su transcripcion en mas de -1.5

Proceso bioldgico

Nivel 3
Término Porcentaje
Proceso metabdlico celular 56,36%
Regulacion de procesos bioldgicos 35,76%
Procesos biosintéticos 10,91%
Respuesta al estrés 10,30%
Procesos neurolégicos 4,24%
Procesos catabolicos 3,03%
Conducta 1,82%
Reproduccion sexual 0,61%
Proceso reproductivo 0,61%
Nivel 6
Término Porcentaje
Regulacion del proceso metabdlico bases nitrogenadas,
nucledsidos, nucledétidos y acidos nucleicos 21,01%
Modificacion de proteinas 13,04%
Neurogénesis 4,35%
Transmision sinaptica 3,62%
Replicaciéon de ADN 2,90%
Procesamiento de ARN 2,17%
Desarrollo del sistema nervioso central 2,17%
Nivel 9
Término Porcentaje

Regulacion de la transcripcion para el promotor de la

RNA polimerasa Il 17,54%




Regulacion positiva de la transcripcion dependiente

de DNA 15,79%
Regulacion negativa de la transcripcion dependiente

de DNA 12,28%
Regulacion positiva para la muerte celular

programada 7,02%
Desarrollo neuronal 3,51%
Secrecion de neurotransmisores 3,51%
Transporte a glutamato 1,75%
Proceso metabdlico de dopamina 1,75%

Tabla 5. Fraccion de los resultados obtenidos por medio del anélisis con Babelomics fatiGO de los genes que

disminuyeron en un valor mayor a -1.5 en relacién con los niveles de expresion diferencial, y se les clasifica

en la categoria de proceso biolégico. Cada categoria se divide en varios niveles: 3, 6, y 9. Cada nivel posee

varias denominaciones en las cuales se agrupan varios genes. La columna de la derecha indica el porcentaje

de genes que se agrupan por cada denominacién. Un gen puede estar participando en varias categorias, en
varios niveles y en varias denominaciones

De los genes que disminuyen su expresion en cuanto al proceso
biol6égico, vemos nuevamente que la gran mayoria de los genes que
varian su expresion, no pertenecen al proceso reproductivo, sino al
"proceso metabdlico celular". Esto nos indica el gran cambio que se
presenta en las neuronas en el mMPOA a causa de la saciedad sexual,
Yy que este proceso no se ve restringido a un solo proceso bioldgico,
ni mucho menos a una enzima. Disminuyen a su vez la regulacion de
procesos bioldgicos, como la replicacion del ADN, el procesamiento
del ARN, la regulaciéon de las bases nitrogenadas y la regulacién de la
transcripcion. También se disminuye el transporte de glutamato y el

metabolismo de la dopamina.



Genes que disminuyeron su transcripcion en mas de -1.5

Funcién molecular

Nivel 3
Término Porcentaje
Unién a proteinas 46,41%
Union a iones 27,62%
Actividad de receptor 12,71%
Actividad de transporte de iones 6,08%
Actividad de represor transcripcional 1,66%
Unidn a neurotransmisores 1,10%
Union a hormonas 0,55%
Actividad transportadora de neurotransmisores 0,55%
Union a esteroides 0,55%
Nivel 6

Término Porcentaje
Unién a ATP 23,68%
Unién al ion de Zinc 15,79%
Union al ion de hierro 7,89%
Receptor metabotrépico a glutamato, con

actividad tipo GABA-B 1,75%
Union a ion sodio 1,75%
Union al ion potasio 1,75%
Actividad de Receptor a GABA-A 0,88%




Nivel 9

Término Porcentaje
Actividad acoplada a ATPasa 41,67%
Actividad MAP cinasa 16,67%
Actividad del receptor a prostaglandinas 8,33%

Tabla 6. Fraccion de los resultados obtenidos por medio del analisis con Babelomics fatiGO de los genes que

disminuyeron en un valor mayor a -1.5 en relacién con los niveles de expresion diferencial, y se les clasifica

en la categoria de funcién molecular. Cada categoria se divide en varios niveles: 3, 6, y 9. Cada nivel posee

varias denominaciones en las cuales se agrupan varios genes. La columna de la derecha indica el porcentaje

de genes que se agrupan por cada denominacién. Un gen puede estar participando en varias categorias, en
varios niveles y en varias denominaciones

En los genes que disminuyeron en mas de -1.5 en cuanto a la
funcion molecular, vemos la liberacion de proteinas, hormonas,
neurotransmisores, esteroides, y iones como el hierro, el zinc, el
sodio y el potasio; disminucion en el represor transcripcional y de la
actividad de transporte; tanto para los iones como para los
neurotransmisores y vemos dque el receptor a glutamato que
disminuye su actividad es el metabotroépico.

Con estos resultados, vemos que los cambios mas significativos
no se presentan sobre la expresion de genes involucrados en la
conducta sexual, por lo menos no directamente. Sino que, en su
mayoria son enfocados al mantenimiento celular, ya sea por medio de
metabolismo o trascripcion de proteinas no relacionadas con la

copula.



DISCUSION
Aun con las facilidades ofrecidas por estos programas, la informacion
obtenida resulta excesiva. Por esto, optamos por ajustarnos a la
bibliografia ya existente en cuanto al tema de saciedad sexual y
comprobar si nuestros resultados son compatibles con los resultados
ya reportados y asi confirmar y proponer posibles vias de regulacién.
Las alteraciones fisioldégicas producidas por el despliegue de la
conducta copulatoria en la rata macho, comienzan en el momento en
que entra en contacto con la hembra y se presentan los aspectos
motivacionales. En presencia de una hembra receptiva, la primera
respuesta bioldégica del macho consiste en la percepcién sensorial
(olfativa, visual y auditiva) de estimulos provenientes de la hembra.
Posteriormente ocurre un aumento en la liberacion de hormonas
gonadales masculinas (Hull y Dominguez, 2006). Asociado a estas
respuestas los niveles extracelulares de dopamina en el mPOA
aumentan, y esta concentracion se mantiene elevada durante la
cOpula (Hull y cols., 1995). Se ha demostrado que la testosterona
participa en la liberacion de dopamina en el mPOA, asi como en el
desarrollo de la coépula (Putman y cols., 2001), ya que en ratas
castradas, no solamente se pierde la respuesta conductual en
presencia de la hembra, sino que también disminuyen Ilas
concentraciones de dopamina extracelular, tanto en las condiciones
basales como con la presencia de la hembra receptiva (Du y cols.
1998). Este aumento en las concentraciones de hormonas gonadales
y de dopamina extracelular, sirven para desinhibir los reflejos
genitales y estimular la ereccibn, por medio del sistema
parasimpatico, y preparar al sujeto para la cépula (Hull y cols., 2006;
Peeters y Guiliano, 2008). Sin embargo, la coépula requiere una
interaccion rapida somato-motora entre los dos individuos, por lo

cual, no es suficiente la liberacion de hormonas gonadales para el



desarrollo de la copula. Esta interaccion se da inicialmente por la
informacion periférica que llega al cerebro por medio de las neuronas
aferentes, que van desde la periferia (Brackett et al., 1998), por la
espina dorsal, hasta las areas somato-sensoriales (Sato y Hull,
2006).

Hull (2004) ha reportado una ruta de activacion para la
conducta sexual masculina en el mPOA utilizando glutamato. Esta
ruta, es activada por informacion liberada por entradas sensoriales de
la amigdala, del nucleo de la base de la estria terminal y del nudcleo
parafasicular (Sato y Hull, 2006). Todas estas areas, liberan
glutamato sobre el area predptica medial. El glutamato activa al
receptor ionotrépico NMDA, el cual, es el receptor a glutamato mas
expresado en el mPOA (Brann, 1995). Una vez activado el receptor
NMDA, aumenta la concentracién intracelular de Ca®* y activa las
enzimas fosfoquinasa A (PKA), fosfoquinasa C (PKC) y calmodulina
(Park y West, 2009; Dominguez et al., 2007; Garhwaite y cols.,
1988). Estas quinasas, especialmente la calmodulina, activan la 6xido
nitrico sintetasa (Hull y Dominguez, 2006; Park y West, 2009; Bredt
y cols., 1992) que se encuentra presente en concentraciones
significativas en el mPOA (Bhat et al., 1995), lo que favorece la
sintesis del oxido nitrico (NO). ElI NO, por sus caracteristicas
quimicas, se difunde tanto dentro de la célula, como en su exterior
(Ignarro, 1991), donde realiza las siguientes acciones: 1) la induccién
de la liberaciéon de la dopamina (Dominguez y cols., 2004; Sato y
Hull, 2006), 2) la inhibicion de su recaptura (Pechnick y cols., 2005)
y 3) la inhibicién de la aromatasa (Balthazart y cols., 2002; Snyder y
cols., 1996; Sato y cols., 2005).

La dopamina liberada, actia sobre el receptor DAiipo 1
favoreciendo la coépula, y sobre el receptor DA:ipo 2 facilitando la

eyaculacion (Hull et al., 1992).



En cuanto a la aromatasa, se sabe que las concentraciones
séricas de testosterona se incrementan con la copula (Bonilla-Jaime y
cols., 2006). Sin embargo, a diferentes intervalos después de la
saciedad sexual los valores séricos de testosterona y estradiol no
varian significativamente entre el macho sexualmente experto y el
macho sexualmente saciado (Romano-Torres et al., 2007; Phillips-
Farfan et al., 2007). A estos intervalos o incluso en animales
sexualmente expertos poco se ha estudiado acerca de las
concentraciones locales (en areas muy especificas del SNC) de
esteroides durante la copula. La castracibn, que provoca la
disminucion de hormonas gonadales circulantes, provoca la pérdida
de la conducta sexual masculina, y disminuye los niveles basales de
dopamina en el mPOA (Hull y Dominguez, 2006, Du y cols., 1998). La
administracion de testosterona (T) permite la recuperacion de coOpula
en machos castrados, acompafada de la respuesta de dopamina y el
incremento de NO (Putnam y cols., 2001). La administracion de 5a-
dihidrotestosterona (DHT, andrégeno no aromatizable) o vehiculo en
el mPOA no inducen la conducta sexual masculina de manera
satisfactoria, sin embargo, la administracion de DHT y estradiol,
mantiene las concentraciones basales de dopamina y provoca el
despliegue de la cépula (Putnam y cols., 2003). Esto evidencia la
necesidad de que estén presentes ambas hormonas, estrégenos y
androgenos, para realizar la conducta sexual. Como ya se ha
mencionado anteriormente, el 85% del estradiol circulante es
producido por la enzima aromatasa de manera local (Snyder, 2001).
Ademas, se ha mostrado que la actividad de la aromatasa, que
transforma la T a estradiol, es necesaria para desarrollar la conducta
sexual masculina (Beyer y cols., 1976; Lephart, 1996; Handa y cols.,
1996; Balthazart y cols., 2004). Por lo tanto, al inhibir esta enzima,

se evita la formacion de estrogenos de manera local y se inhibe el



despliegue de la coépula (Sato y Hull, 2006). La inhibicion de la
enzima aromatasa produce un exceso local de andrdégenos, que, por
la interacciébn con su receptor, provoca la recompartamentalizacion
del mismo, su traslocacién al nudcleo y la alteracion de la expresion
génica y la funcion celular (Carson-Jurica y cols., 1990; Brinkman,
2001; Zhan et al., 2004). Por la activacion del RA y su posterior
traslocacién, se ve alterada la expresion del REa, ya que este es
regulado de manera directa por el RA: cuando se activa el RA, se
expresa el REa, y cuando se activa el REa, se expresa el RA (Handa y
cols., 1996). Este mecanismo podria explicar porqué desaparece el
RA y se sobre expresa el REa en el mPOA una vez establecida la
saciedad (Romano-Torres y cols., 2007). Sumando todo esto, es de
suponerse que la inhibiciéon de la aromatasa causada por el NO (Sato
y cols., 2005), puede ser un regulador de la actividad sexual que
participe en el establecimiento de la inactividad sexual en el intervalo
posteyaculatorio, y a la larga contribuya a la inhibicion de la copula
que caracteriza a la saciedad sexual.

Este intervalo de inactividad sexual posiblemente es necesario
por dos razones: primero debido a la toxicidad por la sobreexposicidon
al glutamato, y segundo, debido al estrés al que es sometida el mPOA
al realizar la cépula. El glutamato tiene la cualidad de desempefar un
papel neurocitotéxico a cierta concentracién, y a pesar de que el
MPOA muestra cierta resistencia, soportando 10 veces las
concentraciones que producen un 90 % de pérdida neuronal en la
corteza, sigue siendo susceptible a esta toxicidad (Ebling y cols.,
1998). Esto puede estar relacionado con los valores de la tabla 3,
donde el porcentaje mayor de genes que se expresan en animales
sexualmente saciados estan incluidos en el proceso biolégico de
regulacion de la apoptosis. Durante el despliegue de la conducta

sexual, el mPOA sufre tantos cambios en su plasticidad, que



probablemente requiera de un tiempo relativamente prolongado para
recuperar su homeostasis. Esto se ve evidenciado en la conducta de
la rata macho en el intervalo post eyaculatorio, donde el sujeto, a
pesar de estar frente a una hembra receptiva, no es capaz de
reiniciar la copula de manera inmediata. Ademas, es posible sugerir
que cambios homeostaticos en el mMPOA podrian mediar la inhibicion
de la conducta sexual que caracteriza a la saciedad. COmo ya se ha
mencionado, después de cierto numero de eyaculaciones, 7 en
promedio (Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003), se presenta
la inhibicibn completa de la conducta sexual por varios dias
(Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994) que podria estar
mediado por un punto de no regreso en el metabolismo neuronal. Sin
embargo, hay que considerar que es posible revertir la saciedad
sexual al presentar a una nueva hembra receptiva, esto se conoce
como el efecto Coolidge (Wilson y cols., 1995). Este efecto se
observa en ratas macho que han copulado 4 h ad libitum y se les
cambia la pareja sexual por una nueva hembra receptiva (Wilson y
cols., 1995; Rodriguez-Manzo, 1999). Una vez hecho esto, el macho
es capaz de desplegar nuevamente la conducta de cépula. Usando el
efecto Coolidge, se puede mostrar que el mPOA es funcional, que las
vias somato-sensoriales siguen funcionando y que es posible que el
individuo responda al estimulo de la hembra receptiva. Este
despliegue conductual pareceria ser contradictorio con la idea de que
la inhibicion de la cbpula que caracteriza la saciedad esta mediada
por un proceso homeostatico alterado en el mPOA. Esta aparente
contradiccion puede explicarse de la siguiente manera: al entrar en
contacto con la nueva hembra receptiva, el macho, estimulado por
los aspectos apetitivos desplegados por la hembra, libera
testosterona anticipando la copula (Bonilla-Jaime y cols., 2006) la

que reactiva a la enzima aromatasa (Roselli y Resko, 1997;



Balthazart y cols., 2004). De esta manera, con la aromatasa
activada, los andrégenos son metabolizados a estrogenos (Snyder,
2001), que a través de la interaccion con el REa activan la expresion
del RA (Handa y cols., 1996). Al estar presentes ambos receptores, el
REa y el RA, en los niveles de expresion adecuados, es posible que la
rata macho sexualmente saciada sea capaz de recuperar su
capacidad de coOpula. En cuanto a la cuestion conductal, es de
suponer que la causa del efecto Coolidge, sea el aseguramiento del
depdsito de esperma en la mayor cantidad de hembras receptivas
posibles asegurando la descendencia de sus genes (Huck y cols.,
1985).Por otro lado, el efecto Coolidge so6lo se presenta en machos
recién saciados sexualmente y no 24 h después de la copula repetida
(Rodriguez-Manzo, 1999; Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo,
1994). Este hallazgo invita a comparar la expresion de genes en el
mMPOA y posiblemente en otras areas cerebrales de animales recién
saciados sexualmente con la de aquéllos que llegaron a la saciedad
sexual 24 o 48 h antes del sacrificio.

La serie de resultados obtenidos con la técnica de microarreglos
es un ejemplo que sugiere cambios en receptores a
neurotransmisores y hormonas, pero marca la importancia de
cambios metabdlicos fundamentales. La ruta metabdlica propuesta
por Hull en el 2004 se ha podido complementar, gracias a la
informacién obtenida por esta metodologia. En su idea original, Hull
establece una serie de eventos que involucran neurotransmisores
(dopamina) y esteroides (testosterona) como pasos esenciales en el
desarrollo de la conducta sexual, pero no implica nada del
mantenimiento celular que necesita la neurona del mPOA para
desplegar esta conducta, ni el metabolismo necesario para recuperar
la capacidad de cOpula. Pensamos que estos aspectos se reflejan en

el hecho de que la mayoria de los genes que se expresaron



diferencialmente, entre sujetos sexualmente saciados y sus controles,
no estan directamente relacionados con la expresion de la conducta
sexual, sino con los procesos metabdlicos. Los cambios en la
expresion génica sugieren el establecimiento de la saciedad a través
de un proceso homeostatico en el mPOA. Debido a que la prueba
conductual exige 90 minutos de inactividad para asegurar la saciedad
sexual, los microarreglos no reflejan el cambio de la experiencia a la
saciedad, sino que posiblemente, muestran el cambio una vez
establecida la saciedad a un macho que comienza a recuperar la
capacidad de desplegar la conducta copulatoria.

Otro punto que vale la pena discutir, es el referente a los
cambios en los receptores a hormonas esteroides en el mPOA
producidos por la saciedad sexual. Estos cambios se han observado
por diferentes técnicas: imnunohistoquimica (ver la revision de
Phillips-Farfan y Fernandez Guasti, 2009) e hibridacion in situ
(Fernandez-Guasti et al., sometido). De manera interesante, por la
técnica de microarreglos no se observaron cambios tan drasticos
como los encontrados con las técnicas antes mencionadas. Por
ejemplo, los cambios en la proteina RA debido al despliegue de la
copula, se han evaluado 24, 48 y 72 h y 7 dias después de
establecida la saciedad (Phillips-Farfan y Fernandez-Guasti, 2009). Al
compararlo con machos sexualmente expertos sin copular, se observo
una disminucién en la densidad del RA a las 24 y 48 h después de la
saciedad sexual (Fernandez-Guasti et al., 2003; Romano-Torres et
al., 2007). Mientras que con la técnica de hibridacion in situ, se
establecié que la disminuciébn maxima en el ARNm que sintetiza para
el RA ocurre 24 h después de la saciedad sexual, pero se observa una
inhibicion inmediata después de la saciedad. En concordancia con los

resultados obtenidos con la proteina, 7 dias después de la saciedad



sexual los niveles del ARNm para el RA han recuperado los niveles
control (Fernandez-Guasti y cols, sometido).

En cuanto al REa, a pesar de no estar tan estudiado el RA, se ha
demostrado su importancia en la regulacion de la conducta sexual
masculina (Hull y Dominguez, 2006). Se ha observado que, 24 h
después de la copula ad libitum, los machos sexualmente saciados,
comparados con machos sexualmente expertos y los que presentaron
una sola eyaculaciéon, presentan mayor densidad del REa en el mPOA
(Phillips-Farfan et al., 2007). Un hallazgo similar se obtuvo cuando se
analiz6 el ARNm que sintetiza para el REa (Fernandez-Guasti y cols,
sometido). Sin embargo, estos resultados no fueron tan evidentes en
el presente estudio utilizando microarreglos. De acuerdo con esta
técnica se establecié que efectivamente existe una variacion en la
expresion génica del RA y del REa; sin embargo, los valores de
variacion fueron de -0.431 para el RAy 1.0743 para el REa. A pesar
de lo discreto de este cambio, cabe hacer notar que el sentido de
cambio, negativo para el ARNm del RA y positivo para el ARNm del
REa, corresponde con los cambios observados utilizando la técnica de
hibridacion in situ y de inmunohistoquimica.

Esto nos invita a realizar un nuevo analisis de los microarreglos
utilizando un valor mas cercano a cero en la variacion de expresion
génica, o utilizar otras técnicas, como la RT-PCR, para evaluar la
expresion del ARNm para estos dos genes (RA y REa) a diferentes

tiempos después de alcanzar la saciedad sexual.



CONCLUSIONES

La saciedad sexual en la rata macho es un proceso de larga duracion
en el que esta alterada la expresion del ARNm como consecuencia del

despliegue de la conducta sexual masculina.

Esta alteracion de la expresion del ARNm no se limita a los receptores
a hormonas esteroides, sino que se ve modificada la expresion del

ARNmM de otras proteinas.

Existe una diferencia en la regulacion de la expresion del ARNm entre

la rata sexualmente experta y sexualmente saciada

Se involucran el receptor a androgenos, el receptor a estrogenos alfa,
ademdas del receptor ionotréopico a glutamato NMDA, en los cambios

en la expresion del ARNm debidos a la saciedad sexual.

Los hallazgos obtenidos por los microarreglos son congruentes con
los resultados de las manipulaciones farmacolégicas en el mPOA
utilizando los sistemas glutamatérgicos, serotininérgicos vy

dopaminérgicos.

El despliegue de la copula hasta la saciedad modifica la expresion de
diferentes genes posiblemente involucrados en la inhibiciéon de la

conducta sexual que la caracteriza.



PERSPECTIVAS

Nuestro equipo de trabajo ha visto la necesidad de continuar con esta
investigacion, actualmente se ha iniciado una serie de experimentos
para seguir evaluando el cambio en la expresion génica debida al
despliegue de la conducta sexual.

Debido a esto, seria prudente variar la prueba conductual de
saciedad sexual, para poder obtener machos sexualmente saciados
sin que exista el lapso de hora y media entre la ultima eyaculacion y
el sacrificio de los mismos. Dado que la inhibicion de la cépula es un
proceso en funcién del tiempo, seria de esperar que también lo sea la
regulacion de la expresion del ARNm debido a la saciedad sexual.
Recientemente hemos confirmado las diferencias en la expresion de
algunos genes en el mPOA de animales sexualmente expertos y
saciados, por la técnica de microarreglos utilizando la técnica de PCR.
Sumado a lo anterior, deberiamos de utilizar la técnica de
microarreglos a diferentes intervalos, proponiendo 24 o 48 h, o hasta
7 o 21 dias después de establecida la saciedad, y asi asociar el
reestablecimiento total o parcial en la capacidad de copula con la
expresion génica.

También proponemos utilizar la técnica de microarreglos para
comparar la expresion génica en el mPOA medial usando machos
sexualmente saciados y machos que presenten el efecto Coolidge.
Sumar pruebas metabdlicas para comprobar la
activaciéon/inactivacion de enzimas fundamentales para la copula y la
saciedad sexual.

A pesar de las evidencias aqui mostradas, debe de considerarse que
el mMPOA no es la unica estructura involucrada en le fenOmeno de
saciedad sexual. Por esto, proponemos estudiar otras areas

cerebrales.



ANEXOS

Tabla obtenida del andlisis de los microarreglos con un nivel de variacion

superior a 1.5, utilizando el paquete informatico Karma

Id Simbolo Funcién Componente celular
del gen
NM_017238 Vipr2 Receptor intestinal al péptido Integral a la membrana
vasoacitvo 2 plasmatica
NM_017021 119r Receptor a Interleucina 9 Integral a membrana
NM_024379 Grid2 Receptor a Glutamato
ionotrépico, delta 2
NM_013037 Hirll Receptor a Interleucina 1 tipo 1
BF560218 Locus transcrito, sumamente Nucleo
parecido a XP_218291.3
NM_031151 Morl Malato deshidrogenasa Matriz mitocondrial
mitocondrial
u03407 Mucl0 Mucina 10
NM_022861 | Uncl3a Proteina Unc-13 (C. elegans)
NM_019284 Cspgb Proteoglicanos de condroitin
sulfato 5
BF403302 Nog Noggin Espacio extracelular
u32577 Hnrpm Ribonucleoproteina nuclear Region telomérica del
heter6gena M cromosoma
M62891 Kirblb Receptor tipo lectina de células Integral a membrana
asesinas, subfamilia B miembro plasmaéatica externa
1B
BM388579 Locus transcrito sumamente Citoplasma y nucleo
parecido a NP_035265.1
NM_031055 Mmp9 Matriz de metalopeptidasa 9
NM_012682 Ucpl Proteina de desacoplamiento 1 Integral a la membrana

(acarreador de protones
mitocondrial)

mitocondrial interna




BG663111

Locus transcrito, sumamente
parecido a XP_238166.2

Nucleolo, nucleo y
complejo
ribonucleoproteina

NM_012982 Msx2 Homologo a Msh 2 (Drosophila) Nucleo
NM_017250 Htr2b Receptor 2B a serotonina
NM_019177 Sell Selectina de linfocito Integral a la parte externa
de la membrana
plasmatica
NM_031575 Akt3 Proto-oncogen 3 a timoma viral
NM_024391 | Hsd17b2 Hidroxi esteroide Integral a membrana,
deshidrogenasa 2 citosol y mitocondria
M95762 Slc6al3 Transporte de Integral a membrana
neurotransmisores, GABA plasmatica
NM_031739 Kend3 Canal de Voltaje de potasio
NM_012922 Casp3 Caspasa 3 Citosol
NM_013148 Htr5a Receptor a serotonina 52
NM_130421 Lcp2 Proteina citosolica de linfocito 2
AF021936 Cdc42bp Cdc42 Proteina de unidén a
b quinasa beta
BU671010 PREDICHO: Similar a Oxal en
Rattus norvegicus (LOC498512)
AA819151 Locus transcrito, sumamente Complejo de
parecido a XP_341949.2 espliceosoma, mitocondria
y nucleo
U61261 Lama3 Laminina alfa 3 Membrana, citoplasma,
matriz extracelular,
citoesqueleto, laminina
basal
BG668660 Pou4fl | Dominio POU, clase 4, factor de Nucleo
transcripcion 1
D88586 Earll Ribonucleasa asociada a Espacio extracelular

eosinofilo, familia A miembro
11




NM_019311 Inpp5d Inositol polifosfato 5 fosfatasa Fracciéon de membrana
D
NM_019620 | Znf386 Proteina de dedo de Zinc 386
(Tipo Kruppel)
u83895 Pscdl Homodlogo a pleckstrina Intracelular
NM_019322 | Tpsabl Triptasa alfa/beta 1 Espacio extracelular
ug89743 LOC2071 Proteina desconocida
25
NM_022949 Rpl14 Proteina ribosomal L14
AF015911 Btbd14b Dominio que contiene BTB
(POZ) 14B
NM_031782 | Slc32al Transporte vesicular de GABA Integral a membrana
AB000928 Zpl Glicoproteina 1 de zona
pelucida
M33296 Cyp2gl | Citocromo P450, subfamilia 2G, Integral a membrana y
polipéptido 1 reticulo endoplasmico
NM_012550 Ednra Receptor a endotelina tipo A Integral al espacio
extracelular de la
membrana plasmatica
NM_012582 Hp Haptoglobina Region extracelular
NM_022506 Rpl31 Proteina ribosomal L31 Ribosoma
U93692 Nup88 Nucleoporina 88
NM_012653 Slc9a2 Intercambiador de Integral a membrana
sodio/hidrégeno plasmatica
NM_031766 Cpz Carboxipeptidasa Z Espacio extracelular
NM_017063 Kpnbl Importina beta 1
U57391 Sh2bps Dominio que contiene el
ml mediador de sefializaciéon SH2-
B PH
u34843 D123 Producto del gen D123




NM_017255 P2ry2 Receptor purinérgico P2Y,
acoplado a proteina G
NM_017084 Gnmt Glicina N-metiltransferasa Citosol y nucleo
NM_031627 Nr1h3 Receptor nuclear, subfamilia 1, Citoplasma y nucleo
grupo H, miembro 3
NM_022674 H2afz Familia de las histonas H2A, Cuerpo de Barr,
miembro Z cromosomas politénicos,
complejo histona acetil
transferasa, nucleo
NM_024138 Gng7 Proteina de unién a guanina,
gama 7
NM_017061 Lox Lisil oxidasa Espacio extracelular
NM_019249 Ptprf Proteina tirosin fosfatasa, tipo Integral a membrana
receptor plasmaética
NM_031655 Lxn Latexina Integral a membrana
M77362 LOC4981 | Esta caracteristica similar a la Espacio extracelular
13 CDS se incluye para mostrar
la traduccién de la regién V
correspondiente. En la
actualidad clasificacion para la
traduccion de las
caracteristicas de la regién V
son ilegales
M35602 Fgb Fibrindbgeno, polipéptido beta Espacio extracelular
NM_013173 | Siclla2 | Transporte acoplado a protény Integral a la membrana
ion metalico divalente del endosoma
Al412964 Locus transcrito, sumamente
parecido a XP_233782.3
X89962 Csdc2 Dominio de shock frio con C2,
union a ARN
AB029342 Cand2 Posiblemente asociada a culina
BG666505 Eif4g2 Factor 4 de la iniciacion de la

translacion eucarioético




BF522647 Osbpl2 Proteina de unidn a oxisterol
tipo 2
AF245040 Dkk3 Homologo a Dickkopf 3 Espacio extracelular
(Xenopus laevis)
B1284886 Ctsql2 Catepsina tipo Q Lisosoma y region
extracelular
AJ133104 Vamp?2 Proteina de membrana 2
asociada a vesicula
NM_013156 Ctsl Catepsina L Espacio extracelular y
lisosoma
NM_017177 Chkb Colina quinasa beta
AF031483 Bzw2 Cremallera basica a leucina y
dominio W2
AF220455 Ddx20 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) Nucleo
polipéptido de casilla 20, 103kD
AW918775 Locus transcrito sumamente
parecido a XP_342100.2
Y15054 Coro7 Coronina 7 Integral a membrana,
citoesqueleto y aparato de
Golgi
NM_021837 Mycs Oncogén tipo Myc Nucleo y cromatina
AF115768 Defcr4 Defensina relacionada con Regién extracelular
criptidina 4
AA964638 DD6A4-2(8) ARNm, Secuencia
Parcial
NM_031630 Ddx25 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) Citoplasma, poro nuclear y
polipéptido de casilla 25 nucleo
AY128946 Krt1-9 Complejo de queratina 1, gen 9 Filamento de keratina y
nucleo
AFO009511 Kirk1 Receptor tipo lectina de células Integral a membrana

asesinas, subfamilia K,
miembro 1

plasmatica




NM_ 019356 Eif2s1 Factor de iniciacion de Polisoma
translacion eucariético 2,
subunidad 1 alfa
AJ271158 Usmg5 Factor de crecimiento de
musculo esquelético 5
L08446 Fcgr3 Receptor Fc, 1gG, de baja Espacio extracelular e
afinidad 111 integral a membrana
AF111111 Spag5h Antigén asociado a esperma 5 Membrana, citoplasma,
citoesqueleto
AF244973 Ggtl3 Tipo gama-glutamiltransferasa Integral a membrana y
3 espacio periplasmico
L40364 RT1-Aw?2 RT1 clase Ib, locus Aw2 Integral a membrana
AF257746 Abcbla | Sitio de unién a ATP, subfamilia Integral a membrana
B (MDR/TAP), miembro 1A plasmaética
AF123651 Spata2 | Asociado a espermatogénesis 2 Citoplasma
Al230991 Locus transcrito, sumamente
parecido a XP_573559.1
AJO07016 Ptp4a2 Proteina tirosin fosfatasa 422
AW525037 Locus transcrito, sumamente
parecido a XP_507812.1
B1296499 Locus transcrito, sumamente Integral a membrana
parecido a NP_579930.1
AF218826 Gnpat Gliceonfosfato O-aciltransferasa Membrana peroxisomal
BF287719 Nr2f2 Receptor nuclear subfamilia 2,
grupo F, miembro 2
AB089316 Osbplla Tipo proteina de unién a
oxisterol 1A
AB022883 Pripl Proteina tipo prolactina L Espacio extracelular
AF323174 Clic5 Canal intracelular a cloruro 5 Membrana
BE114116 Prosc Co transcrito de Citoplasma

prolinasintetasa




AF039584 Dafl Factor acelerador de Espacio extracelular e
decaimiento 1 integral a membrana
BE127852 LOC4982 Similar a ligatina Membrana
25
NM_012501 Apoc3 Apolipoproteina  C-I111 Region extracelular
NM_013160 Mxil Proteina de interaccion Max 1 Nucleo
NM_031656 Stx8 Sintaxin 8
NM_021681 | Epb4.111 | Proteina de eritrocito de banda | Membrana, citoplasma, y
4.1 citoesqueleto
AB025581 Anp32b | Fosfoproteina nuclear acida 32,
miembro B
AF181992 Dyncllil Dienina citoplasmaética 1,
cadena intermedia ligera 1
NM_019387 Hgs Sustrato de tirosin cinasa Endosoma
regulada por HGF
NM_ 022799 Nucks Caseincinasa nuclear Nucleo
NM_012790 Dspp Sialofosfoproteina dentinaria Espacio extracelular
U63111
NM_017143 F10 Factor de coagulacion X Region extracelular
NM_017085 | Cypl9al Citocromo P450, familia 19, Membrana, reticulo
subfamilia a, polipéptido 1 endoplasmico y
microsoma
AF247450 Hcnl Canal de potasio de Citoplasma, nucleo y
hiperpolarizacién activado por complejo de protein
nucleétidos ciclicos 1 cinasas dependiente de
AMPc
BE112403 Locus transcrito sumamente
parecido a XP_235164.2
Al102053 Locus transcrito sumamente Integral a membrana
parecido a XP_344663.2
M61726 Ubtf Factor de transcripcion, ARN Subunidad citosoélica

polimerasa 1

ribosomal pequefia,
cromosoma, mitocondria y
cromatina




NM_012783 Bsg Basigina Espacio extracelular e
integral a membrana
X97477 Proteina NKR-P1B Integral a membrana
BF555199 Locus transcrito sumamente
parecido a XP_215658.3
NM_031136 | Tmsb4x Timosina, beta 4
AF304364 Keapl Proteinas de unién ECH tipo Citoesqueleto
Kelch
AF094821 Mbtps1l Peptidasa de factor de Espacio extracelular,
transcripciéon unido a membrana y reticulo
membrana, sitio 1 endoplasmico
NM_144744 Adipoq Adiponectina, C1Q Espacio extracelular,
citoplasma y reticulo
endoplasmico
X78689 Ephab EphA5 Integral a membrana
AF026505 Argbp2 Proteina de interaccion ArgBP2 Citoplasma y nucleo
NM_022387 | Pafahlb Factor activador de plaquetas Citoplasma
2 acetilhidrolasa, isoforma 1b,
alfa 2
NM_031572 | Cyp2c40 Citocromo P450, familia 2, Espacio extracelular,
subfamilia ¢, polipéptido 40 integral a membrana,
microsoma Yy reticulo
endoplasmico
X74125 Idh3g Isocitrato deshidrogenasa 3 Mitocondria
(NAD), gama
X77953 Rpsl5a Proteina ribosomal S15a Ribosoma y complejo de
ribonuceloproteina
NM_031978 Psmdl | Proteosoma 26S subunidad 26S Proteosoma y citosol
NM_012620 | Serpinel | Peptidasa inhibidora de serina
(o cisteina)miembro 1
AB009372 LOC2462 Lisofosfolipasa
66
NM_032070 Hmga2 Grupo de alta movilidad de Nucleo y cromatina
hook 2




NM_022957 | Serpina5 | Peptidasa inhibidora de serina Espacio extracelular y
(o cisteina) miembro 5 membrana
NM_019265 | Scnlla Canal de voltaje de sodio, tipo Integral a membrana
Xl, alfa plasmatica
NM_019332 Padil Deiminasa de arginina, tipo |
AJO011035 Plcb2 Fosfolipasa C, beta 2 Nucleo
NM_031680 P2ry4 Receptor pirimidergico P2Y, Integral a membrana
acoplado a proteina G, 4 plasmatica
NM_031817 Omd Osteomodulina Integral a membrana
AF361476 Cited2 Transactivador que Nucleo
interacciona con Cbp/p300
NM_017313 Rab3ip Proteina de interaccién RAB3A
AF022247 Cubn Cubilina
X70369 Col3al Procolageno, tipo Ill, alfa 1 Espacio extracelular,
membrana y citoplasma
NM_031316 Pripi Proteina tipo prolactina 1 Espacio extracelular
Al230682 Prpfdb PRP4 factor de pre
procesamiento del ARNm 4
homdlogo B
Y12178 Cp Ceruloplasmina Espacio extracelular
X56190 Apoc4 Apolipoproteina C-1V Espacio extracelular
NM_012891 Acadvl | Acil coenzima A deshidrogenasa Mitocondria
u25746 Ddx46 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) caja
de polipéptidos 46
M19262 Cltb Clatrina Vesiculas
L21672 Slc6a5 Neurotransmisor de glicina Integral a membrana
plasmaética
BM986293 Eif3s7 Factor de iniciacion de
translacion eucaridtico 3,
subunidad 7
BF543467 Smtnll_ | “Smoothelin-like” 1 (predicho)




AY026512 Dncl2a Dienina citoplasmatica, cadena
ligera 2A
AY057076 Sndl Dominio que contiene nucleasa
estafilococsica
NM_012556 Fabpl Proteina de unién a acido graso Citoplasma
1
X55995 Dmgdh Precursor a dimetilglicina Citoplasma y mitocondria
deshidrogenasa
U20525 Tptl Proteina de tumor Espacio extracelular,
citoplasma y tubulina
AF304429 Brp44l Proteina cerebral tipo 44 Mitocondria
D26178 Ick Cinasa de célula intestinal
U09099 LOC2868 Proteina tipo prolactica C Espacio extracelular
89
NM_145673 Mafk Proteina oncogénica V-maf, Nucleo y cromatina
fibrosarcoma musculo
aponeurdtico, proteina K
AF372501 Bik Interactuador asesino Bcl2
U77880 Pde7a Fosfodiesterasa 72 Espacio extracelular
M86870 Pdiad4 Protein disulfuro isomerasa 4 Reticulo endoplasmico
BG664103 Cops3 COP9 (constitutivo Proteosoma y citosol
fotomorfogénico) subunidad 3
NM_017150 Rpl29 Proteina ribosomal L29 Ribosoma
BU671289 | LOC5008 | Proteina hipotética LOC500855
55
NM_022696 Hand2 Crestas derivadas de la Ndcleo
expresion de transcrito 2 de
corazén y neurona
AF364071 Smpx Proteina de musculo pequefia,
ligada al cromosoma X




NM_019298 Chrnd Receptor colinérgico a nicotina Integral a membrana,
membrana post-sinaptica
y aparato de
Golgi
AF367467 Ratsg2 Ratsg2
NM_021682 Negrl Regulador de crecimiento Espacio extracelular y
neuronal 1 membrana
NM_022944 Inppll Inositol polifosfato fosfatasa
tipo 1
S75437 Similar a TRGV9 Integral a membrana
U00620 Csf2 Factor 2 estimulador de Espacio extracelular
colonias de granulocitos-
macroéfagos
NM_017086 Egr3 Respuesta temprana de Nucleo
crecimiento 3
NM_024381 Gyk Glicerol cinasa Citoplasma y mitocondria
u51898 Pla2g6 Fosfolipasa A2, grupo VI
NM_022235 Kcne3 Canal de voltaje de potasio,
miembro 3
BF549625 Locus transcrito sumamente Espacio extracelular
parecido a XP_238256.3
NM_023023 Dpysl5 Tipo dihidropirimidina 5
NM_021770 Oligl Factor de trancripcion de Ndcleo
oligodendrocitos 1
NM_022669 Scg2 Secretogranina 2 Espacio extracelular
AF348446 Fgfi2 Factor 12 de crecimiento de Espacio extracelular y
fibroblastos nucleo
BF563205 RGD156 | Similar al receptor del factor de
4996 pr | necrosis tumoral, miembro 19
edicted
ul14192 Vdp Proteina de acoplamiento de Membrana, citoplasma,

vesicula

citoesqueleto y membrana
de Golgi




BF564263 Cdvli Gen 1 asociado a la deficiencia Membrana, citoplasma y
de carnitina, expresado en citoesqueleto
ventriculo
BG375928 Nasp Proteina nuclear de esperma
autogénicas
NM_022583 Insl6 Tipo insulina 6
NM_019204 Bacel APP-beta, sitio de corte de la Integral a membrana
enzimal plasmatica, endosoma,
mitocondria, axén, vacuola
y aparato de Golgi
NM_012996 Oxt Oxytocina Region extracelular
AF353305 Cbwd1 Dominio 1 que contiene COBW Citoplasma
BF566173 Theg Gen haploide testicular
expresado
BF287132 Locus transcrito sumamente Componente celular
parecido a NP_001005370.1 desconocido y nucleo
AF092090 Pmfbpl Factor 1 modulador de Membrana, citoplasma y
poliaminas, proteina de unién 1 citoesqueleto
AB066103 Xrcch Complemento de reparacién
defectuosa por rayos X en
hamster Chino, células 5
NM_ 152849 Homez Cremallera de homeodomino
del gen codificante a leucina
NM_013016 Ptpnsl | Protein tirosin fosfatasa, tipo no
receptor, substrato 1
NM_012848 Fthl Ferritina, polipeptido pesado 1 Membrana plasmatica y
complejo de ferritina
NM_019257 Sfrsb Factor 5 de empalme, rico en Ndcleo
arginina/serina
NM_022930 Chrna9 | Receptor colinérgico, nicotinico, Espacio extracelular,

alfa polipeptido 9

integral a membrana y
membrana post-sinaptica




AF268593 Itgam Integrina alfa M Fibra contractil, parte
exterior de la membrana
plasmatica, complejo de

integrina y nudcleo

BE110636 Locus transcrito, sumamente Citoplasma, centrosoma 'y

parecido a XP_227230.2 nucleo

AFO000578 Cdchl Ciclo de division celular, tipo 5 Nucleo

NM_024394 Htr3a Receptor a serotonina 32 Integral a membrana
plasmatica y membrana
post-sinaptica
u41662 NIgn2 Neuroligina 2
BF522850 Nfx1 Factor nuclear de transcripcion Nucleo
1
NM_024148 Apex1 Endonucleasa 1 Reticulo endoplasmico,
apurinica/apirimidinica citoplasma, ribosoma y
nucleo
X52783 Psmbl Proteosoma subunidad beta, Complejo de proteosoma y
tipo 1 citosol
BF399588 Spnb4 Espectrina beta 4 Membrana, citoplasma,
citoesqueleto y nucleo
NM_033021 | Sec3ll1 Tipo SEC31 1 Nucleo
NM_022605 Hpse Heparanasa
NM_144562 Fmo4 Flavina que contiene Espacio extracelular,
monooxigenasa 4 membrana, reticulo
endoplasmico
Al136886 Locus transcrito, sumamente Nucleo
parecido a XP_341952.2
NM_023961 Fgf20 Factor 20 de crecimiento de
fibroblastos
NM_023987 Birc3 Contenido repetido de IAP Intracelular
baculoviral 3
NM_030840 | Slc26a5 Acarreador de soluto, familia Integral a membrana
26, miembro 5 plasmatica
AF277900 Zfp597 Proteina de dedo de Zinc 597




NM_012823 Anxa3 Anexina A3
AF230367 Gab2 Proteina 2 del receptor de
union al factor de crecimiento
NM_013122 Igfbp2 Proteina 2 de unién al factor Espacio extracelular
de crecimiento tipo insulina
NM_012670 Tcpl Proteina 1 del complejo T
NM_080905 Siahla “Seven in absentia” 1A Nucleo
NM_031613 Tmod2 Tropomodulina 2
AF021923 Slc24a2 Intercambiador de Integral a membrana
sodio/potasio/calcio plasmatica
NM_130415 | Slc36al | Simportador protdon/aminoéacido Integral a membrana y
vacuola
Al598642 Locus transcrito, sumamente Nucleo y complejo de
parecido a XP_342529.1 ribonucleoproteina
NM_012974 Lamb2 Laminina, beta 2 Membrana
NM_138890 Ehd3 Dominio 3 que contiene EH
NM_131914 Cav2 Caveolina 2 Integral a membrana
NM_138852 Prok2 Proquineticina 2 Espacio extracelular
M15114 Scd2 Estearoil-coenzima A Integral a membrana y
desaturasa 2 reticulo endoplasmico
D50580 Cesb Carboxylesterasa 5 Reticulo endoplasmico
AB012233 Nfic Factor nuclear 1/C Nucleo
AF375874 Trpm7 Proteina relacionada al receptor
de potencial transitorio, ChakK
U76206 P2ryl4 Receptor purinérgico P2Y, Integral a membrana
acoplado a proteina G, 14
NM_022938 Htr7 Receptor a serotonina 7 Integral a membrana
NM_012615 Odc1 Ornitina descarboxilasa 1 Citoplasma
NM_017224 | Slc22a6 Transporte de anién organico Integral a membrana y

mitocondria




AW918457 | LOC3026 Similar a acil-CoA tioesterasa Mitocondria
40
NM_152861 | Rbm10 Motivo 10 de unién de Intracelular y nicleo
proteinas a ARN
NM_022394 Safb “Scaffold attachment” factor B
NM_017092 Tyro3 TYROS3 proteintirosin cinasa 3 Espacio extracelular e
integral a membrana
plasmatica
AB032419 Egr2 Respuesta temprana de Intracelular y nudcleo
crecimiento 2
M97380 Slc18al Transporte de monoaminas Integral a membrana
vesiculares
J03624 Gal Galanina Espacio extracelular
AW914284 Locus transcrito, sumamente Citoplasma
parecido a XP_222946.2
u23377 Xcll Quimiocina (motivo C) ligando Espacio extracelular
1
NM_012713 Prkcb1 Proteincinasa C, beta 1 Citoplasma, citoesqueleto
Yy nucleo
BF398376 Locus transcrito, sumamente Nucleo
parecido a LOC297626
V01222 Afp Alfa feto proteina Espacio extracelular
NM_031534 Wwitl Tumor de Wilms 1
NM_031708 Adrm1l Molécula reguladora de la
adhesion 1
AW913871 PNAS-4 Proteina CGI-146
NM_024404 Hnrpd Ribonucleoproteina D nuclear Cromosoma, region
heterégena telomérica, citosol y
nucleo
BF562805 Locus transcrito, sumamente
parecido a XP_220940.1
BF566626 Locus transcrito, sumamente

parecido a XP_341808.2




M59859 Marcks “Myristoylated alanine rich Integral a membrana
protein kinase C substrate”
AY049038 Cmbp Proteina de citomatriz p110 Membrana, citoplasma y
citoesqueleto
NM_012813 | St8sial ST8 alfa-N-acetil-neuraminida Integral a membrana e
alfa-2,8-sialiltransferasa 1 integral al aparato de
Golgi
NM_012574 Grin2b NMDA 2B
NM_024484 Alasl Acido aminolevulinico sintetasa Matriz mitocondrial
1
NM_012636 Pthlh Péptido tipo hormona Espacio extracelular,
paratiroidal citoplasma y nucleo
NM_012626 Ppy Polipeptido pancreético Espacio extracelular
NM_013115 Ptgfr Receptor a prostaglandina F
NM_031112 Rps24 Proteina Ribosomal S24 Subunidad ribosomal
pequefia citosolica
AY090783 Pdgfrb Receptor del factor de Espacio extracelular e
crecimiento de plaquetas, integral a membrana
polipeptido beta plasmatica
Al170715 Locus transcrito, sumamente
parecido a XP_342143.2
NM_019125 Pbsn Probasina Nucleo
NM_017364 Zfp260 Proteina de dedo de Zinc 260 Nucleo
NM_012677 Ton Tonina
NM_017322 Mapk9 Proteincinasa activada por Ndcleo
mitégeno 9
NM_017185 Tnni2 Troponina | tipo 2
NM_019348 Sstr2 Receptor a somatostatina 2 Integral a membrana
plasmatica
D00920 Svp4 Proteina 4 de vesicula seminal




BU671390 Locus transcrito, sumamente Integral a membrana,
parecido a XP_217279.3 reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi
NM_013116 Tshb Hormona estimulante de la Espacio extracelular
tiroides, subunidad beta
u92564 Zfp423 Proteina de dedo de Zinc 423
u15408 Atp2b4 ATPasa, transporte de Ca®" Integral a membrana
plasmatica
NM_017191 Adrala Receptor adrenérgico, alfa 1a Integral a membrana
NM_016993 Bcl2 Célula B de leucemia/linfoma 2 Integral a membrana,

citosol, reticulo
endoplasmico y nucleo




Tabla obtenida del analisis de los microarreglos con un nivel de variacion

inferior a -1.5, utilizando el paquete informatico Karma

Id Simbolo Funcién Componente celular
del gen
NM 022848 Atplad ATPasa, transporte de Integral a membrana
sodio/potasio, polipéptido alfa plasmatica, aparato de
4 Golgi
NM_031665 Stx6 Sintaxina 6
NM_024158 Dck Deoxicitidina quinasa
NM_022643 | Histlh2b Histona 1, H2ba Complejo histona
a acetiltransferasa,
cromosoma y nucleo
U39206 Cyp4afa Citocromo P450, familia4 Membrana y reticulo
subfamilia4 polipéptido 4 endoplasmico
NM_130428 Sdha Complejo del succinato
deshidrogenasa, subunidad A,
flavoproteina (Fp)
U56936 Kirblb Receptor tipo lectina de célula Integral a membrana
asesina, subfamilia B, miembro plasmatica
1B
NM_019180 Mcpt6 Proteasa de mastocito 6 Espacio extracelular
AF375461 Syt9 Sinaptotagmina IX Integral a membrana,
vesicula sinaptica
J02585 Scdl Estearoil coenzima A Integral a membrana y
desaturasa 1 reticulo endoplasmico
AB060092 Cxcl2 Quimiocina (motivo C-X-C) Espacio extracelular
ligando 2
NM_012715 Adm Adrenomedulina Espacio extracelular
NM_013086 Crem Elemento modulador de
respuesta CAMP
NM_017269 Ptprj Protein tirosin fosfatasa, tipo

receptor, J



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=AF375461&dopt=DocSum&dispmax=1000

NM_022403 Tdo2 Triptofano 2,3-dioxigenasa
NM_012738 Apoal Apolipoproteina A-I Espacio extracelular
NM_024136 Erabp Proteina epididimal de unién a
acido retionico
X57514 Gabrgl Receptor GABA A, gama 1 Integral a membrana,
membrana post-sinaptica
V01255 Scgbl1d2 Secretoglobina, familia 1D,
miembro 2
NM_023976 Prx “Periaxin”
NM_030988 Tg Tiroglobulina Espacio extracelular
NM_019630 Gip Inhibidor polipeptidico gastrico Espacio extracelular
U57049 Mthfr 5,10-metilenetetrahidro folato Citoplasma y mitocondria
reductasa (NADPH)
NM_130812 | Cdkn2b Inhibidor de cinasas
dependiente de ciclina 2B
NM_019188 Ncoa4d Coactivador de receptor
nuclear 4
NM_012549 Edn2 Endotelina 2 Espacio extracelular
NM_017059 Bax Bcl2 proteina asociada al
cromosoma X
X69834 Serpina3 | Proteinasa inhibidora de serina Region extra celular e
m o cisteina, miembro 3M intracelular
D38072 Ptpn12 | Protein tirosin fosfatasa tipo 12
NM_012941 Cyp51 Citocromo P450, subfamilia 51 Membrana y reticulo
endoplasmico
NM_017237 Uchll Ubiquitin carboxi hidrolasa L1 Citoplasma, citosol y axén
NM_019318 Maf V-maf proteina oncogénica Citoplasma y nucleo
para fibrosarcoma
musculoaponeuradtico
AF329827 Zyx Zixina Integral a la membrana

plasmatica y unién célula-
célula




AY026068 Rhoa Ras gen homologo, miembro A Membrana plasmatica,
punta de proyeccion de
apareamiento,
citoesqueleto, intracelular,
peroxisoma, membrana
externa de la mitocondria
y nucleo
NM_012920 | Camk?2a Calmodulina dependiente de
calcio alfa
NM_019364 Scfdl Secl dominio que contiene la Citoplasma
familia 1
AF016178 LOC2869 Probablemente receptor a Integral a membrana
15 feromonas plasmatica
NM_017148 Csrpl Proteina rica en cisteina y
glicina 1
NM_031129 Tceb2 Factor B de elongacion de la
transcripcion (SllIl), polipéptido
2
NM_134386 | Gpraspl | Receptor acoplado a proteina G
NM_019184 Cyp2c Citocromo p450, subfamilia 11C Integral a membrana y
reticulo endoplasmico
NM_012743 Foxa2 Forkhead A2 Nucleo
NM_017077 Foxa3 Forkhead A3 Nucleo
NM_012734 Hk1 Hexoquinasa 1 Integral a membrana y
cloroplasto
NM_019271 Stch Proteina chaperona de estrés
70
NM_017246 | Map2k5 Proteincinasa activada por
mitégeno 5
NM_012545 Ddc Dopa descarboxilasa Intracelular
NM_022507 Prkcz Protein cinasa C, zeta Citoplasma, citoesqueleto,

sitio de crecimiento
polarizado y nucleo




NM_031703 Aqp3 Aquaporina 3 Integral a membrana
plasmatica
NM_019157 Aqp7 Aquaporina 7 Integral a membrana
plasmatica
NM_017079 Cdidi Antigén CD1d1 Integral a membrana
plasmatica, lisosoma y
endosoma tardio
NM_017112 Hpn Hepsina Integral a membrana
plasmatica
AF035963 Havcrl Molécula de dafio a rifién 1
NM_130738 Snrpn Ribonucleoproteina pequefia Complejo
nuclear N ribonucleoproteina y
nucleo
U07201 Asns Aspargina sintetasa Fraccion soluble de la
membrana
U35776 Arfgapl Factor de ribosilaciéon de ADP
1
NM_017363 Cshi Hormona coriénica 1 Regidn extracelular
somatomamotropina
NM_013103 Tcf2 Factor de transcripcién 2
NM_017320 Ctss Catepsina S Lisosoma
NM_138837 Pou3f3 Dominio POU, clase 3, factor Nucleo
de transcripciéon 3
NM_031236 Futl Fucosiltransferasa 1 Integral a membrana y
aparato de Golgi
NM_013194 Myh9 Miosina, polipéptido pesado 9, Filamentos de musculo
no muscular estriado
NM_019343 Rgs7 Regulador 7 de sefalizaciéon Citoplasma y proyecciones
por proteina G de células neuronales
NM_031350 Pex3 Factor 3 biogenético Integral a membrana

peroxisomal

plasmatica e integral
membrana peroxisomal




Latrofilina 2

AF063102 Lphn2
NM_031821 Plk2 Quinasa tipo polo 2 Cromosoma y centrosoma
M92340 l16st Interleucina 6 transductora de
sefal
BQ210080 Vars2 Sintetasa Valyl-tARN 2 Intracelular, citoplasma 'y
mitocondria
NM_023990 Six3 Homologo 3 a sine oculis Nucleo
NM_017257 Psme2 Proteosoma 28 beta Activador del complejo de
proteosoma y citosol
NM_130825 Cqgig94 Transcripcibn comparativa con Complejo de
el gen 94 ribonucleoproteina nuclear
pequeio y nucleo
AF158186 Nip7 Importador nuclear 7 Subunidad larga ribosomal
citosodlica, nucleolo y
nucleo
NM_145880 Lhx1 Proteina LIM 1 Nucleo
AB032019 Trpvb Receptor catidnico de canal de
potencial transitorio, subfamilia
V, miembro 5
AF234600 Nploc4 Proteina 4 de localizaciéon
nuclear
NM_031083 Pik4cb Fosfatidilinositol 4-cinasa, Complejo fosfatidilinositol
polipéptido beta 3 cinasa
AF139809 Plfr Proteina relacionada a la Espacio extracelular
proliferina
AJ238717 Aatf Factor de transcripcion
antagonista de apoptosis
NM_021762 Tsn Translina Citoplasma y nucleo
AF156878 Ogfr Receptor del factor de
crecimiento opioide
NM_031027 Dpyd Dihidropirimidina Membrana y mitocondria
deshidrogenasa




NM_012817 Igfbp5 Proteina de unién 5 al factor Region extracelular
de crecimiento tipo insulina
NM_012839 Cycs Citocromo C, somético Parte interna de la
membrana mitocondrial
NM_031776 Gda Guanina desaminasa
AF044201 Faim2 Fas molécula inhibitoria de Integral a membrana
apoptosis 2
NM_024355 Axin2 Axin2 Nucleo
AY029199 Pidk2a | Fosfatidilinositol 4 cinasa tipo 2
alfa
AF160978 Clgrl Componente del complemento
1, subcomponente q, receptor
1
NM_031346 Rod1 Regulador de la diferenciacion
1
NM_022685 Rem2 Proteina 2 de unién Membrana plasmatica y
relacionada al GTP regién intracelular
AF092207 Ccdch “Coiled-coil domain containing
5"
NM_023957 | Arhgef9 | Cdc42 factor intercambiador de Membrana plasmatica y
nucleétidos de guanina 9 nucleo
NM_012619 Pah Fenilalanina hidroxilasa
NM_133620 Zhx1 Dominio de dedo de Zinc 1
AF369384 Map2k6 Proteincinasa activada por
mitégeno 6
NM_012595 Ldhb Lactato deshidrogenasa B Citoplasma
NM_053299 Ubd Ubiquitina D
NM_031769 Pdxk Pyridoxalcinasa
NM_031242 Cdsl CDP-diacilglicerol sintetasa 1 Integral y reticulo
endoplasmico
NM_012612 Nppa Precursor del péptido Regién extracelular,

natriuretico tipo A

citoplasma




NM_080902 Higl Gen 1 inducido por hipoxia
NM_012797 Id1 Inhibidor 1 de la unién a ADN Nucleo
NM_130429 Lefl Factor potenciador vinculante a Nucleo
linfoide 1
NM_013046 Trh Hormona liberadora de Region extracelular
tirotropina
NM_022381 Pcna Antigén nuclear de Lamina nuclear, complejo
proliferacion celular replicador de ADN, ndcleo
NM_013172 Myf6 Factor miogénico 6
U70050 Jag2 Jagged 2 Espacio extracelular,
integral a membrana
plasmatica y nucleo
AF321552 Ocil Lectina inhibidora de
osteoclastos
L48209 Cox8a Citocromo C oxidasa, Integral a membrana y
subunidad Vllla mitocondria
NM_012675 Tnf Factor de necrosis tumoral Espacio extracelular,
integral a membrana
plasmatica y granulo
secretor
U67139 Dlgap3 Discos grandes, proteina Membrana, dendrita,
homodloga asociada 3 membrana post-sinaptica
(Drosophila)
NM_017124 Cd37 Antigén CD37 Integral a membrana
plasmaética
AF013598 Accn3 Canal cati6nico sensible a
amilorida 3
NM_031699 Cldni Claudina 1 Espacio extracelular e
integral a membrana
AF223642 Cxcr3 Receptor a quimiocina 3 Integral a Membrana
(motivo C-X-C) plasmatica y citoplasma
AF041374 Picalm Proteina de ensamble clatrina Parche cortical de actina

fosfatidilinositol




NM_019279 Pcskln Inhibidor de la pro proteina
convertasa kexin 1
Y11321 Foxel Factor de transcripcion tiroideo Nucleo
2
NM_013058 1d3 Inhibidor de unién a ADN 3
NM_031981 Nsfllc Cofactor NSFL1 Citoplasma y nucleo
NM_019237 Pcolce Proteina potenciadora de Espacio extracelular
procoldgeno C endopeptidasa
NM_031762 | Cdknlb Inhibidor de cinasa Citoplasma y nucleo
dependiente de ciclina 1 B
NM_017012 Grm5 Receptor a glutamato Integral a membrana
metabotrépico 5
NM_019146 Bsn “Bassoon”
NM_022958 Pik3c3 Fosfoinositido 3 cinasa, clase 3 | Complejo de fosfoinositido
3 cinasa
NM_145676 Pgeal Interactuador PKD2
NM_139336 Uxsl UDP-glucuronato
descarboxilasa 1
NM_031828 | Kcnmal Canal activado de potasio de
larga conductancia, subfamilia
M miembro alfa 1
AF336041 Nfsl Gen de fijacién de nitrégeno 1 Espacio extracelular,
(S. cerevisiae) matriz mitocondrial,
citosol, mitocondria y
nucleo
NM_017155 | Adoral Receptor a adenosina Al Integral a membrana
ABO075607 Lztsl Cremallera de leucina, posible
supresor tumoral 1
NM_013060 1d2 Inhibidor 2 de la unién a ADN
NM_019349 Sk Serina/tronina cinasa 2
X73371 Fcgr2b Receptor de Fc, 1gG, baja Integral a membrana

afinidad I1b

plasmatica




NM_133583 Ndrg2 Gen regulador N-myc 2
AF281632 Sybl1 Tipo sinaptobrevina 1 Integral a membrana y
reticulo endoplasmico
NM_031549 Tagln Transgelina
NM_139183 Crhbp Proteina de unién a la hormona Fraccion soluble
liberadora de corticotropina
NM_053323 Degsl Homologo a degenerativo
espermatocitica (Drosophila)
LO8814 Ssrpl Proteina 1 de reconocimiento Ndcleo, cromosoma y
de estructura especifica cromatina
NM_017015 Gusb Glucuronidasa beta Reticulo endoplasmico y
lisosoma
NM_019242 Ifrd1 Regulador del desarrollo 1 Nucleo
relacionado con interferén
AF168362 Hspbapl Proteina 1 asociada a Hspb
NM_031970 Hspbl Proteina 1 de shock térmico de
27kDa
NM_144737 Fmo2 Monooxigenasa 2 que contiene Espacio extracelular,
flavinas integral a membrana y
reticulo endoplasmico
NM_021592 Handl Crestas derivadas de la Nucleo
expresion de transcrito 1
NM_017234 Pxmp3 Proteina 3 de membrana Integral a membrana
peroxisomal peroxisomal
NM_017180 Phldal Dominio homologo tipo
pleckstrina, familia A, miembro
1
NM_021587 Ltbpl Proteina de union 1 al factor
transformante de crecimiento
beta
NM_031111 Rps21 Proteina ribosomal S21 Complejo de la
ribonucleoproteina
NM_021680 Nxph4 “Neurexophilin” 4 Region extracelular




NM_021695 Synpo Sinaptopodina
NM_021701 Grin3a Receptor ionotrépico a Complejo calcineurinico
glutamato, NMDA, 3A
NM_030857 Lyn Sarcoma viral de Yamaguchi Citoplasma y nucleo
(v-yes-1) oncogén homologo
NM_021758 Lin7b Lin-7 homologo b (C. elegans) Cortex apical, membrana
plasmatica basolateral,
citoplasma y citoesqueleto
NM_022193 Acaca Acetil-coenzima A carboxilasa Citoplasma, parte interna
alfa de la membrana
mitocondrial y reticulo
endoplasmico
NM_013084 Acadsb Acil-Coenzima A Mitocondria
deshidrogenasa, Ramificacion
de cadena corta
NM_019199 Fgflis Factor 18 de crecimiento de
fibroblastos
NM_012585 Htrla Receptor a serotonina 1A Integral a membrana
AY028438 Rtn4r “Reticulon 4 receptor”
L19699 Ralb Oncogén homologo a leucemia Membrana plasmatica e
viral en simio V-ral intracelular
NM_022675 | Fkbplb Proteina de unién 1b a FK506 Espacio periplasmico
NM_022639 | ChrnalO | Receptor colinérgico, nicotinico Espacio extracelular,
polipéptido alfa 10 integral a membrana,
membrana post-sinaptica,
NM_022942 Bche Butirilcolinesterasa Region extracellular
NM_019122 Syt3 Sinaptotagmina 111 Integral a membrana,
integral a vesicula
sindptica, mitocondria
NM_012812 | Cox6a2 Citocromo c oxidasa, Membrana mitocondrial

subunidad Vla, polipéptido 2




NM_017072 Cpsi Carbamoilfosfato sintetasa 1 Citoplasma y parte interna
de la mitocondria
D38261 Ppp2r2c | Proteinfosfatasa 2, subunidad
reguladora B, isoforma gama
NM_031353 Vdacl Canal anionico dependiente de Espacio extracelular,
voltaje 1 integral a la membrana,
parte interna de la
membrana mitocondrial
NM_023090 Epasl Proteina endotelial de dominio Nucleo
PAS 1
NM_021598 Mcpt8 Proteasa de mastocito 8 Espacio extracelular
NM_012569 Gls Glutaminasa Mitocondria
AYO075037 Serpinbl Peptidasa inhibidora B de
0 serina o cisteina, miembro 10
AB040609 Acotl12 Acil-Coa tioesterasa 12
NM_017326 Calm2 Calmodulina 2 Citoplasma
NM_019194 Tef Factor embrionario tirotréfico
NM_ 013218 Ak3 Adenilato cinasa 3 Mitocondria
NM_031729 Ppp5c Proteinfosfatasa 5, subunidad Nucleo y citoplasma
catalitica
NM_024353 Plcb4 Fosfolipasa C, beta 4 Nucleo y cromosoma
NM_024390 Hpagd Hidroxiprosta-glandina
deshidrogenasa 15 (NAD)
NM_022292 | Kcnkl1l2 | Canal de potasio, subfamilia K, Integral a membrana,
miembro 12 complejo del canal de
voltaje de potasio
D13121 Atp5i ATP sintetasa, transporte de Mitocondria, complejo de
H*, complejo mitocondrial FO, ATP sintetasa
subunidad E transportador de H*
AB085944 Npb Neuropeptido B
AJ309150 LOC1714 Proteina E-3 de fluido
12 epididimal




NM_031752 Bcam Molécula basal de adhesion Integral a membrana
celular plasmatica

NM_144754 Cantl Nucleopeptidasa activada por

calcio 1
AF095585 Pdlim7 Dominio 7 de PDZ y LIM
AF388527 Serbpl | Proteina 1 de unidén a serpina 1

ARNM
NM_134466 Stau2 Proteina de unién a ARN
Staufen, homadlogo 2
(Drosophila)
NM_032075 Ghsr Receptor de la hormona de Integral a membrana
crecimiento secretagogue plasmatica
AY030278 Wifl Factor 1 inhibidor Wnt Espacio extracelular
NM_133309 Capn8 Calpaina 8
JO3886 Mylk2 Cinasa 2 de cadena ligera de

miosina

NM_130753 Fgfl5 Factor 15 de crecimiento a Espacio extracelular
fibroblasto

NM_133290 Zfp36 Proteina de dedo Zinc 36 Nucleo y citoplasma
NM_012701 Adrbl Receptor adrenérgico, beta 1 Integral a membrana
NM_017220 Pts 6-piruvil-tetrahidropterina

sintetasa
NM_013153 Has2 Acido hialuronico sintetasa 2 Integral a membrana
NM_012874 Ros1 Oncogén homologo de sarcoma Integral a membrana y

viral UR2 complejo ATPasa

intercambiadora de sodio y
potasio
NM_019156 Vin Vitronectina Espacio extracelular
M34136 Tpml Tropomiosina 1, alfa Citoesqueleto

AF135839 Rax “Retina and anterior neural fold Nucleo

homeobox”




NM_019269 | Slc22a5 Transporte de catidon organico Integral a membrana y
mitocondria
NM_031622 Mapk6 Protein cinasa activada por Citoplasma
mitégeno 6
NM_012959 Gfral Linea celular glial, neutrofico Anclado a membrana
derivado, familia alfa, factor 1 plasmatica
NM_021662 Pold1l Polimerasa, delta 1 Nucleo
AJO01713 Myo9a Miosina IXA Citoesqueleto
NM_013221 Hbp1l Factor de transcripcion de alta
movilidad 1
NM_017351 1tih3 Inhibidor de tripsina alfa, Region extracelular
cadena larga 3
AJO00696 Kiflc Miembro 1C de la familia de Reticulo endoplasmico,
quinesina microtubulos, citoplasma,
citoesqueleto y aparato de
Golgi
NM_031130 Nr2fl Receptor nuclear de la Nucleo
subfamilia 2, grupo F, miembro
1
NM_017299 | Slcl9al Acarreador de soluto de la Integral a membrana
familia 19, miembro 1 plasmatica
NM_031101 Rpl13 Proteina ribosomal L13
NM_138888 Phf5a Proteina PHD 5A Nucleo
D14989 Sult2al Sulfotransferasa, familia 2A,
dihydroepiandros-terona
(DHEA) miembro 1
BG667467 Locus transcrito sumamente Complejo promotor de
parecido a NP_079887.3 anafase
NM_031833 Nme2 Expresado en células no Mitocondria y nucleo
metastasicas 2
AY040767 Hint3 Proteina de unidén de histidina-

nucleotido 3




AB020209 Abcc5 Unidén a ATP, subfamilia C Integral a membrana
(CFTR/MRP), miembro 5 plasmatica
NM_133566 Cst6 Cistatina E/M Espacio extracelular
AY030276 Gprl49 Receptor 149 acoplado a
proteina G
NM_012654 Slc9a3 Intercambiador de Membrana plasmatica
sodio/hidrogeno basolateral
NM_013196 Ppara Activador del receptor de Nucleo
proliferador de peroxisoma alfa
alpha
NM_012829 Cck Colecistoquinia Region extracelular
AB003104 Bfspl Proteina de filamento Membrana, citoplasma y
estructural 1 citoesqueleto
NM_031667 Sytl1l Sinaptotagmina XI Integral a membrana
plasmatica, vesicula
sinaptica
NM_031520 Myh10 Miosina, polipéptido largo 10, Filamento de musculo
no muscular estriado
NM_012935 Cryab Cristalina alfa B Citoplasma y nucleo
X54862 Mgmt O-6-metilguanina-ADN Nucleo
metiltransferasa
NM_020095 Kcnip2 Proteina 2 que interactua con
el canal dependiente de voltaje
AF202265 Jmjdic “Jumonji domain containing
1C!!
NM_012806 | Mapkl0 Protein cinasa activada por
mitégeno 10
NM_031663 | Slc18a3 Acetilcolina vesicular




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor

menor a -1.5 en la diferenciacion de expresion geénica para proceso

biolégico a nivel 3.

Nivel 3

Término Porcentaje
Proceso metabdlico primario 56.97%
Proceso metabdlico celular 56.36%
Proceso metabdlico de macromoléculas 41.82%
Regulaciéon de procesos bioldgicos 35.76%
Comunicacion celular 26.06%
Establecimiento de la localizacion 21.82%
Proceso de desarrollo celular 21.21%
Desarrollo del organismo multicelular 19.39%
Desarrollo de la estructura anatomica 19.39%
Componente de la organizacién celular y biogénesis 17.58%
Procesos biosintéticos 10.91%
Respuesta al estrés 10.30%
Ciclo celular 7.27%
Muerte 6.67%
Compuesto metabdlico de compuestos de nitrogeno 6.67%
Localizaciéon de proteinas 6.06%
Regulacién de calidad bioldgica 5.45%
Respuesta a estimulos externos 5.45%
Respuesta a estimulos endégenos 4.85%
Proliferacion celular 4.85%
Localizacion de células 4.24%
Respuesta a estimulos quimicos 4.24%
Procesos neurolégicos 4.24%




Procesos catabdlicos

3.03%

Regulaciéon de la funcién molecular 2.42%
Respuesta a estimulos abidticos 2.42%
Adhesion celular 2.42%

Respuesta de defensa 2.42%
Respuesta inmune 2.42%

Activacion celular 1.82%
Remodelacion de tejido 1.82%
Respuesta a estimulos bioticos 1.82%
Circulacion 1.82%

Conducta 1.82%

Division celular 1.82%

Deteccion de estimulos 1.21%
Crecimiento del cuerpo 1.21%
Contraccion muscular 1.21%

Proceso metabdlico de organismo multicelular 0.61%
Produccidén de citocinas 0.61%
Desarrollo de la maduracion 0.61%
Procesos endocrinos 0.61%
Procesamiento y presentacion de antigenos 0.61%
Respuesta celular a estimulos 0.61%
Acoplamiento de membrana 0.61%
Reproducciéon sexual 0.61%
Interaccién interespecie entre organismos 0.61%
Ritmo circadiano 0.61%

Proceso reproductivo 0.61%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor
menor a -1.5 en la diferenciacion de expresion geénica para proceso

biolégico a nivel 6

Nivel 6

Término Porcentaje

Regulacién del proceso metabdlico de nucleobases, 21.01%
nucledsidos, nucledtidos y acidos nucleicos
Proceso biosintético de RNA 19.57%
Proceso metabdlico de macromoléculas 13.04%
Fosforilacion 8.70%
Regulacién positiva del proceso metabdlico celular 7.97%
Muerte celular 7.97%
Via de sefalizacion de receptor a proteinas acoplado a 7.97%
proteina G

Proceso metabdlico de aminoacidos 5.80%
Transporte intracelular 5.80%
Proceso metabdlico de 4cido monocarboxilico 5.80%
Transporte de cationes 5.80%
Regulaciéon negativa del proceso metabdlico celular 5.07%
Regulacién del progreso del ciclo celular 5.07%
Cascada de protein cinasa 5.07%
Neurogénesis 4.35%
Desarrollo de 6rganos hematopoyéticos y linfoides 4.35%
Montaje de componentes celulares 4.35%
Protedlisis 4.35%
Secrecion celular 4.35%
Morfogénesis de 6rganos 4.35%
Desarrollo de tejido 4.35%
Transmision sindptica 3.62%




Desarrollo de corazon 3.62%

Regulacién positiva de la transduccion de sefales 3.62%
Reparacion de DNA 3.62%

Proceso metabdlico celular de carbohidratos 3.62%
Transduccién de sefales mediado por GTPasa 2.90%
Procesos basados en filamentos de activa 2.90%
Replicacién de DNA 2.90%

Regulacién negativa de la diferenciaciéon celular 2.90%
Via de sefializacion por el receptor Wnt 2.90%
Proceso biosintético de lipidos 2.90%

Proceso metabdlico de mRNA 2.90%
Desarrollo vascular 2.90%

Translacion 2.90%

Procesamiento de RNA 2.17%

Desarollo muscular 2.17%

Sefalizacion mediada por segundos mensajeros 2.17%
Regulacién del tamafio celular 2.17%
Desarrollo de esqueleto 2.17%

Proceso basado en microtubulos 2.17%
Diferenciacion durante la morfogénesis celular 2.17%
Desfosforilacion 2.17%

Proceso biosintético de aminas 2.17%
Desarrollo del sistema nervioso central 2.17%
Proceso metabdlico de aminas biogénicas 2.17%
Morfogénesis de proyeccion celular 2.17%
Regulacién positiva de la proliferacion celular 2.17%
Regulacién negativa de la proliferacion celular 2.17%
Proceso metabdlico derivado del indol 1.45%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor
menor de -1.5 en la diferenciacion de expresion génica para proceso

biolégico a nivel 9.

Nivel 9
Término Porcentaje

Regulacién del promotor de la transcripcidn de la RNA
polimerasa Il 17.54%
Regulacién positiva de la trascripcion dependiente de DNA 15.79%
Regulacién negativa de la transcripcion dependiente de DNA 12.28%
Regulacién de la apoptosis 10.53%
Angiogénesis 7.02%
Regulacién positiva de la muerte celular programada 7.02%
Regulacién positiva de la cascada I-kapaB cinasa/NF-kapaB 7.02%
Proceso metabdlico de la glucosa 5.26%
Regulacién negativa del factor de transcripcion 3.51%
Regulaciéon de la diferenciacion de las células mieloides 3.51%
Programacion apoptoética 3.51%
Desarrollo neuronal 3.51%
Regulacién del fosforilacion de los amino acidos 3.51%
oligomerizacién de proteinas 3.51%
Proceso biosintético de ribonucledsidos trifosfatados de purina 3.51%
Proceso catabdlico de la L-fenilalanina 3.51%
Diferenciacion de osteoblastos 3.51%
Secreciéon de neurotransmisores 3.51%
Diferenciacion linfoide 3.51%
Diferenciacion mieloide de leucocitos 3.51%

Empalme del RNA, por medio de reacciones de

transesterificacion con adenosina como nucleéfilo 1.75%
Proceso biosintético de proteinas amiloides precursoras 1.75%
Desestabilizacion del RNA 1.75%
Proceso biosintético de la arginina 1.75%




Proceso biosintético de la asparagina 1.75%
Regulacion positiva de la actividad del factor de transcripciéon 1.75%
Proceso metabdlico de UTP 1.75%
Desarrollo de fibras de musculo esquelético 1.75%
Transporte a glutamato 1.75%
Procesamiento de hormonas peptidicas 1.75%
Proceso metabdlico de prostanoide 1.75%
Proceso biosintético de colesterol 1.75%
Homeostasis de cationes inorganicos di-, tri-valentes 1.75%
Migracién celular debido a sustrato, extension celular 1.75%
Regulacién positiva del crecimiento celular 1.75%
Correccion de la replicacion de DNA 1.75%
Regulaciéon negativa de la muerte celular programada 1.75%
Transducciéon de sefales reguladas por la proteina Rho 1.75%
Proceso metabdlico de &cido hialurénico 1.75%
Regulacién de la diferenciacion neuronal 1.75%
Desarrollo celular de musculo estriado 1.75%
Diferenciacion eritrocitica 1.75%

Proceso biosintético de ribonucleosidos trifosfatados de
pirimidina 1.75%
Exocitosis dependiente del ion calcio 1.75%
Proceso catabdlico dependiente de la modificacién de proteinas 1.75%
Transporte mitocondrial del ion calcio 1.75%
Formacion de plaquetas 1.75%
Regulacion positiva de la respuesta a comida 1.75%
Regulacion del apetito 1.75%
Proceso metabdlico de la dopamina 1.75%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor

menor de -1.5 en la diferenciacion de expresion génica para funcion

molecular a nivel 3

Nivel 3

Término Porcentaje
Unidén a proteinas 46.41%
Union a iones 27.62%
Union a nucleotidos 18.23%
Union a acidos nucleicos 17.68%
Actividad de hidrolasa 14.36%
Actividad de transferasa 13.81%
Actividad de receptor 12.71%
Actividad de oxidoreductasa 8.29%
Actividad transportadora de iones 6.08%
Unién a lipidos 4.42%
Actividad de transporte por canal o poro 3.87%
Actividad inhibidora de enzimas 2.76%
Unidén a tetrapirrol 2.21%
Union a cofactores 2.21%
Actividad de ligasa 2.21%
Activador transcripcional 2.21%
Union a carbohidratos 2.21%
Union a vitaminas 1.66%
Actividad acarreadora 1.66%
Activador de enzimas 1.66%
Represor de la actividad transcripcional 1.66%
Regulador de la actividad de GTPasa 1.66%
Unidén a péptidos 1.10%
Union a cromatina 1.10%
Union a neurotransmisores 1.10%
Actividad de liasa 1.10%




Actividad motora de microfilamentos 1.10%
Transportador de drogas 1.10%
Constituyente estructural del cristalino del ojo 1.10%
Constituyente estructural del ribosoma 1.10%
Patron de union 0.55%

Union a hormonas 0.55%

Union a metal 0.55%

Regulador de la actividad de cinasa 0.55%
Actividad desaminasa 0.55%

Actividad motora de microtubulos 0.55%
Actividad transportadora de neurotransmisores 0.55%
Actividad desmetilasa 0.55%

Actividad transportadora de proteinas 0.55%
Union a aminas 0.55%

Unién a antigenos 0.55%

Union a esteroides 0.55%

Actividad transportadoras de aminas 0.55%
Unién a ribonucleoproteinas 0.55%
Actividad del factor transcripcional para la RNA polimerasa Il 0.55%
Transportador xenobidtico 0.55%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor

menor de -1.5 en la diferenciacion de expresion génica para funcion

molecular a nivel 6

Nivel 6

Término Porcentaje
Union a ATP 23.68%
Unidn al ion zinc 15.79%
Actividad de proteincinasa 9.65%
Union al ion hierro 7.89%
Actividad de pirofosfatasa 7.89%
Actividad de receptor tipo rodopsina 6.14%
Unién a GTP 3.51%
Inhibidor de endopeptidasa tipo serina 3.51%
Union al ion manganeso 2.63%
Actividad carboxilesterasa 2.63%
Hidrolasa monoester fosforico 2.63%
Endopeptidasa tipo serina 2.63%
Actividad cinasa de nucleobase, nucleosido y nucleotido 2.63%
Transporte del ion hidrogeno 2.63%
Mono-oxigenasa inespecifica 1.75%
Cinasa de inositol o fosfatidil-inositol 1.75%
Exonucleasa 1.75%
ADN polimerasa dirigida 1.75%
Canal i6nico dependiente de voltaje 1.75%
Union al ion sodio 1.75%
Unién al ion potasio 1.75%
Anclaje unido a GPI 1.75%
Receptor metabotrépico a glutamato tipo GABA-B 1.75%
Unién a FAD 1.75%
Actividad de hormona neuropeptidica 1.75%




Union a ADP 0.88%

6-piruvil tetrahidropterina sintetasa 0.88%
Metilentetrahidrofolato reductasa (NADPH) 0.88%
14 esterol desmetilasa 0.88%
Endopeptidasa tipo cisteina 0.88%
Hidrolasa CoA 0.88%

Proteasa especifica a proteina de conjugacion pequefia 0.88%
Guanina desaminasa 0.88%
Dimetilanilina monooxigenasa (formacién de N-6xidos) 0.88%
Acetil-CoA carboxilasa 0.88%

Cinasa de lipidos 0.88%

Unidén a la doble cadena de DNA 0.88%
Actividad simportadora 0.88%
Actividad de lipasa 0.88%

Actividad a receptor a GABA-A 0.88%
Union mRNA 3'-UTR 0.88%

triptofan 2,3 dioxigenasa 0.88%
Receptor tipo secretina 0.88%

Cistein desulfurasa 0.88%

Actividad de ribonucleasa 0.88%

Unidn a fosfatidil inositol 0.88%
Aminoacido L aroméatico descarboxilasa 0.88%
dihidroorotato oxidasa 0.88%

Union a heparina 0.88%

L-lactato deshidrogenasa 0.88%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor
menor a -1.5 en la diferenciacion de expresion génica para funcion

molecular nivel 9.

Nivel 9

Término Porcentaje
Actividad acoplada a ATPasa 41.67%
Actividad MAP-cinasa 16.67%
Receptor a quimosinas 8.33%
fosfoinositidos fosfolipasa C 8.33%
Desoxicitidina cinasa 8.33%
3'-5'-exoribonucleasa 8.33%
Receptor a prostaglandinas 8.33%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor
mayor a 1.5 en la diferenciacion de expresion génica para proceso

biolégico a nivel 3

Nivel 3

Término Porcentaje
Proceso metabdlico celular 46.67%
Proceso metabdlico primario 46.11%
Proceso metabdlico de macromoléculas 40.56%
Proceso de regulacion bioldgica 31.11%
comunicacion celular 27.22%
establecimiento de la localizacion 25.00%
Desarrollo de organismos multicelulares 16.67%
organizacion y biogénesis de componentes celulares 15.56%
Desarrollo de la estructura anatomica 15.00%
Proceso de desarrollo celular 13.89%
Calidad de la regulacién biol6gica 7.78%
Proceso biosintético 7.78%
Proceso neuroldgico 7.78%
Respuesta a estrés 6.67%
Proceso catabdlico 6.11%
Adhesion celular 5.56%
Muerte 5.56%
Respuesta a estimulos quimicos 5.00%
Localizacion de proteinas 4.44%
Respuesta a estimulos externo 4.44%
Ciclo celular 4.44%
Conducta 3.89%
Respuesta inmune 2.78%
Reproducciéon sexual 2.78%
Proceso reproductivo 2.78%
Regulacién de fluidos corporales 2.22%




Respuesta de defensa 2.22%

Proceso metabdlico de compuestos de nitrogeno 2.22%
Respuesta a estimulos endégenos 2.22%
Proliferaciéon celular 2.22%
Coagulacioén 1.67%

Activacion celular 1.67%

Localizacion de celular 1.67%
Respuesta a estimulos bidticos 1.67%
Circulacion 1.67%

Respuesta a estimulos abibéticos 1.11%
Contraccion muscular 1.11%
Movimiento del organismo 0.56%
Regulacién de la funcién molecular 0.56%
Deteccion de estimulos 0.56%

Proceso metabdlico organismico multicelular 0.56%
Segregacién de cromosomas 0.56%
Remodelacion de tejido 0.56%

Proceso endocrino 0.56%

Crecimiento de 6rganos 0.56%
Procesamiento y presentacion de antigenos 0.56%
Respuesta celular a estimulos 0.56%
Localizacion del mantenimiento 0.56%
Division celular 0.56%

Interaccién interespecies entre organismos 0.56%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor

mayor a 1.5 en la diferenciacion de expresion génica para proceso

biolégico a nivel 6

Nivel 6
Término Porcentaje
Regulacién del proceso metabdlico de nucleobases, nucleésidos,
nucledtidos y &cidos nucleicos 17.22%
Proceso biosintético de RNA 16.56%
Via de sefalizacion de receptor acoplado a proteina G 11.26%
Modificacién de proteinas 9.27%
Protedlisis 9.27%
transporte de cationes 7.95%
Muerte celular 6.62%
Fosforilacion 5.96%
Transmisiéon sinaptica 5.30%
Transporte intracelular 5.30%
Proceso metabdlico de mRNA 4.64%
Translacion 4.64%
Procesamiento de RNA 3.97%
Secrecion celular 3.97%
Cascada de protein cinasas 3.97%
Transporte de aniones 3.97%
Montaje de componentes celulares 3.31%
Via se sefializacion de receptor unido a enzima 3.31%
Desarrollo vascular 3.31%
Morfogénesis de 6rganos 3.31%
Desarrollo del corazén 2.65%
Regulacién positiva de transduccidon de sefiales 2.65%
Sefalizacion mediada por segundo mensajero 2.65%
Proceso celular metabdlico de carbohidratos 2.65%
Desarrollo de tejidos 2.65%




Proceso catabdlico de proteinas

2.65%

Neurogénesis 1.99%
Espermatogénesis 1.99%
Regulacién de tamano celular 1.99%
Regulacion negativa de proceso metabdlico celular 1.99%
Via de sefalizaciéon por el receptor Wnt 1.99%
Proceso biosintético de lipidos 1.99%
Proceso metabdlico de aminoacidos 1.99%
Homeostasis celular redox 1.99%
Percepcidon sensorial de los olores 1.99%
Regulacién del progreso a través del ciclo celular 1.99%
Coagulacion de sangre 1.99%

Proceso catabdlico dependiente de la modificacién de
macromoléculas 1.99%
Regulacién negativa de la proliferacion celular 1.99%
Transduccién de sefiales mediadas por pequefias GTPasas 1.32%
Importacion de proteinas 1.32%
Proceso basado en filamentos de actina 1.32%
Proceso metabdlico de lipidos de membrana 1.32%
Transporte de vesiculas sinapticas 1.32%
Plegamiento de proteinas 1.32%
Desarrollo de 6rganos linfoides y hematopoyéticos 1.32%
Replicacién de DNA 1.32%
Proceso metabdlico de esteroides 1.32%
Desarrollo del esqueleto 1.32%
Regulacién positiva del proceso metabdlico celular 1.32%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor
mayor a 1.5 en la diferenciacion de expresion génica para proceso

biolégico a nivel 9

Nivel 9
Término Porcentaje
Regulacién de apoptosis 14.29%
Angiogénesis 8.16%
Regulacién negativa de la muerte celular programada 8.16%
Regulacién positiva de la muerte celular programada 6.12%
Sefalizacion de proteina G, segundo mensajero acoplado a 6.12%
cAMP
Proceso catabdlico dependiente de la modificacién de proteinas 6.12%
Iniciacion de la translacion 6.12%
Secrecién de neurotransmisores 6.12%
Regulacién positiva de la trascripcion dependiente de ADN 4.08%
Diferenciacion leucocito mieloide 4.08%
Transporte del ion hierro 4.08%
exocitosis dependiente del ion calcio 4.08%
Importacién de proteinas dentro del nucleo 4.08%
Transporte a glicina 4.08%
Proceso catabolico de hexosas 4.08%
Morfogénesis del epididimo 4.08%
Proceso metabdlico de la glucosa 4.08%
Regulaciéon de la cascada I-kappaB cinasa/NF-kappaB 2.04%
Diferenciacion de las células de Schwann 2.04%
Diferenciacion de proteoblastos 2.04%
Regulacién negativa del proceso metabdlico de nucledétidos 2.04%
ciclicos
Regulacién del proceso biosintético de nucleétidos ciclicos 2.04%




Via de sefalizaciéon de la regulacion de la transformacion del 2.04%
receptor del factor de crecimiento beta

Homeostasis de iones metalicos 2.04%

Transporte transepitelial de cloruro 2.04%

Regulacién negativa del proceso biosintético de nucleétidos 2.04%

Transporte de prolina 2.04%

Homeostasis de cationes inorganicos di- tri-valentes 2.04%

Ensamble de la cromatina 2.04%

Regulacién de la plasticidad neuronal sinaptica 2.04%

Regulaciéon de la estabilidad de ARNm 2.04%

Elongacién de cadena 2.04%

Transporte de alanina 2.04%

Regulacién del proceso metabdlico de cAMP 2.04%

Regulacién positiva del la atracciéon quimiotaxica 2.04%

Citdlisis de las células de otro organismo 2.04%

Regulaciéon de la muerte celular programada no apoptoética 2.04%

Transporte del ion cobalto 2.04%

Fosforilacion de peptidiltirosina 2.04%

Regulacién de exocitosis 2.04%

Ensamble del complejo de proteinas celulares 2.04%

Modificaciéon introducida por simbionte de la membrana de la 2.04%

célula huésped

Beta oxidacion de acidos grasos 2.04%

Segregacion mitotica de cromatidas hermanas 2.04%

Regulacién del desarrollo de la epidermis 2.04%

Regulaciéon negativa de la proliferacion de linfocitos 2.04%

Proceso metabdlico de la fosfatidilcolina 2.04%

Activacion de la fosfolipasa C 2.04%

Programa apoptotico 2.04%

Transporte de carga por el axén 2.04%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor

mayor a 1.5 en la diferenciacion de expresion génica para funcion

molecular a nivel 3.

Nivel 3

Término Porcentaje
Unidén a proteinas 45.79%
Union a iones 24.21%
Union a acidos nucleicos 18.42%
Actividad de hidrolasa 16.32%
Union a nucleodtidos 14.21%
Actividad de receptor 13.68%
Actividad de transferasa 9.47%
Actividad de transporte de iones 7.89%
Actividad de oxidoreductasa 6.32%
Actividad acarreadora 4.74%
Actividad de transporte por canal o poro 3.68%
Union a lipidos 3.16%
Actividad inhibidora de enzimas 2.63%
Union a neurotransmisores 2.63%
Constituyente estructural del ribosoma 2.63%
Union a cofactores 2.11%
Union a carbohidratos 2.11%
Unién a péptidos 1.58%
Actividad de transporte a neurotransmisores 1.58%
Actividad de helicasa 1.58%
Unién a antigenos 1.58%
Actividad de transporte de aminas 1.58%
Actividad de transporte de acidos organicos 1.58%
Union a tetrapirrol 1.05%
Union a vitaminas 1.05%
Activador de enzimas 1.05%




Actividad de transportador de proteinas

1.05%

Actividad de liasa 1.05%
Actividad reguladora de GTPasa 1.05%
Union odorante 0.53%

Actividad a ligasa 0.53%

Union a cromatina 0.53%

Union a selenio 0.53%

Unién a drogas 0.53%
Constituyente estructural de la matriz extracelular 0.53%
Unién a oxigeno 0.53%

Activador transcripcional 0.53%
Represor transcripcional 0.53%
Actividad de isomerasa 0.53%

Union a esteroides 0.53%
Actividad de transportador de drogas 0.53%




Tabla de resultados analizados por "fatigo™ para los genes con 1.5 para

funcion molecular nivel 6

Nivel 6

Término Porcentaje
Union de ATP 18.10%
Union al ion zinc 15.24%
Actividad de receptor a rodopsina 10.48%
Actividad de proteincinasa 8.57%
Actividad simportadora 5.71%
Actividad de pirofosfatasa 5.71%
Union al ion sodio 4.76%
Actividad tipo serina endopeptidasa 4.76%
Union al ion hierro 3.81%
Actividad transportadora de L-aminoacidos 2.86%
Union al ion potasio 2.86%
Actividad de hidrolasa para monoester fosférico 2.86%
Union al ion cobre 2.86%
Unién a FAD 2.86%
Actividad de receptor ionotrépico a glutamato 1.90%
Actividad de carboxil esterasa 1.90%
Union a GTP 1.90%
Actividad de endopeptidasa tipo cisteina 1.90%
Actividad de lipasa 1.90%
Actividad antiportadora 1.90%
Actividad de ribonucleasa 1.90%
Actividad de 1-alquill-2-acetilglicerofosfocolina esterasa 1.90%
Actividad de hidorlasa para el diester fosférico 1.90%
Actividad de aciltransferasa 1.90%
Actividad inhibidora de endopeptidasa tipo serina 1.90%
Actividad de receptor a interleucina 1.90%
Actividad transportadora de hidrégeno 1.90%




Actividad transportadora de amino acidos neutros 1.90%
Actividad de endonucleasa 1.90%

Unidén a receptor a vasopresina 0.95%
Actividad transportadora al ion hierro 0.95%
Unién al ion manganeso 0.95%

Actividad transportadora al ion manganeso 0.95%
Actividad inhibidora de metaloendopeptidasa 0.95%
Actividad de metaloendopeptidasa 0.95%
Unidén al factor de crecimiento tipo insulina | 0.95%
Unién al factor de crecimiento tipo insulina Il 0.95%
Actividad co-activadora de transcripcion 0.95%
Actividad de ferroxidasa 0.95%

Actividad inespecifica de mono-oxigenasa 0.95%
Union a receptor hormonal nuclear 0.95%
Actividad metaloexopeptidasa 0.95%
Actividad ornitina descarboxilasa 0.95%
Actividad transportadora de ion calcio 0.95%
Actividad de endopeptidasa tipo aspartico 0.95%
Actividad transportadora al ion cadmio 0.95%
Actividad transportadora al ion cobalto 0.95%
Actividad de exonucleasa 0.95%

Actividad de lisina 6 oxidasa 0.95%
Actividad de treonina endopeptidasa 0.95%




Tabla de resultados analizados por "fatiGo" para los genes con un valor
mayor a 1.5 en la diferenciacion de expresion génica para funcion

molecular nivel 9.

Nivel 9
Término Porcentaje
Actividad de ATPasa acoplada 26.32%
Actividad simportadora de hidrégeno/amino acidos 10.53%
Actividad simportadora neurotransmisores/sodio 10.53%
Actividad antiportadora sodio/hidrégeno 5.26%
Actividad de ribonucleasa pancreatica 5.26%
Actividad de inositol polifosfato 5 fosfatasa 5.26%
Actividad de ribonucleasa H 5.26%
Actividad de MAP cinasa 5.26%
Actividad de fosfolipasa independiente a calcio A2 5.26%

Actividad de receptor al factor de crecimiento vascular

endotelial 5.26%

Actividad simportadora acido organico/sodio 5.26%
Actividad de glicerin-fosfato O-acil-transferasa 5.26%
Actividad receptora a somatostatina 5.26%
Actividad de receptor a "ephrin™ 5.26%

Actividad antiportadora de soluto/hidrégeno 5.26%
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