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RESUMEN

La secrecion de gonatrofinas hipofisiarias y la conducta sexual en los cordados, son
funciones controladas por el hipotalamo, el cual se organiza irreversiblemente median le la
accion del medio hemadcrino hormonal que presente en la etapa perinatal. La administracion
exdgena de hormonas esteroides a ratas en el periodo neonatal, interfiere con en el patron
de expresion del DNA, RNA y proteinas, induciendo cambios morfologicos y funcionales
en hembras y machos durante el periodo critico de la diferenciacién sexual hipotalamica
de la rata. El objetivo principal de este trabajo fue determinar la participacion de los
procesos apoptoticos y de proliferacion celular durante la diferenciacion sexual
hipotalamica de la rata, para lo cual se sexaron crias y fueron tratadas 1 h post-nacimiento
de acuerdo al siguiente esquema hormonal: Un grupo control para ambos sexos,
administrandoles subcutaneamente 50 pl de aceite de girasol y dos grupos experimentales
a los cuales se les administro 30 pg de propionato de testosterona (PT) a ratas hembras y
200 pg de tamoxifen (T) a ratas machos, los animales fueron sacrificados a diferentes horas
postratamiento (1, 3, 6. 12, 24 y 48 hrs.). Las modificaciones inducidas en el parametro de
apoptosis, se midio a través de la proteina bcl-2 (que es una proteina antiapoptética), que
es un indicador del numero de células que estan previniendo su muerte y para cuantificar
los niveles de proliferacion celular se utiliz6 un marcador clinico para células en
proliferacion. El antigeno nuclear de células en proliferaciéon (PCNA), estos dos marcadores
bcl-2 y PCNA fueron analizados a través de la técnica de inmunohistoquimica en el area
predptica (APO). Los resultados muestran que la administracion neonatal de T y PT en
ratas neonatales durante el periodo de diferenciacion sexual hipotaldmica, tienen un efecto
de feminizacion y masculinizacién, se muestra en los resultados que las ratas macho
controles y las hembras tratadas con PT no tiene diferencias significativas (P<0.05),
mientras que las ratas hembras controles no tienen diferencias con los machos tratados
con T. En cuanto a los niveles de expresiéon de bcl-2 en el APO fue la siguiente: en los
machos controles y hembras tratadas (PT) se incremento significativamente el porcentaje
expresion, llegando a mas del doble de expresion a las 6 h postratamiento (46.8 £2.6 y
40.2 £2.8 respectivamente) al compararlo con las hembras controles y machos tratados (T)
(18.6 +2.3 y 18.45 £3.0), ademas los niveles de bcl-2 en los machos control y hembras
tratadas aumentan con relacion al tiempo y en las hembras controles y machos tratados se
presenta una disminucion. En cuanto a la presencia de PCNA en el APO no se encontro
gue existiera un incremento6 tan marcado como el de bcl-2, pero si se presenta una mayor
cantidad de células positivas a PCNA en los machos control y hembras tratadas.

En suma, el presente estudio utiliza la naturaleza dimorfica del area predptica
hipotalamica para determinar el efecto postnatal del tamoxifen y de la testosterona como
tratamientos en ratas, tanto en machos como en hembras. En donde se establece el papel
de la influencia hormonal durante el periodo postnatal temprano, y que este ambiente
hormonal tiene un efecto en los indicadores relacionados con la proliferacion y la muerte
celular durante el periodo de diferenciacion hipotalamica, determinando asi caracteristicas
sexuales, en cuanto a la morfologia y funcionalidad entre los machos y las hembras.



INTRODUCCION

El sistema nervioso (SN) de machos y hembras presenta diferencias estructurales
y funcionales que involucran estructura, nimero y tamafio de neuronas, cantidad de
contactos sinapticos que determinan la identidad y preferencia sexual. Estas diferencias se
establecen durante la vida intrauterina o en los primeros dias después del nacimiento,
etapa a la que se denomind periodo critico de diferenciacion sexual cerebral (Dorner, 198l),
y estas desigualdades pueden determinar las diferencias sexo especificas. Estas
diferencias tiene que ver con el tamafio o conformacién de los diferentes nucleos
cerebrales, esto se puede deber, al volumen o area que el nicleo ocupe, asi como, a
diferencias en numero de células o densidad del ndcleo. La mayoria de los circuitos
dimoérficos del cerebro son parte o estan intimamente relacionados al hipotalamo. El
hipotalamo regula la secrecion de hormonas representa una interfase anatomico-funcional
entre el sistema nervioso y el sistema enddcrino, y presenta la mayor concentracion de
receptores a hormonas sexuales (andrégenos, estrogenos y progesterona) del cerebro se
encuentra en el hipotalamo (Pfaff y Schwartz-Giblin, 1988). El hipotalamo se conoce como
el centro ejecutor de funciones homeostaticas del cuerpo, ademas de regular las hormonas
(sexuales y no sexuales), regula patrones de hambre, sed, suefio, temperatura del cuerpo
y conducta sexual. La estructura del hipotalamo es compleja, tanto en términos
neuroanatdémicos como neuroquimicos; este se puede subdividir en 4 reuniones y en mas
de 25 nucleos de acuerdo a criterios anatémicos y funcionales. Los nucleos dimoérficos del
hipotalamo son: el area preoptica, el ndcleo ventromedial y el supraquiasmatico. El
desarrollo de dimorfismo a nivel hipotalamico en la conducta sexual y del patron de la
secrecion de gonadotropinas en los mamiferos, es el resultado de la presencia,
masculinizacion, o ausencia, feminizacién, de andrégenos o de su metabolito el estradiol,
en el periodo critico de diferenciacion. Es de vital importancia el ambiente hormonal que
presente el hipotalamo, ya que este ambiente hemaocrino es necesario para que se lleve a
cabo la organizacion del sustrato anatomico y fisiol6gico y de vias neuroendocrinas pre-
existentes que determinaran las diferencias sexo especificas. El proceso de los cambios
en el volumen y nimero de células neuronales durante la diferenciacion no se conoce por
completo (Nielsen et al., 2000). Se han encontrado diferencias sexuales en el indice de
muerte celular en areas dimorficas del hipotalamo (influenciado por hormonas esteroidales
durante el periodo critico) (Davis et al., 1996). También se puede relacionar este cambio
de volumen a una proliferacion celular, se ha encontrado en cerebro de rata factores de
proliferacion (antigeno nuclear de proliferacion celular) hasta los 4 dias de edad. (Ino y
Chiba, 2000). La existencia de dimorfismo sexual en nucleos especificos del hipotalamo es
el resultado de la presencia perinatal de androgenos, por lo tanto es importante conocer si
el desarrollo de areas caracteristicas para cada sexo son el resultado de la proliferacion de
las neuronas de esa area o bien impedir el proceso de la muerte de sus células.



1. HIPOTALAMO

El diencéfalo se encuentra en su mayoria oculto entre los hemisferios cerebrales,
este representa el 2% del peso total del sistema nervioso central. Tiene numerosas
conexiones de éareas de importancia y la mayoria de las vias sensitivas, motoras
vegetativas tienen sinapsis con el diencéfalo. El diencéfalo se divide convencionalmente
en cuatro partes, cada una de las cuales incluye el término talamo. Estas partes son el
epitalamo, que incluye a la glandula pineal y algunas estructuras neuronales cercanas; el
talamo dorsal, que habitualmente se denomina simplemente talamo; el subtalamo,
metatalamo y el hipotadlamo. La Unica parte del diencéfalo que se puede ver en un cerebro
integro es la superficie inferior del hipotdlamo (Dietrichs y Haines, 1989)

El hipotalamo es importante como integrador de las vias relacionadas con funciones
autobnomas, endocrinas, emocionales y somaticas. La estimulacion de areas hipotalamicas
induce vasodilatacion, ira, conductas alimentarias, alteraciones en la funcion hipofisaria y
reproductivas. Las conexiones del hipotalamo son extensas y complejas pero se pueden
dividir en tres clases principales: 1) interconexiones con varios componentes del sistema
limbico, 2) eferencias que influyen a la hipofisis y 3) interconexiones con varios nucleos
viscerales y sométicos, tanto motores como sensitivos, del tronco del encéfalo y de la
médula espinal (De Groot y Critchlow, 1960; Heller, et al., 1978).

El hipotalamo recibe informacion del sistema limbico y del tAlamo, para la regulacion
de conductas emotivas e instintivas de los individuos, detectan caracteristicas de la sangre,
como su temperatura, presion osmética y concentracion hormonal. El hipotalamo tiene una
intima relacién con la hipdfisis. La superficie inferior del hipotdlamo, estd expuesta
directamente al espacio subaracnoideo, esta limitado por el quiasma 6ptico, las cintillas
opticas y el margen posterior de los tubérculos mamilares. Esta area, exclusiva de los
cuerpos mamilares, recibe el nombre de tuber cinereum, la superficie medial del hipotalamo
se extiende hasta la lamina terminal, por la parte superior hasta la cisura hipotalamica y
por la parte posterior hasta el borde caudal del diencéfalo (Swanson, et al.. 1963; Barr
Kierman, 1956).

El margen anterior del hipotalamo, técnicamente es el plano que atraviesa el borde
anterior del quiasma optico y el borde posterior de la comisura anterior. Sin embargo, el
tejido neuronal situado frente a este limite formal se continla estructural y funcionalmente
con el hipotalamo y es llamada area preoptica, considerada como parte del telencéfalo, se
considera funcionalmente como parte del hipotdlamo anterior (Nauta y Haymaker, 1969;
Nolten, 1994). El hipotadlamo se divide o esta organizado en una serie de nucleos y que son
mencionados en la Cuadro 1.



Cuadro 1. Nucleos hipotalamicos.

Region Area medial Area lateral

Anterior Nucleo preoptico Nucleo preoptico lateral
Nucleo supraoptico Nucleo lateral
Nucleo paraventricular Parte del nucleo supradptico

Nucleo anterior
Nucleo supraquiasmatico

Tuberal Nucleo dorso medial Nucleo lateral
Nucleo ventromedial Nucleos tuberales laterales
Nucleo arciforme

Posterior Tubérculo mamilar Nucleo lateral

Nucleo posterior
(Nolten. 1994)

2. DIFERENCIACION SEXUAL HIPOTALAMICA

El sexo se ha definido como la suma de las caracteristicas genéticas, morfoldgicas,
fisiologicas y psicologicas que distinguen al macho de la hembra. La reproduccion sexual
asegura la continuidad de las especies; en los mamiferos la determinacion del sexo
comienza en el momento de la fertilizacion y continda durante la diferenciacion gonadal;
sin embargo, el proceso de diferenciacion no se limita Gnicamente a estos procesos, sino
gue también incluye centros nerviosos superiores del cerebro, proceso conocido como
diferenciacion sexual hipotalamica (Barraclough, 1967; Gorski, 1965; Davis et al., 1996). El
periodo de diferenciacion sexual (periodo critico) en los mamiferos varia de especie a
especie y ocurre de acuerdo al nivel de maduracion de la zona hipotalamica, que puede
ser: prenatal, perinatal y posnatal temprano (ver cuadro 2). En la rata se presentan
diferencias importantes con relacion al sexo, particularmente obedeciendo a
modificaciones de la sensibilidad al estimulo hormonal de los esteroides gonadales
especificos de cada género que actien durante la diferenciacion (Christensen y Gorski,
1978; Dohler, et al., 1986; Gorski, 1985). Ha sido establecido que, durante los ultimos dias
de la gestacién y los primeros dias después del nacimiento, la presencia de hormonas
gonadales, fundamentalmente androgenos o estrégenos resultantes de la aromatizacion
“in situ” de las hormonas androgénicas en algunas regiones del encéfalo de los mamiferos,
es capaz de inducir la diferenciacion anatomica de regiones especificas del sistema
nervioso central. Esta diferenciacion morfol6gica es, a su vez, la causa de un desarrollo
diferencial que termina con el establecimiento de un funcionamiento dimorfico sexual en el
adulto.



Incluyendo fundamentalmente el patréon de secrecion de las hormonas
gonadotropas, y consecuentemente de las hormonas gonadales, y la presencia de una
conducta sexual caracteristica de cada sexo. Para considerar el papel del hipotalamo en la
reproduccion es necesario realizar una division fundamental en los niveles en los que se
encuentra involucrado. El hipotalamo participa en la reproduccion a dos niveles: en los
procesos regulatorios intrinsecos en donde estan involucrados la hipdfisis y las génadas,
gue regulan eventos como: diferenciacion hipotalamica, pubertad, gametogénesis,
ovulacion, conducta sexual, gestacion y parto; asi como, en los procesos extrinsecos
donde se involucra a dos individuos de la misma especie y sus factores sensoriales de
estimulacion (genital, olfatoria, visual y vocal) (Barraclough, 1967; Gorski, 1985: Davis, et
al., 1996). Dentro de los parametros mejor estudiados, que representan el fenédmeno de
diferenciacion sexual de una manera mas clara, son por supuesto las que participan
directamente en el fendmeno reproductivo, esto es: las hembras presentan fluctuaciones
ciclicas notables en el patréon de sintesis y liberacion de las hormonas gonadotropas, o
cual se refleja en cambios ciclicos en el aparato reproductor. Estos ultimos fundamentan la
ciclicidad en la sintesis y secrecién de hormonas gonadales, en la maduracién y ovulacion,
en la posibilidad de establecer el desarrollo de una gestacion normal a partir del ovocito
fertilizado y, desde luego, en la ciclicidad de la conducta sexual tipica de la hembra. Todo
este patron ciclico en el funcionamiento reproductivo se encuentra ausente en el macho,
en el cual, se encuentra una secrecion ténica de las hormonas gonadotropas (Gorski, 1965;
Castro-Vazquez, 1975).

Adicionalmente, se debe mencionar que algunos otros parametros del
funcionamiento cerebral han sido relacionados con la diferenciacién sexual de este érgano,
entre ellos: la regulacién de la ingesta de alimentos y peso corporal, (Nance, 1975, 1977),
conducta agresiva (Barr, 1976), marcaje de territorio, postura de Miccion (Beach, 1974),
conducta social y de juego, conducta de aprendizaje y/o ejecucion (Dawson, 1975),
lateralizacion de las funciones cerebrales, especialmente en el humano (Hines 1982), el
papel durante la copula (Ehrnardt, 1978), actividad espontanea y la reaccién a varios
estimulos sensoriales (Beatty, 1979).

La diferenciacion sexual de las funciones hipotalamicas relacionadas con el ambito
reproductivo se ha estudiado en diferentes especies de mamiferos, tales como: ratén, cuyo,
criceto, oveja, mono rhesus y la rata (Gorski, 1965) (Cuadro2). En la rata se han estudiado
de manera muy amplia dos procesos fisioldgicos, la regulacion del patron de secrecién de
gonadotrofinas y de la conducta reproductiva (Akmaeu, 1995). Se ha establecido que la
diferenciacion sexual del encéfalo, como la del aparato reproductivo, se debe a la ausencia
0 presencia de estimulos hormonales que tienen un efecto en el periodo critico de la
diferenciacion sexual, es decir, que en ausencia de un estimulo hormonal el organismo
tendra un patrén inherentemente femenino, independientemente de su sexo genético o
gonadal.



CUADRO 1. Relacion entre el periodo de gestacion y el periodo critico de desarrollo en la
diferenciacion sexual del Sistema Nervioso Central.

Especie Tiempo de gestacion (dias) Periodo critico
(dias después del nacimiento)
Rata 20a22 18 a 27
Raton 19-20 Posnatal
Hamster 16 Postnatal
Conejo de Indias 63-70 30-47
Hurén 42 Postnatal
Perro 55-63 Pre y Postnatal
Oveja 145- 155 30-90
Mono Rhesus 146-180 40-60

(Goy y McEwen, 1980)

Gorski (1981, 1985) establecen, que la diferenciacion sexual hipotalamica en
roedores, presenta a los investigadores un sistema de estudio que ofrece la ventaja de la
aparente independencia entre el tiempo de diferenciacion del sistema reproductivo
(g6bnadas), que ocurre de manera temprana, y el tiempo en que se realiza la influencia
hormonal sobre el cerebro, el cual tiene lugar en un tiempo tardio, cercano al nacimiento o
inmediatamente después de él. Esta disparidad en el tiempo de diferenciacion permite la
modificacion experimental del proceso de diferenciacion sexual del hipotdlamo sin
necesidad de modificar el desarrollo de los genitales (Arnold, 1984).

Como resultado de los experimentos de Pfeiffer (1936), comprobados y extendidos
después por numerosos investigadores (Gorski, 1979; MacLusky, 1951; McEwen, 1981),
se postulo que las ratas machos y hembras, tienen la capacidad de secretar tbnicamente
hormonas gonadotroficas durante el estado adulto, ante la ausencia de un estimulo
hormonal en el periodo critico de diferenciacion. Sin embargo, si durante el periodo critico
de diferenciacion sexual hipotalamica, que comprende desde unos pocos dias antes del
nacimiento hasta unos pocos dias después, existen en el medio ambiente neuronal niveles
elevados de hormonas esteroides, bajo condiciones normales testosterona por la presencia
de testiculos en el macho, entonces se inducira una diferenciacién de tipo masculino que
tendrd como consecuencia la aparicion de un patron ténico de secrecion de gonadotrofinas
al llegar a la edad adulta. La ausencia de testiculos, normal o inducida artificialmente, da
como resultado la aparicidon de un patron de secrecion ciclico de gonadotrofinas en la
hembra, sin que la ausencia o presencia de ovarios parezca tener ninguna importancia
(Pfeiffer, 1936). En la rata hembra los estrogenos a nivel gonadal son mas abundantes que
en los machos, sin embargo, este no es capaz de ejercer sus efectos en el hipotalamo,
porque se encuentra retenido por una alfa feto proteina, que es altamente especifica para
los estrogenos, en cambio la testosterona administrada exégenamente pasa al interior de
las neuronas facilmente para ser aromatizada a estrégenos y ejercer sus funciones (Toren-
Alleran, 1984).



En la rata, el periodo critico de sensibilidad neuronal a hormonas esteroidales se
presenta durante el periodo neonatal temprano, extendiéndose, con algunas fluctuaciones,
desde el nacimiento hasta el dia ocho de vida extrauterina, mostrando el animal mayor
susceptibilidad entre los dias 30. y 50. después de nacido (McLare, 1972; Goy, 1980).
Recientemente se ha precisado que existen en la rata dos periodos criticos que coinciden
con importantes picos de secrecion de testosterona por los testiculos fetales. De estos, uno
ocurre alrededor del dia 18 de vida intrauterina (Weiz, 1980) y el otro a las dos horas
después del nacimiento (Goy, 1980; Rhoda, 1984).

Se acepta de manera General que las diferencias sexo-especificas en la fisiologia
sexual y reproductora en los roedores, y en otras especies de animales, es debida a la
diferenciacion sexual de los substratos neuronales, agrupaciones celulares y
enlazamientos dendriticos, que regulan la actividad hipofisiarias y la conducta sexual. El
concepto de la existencia de centros neuronales “reproductores”, es decir, especificamente
relacionados con la fisiologia reproductiva, obedece a que ciertas areas neurales
susceptibles a la presencia de hormonas gonadales, son indispensables para la liberacion
ciclica de LH (Hormona Leutinizante) y FSH (Hormona Foliculo Estimulante) en la hembra
y tdnica en los machos, asi como, la expresioén de la conducta sexual en ambos sexos.
Estos hechos llevaron a proponer que durante el desarrollo perinatal de los animales, la
presencia de hormonas esteroides son capaces de propiciar una modificacion en la
organizacion anatémica y funcional de los circuitos neuronales (etapa organizadora), que
participan en la regulacion de la funcion neuroendocrina en el animal adulto (etapa
activadora) y durante la edad adulta las hormonas tienen la funcion de activar, modular o
inhibir selectivamente la funcionalidad de los circuitos neuronales previamente ya
diferenciados (etapa funcional) (Gorski, et al., 1980; Pfaff, 1980, Rhees, et al., 1990).

Numerosas investigaciones han presentado evidencia de la existencia del
dimorfismo sexual en la estructura y funcionalidad del cerebro (Pfaff, 1980, Goy, 1980;
Gorski, 1983, Lustig, 1993), sefialando la presencia de diferencias morfolégicas,
neuroquimicas Yy fisiologicas, asi como la existencia de circuitos neuronales sexualmente
especificos que van a formar parte de las bases somaticas que podrian explicar la
importancia de la participacion de la funcion cerebral en el mecanismo reproductivo de los
animales (Cuadro 3).

Los esteroides gonadales, principalmente los estrogenos, participan activamente en
la regulacion de muchas funciones cerebrales y se ha descrito la presencia de células con
receptores estrogénicos especificos en numerosas regiones del encéfalo (Pelletier, 1985).
Particularmente en el hipotdlamo, se ha descrito la eficiente capacidad de los estrogenos
para inducir la sintesis de varias especies de proteinas importantes, entre ellas las
llamadas proteinas reguladoras PR y c-fos, algunas enzimas que son pasos limitantes en
caminos metabdlicos indispensables para el buen funcionamiento del hipotalamo, como la
tirosina hidroxilasa, la sintesis de algunos otros neurotransmisores, como la neurotensina
y la neuromedina, la somatostatina, la hormona liberadora de la GnRH (proGnRH-GAP), la
proencefalina, asi como la sintesis de varios receptores, entre ellos el receptor a la
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oxitocina, a la progesterona y, probablemente, a los andrégenos, asi como también, la
existencia de un aumento en la sintesis de RNAm de ratas hembras (Law, et al., 1994). A
este respecto es importante mencionar los resultados obtenidos por Law y col. (1994),
guienes encontraron que el estradiol provoco la activacion de genes hipotalamicos en la
rata hembra ya que se alcanz6 una cifra record de RNA mensajeros. Esta cantidad de
nuevos RNAm inducidos constituye una cifra record para cualquier otro tipo de tejido o
cualquier tipo de hormona. Entre los genes activados, varios correspondieron a la
produccion de enzimas importantes en el metabolismo celular y pueden facilmente explicar
algunos de los cambios morfoldégicos observados en las neuronas hipotalamicas
estimuladas por esta hormona (Sisk, 1995).

Cuadro 3. Caracteristicas del dimorfismo sexual hipotalamico

Tamafio del llamado ndcleo dimérfico sexual de la regién predptica (SDN-POA), que es mayor en el
macho (Gorski 1978; Carrer y Aoki, 1982).

Tamafio nucleolar, diferencias dimérficas en el nucleo supraquiasmanco, siendo aproximadamente
dos veces mas grande en la hembra (Domer, et al., 1968; Dorner y Hinz, 1975; Robinson, et al.,
1986).

Numero de células y tamafio individual de las neuronas en todo el hipotalamo es mayor en los machos
(Arnold y Gorski, 1984; Hammer y Jacobson, 1984).

Conectividad sinaptica en los nlcleos ventromedial y arqueado del hipotalamo, siendo mayor la densidad
sinaptica en la hembra gue en el macho (Raisman y Field, 1973; Matsumoto y Ari, 1986; Lusting, et al.,
1993).

Modelos de respuesta funcional en las neuronas (Brown, et al., 1988).

Diferencias en el desarrollo dendritico del area predptica y que este desarrollo es mayor en el macho
(Greenough, et al., 1977).

La distribucion de neuronas, fibras nerviosas y los niveles de recambio de los neurotransmisores,
particularmente en su accion sobre los sistemas monoaminérgicos (Pelletier, et al., 1988).

Diferencias significativas en el nimero de sinapsis en los nucleos dimoérficos (Raisman y Field, 1973).
Actividad enzimatica del hipotalamo es mayor en el macho que en la hembra (Griffiths y Hooper, 1976;
Negri-Cesi y col. 2001)

10. Actividad de las enzimas relacionadas con marcadores coJinérgicos (Lustig, et al., 1993).

11. Diferencias en el papel desempefiado por las neuronas peptidérgicas y los receptores neuropeptidicos en
los procesos de diferenciacion (Harburgen y Openheim, 1982 Alexander, et al., 1991).

12. La presencia de otros nucleos hipotalamicos dimorficos, distintos a los sefialados por Gorski y su
grupo, a saber, la parte ventrolateral del nicleo ventromedial y el nicleo arqueado (Rainbow, et al.,
1982).

13. La cromatina unida puede mostrar diferencias entre los sexos, en células que constituyen los nudcleos
dimérficos (Luine y Mcewen, 1983).

14. Diferencias en la concentracion y distribucion de calmodulina, en donde es mayor la concentracion en
el macho (Rodriguez, et al., 1998)

Investigaciones realizadas por Rodriguez y col. (2001), muestran que, en el caso de
los machos normales, las principales modificaciones en la sintesis de proteinas especificas
ocurren de manera muy temprana después del nacimiento, mientras que en las hembras
estos cambios ocurren un poco mas tardiamente, entre las 7 y las 12 horas post-
nacimiento.




En la actualidad, se sabe que el tejido nervioso y particularmente el de los roedores,
contiene consistentemente un porcentaje muy alto de RNAmM no poliadenilado que es
equivalente en su complejidad a la poblacion de RNA Poli(A)+ y cuyas secuencias de bases
no parecen ser similares (Chikaraishi, 1979: Van Ness, 1979; Dokas, 1983). Cuando
Chikairishi en 1979, estudio los productos de traduccion de los dos diferentes tipos de
mensajeros por medio de electroforesis bidimensional, encontré6 que las proteinas de
mayor abundancia sintetizadas por ambos tipos de RNAm eran similares, siendo una de
las mas abundantes la B-actina. Sin embargo, la mayoria de las proteinas sintetizadas
utilizando como templado el RNAm Poli(A)- fueron caracteristicas de este sistema de
conducir informaciéon y no se encontraron entre las proteinas sintetizadas a partir del
RNAmM. Poli(A)+.

Se ha considerado, que existen RNAmM que se encuentran presentes en dos formas:
mensajeros poli A+ y poli A-. Estos dos tipos de mensajeros pueden llevar la informacion
requerida para inducir la sintesis de un mismo producto o iso-producto, como ocurre con
los mensajeros de histonas y beta-actinas (Van Ness, 1979). Ambos poli A+ y Poli A- son
heterodispersos en tamafio, reportados en cultivos de células Hela, por lo que se ha
sugerido que puedan ser homdlogos con respecto a su composicion secuencial, ya que
ambos codifican para caseina, globina, protaminas, histonas, activas. Sin embargo se ha
observado, que muchas de las secuencias presentes en los RNAhn poli A-, no estan
presentes en las secuencias de los RNAhn poli A+ (Hahn, 1979). Estas diferencias en la
presencia de secuencias que podrian indicar que los mensajeros Poli A-, juegan un papel
importante en la sintesis de proteinas especificas en periodos determinados y cuya
expresion durante los procesos de diferenciacion sexual, ocasiona modificaciones
permanentes en la estructura de los nucleos involucrados asi como de sus sinapsis con el
resto del sistema nervioso, relacionadas con la diferenciacion sexual (Van Ness, 1979).

De particular importancia en la complejidad del patron de mensajeros cerebrales es
la presencia en este tejido de una considerable proporcion de mensajeros no
poliadenilados. Con algunas excepciones bien identificadas en tejidos diferentes al tejido
nervioso, se ha restringido la presencia de RNAmM no poliadenilado (Poli A-) al RNAmM que
codifica para las histonas y algunas otras proteinas estructurales como la actina. Kaufmann
y col. (1977), mencionan que aungue es posible encontrar mensajeros no poliadenilados
en diferentes tejidos, en general, estos solo constituyen un pequefio porcentaje de la
concentracion total de RNAm y debe ser considerado, estrictamente, como una sub-
poblacion derivada del metabolismo del Poli(A)+ RNAm.

Se sabe que la mayor cantidad de RNAm Poli(A)- aparece en el tejido cerebral de
manera post-natal y que el nimero, variedad y complejidad de esta poblacion de
mensajeros aumenta con la edad, alcanzando un maximo a los 30-45 dias después del
nacimiento (Chaudhari, 1983). A pesar de que este tipo de mensajeros ha sido utilizado en
la generacion de cDNA su funcion especifica es todavia desconocida y las proteinas que
son modificadas por este importante material genético no han podido ser caracterizadas
en su totalidad (Milner, 1987). En relacion a estos puntos es importante discutir la evidencia
reciente de que algunas hormonas esteroides no solo funcionan como inductoras de
mensajeros especificos a nivel nuclear, sino que también tienen una funcibn como
reguladoras de la estabilidad y la degradacion de un numero importante de RNA
mensajeros (Gorlach, et al., 1985; Nielsen y Shapiro, 1990). Estos hallazgos hacen
particularmente importantes las diferencias en la proporcion de RNA mensajero, que
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parece ser caracteristica de hembras y machos durante las horas iniciales después del
nacimiento, sobre todo porgue el patrén caracteristico de cada sexo tiende a ser modificado
por el tratamiento hormonal, a manera de semejar el sexo contrario, siendo esta una
evidencia clara del papel que tiene las hormonas esteroidales en el ambiente hemaocrino,
sobre la constitucion macromolecular de las células hipotalamicas (Nielsen y Shapiro,
1990).

Se acepta de manera general que las diferencias sexo-especificas en la fisiologia
sexual y reproductora en los roedores, y en otras especies animales, es debida a
diferenciacion sexual de los substratos neuronales, agrupaciones celulares y
alargamientos dendriticos, que regulan la actividad hipofisiarias y la conducta sexual. El
concepto de la existencia de centros neuronales “reproductores”, es decir, especificamente
relacionados con la fisiologia reproductiva obedece a la demostracién de que ciertas areas
neuronales susceptibles a la presencia de hormonas gonadales, son indispensables para
la expresion de la conducta sexual y fisiologia reproductiva, por ejemplo, la liberacién de
hormonas en hembras y machos (Gorski, et al, 1980; Pfaff, D., 1980; Gorski, R., 1985).

El dimorfismo neuro-anatoémico ligado al sexo debe entonces ser relacionado con
las diferencias en las funciones cerebrales relacionadas con el componente
neuroendocrino de la actividad sexual. En el hipotdlamo se presentan diferentes nucleos
gue muestran dimorfismo sexual en la rata y que pueden relacionarse con la fisiologia y la
conducta reproductiva, estos nucleos son el nucleo ventromedial, el nucleo
supraquiasmatico y el nacleo preoptico (Goy y McEwen, 1950; Robinson, et at., 1986;
Dohler, et al., 1986).

3. NUCLEOS DIMORFICOS EN EL HIPOTALAMO
3.1 Nucleo ventromedial del hipotdlamo (NVM)

Este nucleo reguila la conducta sexual de las hembras (Davis, et al., 1979; Pfaff y Sakuma,
1979). En ratas, las hembras expresan receptividad sexual por medio de una respuesta
refleja que se conoce como lordosis, esta conducta de receptividad sexual se expresa con
niveles altos de hormonas sexuales del macho. El caso de dimorfismo sexual en el NVM
es interesante porque no se debe a diferencias de tamafio o de densidad del nucleo sino
a la complejidad estructural de las neuronas. Las neuronas se comunican entre si por
medio de sefiales quimicas (neurotransmisores) a través de contactos especializados
conocidos como sinapsis. En el NVM, la densidad sinaptica es mayor en el macho que en
hembras (Millery Aoki, 1991). Y del nimero de contactos sinapticos en la hembra varia a
través del ciclo estral (Cohen y Pfaff, 1992). Por lo tanto el dimorfismo del NVM esta
claramente controlado por las hormonas sexuales, y en el caso de la hembra es regulado
a lo largo de los ciclos hormonales, el caso de primates hembras, la actividad
neurofisiolégica del NVM esta regulada por el acto sexual (Oomura, et al., 1989).
Morfologicamente, 30% de las neuronas pertenecientes al ndcleo ventromedial del
hipotalamo respondieron a la estimulacion con estrogenos mostrando un aumento
significativo en todos los componentes celulares, nucleo, nucléolo y soma celular un
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incremento notable en la cantidad de reticulo endoplasmico y en el numero de
polirribosomas, indicadores de una aceleracién en el metabolismo celular y particularmente
en la sintesis de proteinas (Carrer. 1982). Las hormonas sexuales parecen participar en el
crecimiento neuritico v en la sinaptogénesis de las regiones cerebrales que muestran
receptores especificos para estas hormonas, sobre todo en la etapa prenatal, aunque
también se ha referido esta actividad remodeladora de la sinapsis en algunas regiones del
cerebro adulto, tales como el nucleo arqueado y el ventromedial del hipotdlamo (Lustig.
1993; Law, et al., 1994).

3. 2 Nucleo supraquiasmatico (NSQ)

EINSQ regula los ritmos ciclicos o ritmos circadianos del cuerpo. Este nlcleo genera
y coordina ritmos hormonales, fisiol6gicos y conductuales con una periodicidad de 24
horas. Se ha encontrado que el NSQ difiere entre hembras y machos (Swaab, et al., 1985)
El impacto funcional de este tipo de dimorfismo no se ha determinado. Se ha sugerido que
la forma del circuito neuronal pudiese depender del tipo de conexiones (aferentes y
eferentes) que éste establezca con otros circuitos. En roedores de la pradera, se ha
demostrado que la vasopresina (se encuentra en mayor cantidad en machos), media
conductas asociadas a la reproduccion: agresividad, territorialidad, monogamia y conducta
paternal. La vasopresina aumenta todas estas conductas exclusivamente en machos
(Young. et al., 1998). En el caso de animales de laboratorio se ha establecido que el NSQ
también esta asociado con la conducta sexual. Sordersten y col. (1981) determinaron que
la amplitud de los ritmos circadianos en conducta sexual es mayor en ratas tratadas con
anti- estrogenos durante el periodo neonatal. De igual modo, si se administran anti-
estrogenos durante el periodo prenatal y postnatal, se ve un aumento del 59% de las
neuronas que contienen vasopresina en el NSQ, asi como conducta “heterotipica” en ratas,
Si el tratamiento con anti-estrégenos se limita al periodo prenatal no se observan estos
cambios (Swaab, et al., 1995). En términos de conducta sexual, Krujiver y col. (1993)
lesionaron el NSQ en ratas machos para determinar si expresaban conducta “heterotipica”
pero no se encontro tal efecto. Se ha observado que ratas tratadas con anti-estrogenos
expresan conducta “bisexual” en el principio del ciclo nocturno y conducta “heterosexual” a
finales de este ciclo nocturno, lo cual continia apuntando al bNSQ como importante en la
expresion de la conducta sexual, al menos en ratas (Bakker, et al., 1993). Esto implica que
el dimorfismo del NSQ estd bajo control de las hormonas sexuales y que factores
postnatales juegan un papel importante en establecer este dimorfismo, al igual que en el
area preoptica.
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3.3Area Predptica

Para nosotros es particularmente importante el Nucleo dimérfico sexual del area
predptica (APO) del hipotdlamo de la rata. Debido a que esta region se ha considerado el
sitio donde probablemente reside el mecanismo de regulacion diferencial de las
caracteristicas dimorficas relacionadas con el sexo, incluyendo el control de la conducta
sexual y la liberacion ciclica de gonadotrofinas y el mecanismo necesario para la ovulacion
(Gorski, et al., 1980; Montano, 1995).

El area preoptica es un area densamente poblada de neuronas. La densidad
neuronal en esta regidn es varias veces mas grande gue otras regiones cercanas. En base
a esto, Gorski y col. (1980), definieron esta area como un nucleo, el nacleo dimorfico sexual
del area preoptica (SDN-POA). La importancia de éste nucleo reside en el hecho que se
ha observado que en animales adultos es 3 a 6 veces mas grande en machos que en
hembras. Los resultados obtenidos mediante la provocacion de lesiones, asi como también
los observados como consecuencia de la accién directa de implantes de esteroides en el
area preoptica de neonatos hembra, han demostrado de una manera bastante clara el
papel que este nudcleo desempefia en el establecimiento de la conducta y fisiologia
reproductiva especifica de la rata (Montano, 1995).

Aunque las neuronas del SDD-POA son capaces de acumular esteroides mas
rapidamente, que las neuronas situadas en otros nucleos cercanos, el volumen de este
ndcleo no parece ser sensible a la accion de los esteroides gonadales en el adulto. Asi, el
tratamiento de adultos gonadectomizados, tanto hembras como machos, con hormonas
esteroides exdgenas, restaura la conducta copulatoria tanto masculina como femenina, sin
modificar el tamafio del SDN-POA. Por otro lado, se ha observado que los esteroides si
son capaces de modular la morfologia neuronal en los p4jaros adultos, asi como el aspecto
morfolégico del nucleo dimorfico demostrado en la espina cordal de la rata, es decir el
llamado nucleo dimorfico espinal bulbo cavernoso (SNB) (Oomura, et al., 1988).

El SDN-POA es un area importante en el estudio de la diferenciacién sexual, porque
las diferencias sexuales en el volumen del SDN-POA quedan definitivamente establecidas
durante la primera semana de vida postnatal, de manera casi simultanea al periodo en que
también queda asentada la diferenciacion sexual funcional del cerebro. Aunque el nacleo
es claramente demostrable en el dia 19 después de la fertilizacidn, no presenta diferencias
sexuales significativas en su volumen, sino que presenta alteraciones en su dimension en
un periodo que va del parto hasta 72 horas después de este. Aunque al nacimiento el
volumen del nicleo SDN-POA es casi el doble en las hembras, durante los siguientes 10
dias hay un incremento gradual en el volumen del SDN-POA de los machos, mientras que
no hay cambios significativos en el tamafio del nucleo de la hembra (Jacobson, 1980). Esta
diferencia en el patron de crecimiento es el resultado de las hormonas de origen testicular
gue actuan en el macho (Lauber, et al., 1996; Hutchison, et al., 1999).

Como ya se hizo mencion el crecimiento del SDN-POA, inducido inicialmente por la
presencia de esteroides, parece realizarse durante los primeros 10 dias de vida postnatal.
Sin embargo, la maduracion neuronal de hembras y machos en el area predptica, en
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términos de conectividad dendritica, se prolonga hasta la 3a semana de desarrollo
postnatal. Se ha propuesto que el establecimiento de las conexiones neuronales del SDN-
POA deben continuar después de la terminacion del periodo critico para la organizacion
funcional definitiva de este ndcleo. Esto no es incompatible con el hecho de que los
esteroides actian Unicamente durante el periodo critico promoviendo el desarrollo de un
mayor nimero de neuronas, ya que este aumento en la cantidad de células es necesario
para el establecimiento de las conexiones neuronales que se requeriran posteriormente
para el adecuado funcionamiento neuronal (Raciman y Field, 1973; Lawrence y Raisman,
1980).

El SDN-POA empieza su desarrollo durante la vida fetal tardia, y depende
enormemente de las caracteristicas del ambiente hormonal durante el periodo de
diferenciacion sexual. El tratamiento perinatal de ratas hembras con andrégenos
aromatizables, o con estrogenos, incrementa el volumen del SDN-POA, mientras que la
castracion de las ratas macho reduce el volumen de este nucleo. Aunque se ha descrito
gue algunas hormonas esteroides son capaces de modificar la estructura de algunos
nucleos encefélicos durante la edad adulta, el ambiente hormonal parece no ser capaz de
alterar el volumen del nacleo dimérfico del Area Predptica en el animal adulto,
independientemente del sexo de los animales que hayan sido tratados hormonalmente.

Los estrogenos regulan el desarrollo, crecimiento, diferenciacion y funcion de las
células blanco del SNC de hembras y machos (Pfaff y Keiner, 1973; Brown, et al., 1988).
Para comprobar que los estrégenos llevan a cabo este proceso de diferenciacién sexual,
se llevaron a cabo estudios en donde se han utilizado antiestrogenos como el tamoxifen.
El tamoxifen fue desarrollado como un agente terapéutico para el cancer de mama y de
utero (Gottardis y Jordan, 1987); ha sido demostrado que el tamoxifen en el organismo
adulto se une a receptores estrogénicos intracelulares, evitando que estos sean ocupados
por el estradiol. El tamoxifen actiia en forma similar en el organismo en desarrollo (Doéhler,
1984), el tamoxifen impide que se forme el complejo receptor-estrégenos, de esta manera,
en presencia de tamoxifen, los estrogenos no seran capaces de interaccionar con sus
receptores especificos intracelulares y consecuentemente no podran tener ninguna
actividad sobre la sintesis de macromoléculas en el ndcleo de las células blanco
(Watanabe, el at.,, 1997). El tratamiento postnatal con tamoxifen interfiere con el
crecimiento y diferenciacion del SDN- POA, esto se ha comprobado por la reduccién entre
un 26 y 40% en el volumen del SDN- POA en ratas machos a los cuales se aplicé de 10 -
100 pg de tamoxifen. En hembras se ha visto que el tratamiento postnatal con tamoxifen
induce esterilidad anovulatoria en forma permanente, en la hembra, ademas de la
reduccion en el volumen del SDN-POA (Déhler, 1984a).

El efecto inhibitorio del tamoxifen en la vida postnatal sobre el desarrollo y
diferenciacion del SDN-POA en ratas macho parece deberse a su actividad sobre dos
puntos claves del metabolismo hormonal del hipotdlamo, ya que tiene un efecto inhibitorio
sobre la aromatasa, impidiendo la aromatizacién de los andrégenos testiculares a
estrogenos y fundamentalmente, interfiriendo con la subsecuente interaccion de estos
estrogenos con el material nuclear (Dohler, 1984b).
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El efecto de los antagonistas estrogénicos sobre las funciones sexuales cerebrales,
podria atribuirse a una posible actividad estrogénica de estos compuestos (Arnold, 1984).

Sin embargo, se ha visto, que los estrégenos perinatales estimulan la diferenciacion
del SDN-POA en ratas hembras, mientras que el tamoxifen inhibe su diferenciacién en el
macho, por lo cual parece claro que el tamoxifen no tiene un efecto estrogénico sobre la
diferenciacion del SDN-POA (Ddéhler, 1984b).

La administracion de tamoxifen puede tener influencia sobre el desarrollo y la
diferenciacion del SDN-POA, por tener una accion directa sobre los receptores a hormonas
esteroidales del sistema nervioso central (SNC). Segun estudios realizados por Doéhler
(1986), en los cuales ratas hembras gestantes fueron tratadas con tamoxifen a dosis de
200 pg diarios a partir del dia 16 de gestacion hasta el momento del parto, a las crias se
les sometié a un tratamiento durante 10 dias, en los cuales, se les administrd 10ug de
tamoxifen, este tratamiento pre y postnatal de las ratas machos, da como resultado una
reduccion en el peso corporal y testicular, pero no tuvo influencia en el peso del cerebro.
Los testiculos de estos animales fueron pequefios y flacidos, y en la edad adulta, no
mostraban la presencia de espermatozoides. Segun investigaciones realizadas en nuestro
laboratorio, muestran que, una sola dosis de tamoxifen aplicada a las 2 horas post-
nacimiento, es capaz de provocar un retardo pequefio, pero evidente, en el crecimiento
ponderal de los machos después de 48 horas de la aplicacion del farmaco. Este efecto no
fue encontrado en las hembras, en donde se observa un crecimiento que no es
estadisticamente diferente del registrado en el caso de las hembras controles de los grupos
estudiados (Rodriguez, et al., 1998).

Se han descrito cambios en la distribucion de RNA del cerebro de rata en especial
en el area predptica e hipotalamica (Mouri-Yamada, 1994). Mouri-Yamada describe que
los niveles de RNAmM aumentan en dos ocasiones: el primer aumento claro ocurre en la
etapa embrionaria (18-20 dias de gestacion) y el segundo después del nacimiento,
alcanzado en este caso el maximo nivel a los 2 dias, a este ultimo aumento sigue una
notable disminucion en los niveles de RNAmM que comprende 4 a 8 dias postnacimiento en
las ratas hembras. En estudios realizados por Vergara (2001) en nuestro laboratorio, la
maxima concentracién de RNAm ocurre en las hembras alrededor de las 12 horas después
del nacimiento y es seguido de una notable disminucién que continla hasta las 48 horas.
La situacion es totalmente diferente en el macho, en este caso la concentracion de RNAm
es practicamente invariable desde una hora post-nacimiento hasta las 48 horas, existiendo
una mayor concentracion comparado con las hembras, inmediatamente después del
nacimiento (Chong, 1995 y Vergara, et al., 2001).

Recientes evidencias parecen apoyar la idea de que el individuo que se diferencia
activamente es el femenino, o bien que, por lo menos, los dos sexos deben ser susceptibles
a efectores caracteristicos. Por ejemplo, Don Carlos y Handa (1994) estudiaron la
expresion del RNA mensajero que es codificado para el receptor estrogénico en el area
predptica de la rata recién nacida encontrando que: a) el gen que codifica para la sintesis
del mensajero es transcrito activamente durante todo el periodo neonatal. b) existe un
evidente dimorfismo sexual en la expresion del mensajero el cual presenta las siguientes
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caracteristicas: la cantidad de RNAm para el receptor estrogénico es mayor en las hembras
gue en los machos en los dias 2, 4y 7 después del nacimiento. La densidad de hibridizacion
fue 2 a 3 veces mayor en las hembras que en los machos, mientras que la cantidad de este
mensajero en el area predptica se mantuvo constante durante el periodo estudiado en los
machos, las hembras presentan una elevacion en la expresion del gen en el dia 2 de la
vida extrauterina, seguida de un descenso hasta su nivel mas bajo en el dia 10. Vito y col
(1982), estudian la fijacion de estrégenos en bloques del hipotalamo y del area predptica,
se ha encontrado un rapido aumento en la fijacién del esteroide entre los dias 2 y 4 después
del nacimiento, que era, aparentemente, de la misma magnitud en ambos sexos o mayor
en el macho que en la hembra.

Otras areas que presentan dimorfismo entre hembras machos fuera del hipotalamo
son: la amigdala, estria terminalis.

3.4 Amigdala

La amigdala medial es 85% mayor en machos que en hembras (Hines, et al., 1992).
La amigdala es considerada como el centro de las emociones y regulador de reacciones
de agresividad, miedo y ansiedad. La amigdala al igual que el hipotalamo se subdivide en
varios sub-ndcleos por criterios anatomicos y funcionales. La porcién anterior de la
amigdala corticomedial aumenta receptividad en ratas hembras, mientras que, la porcion
posterior del nucleo lateral reduce receptividad (Masco y Carreer, 1980). En contraste con
el NVM, se cree que la amigdala no regula directamente respuestas lordoticas en las
hembras, sino que, contribuye a la motivacién o excitacion sexual. En el caso de las ratas
machos esta posibilidad es mas clara ya que se ha demostrado que la amigdala medial
contribuye a la excitacion sexual (evidenciandolo por la ereccidn) sin contacto sexual
(Kondo, et al., 1997).

3. 5 Estria Terminal (ST)

La ST es la conexidn eferente principal de la amigdala (Seller y Smith, 1982). La ST
se puede dividir en varias regiones. La porcion base de la ST (bed nucleus of the stria
terminalis, BNST) es 97 % mas grande en volumen en machos que en hembras (Hines, et
al., 1992). En ratas, la lesion del BNST altera la secuencia de copulacién en machos, los
machos aumenta la cantidad de penetraciones antes de lograr la eyaculacion y en casos
severos, no logran la eyaculacion, a pesar de otros aspectos del repertorio sexual no
aparecen ser alterados (Claro, et al., 1995). En otro estudio, se demostré que en animales
con lesiones en el BNST no logran una estimulacién sexual (Liu, et al., 1997).
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4. FACTORES QUE REGULAN LA DIFERENCIACION SEXUAL
HIPOTALAMICA

De acuerdo a todo lo mencionado anteriormente podemos concluir que los
estrogenos son los responsables de la organizacion del funcionamiento neuroendécrino y
consecuentemente la conducta sexual, mediante la modificacion de las
intercomunicaciones entre las neuronas que participan en la regulacion de estos procesos.
La participacion de los estr6genos en los procesos de diferenciacién sexual ha quedado
bien establecida por los siguientes experimentos: la castracién neonatal, la administracion
sistémica de 1,4.6- androstriene-3,17-dione (ATD) un inhibidor competitivo de la aromatasa
(McEwen, et al, 1979), la aplicacion de tamoxifen (Hutchinson, et al.,, 1996) o la
administracion intracerebral de oligonucledtidos anti-sentido contra el receptor
citoplasmético para estrégenos (Gorski, R., 1985). Todos estos tratamientos
experimentales modifican el nUmero de neuronas (Williams y Herrup, 1988) y/o la densidad
sinaptica de los nucleos dimoérficos mencionados, asi como el desarrollo normal de la
conducta y fisiologia reproductiva de la rata.

Se ha propuesto que el establecimiento de las conexiones neuronales de areas
dimérficas deben continuar después de la terminacion del periodo critico, para completar
la organizacién funcional definitiva de las areas dimorficas. Esto es compatible con el hecho
de que los esteroides actian uUnicamente durante el periodo critico, promoviendo el
desarrollo de un mayor nimero de neuronas, ya que este aumento en la cantidad de células
es necesario para el establecimiento de las conexiones neuronales que se utilizaran
posteriormente para el adecuado funcionamiento neuronal (Lawrence y Raisman, 1980;
Williams y Herrup, 1988; Garcia-Segura et al., 1994; Woolley, 1998). Los esteroides
pueden influir en la determinacion del nimero de neuronas que componen los nucleos
dimorficos. En resumen se pude sugerir cinco posibles mecanismos:

1. Los esteroides pueden estimular la neurogénesis o prolongar el periodo en el que
ocurre la neurogénesis.

2. Los esteroides pueden modular la migracion de neuronas recientemente formadas
a la region del APO.

3. Los esteroides pueden promover la supervivencia neuronal, por medio de una
neuroproteccién, durante el periodo critico de diferenciacion.

4. Los esteroides pueden modular el reconocimiento de la superficie celular sobre los
sitios de inmovilizacion migratoria de las neuronas, determinando la agregacion de
las neuronas en el APO.

5. También pueden influir sobre la localizacién neuronal, en términos de funcionalidad
o identificaciébn neuroquimica.
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4.1 Neurogénesis.

Datos publicados por varios autores, indican que el tiempo durante el cual se realiza
la neurogénesis del APO medial de la rata, es fundamentalmente, alrededor del dia 16
después de la concepcion (Gorski, 1978; Altman y Bayer, 1978; Goldstein et al., 1990). La
administracién de Tiamidina tritiada a hembras en diferentes dias de gestacion, seguida
del sacrificio de sus crias 30 dias después, demuestran por medio del andlisis
autoradiografico de los cerebros (Bernstein et al., 1989) que la neurogénesis en el APO
media cesa, en general, a los 16 dias de gestacion. Sin embargo, la neurogénesis de
aquellas neuronas que forman el APO fue mas prolongada, observandose que continta
hasta el dia 20 después de la concepcion. El grupo de Jacobson (1981), encontré dos
diferencias importantes dependientes del sexo de la cria en la neurogénesis del APO,
cuando la inyeccién de Tiamina- 3H se realiza en el dia 14 de la gestacion, el indice de la
marca del APO es inicialmente mayor en las hembras que en los machos. Esta diferencia
sexual se revierte alos 17 dias de gestacion (Bernstein et al., 1989), momento que coincide
con la presentacion del primer pico de secrecion de testosterona durante el desarrollo
embrionario (Dohler et al., 1986; Matsumoto y Arai, 1986). Sin embargo, estos resultados
deben de ser considerados con cuidado, ya que en estos trabajos las ratas fueron
sacrificadas hasta el dia 30 de vida extrauterina, por lo que los resultados pueden ser
modificados por otros factores diferentes a la neurogénesis propiamente dicha, tales como
la migracion y la sobrevivencia. Otros experimentos realizados en el area predptica de la
rata, usando marcadores como la bromodexosiuridina (BrdU), un anélogo de la timina, y
un anticuerpo especifico a BrdU, para células que se encuentran en proliferacion, estos
fueron administrados en ratas durante los dias 13 y 18 de la gestacion, indicando, que en
las crias el proceso de neurogénesis ocurre durante este lapso de la gestacion (Nishizuka,
et al., 1993).

En la rata adulta se conoce el efecto de los estrogenos sobre las sintesis de RNAmM
especificos, particularmente aquellos relacionados con la sinaptogénesis. Se ha
demostrado recientemente diferencias sexuales en la génesis de células hipotalamicas de
cerebros adultos de machos y hembras bajo control hormonal, que lleva a una
desfeminizacién una masculinizacién, las hembras exhiben un mayor nimero de células
nuevas en el area ventricular y no es asi en el area paraventricular y el nacleo ventral,
donde no existieron diferencias estadisticas, sugiriendo que los estrogenos regulan una
alta actividad mit6tica, mientras que, las células en proliferacion en el area preoptica se ven
correlacionadas con la edad, es decir, que los estrogenos en el APO tiene un mayor efecto
durante el periodo critico de diferenciacién (Dohler et al., 1984; Law et al., 1994).

Durante el proceso de neurogénesis, se han encontrado en cerebro de rata factores
de proliferacion celular: el Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), p21, Gadd45,
ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas hasta los 4 dias de edad. (Ino y Chiba, 2000).
Estos factores de proliferacion oscilan periodicamente de acuerdo con el ciclo celular. Estos
factores son sintetizados en la fase S del ciclo (en donde son mas abundantes),
inmediatamente precedido por la sintesis de DNA, la cantidad de estos factores empieza a
declinar durante la fase G2/M. Las proteinas reguladoras de la proliferacion, como PCNA,

pueden ser usados como marcadores de células en proliferacion (Kurki y Ogata, 1988). Es
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bien conocido que en cerebros de animales adultos, son pocas las células en proliferacion,
las neuronas pierden la habilidad para dividirse y no proliferan bajo ninguna condicion. El
antigeno nuclear de proliferacion celular, PCNA, es una de las proteinas que participa en
la replicacion del DNA, funciona como una abrazadera deslizante de la polimerasa. Esta
proteina no solo tiene una participacion principal en la replicacion del DNA, es una proteina
con una masa aparente de 36kDA, que forman complejos homotriméricos en una forma de
un anillo cerrado con un hueco en el centro que encierra al DNA y funciona como un factor
accesorio de la DNA polimerasa. PCNA tiene la finalidad de anclarse al DNA y esto permite
gue se deslice a lo largo de él, una vez que la replicacion se ha completado, PCNA se
separa del DNA. EI PCNA funciona como un factor para que la d polimerasa avance sobre
el DNA durante la replicacién, la cual también le permite interaccionar con otras proteinas,
incluidas las nucleasas, DNA ligasas, inhibidoras de cinasas, etc. Esta gran variedad de
interacciones entre PCNA y proteinas que intervienen en el metabolismo del DNA implica
gue PCNA es un factor central en la coordinacion de la replicacion del DNA, su reparacion,
la herencia epigénica y el control del ciclo celular (Ino y Chiba, 2000).

4.2 Sinaptogénesis y crecimiento neuronal

El dimorfismo sexual del cerebro, involucra la diferenciacion en el arbol dendritico
que es estructurada por la accion del estradiol en la infancia, la diferenciacién depende de
eventos coordinados de biosintesis de proteinas. Ya que se ha demostrado que el estradiol
induce biosintesis de proteinas especificas relacionadas con la formacion de sinapsis y sus
interacciones, en el cerebro neonatal (Ani, 1980). Algunas proteinas que se han asociado
con la modulacién del crecimiento neuronal y con la sinaptogénesis (GAP-43, SCG-10 y
SNAP-25) muestran dimorfismo sexual en la rata recién nacida siendo mas activas en el
macho que en la hembra (Relacion M/H=1.76 para GAP-43, 1.46 para SCG-10y 1.44 para
SNAP-25) (Law, et al., 1994). En el macho recién nacido que es tratado con inhibidores de
la aromatasa o con antagonistas de los estrégenos, como el tamoxifen, se encontré una
disminucion del 30% en los niveles de RNA mensajero que codifican para la sintesis de
tres proteinas reguladoras del crecimiento: M/H, GAP-43 y SCG-10, dando niveles
intracelulares semejantes a los observados en las ratas hembras controles. El descenso
en la concentracion de estos mensajeros fue notable sobre todo alrededor del dia 2
después del nacimiento. Estos resultados estan de acuerdo con los nuestros en mostrar
dimorfismo sexual en los niveles de RNA mensajero, susceptibles de ser modificados por
el tratamiento hormonal adecuado (Van-Den.Pol, 1995 y Vergara, et al., 2001).

Los estudios hechos por Lustig y col. (1993) y Law y col. (1994), muestran que la
presencia de distintos RNAmM especificos, pueden expresarse en diferentes tiempos para
la sintesis especifica de una proteina, asi por ejemplo, Lustig y col. (1993), sefialan que los
niveles de RNAm del ndcleo ventro-medial que codifican para la GAP43 muestran un
aumento notable alrededor del tiempo sefialado como el periodo critico de la diferenciacion
sexual y después disminuye rapidamente con la edad, mientras que los que codifican para
la SNAP-25 disminuyen primero y luego aumentan. EI RNAm que sirve como templado
para la sintesis de la SCG-10 permanece relativamente constante a través de todo el

desarrollo postnatal. Recientemente se ha demostrado que los estrégenos son capaces de
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modular la sinaptogénesis en la rata hembra adulta. Se ha encontrado que la ovariectomia
disminuye drasticamente (alrededor del 50%) el nimero y la densidad de las sinapsis, asi
como, la estructura morfolégica de las uniones nerviosas en los ndcleos del area
hipotalamica ventromedial, por el contrario, la aplicacién de benzoato de estradiol es capaz
de restaurar el nUmero y la densidad sinaptica en la areas afectadas por la ovariectomia.
Otros estudios realizados son los que involucran una regeneracion de axones, que se ve
modulada también por los estrogenos, ya que involucra la regulacion de la proteina llamada
GAP-43, proteina presinaptica implicada en el crecimiento y regeneracién de axones, esta
regulacion se encuentra en las neuronas del APO, tanto en su desarrollo como en el estado
adulto de la rata (Shughrue y Dorsa, 1993).

4.3 Migracion celular

Para identificar las vias de migracion, Jacobson y col. (1985) inyectaron timina
radioactiva a ratas gestantes en el dia 18 de esta, y se sacrificaron las crias a diferentes
edades. Dos horas después de la inyeccién, las células marcadas se encontraban en el
limite del tercer ventriculo, y después se lateralizaron y se colocaron en forma dorsal para
llegar al APO. El destino final de estas neuronas es desconocido, ya que se ha observado
que ellas pueden continuar su migracion hasta mas all4 de los bordes laterales del APO
media. Estos resultados han llevado a proponer que existen sustancias neurotropas
especificas capaces de determinar la migracion de grupos celulares (Harburgen y
Openheim, 1982; Wickens, 1990).

Las hormonas esteroidales para que puedan tener las acciones anteriores, deben
participar activamente en la modulacién de las actividades que participan en la duplicacion
del DNAy en la transcripcion de la informacion genética almacenada en las células blanco,
para terminar en la sintesis de proteinas especificas necesarias para el crecimiento,
metabolismo y proteccion celular. Basados en los descubrimientos, que demostraron que
la administracion de algunos inhibidores especificos de la sintesis de RNA y de proteinas,
tales como la actinomicina D o la cicloheximida atentan o evitan por completo el efecto del
propionato de testosterona, puede aceptarse, por consiguiente, que el ciclo celular y la
sintesis de proteinas deben estar involucrados en la generacion del dimorfismo sexual
(Hutchison et al., 1996).
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4.4 Neuroproteccion

A través de varios estudios se ha encontrado que algunas hormonas esteroidales (como la
testosterona y estradiol) juegan un papel importante en la diferenciacion sexual cerebral,
influyendo a las células que componen los nudcleos dimorficos, funcionando como un
neuroprotector, esta funcion reguladora de los esteroides no esta totalmente esclarecida.
La funcion neuroprotectora de estas hormonas en la diferenciacion sexual, depende de la
susceptibilidad del area, periodo de exposicion y de la dosis. Las hormonas esteroidales
pueden ser utilizadas como terapias en enfermedades neurodegenerativas, ya que pueden
alterar algunos de los sintomas de las neuropatologias, asi como, estar asociadas con un
gran numero de beneficios clinicos, este proceso de recuperacion se ve relacionado a
diferencias sexuales, ya que los estrégenos pueden tener diferente efecto tanto en
hembras como en los machos, debido a la distinta sensibilidad que presenta el tejido hacia
las hormonas, del tipo de receptor y la localizacion de estos; también la neuroproteccién se
ve mediada por la cantidad suministrada de la hormona (Green y Simpkins, 2000; Garcia-
Segura et al., 2001).

La neuroproteccion, se refiere a una serie de eventos en cascada, ya que la
exposicion a hormonas esteroidales promueve un aumento de la supervivencia y viabilidad
de células, estos efectos se han visto tanto “in vitro “ como “in vivo ”, en esta serie de
eventos se encuentran la promocion de la sinaptogénesis, la prevencion del acortamiento
de las dendritas y axones, y se alteran los niveles de neurotransmisores y sus receptores,
como también, se puede regular los sistemas de segundos mensajeros, y con esto, las
hormonas puede modular y establecer una disminucion en los sintomas de enfermedades
neurodegenerativas, al aumentar la viabilidad de las neuronas, asi como también, la
modulacion del efecto neuroprotector que tienen los estrégenos en las enfermedades
neurodegenerativas, ha abierto el panorama del conocimiento y ha permitido transpolar
descubrimientos cientificos a la diferenciacion sexual (Wolley et al., 1997).

Con la accion neuroprotectora de los esteroides, se ven reducidos o retrasados los
sintomas de enfermedades neurodegenerativas, asi como, el aumento de la recuperaciéon
neuronal de enfermedades trauméaticas o crénicas, como pueden ser: el Alzheimer,
Parkinson, depresion, anorexia/bulimia, esquizofrenia y traumatismos por golpes. Algunos
de estos desérdenes en humanos son diferentes en hombres y en mujeres (dimorfismo
sexual), ya que los niveles hormonales en el cerebro no s6lo dependen del sexo sino de la
etapa de la vida del sujeto, como por ejemplo: la pubertad, menopausia, andropausia o
gestacion (Frick et al., 2000; Garcia-Segura et al., 2001).
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4.4.1 El estradiol como neuroprotector

Se han obtenido reportes que el estradiol es un potente factor neurotréfico y de
neuroproteccion durante la etapa embrionaria y neonatal de mamiferos (Toran-Alleran, et
al., 1999). La adicion de 17B-estradiol en medios de cultivos de diferentes tejidos de origen
neuronal (hipotalamico, corteza, hipocampo y neocortical), origina un aumento en la
viabilidad y supervivencia disminuyendo la muerte celular, causada por diferentes factores
como son: el estrés oxidativo (ya sea por la exposicion a peréxido de hidrégeno, hierro o
hemoglobina o por la activacion de genes pro apoptoéticos), aminoacidos excitatorios
glutamato, proteinas (3-amiloides, NMDA, privacion de suero y anoxia (Sudo et al., 1997).
Estos tratamientos con 17 B-estradiol en células, que no tenian las condiciones apropiadas
para su supervivencia, dan como resultado un aumento en la viabilidad de las células, que
va de un rango del 48% al 52% mas que en células que no fueron tratadas con 17 B-
estradiol (Wang et al., 1999). La concentracion que ha demostrado mayor efectividad para
ejercer su accién neuroprotectora, va de un rango de 0.1 nM (Briton et al., 1997) a 50 uM
(Moosman y Behl, 1999).

Los distintos tipos de tejido neuronal. poseen diferente sensibilidad a la accion de
los estrégenos (Green y Simpkins, 2000), ademas, esto tiene relacién al tipo y relativa
cantidad de receptores intracelulares para estrogenos presentes en las células neuronales
y tales receptores pueden contribuir con la cantidad de estrégenos necesarios, para que
las hormonas puedan tener un efecto positivo sobre un area determinada, funcionando
como un neuroprotector, asi también, los receptores a estrégenos tiene relacion con el
tiempo en que se presenta una respuesta; Yang y col. (2000) menciona que el tiempo
donde empieza a demostrarse una respuesta al administrar un tratamiento con estrégenos
es de 3 horas después de que se induce un tipo de dafio neuronal.

Ademas de los efectos que pudiera tener la administracion exdgena de estrégenos,
resulta de gran interés los estudios realizados por Garcia-Segura et al (2001), en donde
describe, que existe un incremento de la aromatasa (que sirve para catalizar el paso de
testosterona a estradiol) en astrocitos de areas del cerebro donde existe un dafio causado
por acido cainico o fisicos, y lo cual sugiere que puede existir un mecanismo de
compensacion por parte del organismo para autoprotegerse, incrementando sus niveles de
estradiol circulante ante un dafio neuronal. Se han encontrado diferencias sexuales en
cuanto a la concentracion de RNAm de la aromatasa, ya que en el macho se encuentra
mayor cantidad de RNAm en el dia 20 de gestacion y el primer dia después del parto en el
APO y ST comparado con las hembras, estos resultados sugieren, que la regulacién
diferencial de la expresion del RNAmM de la aromatasa, durante el periodo critico de
diferenciacion sexual, puede mediar en parte el establecimiento de algunos de los muchos
parametros que median el proceso de diferenciacion del cerebro de la rata (Hutchinson, et
al., 1997). El mecanismo de accion de los estrogenos se puede ver mediado por la
activacion de receptores a estrogenos citoplasmaticos y a mecanismos que no dependen
de la activacion de estos receptores.
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4.4.1.1 Efecto de neuroproteccién del estradiol independiente de receptores
citoplasmaéticos

En general, los efectos rapidos de los estrégenos, son mediados por la interaccién
de la hormona con canales dependientes de voltaje, como por ejemplo, a la subunidad 3
de los canales de K+, en donde, los estrégenos activan estas compuertas dependientes de
voltaje, asi como también, se ven mediados estos efectos rapidos que tiene los estrégenos
por medio de receptores a estrégenos que se encuentran en la membrana plasmatica.
Durante estos efectos rapidos se puede incluir la modulacion de la excitabilidad neuronal,
qgue ha sido observada en varias regiones del cerebro por ejemplo: hipotalamo, amigdala,
cerebelo, neocorteza e hipocampo (Behl y Manthey, 2000).

En investigaciones que se han realizado en diferentes tipos de células neuronales
para demostrar que el efecto de proteccion es independiente de la activacion de receptores
intracelulares para los estrogenos, ya que se han utilizado diferentes tipos de antagonistas
a los estrogenos (como el tamoxifen), ante diversos agentes que pueden inducir la muerte
celular como son: NMDA, pro-oxidantes y glutamato, en donde se ha encontrado que
persiste el efecto protector de los estrogenos (Moosmann y Behl, 1999; Toran-Allerand,
1999).

Un ejemplo, en donde los estrogenos pueden poseer una accion antioxidante, es
gue puede disminuir la muerte celular causada por factores pro-oxidantes, y con ello,
suprimir el riesgo de estrés oxidativo que puedan sufrir las neuronas, y esto se puede
deber, al grupo hidroxilo en el C3 del anillo A de la molécula del esteroide (que tiene la
propiedad de donar e- y este mecanismo es independiente de la activacion de receptores
a estrogenos, ya gque se usaron antagénicos como el tamoxifen y no se ve disminuida la
accion antioxidante de los estrogenos (Moosmann y Behl, 1999; Behl y Manthey, 2000).
Estos estudios se realizaron “in vitro” y la administraron de la hormona fue a dosis altas
(10- 5M), para que tuviera una accion antioxidante, pero esto es cuestionable para estudios
‘in vivo” sobre todo en un sentido clinico (Garcia-Segura, et al., 2001).

Otros de los mecanismos por los cuales no se ve la interaccion de los receptores de
estrégenos, es la modulacién de los neurotransmisores. Los estrogenos regulan la
liberacion de la dopamina y la disminucion de la afinidad de su transportador (Disshon, et
al., 1998; Dluzen, 2000). El sistema mas abundante en los circuitos dimorficos (APO, NVM,
NSQ, BNST y la amigdala es el acido gama-amino-butirico (GABA) (Wagner, et al., 1997).
La funcion principal del GABA es inhibir la actividad eléctrica del cerebro. En términos de
conducta sexual se ha demostrado, que los niveles de GABA en el cerebro (McCarthy,
1995), asi como, el numero de receptores de GABA (Juptner y Hiemkel, 1990), son
susceptibles a las hormonas sexuales. También se ha demostrado que la neurotransmision
de GABA en el NVM es necesaria para la expresion de lordosis en hembras (McCarthy, et
al., 1995). Otros estudios han demostrado que los receptores de GABA presentan un
dimorfismo sexual en el NVM, en donde en hembras hay mayor cantidad de receptores
gue en los machos (Smith, et al., 1996).

Asi también, la activacidon de la neuroproteccion ante un dafio, se ve mediada por la
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activacion de segundos mensajeros como son: proteinas G. regulacién de cinasas (MAP),
fosforilacion de AMPc (Raap et al., 2000, Walton y Dragunow, 2000). En cuanto a la
traduccion de sefiales, por parte del AMPc por la via AMPc-CREB (elemento de unién a
proteina), se ven afectadas por la testosterona, en zonas hipotalamicas, durante el periodo
critico de diferenciaciéon sexual, en donde se han encontrado diferencias sexo-especificas.
Asi también, se han visto alterados los niveles de calcio (Miller et al., 1999); en nuestro
laboratorio se han encontrado diferencias sexo-especificas en cuanto la concentracion del
sistema calcio-calmodulina encontrando diferencias significativas, en cuanto sexo y edad,
dando como resultado una asimetria funcional (Rodriguez et al., 1998, 2001). El aumento
de los niveles intracelulares de calcio, también se ve mediado por la accion que tienen los
estrogenos sobre el aumento en la modulacion del efecto del acido gama-aminobutirico
(GABA), ya que su actividad para despolarizar canales de Ca2+ dependientes de voltaje,
durante el periodo critico de diferenciacién sexual (no asi en el estado adulto), puede
mediar el proceso de diferenciacion sexual (Perrot-Sinal et al., 2001).

Este mecanismo por el cual no tienen intervencion los receptores intracelulares de
estrogenos, pueden permitir al estradiol actuar mas rapidamente a través de la fosforilacion
y activacion de proteinas ya existentes o para tener la regulacién de genes que dependen
de una fosforilacién para su activacion (Wise et al., 2001).

4.4.1.2 Efecto de neuroproteccion por los esteroides mediado por receptores
citoplasmaticos

Los receptores citoplasmaticos, inicialmente descritos por Jensen y Jacobson
(1962), estan formados por ligandos de alta afinidad (Kd= 10-10 M) para las hormonas y
se encuentran presentes en baja cantidad (2-6 x 104 moléculas por célula) especificamente
en células blanco. Después de fijar a los esteroides estos receptores experimentan
cambios conformacionales que forma parte de una secuencia de activacién, la cual
aumenta la afinidad del complejo hormonal por el ADN presente en los cromosomas en
interfase. La fijacion del complejo hormona-receptor al ADN se realiza con gran afinidad en
lugares particulares del genoma localizados relativamente lejos (-222 a —95 pares de
bases) de la llamada “caja TATA”, secuencia que se acepta como parte del promotor en
las células eucariotas (Ma et al, 1994). Estos sitios de fijacion se caracterizan por la
presencia de secuencias especificas en el extremo 5-terminal. La interaccién del complejo
con el ADN y el ARN polimerasa Il induce la sintesis de moléculas precursoras ARN
heterogéneo nuclear (ARNhn) de ARNm especificos, esta estimulacion es demostrable
dentro de los 30 minutos siguientes a la penetracion del esteroide al citoplasma celular. El
estr6geno y su receptor se unen a una secuencia especifica del DNA, llamada elemento
de respuesta a los estrogenos (ERE), y son localizados en la regiébn promotora de los genes
gue son sensibles a los estrogenos, estos EREs funciona como un amplificador en los
genes, para dar una respuesta especifica, asi como, tener influencia en el indice de
transcripcion del gen (Petterson et al., 1997). Los EREs han sido identificados en regiones
promotoras de multiples genes que son esenciales para que el cerebro lleve un adecuado
funcionamiento, asi como también, estan relacionados con algunas de las disfunciones del
cerebro. Algunos de estos genes son los que sintetizar acetilcolintransferasa (Miller, et al.,
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1999), esta induccion de los EREs pueden contribuir a los efectos de neuroproteccion, ya
gue el gen de la familia de Bcl-2 contiene la secuencia especifica (ERE) (Garcia-Segura et
al., 2001 ; Pike, 1999), otros genes que contiene secuencias de EREs son: fos, en donde,
se han encontrado diferencias sexo especificas, en la sintesis de este elemento, ciclina D1
(Sabbah et al., 1999; Arrieta et al., 2000).

Se ha observado que en respuesta a la penetracion de los esteroides se produce
una acumulacion de RNAhn, dentro del nucleo de las células blanco y un poco después
del ingreso de los esteroides se produce un aumento en la concentracién de RNAm tanto
en el ndcleo como en el citoplasma. Este Ultimo hallazgo ha llevado a considerar que los
receptores especificos, activados por la fijacion de las hormonas esteroides, pueden
funcionar como estabilizadores del RNAm y de las moléculas precursoras del RNAhn, tanto
en aguellas cuya sintesis se induce mediante la interaccion hormona-receptor-DNA, tal
sucede, por ejemplo, en el caso de la vitalogenia (Bernstein et al., 1989).

Hasta el momento se acepta que la fijacion del estradiol a receptores intranucleares,
pueden funcionar como factores reguladores de la transcripcion, induciendo tanto cambios
en el aumento y la estabilidad del material genético y de sus precursores (Rainbow et al.,
1982). Se ha podido identificar un numero considerable de proteinas y ARNm que son
regulados por la presencia de estrégenos; algunas de estas proteinas, participan de
manera directa en el mecanismo de transmision del impulso nervioso (Law, et al., 1994) y
pueden seguramente constituir parte importante de los cambios de comunicacion inter-
neuronal, inducidos por la presencia de hormonas esteroides. Se ha observado que
subsecuentemente a la modificacion gendmica inducida por los estrogenos, es posible
observar cambios morfoldgicos en las neuronas que acumulan estas hormonas esteroides,
tales como el NVM del hipotalamo, los cambios observados incluyen: a) aumento en la
concentracion intracelular de ARN y consecuentemente, b) en el nimero de ribosomas, c)
en la cantidad de reticulo endoplasmético, d) aumento en el numero de vesiculas de
secrecidn y e) en la sintesis de proteinas importantes para la funcién nerviosa, tales como
las encefalinas (Funabashi y Kimura, 1994). Estas observaciones corroborar, a un nivel
molecular, los resultados de estudios anteriores, que habian demostrado que la sintesis de
ARN vy de proteinas inducida por los estrégenos es indispensable para la induccién de la
diferenciacion sexual (Young et al., 1995).

Como ya se hizo mencion, el estradiol tiene influencia en la regulacion de la
expresion de numerosos genes, que pueden mediar el mecanismo de neuroproteccion, los
cuales son: los involucrados en la relacion de apoptosis y supervivencia, funcion
mitocondrial, la funcionalidad de los astrocitos, sintesis y secrecion de neurotransmisores,
expresion de neurotrofinas, factores de crecimiento, asi como, sinaptogénesis y elongacion
axonal y/o dendritica (Shughrue y Dorsa, 1993; Garcia-Segura et al., 2001).

Para que los estrogenos puedan mediar su funcidn neuroprotectora, deben de
unirse a su receptor especifico, que en el caso de los estrogenos existen 2 tipos de
receptores, y que para su mecanismo de accién depende de la cantidad, localizacion y del
tipo de receptor que se encuentre en el nucleo, para que se dé la accion protectora o la
muerte de la célula (Nielsen, et al., 2000).

23



4.4.2 Receptores a estrégenos

Los receptores a estrogenos (ER) son el a 'y B, estos tiene estructuras muy similares
y presentan una alta homologia en la secuencia de aminoéacidos, particularmente en la
dominancia a la union del ADN (Kuiper et al., 1996), ambos tienen una funcion de activar
el dominio amino terminal (AF-1y 2), que son sitios de dominio para que los estrégenos
tengan un sitio de union al ADN, ya sea una zona central o una area carboxilo terminal del
ADN. “in vivo”, los receptores a estrégenos forman parte de un complejo de proteinas que
incluyen, proteinas de shock e inmunofilinas (Tsai y O‘Malley, 1994), estos receptores se
encuentran distribuidos en el cerebro anterior, hipotalamo y amigdala, asi como, en las
subdivisién de estas regiones, sobre todo en aquellas regiones que son necesarias para
las funciones reproductivas (Pfaff y Keiner, 1973; Don Carlos et al., 1995).

Los receptores a estrogenos en mamiferos, son ERa y B, los cuales se expresan durante
el desarrollo de hembras y machos en el APO. La cantidad de receptores que se presentan
durante el desarrollo y el estado adulto de las ratas, se presentan diferencias entre hembras
y machos en el APO, ya que los niveles de RNAm del receptor a y el propio receptor, son
mas altos en las hembras que en los machos (Zhou et al., 1995). Ademas se ha encontrado
que los estrogenos desregulan la expresion de ERa en el APO de ratas macho; pero los
niveles de expresion de RNAm del ER[ son mas altos en los machos que en las hembras
en el periodo pre y post-natal (dia de gestacion 17 y a los 15 dias después del parto, no
asi en el estado adulto) (Don Carlos, et al., 1995; Karolczak y Beyer, 1998). Ademas esta
comprobado que en las ratas, los machos muestran una mayor cantidad de estrégenos al
momento de nacimiento en el APO (Beyer, et al., 1993). Asi, una sobreexpresién de ER]
es acompafiada con altos niveles de sintesis de estrogenos y la expresién de aromatasa
en el APO del macho, estos factores pueden regular la diferenciacién sexual (Karolczak y
Beyer, 1998; Patrone, et al., 2000). También parece ser que en el estado adulto, los
machos tienen menor capacidad para sintetizar receptores, sin embargo, cuando ocurre un
dafio en el SNC se ven aumentados los niveles de aromatasa y de una accién
neuroprotectora, y con este incremento, el macho tiene mas defensas o respuestas ante
una enfermedad neurodegenerativa, no asi las hembras que son mas susceptibles a estas
enfermedades (como el Alzheimer’s), esto también estaria involucrado en el periodo critico
de diferenciacion sexual (Garcia-Segura et al., 2001).

Se ha encontrado que existen mas similitudes que diferencias entre los dos tipos de
receptores, los ERs reconocen el mismo ERE (Kuiper, et al., 1998); en contraste con estas
observaciones, la creacion de ratones knockout a ERa y 8, sugieren que los dos tipos de
receptores tiene distintas funciones fisioldgicas, la ausencia del ERa resulta en la pérdida
del efecto de inducir hiperplasia en el Utero por parte de los estrogenos, ademas de
provocar un comportamiento anormal e infertilidad, por el contrario, la ausencia del ERB no
provoca en el raton estos cambios (Korach, 1994). Asi se puede mostrar que los dos tipos
de ERs en un mismo tipo de célula, pueden tener un efecto diferente en el proceso
fisiolégico o metabdlico, entonces los estrégenos pueden inducir diversas sefales
intracelulares y con ello distintas respuestas fisioldgicas y metabdlicas y que estos
resultados puedan servir para entender el proceso de desarrollo de las células neuronales;
los ERB pueden tener una funcién en el proceso de diferenciacion de las células y la

24



activacion de los ERa esta implicado el proceso de sinaptogénesis ambos durante el
desarrollo y el estado adulto del CNS (Patrone, et al, 2000; Temple, et al., 2001). Ademas
se ha sugerido que el ERp tiene una respuesta neuronal dimorfica a los estrogenos para
el comportamiento sexual y liberacion de gonadotropinas (Temple, et al., 2001).

No obstante lo mencionado sobre la proteccion ejercida por los estrégenos, estos
también pueden causar un dafio a las neuronas, esto depende del tipo de receptor presente
en el tejido, la localizacién de los receptores en areas dimorficas como lo son: el area
predptica, anteroventral, expresan diferentes receptores durante su desarrollo
(Kuhnemann et al., 1994; Don Carlos et al., 1995), en el area predptica se demuestra una
supervivencia neuronal en el macho (Dohler et al., 1984) y se muestra una muerte celular
en area paraventricular en ratas hembras adultas, cuando se administra un tratamiento con
esteroides, ya que en el APO presenta los dos tipos de receptores y en el APV solo tiene
el receptor B (Arai et al., 1996; Davis et al., 1996); en el estudio realizado por Yoshida y col.
(2000), muestra la presencia de apoptosis en el area predptica media en ratas neonatales,
donde la distribucion y cantidad de células apoptéticas depende del sexo, subdivision del
area y el periodo de administracion de las hormonas.

En el trabajo realizado por Nielsen et al (2000) en células hipotalamicas de rata “in
vitro”, en donde utiliza estrogenos y un anti-estrogeno (tamoxifen), se demostré que la
utilizacion de tamoxifen en la linea celular RCF-8.1 bloquea la accion de los estrogenos,
induce un incremento en la proliferacion de las células y disminuye el indice de
supervivencia en otras lineas celulares (RCFI2 y RCA-6), también hacen mencion, que
para que los estrogenos tengan una accion neuroprotectora y por consiguiente un aumento
en la supervivencia de las lineas celulares deben presentar los dos tipos de receptores (a
y B), Y que, en células que solo presentan el receptor B, las neuronas presentan un
incremento en la muerte, ya que, el receptor B tiene un efecto sinérgico a la muerte de las
células (Temple et al., 2001), en estas células los estrogenos actuan sobre el receptor a
para inducir la sobreexpresion de genes antiapoptética de la familia de Bcl-2, en el caso de
las células que solo expresan el receptor 3, este puede estar relacionado con la activacion
del sistema Fas-Fas ligando (FasL), este sistema es un mecanismo primario para la
induccion de apoptosis en células y tejidos (Mor et al., 2000). Se ha demostrado que los
estrogenos regulan la expresion del FasL (Gutiérrez et al., 1999), este sistema activa a la
caspasa 10, que a su vez actla activando a la caspasa 3, que es la encargada de la
activacion de endonucleasas, encargadas de fragmentar el ADN durante el proceso de
apoptosis, estos estudios de Nielsen han sido comparados con trabajos previos de varios
autores (Garcia- Segura et al., 2001).
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5. APOPTOSIS EN EL SNC

Durante la diferenciacion sexual las células neuronales sufren un proceso
apoptaotico. Los estrogenos pueden regular la muerte celular de las neuronas por apoptosis.
Se han realizado estudios, donde se observan células apoptéticas en el desarrollo del
dimorfismo sexual en la SDN-POA, asi como, en procesos naturales y patoldgicos (Davis,
et al., 1996; Maky, et al., 2000; Nielsen, et al., 2000; Adrienne, et al., 2000).

En el desarrollo del cerebro, alrededor de la mitad de las células mueren
(Oppenheim.1991; Mooney y Miller, 2000), las neuronas que mueren durante el proceso
de desarrollo cerebral presentan signos de apoptosis y este tipo de muerte es un importante
mecanismo, que determina el tamafo y forma del SNC (Chia, et al., 2000).

El nombre de apoptosis fue propuesto por Kerry Searle (1972), que provienen del
griego Apo (desde) y Ptosis (caida o prolapso de un érgano o parte de €él). La apoptosis es
una forma de muerte celular, que ocurre en los tejidos ya sea en condiciones fisiol6gicas
normales o patolégicas. Es un fenémeno fundamental en el desarrollo embrionario,
metamorfosis (Ker, et al., 1972), atrofia tisular y regresion tumoral (Kerr y Searle, 1973;
Ucker. 1991) tanto en animales vertebrados como invertebrados.

La apoptosis es una forma activa de muerte celular, inducida por factores
reguladores, generalmente extrinsecos a la célula misma, que pueden afectar al programa
genético intrinseco de muerte, que se caracteriza, por el encogimiento de la célula,
condensacion de la cromatina y la formacion de pequefios pedazos esféricos de membrana
gue contienen fragmentos nucleares, referidas como cuerpos apoptoticos. La caracteristica
fundamental de la apoptosis es la activacion de una endonucleasa dependiente de Ca2+y
Mg2+, la cual rompe el DNA de manera especifica en el espacio internucleosomal
produciendo fragmentos de 180-200 pares de bases o sus mdultiples. Estos fragmentos
pueden ser observados en un gel de agarosa como bandas caracteristicas en forma de
escalera, que son marcadamente diferentes del patron electroforético difuso que resulta
del rompimiento del DNA al azar que ocurre en la necrosis (Hsueh, et al., 1996). Las células
gue mueren por apoptosis son fagocitadas rapidamente por las células vecinas ya que la
fagocitosis ocurre antes de que se pierda la integridad de la membrana, de tal manera que
tampoco hay componentes citoplasmicos en el espacio intercelular que produzcan una
reaccion inflamatoria (Hsueh, et al., 1994).

Hasta hace poco tiempo se consideraba que la fragmentacién internucleosomal del
DNA era el primer cambio ocurrido durante la apoptosis, evidencias actuales indican que
la célula apoptoética sufre una serie de cambios en la membrana celular que aparentemente
preceden a la fragmentacién del DNA, entre estos cambios podemos mencionar: la
expresion de sitios de unién a la trombospondina (Parker, et al., 1998), la pérdida de
residuos de &cido sialico (Saidapur, 1978) y la exposicidén de fosfatidilserina (Vaux, et al.,
1992). Se sabe que en las células que sufren apoptosis, se altera la asimetria en la
composicion de fosfolipidos de la membrana plasmatica, quedando expuestos en la cara
externa de la membrana fosfolipidos, como la fosfatidilserina, que normalmente solo
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pueden encontrarse en la cara interna de la membrana celular. Se ha propuesto que estos
cambios superficiales tempranos son los que ocasionan que las células apoptéticas sean
rapidamente reconocidas por las células que las fagocitan, evitando asi procesos
inflamatorios en este tipo de muerte celular (Vaux, et al., 1992).

Las investigaciones en los ultimos afios, indican que la mitocondria juega un papel
decisivo en esta fase efectora de la muerte celular, ya que eventos claves del proceso de
la apoptosis estan relacionados con la mitocondria. La liberacion de activadores de las
caspasas, cambios en transporte de electrones, pérdida del potencial de membrana,
alteraciones en actividades de oxido-reduccion celular y la participacién de proteinas de la
familia de Bcl-2, son algunas de las diferentes sefiales que convergen en la mitocondria
para inhibir o activar el proceso de muerte (Henker, 1996; Adrianne, et al., 2000).

Existen 2 tipos de proteinas que se ven involucradas en la apoptosis y que pueden
ser estimulados por los estrégenos, estos son la familia de Bcl-2 y las caspasas. La familia
de Bcl-2 consta de aproximadamente 15 miembros y puede ser dividida en dos grupos
funcionales, y estos se encuentran en diferentes compartimientos subcelulares en
ausencia de una sefial de muerte, estos grupos son: pro-apoptoticos (bax, bad, bak, bok,
bid, bim, bik y blk), estos se localizan en el citosol o citoesqueleto (Gross, et al., 1998) y
anti-apoptoticos (bcl-2, bcl-Xs, bcl-W. Mcl-1 y bcl-XL), estas proteinas se encuentran
principalmente en la mitocondria. pero también se han localizado en el reticulo
endoplasmatico y membrana nuclear (Cuadro 4) (Zhu, et al., 1996); la proteina bcl-2, de
aproximadamente 25 kDa, es una proteina integral de membrana que puede bloquear la
muerte neuronal durante el desarrollo del cerebro, ademas, se ha demostrado que las
células que sobrexpresan bcl-2 son resistentes a diversos estimulos de muerte (Farlie, et
al., 1995); los niveles de proteinas anti y pro-apototicas, determinan el destino de la célula,
ya que pueden bloquear o estimular la muerte de la célula (Chia, et al., 2000). Las caspasas
son una familia de proteinas que pueden activar la muerte por apoptosis (existen 14 tipos
de caspasas). La familia de Bcl-2 y las caspasas, participan en una serie de eventos en
cascada que termina con la activacion de endonucleasas que fragmentan al ADN en
cuerpos apoptoéticos (Korsmeyer, 1999).

Los principales reguladores intracelulares de la apoptosis son la familia de Bcl-2,
proteina de mamiferos homodloga estructural y funcionalmente a la proteina CED-9,
esencial para la prevencion de la muerte celular en C. Elegans (Hengartner y Horvitz,
1994). Los miembros de la familia de Bcl-2, poseen los dominios homologos conservados,
llamados BH1 y BH2 y algunos como bcl-2, bcl-Xs y bcl-W contiene dominios adicionales
BH3 y BH4, que corresponden al segmento de la anfipatica a hélice (Reed, 1998). Estas
proteinas presentan un dominio c-terminal hidrofébico que les permite anclarse a la cara
citoplasmatica de las membranas de la mitocondria, reticulo endoplasmético y de la
envoltura nuclear, de forma que puedan regular la muerte de las células (Green y Reed,
1998).

Los miembros anti-apoptéticos, muestran una conservacion en sus dominios
homoélogos. Las moléculas pro-apotéticas conservan menos esta homologia, sobre todo en
el segmento BH4. En estudios de mutagénesis y delesion, se argumenta que el dominio
BH3 en la proteinas pro-apoptoticos, sirve como un punto critico para la muerte. Las
proteinas proapoptéticas pueden ser divididas por la presencia o ausencia de los dominios
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BH1 y BH2, las proteinas que tienen presente estos dominios son bax, bak, y bok, y las
proteinas que no presentan estos dominios son bid, bik y blk. Seguido de una sefial de
muerte, los miembros proapototicos sufren un cambio conformacional, que le permite
integrarse al interior de la membrana externa de la mitocondria Las proteinas pro y
antiapoptoticas que participan en el proceso de muerte de las neuronas son: bcl-2, bcl-XL
y Bax (Gonzélez-Garcia, et al., 1995), en experimentos realizados en ratones mutantes
gue no tienen el gen para sintetizar bcl-KL, mueren durante el desarrollo embrionario,
presentan muerte masiva de neuronas postmitéticas inmaduras del cerebro, médula
espinal y ganglios de la raiz dorsal (Montoyama, et al., 1995). Los ratones mutantes nulos
para sintetizar bcl- 2 completan su desarrollo embrionario, pero mueren 30 dias después
del parto, mostrando pérdida progresiva de las motoneuronas faciales y sensoriales
(Michaelidis, et al., 1996). Los mutantes que sobreexpresan bcl- XL o bcl-2 presentan un
incremento en el nimero de neuronas sensoriales y una mayor supervivencia ante
estimulos externos que puedan provocar la muerte de la célula (Martinou, et al., 1994;
Parsadanian, et al.,, 1998). Los animales mutantes nulos para Bax se desarrollan
normalmente, pero presentan un incremento en el nimero de neuronas (Deckwerth, et al.,
1996).

Se ha establecido en modelos con liposomas que llevan los canales de porina
mitocondrial (también llamados canales de aniones dependiente de voltaje o VDAC) que
muestran que las proteinas pro-apoptoéticas bax y bak aceleran la apertura del VDAC (por
cambios conformacionales), mientras que las proteinas anti-apoptoticas bcl-2 lo cierran por
union directa a bax y bak y no permiten al citocromo ¢ pasar a través VDAC fuera de los
liposomas. Algunos autores (Martinou, et al., 1994), sugieren que Bcl-2 estimula que se
cierren los canales VDAC en liposomas, mientras que bax y bak facilita su apertura. Sin
embargo, bax y bak, permite el paso de citocromo c¢ para pasar a través de VDAC. Esto
esta soportado porgue el didmetro de VDAC es normalmente pequefio para permitir el paso
de citocromo c. Shimizu y colaboradores (1999), proponen que después de que VDAC
interactia con bax y bak sufren cambios conformacionales y esto permite a VDAC
(posiblemente en combinacién con bax o bak) formar un megacanal que permita al
citocromo c atravesar la membrana plasmatica de la mitocondria y la liberacion del
citocromo c provoca la activacion de las proteasas (caspasas) (Vander Hein, 1999).

Las caspasas son proteinas que contiene cisteina y una proteasa especifica a
aspartato, se presentan como pro-enzimas en células vivas, estas caspasas presentan tres
dominios: un dominio n-terminal, una sub-unidad menor y una mayor (Alnemri, et al., 1996).
Las caspasas responden al estimulo apoptoético, mediante la activacion de una cascada
intracelular proteolitica que ocasiona la activacion o inactivacion de diferentes sustratos
celulares y con ello provocar la muerte de la célula. Las caspasas son sintetizadas como
proenzimas inactivas, denominadas procaspasas, la activacibn de las procaspasas
involucra un proceso proteolitico entre sus dominios, por la asociacion de su sub-unidad
menor y la mayor, para formar una forma activa, como, heterodimero o tetramero
(Thomberry y Lazebnik, 1998). Una vez activadas las caspasas, estas pueden activar a
otras caspasas y a otros substratos celulares, como puede ser, el factor de fragmentacion
de DNA (que es activado por la caspasa 3, que es uno de los causantes de los cambios
tipicos de la apoptosis (Liu, et al.,, 1991). Las caspasas que participan en la apoptosis
pueden dividirse en 2 grandes grupos: caspasas iniciadoras (2, 8, 9 y 10), que se actian
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en respuesta a las caspasas efectoras (3, 6 y 7), las cuales proteolizan sustratos celulares
provocando los cambios morfolégicos tipicos de la apoptosis (Thomberry y Lazebnik,
1998). Las caspasas 3 y 9, tienen efectos en la muerte de las neuronas durante el
desarrollo del SNC (Hakem, et al., 1998). La activacién de la caspasa 9 activa ala 3y
permite la liberacion del citocromo ¢ de la membrana caspasa efectoras (3, 6 y 7), las
cudles proteolizan sustratos celulares provocando los cambios morfologicos tipicos de la
apoptosis (Thomberry y Lazebnik, 1998). Las caspasas 3 y 9, tiene varios efectos en la
muerte de las neuronas durante el desarrollo del SNC (Hakem, et al., 1998). La activacion
de la caspasa 9 activa a la 3 y permite la liberacién del citocromo ¢ de la membrana
mitocondrial durante el proceso de apoptosis. Se conocen unos 40 sustratos celulares de
las caspasas (Cryns y Yuan, 1998), entre estos se encuentran proteinas que inhiben o
activan la muerte celular, como la familia de Bcl-2, proteinas que participan en la reparacion
del ADN o en la organizacion de la cromatina (Casciola-Rosen, et al., 1996) y proteinas
implicadas en la regulacién del citoesqueleto (Rudel y Bokoch, 1997). En la muerte de las
células del SNC puede patrticipar otra proteasa, la calpaina, cisteina proteasa dependiente
de Ca2+; en ocasiones la apoptosis neuronal requiere la participacién conjunta de calpaina
y las caspasas (Squier, et al., 1994).

Las proteinas de la familia de Bcl-2 y las caspasas, a su vez, son reguladas por
sefales extra celulares de supervivencia o de muerte. Diversas familias de neurotrofinas y
factores de crecimiento forman parte de las moléculas que median la supervivencia de las
neuronas en el SNC. Sus sefales de supervivencia se pueden traducir por la via
intracelular que implica a la PI3K (fosfoidilinositol-3 cinasa) (Kulik y Weber, 1998) y
consecuente activacion de la proteina-cinasa B o Akt (Franke, et al., 1997) o por la via que
implica a las MAPK (del inglés, Mitogen —Activated Protein Kinases) (Nufies y del Paso,
1998). La activacion de Akt supone la fosforilacion directa de Bad (Datta, et al., 1997) que
se mantiene unido a la proteina 14-3-3 y con ello ejercer una inactivacion de Bad. Por el
contrario, Bad no fosforilado se une a bcl- XL o bcl-2 impidiendo que estas proteinas
ejerzan su funcion de supervivencia (Zha, et al., 1996). Existe, ademas, otra via de
induccién de muerte que implica la sefializacion de los llamados receptores de muerte. Los
mejor caracterizados son Fas y el receptor TNF (Factor de Necrosis Tumoral), a los que se
les une sus respectivos ligandos Fas-Ligand y TNF-Ligand (Ashkenazi y Dixt, 1998). Un
caso sorprendente que tiene lugar durante el desarrollo del sistema nervioso, es el de la
activacion por NGF del receptor de neurotrofinas p75, que contienen una secuencia con
homologia de dominio de muerte. Este receptor participa en la apoptosis inducida por NGF
en retina de pollo (Frad, et al., 1996) y es esencial para la muerte celular que afecta el
desarrollo de las neuronas simpaticas (Bamiji, et al.,, 1998). La sobreexpresion de su
dominio intracelular puede inducir la muerte de algunas neuronas “in vivo” (Majdan, et al.,
1997). A union de NGF a p75 puede producir la liberacion de ceramida y la activacion de
JNK (del inglés, c-Jun N-terminal Kinase) en células gliales, ambas rutas implicadas en la
muerte por apoptosis. También se ha demostrado que la muerte por apoptosis, se
encuentra regulada por algunos factores como son: 1) gonadotropinas y estrégenos, 2)
varios factores de crecimiento y supervivencia como (IGF-I, EGF, TGF-o0, TGf-a, PCNA,
p53. etc.). 3) proteinas inhibidoras de la apoptosis (AIPs) y 4) algunas citocinas como la
interleucina 1-B. En contraste los andrégenos, el GnRH y el TNF-a ejercen una regulacion
positiva (Casaccio-Bonnefil, et al., 1996).
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JUSTIFICACION:

El mecanismo(s) de accion a través del cual actian perinatalmente las hormonas
esteroidales para inducir la organizacion del hipotalamo en la rata, no ha sido aclarado en
su totalidad, ya que, se presume que el macho es el que se diferencia por la presencia de
hormonas gonadales en la etapa perinatal. Debido a que se han presentado algunas
evidencias que parecen apoyar la idea de que el individuo que se diferencia activamente
es el femenino, o bien que los dos sexos deben ser susceptibles a efectores caracteristicos
(Williams y Herrup, 1988; Alexander, el at., 1991), en este trabajo se propone estudiar que
este cambio activo de las hembras o de los machos, quiz4 se deba a la presencia de un
factor de proliferacién celular o a factores apoptoticos que inhiban o activen la apoptosis y
gue esto se manifieste en el dimorfismo sexual hipotalamico durante la diferenciacion
sexual hipotalamica y el estado adulto de la rata, asi como, el efecto que pudieran tener
sobre la desfeminizacion y la masculinizacion de las mismas.

HIPOTESIS:

La inhibicion de la apoptosis predomina sobre la proliferacién celular durante la
diferenciacion sexual hipotalamica.

OBJETIVOS:
OBJETIVO GENERAL:

Determinar la participacion de los procesos apoptoticos y de proliferacion celular
durante la diferenciacion sexual hipotalamica.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Establecer la relacion de expresion de factores antiapoptotica en el area predptica
durante la diferenciacién sexual hipotalamica de ratas hembras y machos tratados
neonatalmente con propionato de testosterona (PT) y tamoxifen (T)
respectivamente, asi como en los animales control.

- Senfalar el nivel de proliferacion neuronal en el hipotdlamo, mediante la distribucion
del antigeno de proliferacion celular nuclear (PCNA), durante la diferenciacion
hipotaldmica de ratas hembras y machos tratados neonatalmente con propionato de
testosterona (PT) y tamoxifen (T) respectivamente, asi como en los animales
control.
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ESQUEMA DE TRABAJO

SELECCION DE LAS RATAS PROGENITORAS

CICLADO Y CRUZA

SELECCION Y TRATAMIENTO DE LAS CRIAS
(Rodriguez, et al., 1998)

OBTENCION DE CEREBROS
(Skinner, 1975)

PROCESAMIENTO DE CEREBROS PARA CORTES

HISTOLOGICOS (CORONALEYS)
(Skinner, 1975)

IDENTIFICACION DE bcl-2 Y PCNA POR MEDIO DE

INMUNOHISTOQUIMICA
(Davis, et al., 1996)
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6. MATERIAL Y METODOS

El material biolégico se obtuvo del Bioterio de la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Xochimilco.

Se utilizaron en la parte experimental de este trabajo ratas de la cepa Wistar tanto
hembras adultas (madres) como sus respectivas crias y se mantuvieron de acuerdo a las
siguientes condiciones:

a) Condiciones constantes de luz-oscuridad (14 h de luz-10 h de oscuridad)
b) Temperatura21+1°C

C) Humedad controlada.

d) 11 a 15 cambios de aire por hora

e) Sanitizacion programada

f) Agua y alimentacién “ad libitum”.

Como el principal propésito bioldgico es estudiar las crias a tiempos muy cercanos
a la hora del nacimiento, fue necesario tener un control exacto del tiempo en que ocurre
este evento. Con este objeto se decidio llevar un control del tiempo de la fecundacion y asi
determinar con mayor precision el momento de los partos.

MADRES

1) Se seleccionaron ratas hembras de 60 dias de edad, para tener la certeza de su
normalidad enddécrino-reproductiva, se realizé en cada una de ellas el estudio de la
regularidad del ciclo estral mediante la determinacion diaria de citologia vaginal
durante un minimo de tres ciclos.

2) Las ratas cuyo ciclo estral presentd caracteristicas normales fueron colocadas en
presencia de machos para permitir una primera gestacion.

3) Se comprobd el estado de prefiez visualizando la presencia de espermatozoides,
por medio de un frotis vaginal post- coital (Dokas, 1983).

4) Es importante mencionar que bajo estas condiciones de observacion se tuvo un
tiempo de gestacion de 502 + 10 horas.
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CRIAS

a) Se consideré como hora cero, el nacimiento de cada una de las crias de la
camada.

b) Una hora después del nacimiento, se realiz6 el tratamiento de las ratas. machos
y hembras. Se agruparon en lotes de < 8 crias y se administraron los tratamientos
hormonales pre-definidos, de acuerdo al siguiente esquema (Rodriguez, et al.,
1998):

HEMBRAS

Controles:  20ul de aceite de girasol (libre de colesterol)
Tratadas:  Propionato de Testosterona 30ugen 20 pl de aceite de girasol.

MACHOS
Controles:  20ul de aceite de girasol (libre de colesterol)

Tratados:  Tamoxifen 200 pug en 20l de aceite de girasol

Con este tratamiento se evita el segundo pico hormonal que se presenta a las 3
horasdespués del nacimiento.

a) Laviade administracion que se utilizé fue la subcutanea, aplicandose el tratamiento
en la zona dorsal. Una vez realizada la inyeccion la parte afectada del animal fue
cubierta con petrolatum.

b) Las ratas se sacrificaron por decapitacion después del tratamiento a los siguientes
tiempos:

1, 3,6, 12, 24, 48 h.

c) Inmediatamente después del sacrificio se realizé la obtencion del cerebro.
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PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico y perfundidos
(intracardiacamente) con una solucion de glutaraldehido al 2% en un buffer de fosfatos con
un pH de 7.4 a 1 M (PBS), esta solucion debe mantenerse a una temperatura de 4°C.
Seguida de la perfusion los animales se decapitaron y se removié el encéfalo, el cuél fue
post-fijado con glutaraldehido al 2% en PBS a 4° C por 46 h, se realizaron 2 cambios de
solucion a las 24 h cada uno: seguido de la fijacidn el tejido, se crioprotegio con 10% de
sacarosa en un buffer de PBS por 24 h a 4° C, los cerebros se mantuvieron a —70°C hasta
gue fueron utilizados (Davis, et al., 1996).

INMUNOHISTOQUIMICA

Los cerebros fueron seccionados a 4um por medio de un criostato (Cryo-Cut AOP)
a - 20° C (laboratorio de histopatologia de la UAM-X y el area de neurociencias de la UAM-
). Previamente se realizé una comparacion con un atlas estereotaxico, para verificar la
presencia del tercer ventriculo, el quiasma Optico y la comisura anterior, que sirven como
referencia para localizar el APO (Skinner, 1975); los montajes de las secciones de los
tejidos se realizaron sobre portaobjetos usando poly-L-lysine (PLL) (Huang, 1983). Para
determinar un control en los cambios morfol6gicos de los cortes, se usd una tincién de
hematoxilina-eosina para cada tiempo y tratamiento de ambos sexos.

IDENTIFICACION DE bcl-2 Y PCNA

Se identificaron la presencia de estas moléculas utilizando anticuerpos para bcl-2 y
PCNA, los cuales fueron utilizados en los cortes histologicos, para comprobar la presencia
de un proceso anti-apoptéticos y proliferacion celular en el area predptica, y su visualizacion
por medio de microscopia; esto se realizd siguiendo las metodologias de Dauvis, et al.,
(1996) e Ino y Chiba (2000).

Los anticuerpos monoclonales se obtuvieron de los siguientes laboratorios:
bcl-2 (Lab. Santa Cruz Biotechnology)
PCNA Kit (Lab. ZIMED, USA)
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Expresion de PCNA por inmunohistoquimica
Se utilizo el estuche comercial de PCNA Zymed PCNA Stainig, USA.

Material:

Solucion bloqueadora.

Biotinylated mouse anti-PCNA.

Estreptovidina marcada con peroxidasa de rabano.

Mixture DAW (Tetracloruro de diaminobenzidina). La mezcla contiene 50 pl bufer de
sustratos, 50 pl tretacloruro de diaminobencidina y 30 ul de peroxido de hidrégeno (0.6%),
todo esto en 1.5 ml de agua destilada.

Hematoxilina:
PBS (pH 7.4, 1 Mol).

Procedimiento:

La actividad de la peroxidasa endogena se bloque6 con 50 ul de H202 al 3% en metanol
por 10 min.

Se lavaron los cortes en tres cambios de PBS durante 2 min, cada uno.

Se aplicéd 25 pl de solucién bloqueadora para cubrir el corre y se incub6 por 10 min., a
temperatura ambiente, con el fin de eliminar las reacciones inespecificas.

Se drend la solucidon y se aplicaron 25 ul del anticuerpo biotinilado de ratén anti-PCNA para
cubrir el corte y fue incubado por 30-60 min. a temperatura ambiente.

Se realizaron tres lavados con PBS durante 2 min. cada uno.

Se aplicé 25 ul de estreptovidina marcada con peroxidasa de rdbano para cubrir el tejido y
se incubaron por 10 min. a temperatura ambiente.

Las laminillas se lavaron con PBS 3 veces durante 2 min.

Posteriormente se depositd en el corte 25 ul de mezcla DAB y los cortes se incubaron por
2-5 min. a temperatura ambiente.

Para la tincion de contraste se adicion6 50 pl de Hematoxilina hasta cubrir el corte durante
1-2 min., la laminilla se lavé en agua destilada (Para frenar la reaccion de la Hematoxilina).
Seqguido los cortes se sumergieron en PBS hasta que tomaran una coloracion azul
(aproximadamente 30 seg.). Y por ultimo fueron montados para su observacion.
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Inmunodeteccion de PCNA

Bloqueo de la peroxidasa enddgena con
50 pl de H202 al 50% en metanol por 10 min.

3 lavados con PBS 2min. c/u.
Solucién bloqueadora, incubaciéon 10 min.
Se drend la solucion
A 4

Anticuerpo biotinilado anti-PCNA, incubacion 60 min.

3 lavados con PBS 2min. c/u.

\ 4

Estreptovidina marcada con peroxidasa de rabano, incubacion 10 min.

3 lavados con PBS 2min. c/u.

DAB mixture, incubacién 2 min.

3 lavados con PBS 2min. c/u.
Y lavado con HUO destilada

Hematoxilina (aprox. 30 seg.), y montaje

Observacion mediante microscopio 6ptico
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Inmunodetecciéon de bcl-2

Material

Solucién bloqueadora.

Anticuerpo primario anti-bcl-2.

Anticuerpo biotinilado.

Estreptovidina marcada con peroxidasa de rédbano.

Mixture DAB (Tetracloruro de diaminobenzidina). La mezcla contiene 50 ul bufer de
sustratos, 50 pl tretacloruro de diaminobencidina y50 ul de peroxido de hidrégeno (0.6%),
todo esto en 1.5 ml de agua destilada.

Hematoxilina.

PBS (pH 7.4. 1 Mol).

Procedimiento de trabajo:

La actividad de la peroxidasa enddgena se bloqued con 50 ul de H202 al 3% en metanol
por 10 min.

Se lavaron los cortes en tres cambios de PBS durante 2 min. cada uno.

Se aplicé 25 pl de solucién bloqueadora para cubrir el corte y se incub6 por 10 min. a
temperatura ambiente, con el fin de eliminar las reacciones inespecificas.

Se drend la solucion y se aplicaron 25 pl del anticuerpo primario anti-bcl-2 para cubrir el
corte y fue incubado por toda la noche a una temperatura de 4°C.

Al siguiente dia se aplico el segundo anticuerpo biotinilado durante 30 min. y se lavo 3
veces con PBS durante 2 min. cada uno.

Se aplico 25 pl de estreptovidina marcada con peroxidasa de rabano, para cubrir el tejido
y se incubaron por 10 min. a temperatura ambiente.

Las familias se enjuagaron con PBS 3 veces durante 2 min. cada uno

Posteriormente se aplicd 25 pl de DAB mixture y se incubd por 30 seg. Y se lavaron con
agua destilada.

Para la tincién de contraste se adicion6 50 ul de Hematoxilina por 1-2 min. El tejido se

coloco en PBS hasta que las secciones se tifieran de azul (aproximadamente 30 seg.). Y
finalmente se montaron para realizar su andlisis al microscopio.
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Inmunodeteccion de bcl-2

Bloqueo de la peroxidasa enddégena con
50 pl de H20:2 al 50% en metanol por 10 min

3 lavados con PBS 2 min. c/u

v

Solucién blogqueadora 10 min

Se drend la soluciéon

v

Anticuerpo Primario anti-bcl-2
Por 1 noche a 4°C

3 lavados con PBS 2 min. c/u

v

Anticuerpo biotilinado 30 min.
3 lavados con PBS 2 min. c/u

v

Estreptovidina marcada con peroxidasa de rabano, incubacion 10 min.

3 lavados con PBS 2 min. c/u

v

DAB mixture, incubacion 30 min.

3 lavados con PBS 2 min. c/u. Y lavado
Con H20 destilada

v

Hematoxilina (aprox. 30 seg), y montaje

\ 4

Observacion mediante microscopio 6ptico
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron comprobados, utilizando el método de “t” student pan grupos
independientes; y ANOVA, para datos intergrupales. La n=5 para todos los experimentos;
el intervalo de confianza fue de P a0.05. Fueron contadas 100 células en el APO de todos
los grupos y para cada n.

7. RESULTADOS

En el area predptica (APO) de ratas se calcularon los niveles de bcl-2 y PCNA, en
hembras y machos control, asi como, el de hembras masculinizadas y machos
feminizados, en diferentes estadios de vida neonatal. Primero se presentan los resultados
de los promedios generales que presentan PCNA y bcl-2 en todos los tiempos post-
tratamiento (Grafica 1 a y b; Cuadro 1), para que con ello, podamos verificar que el
tratamiento tuvo un efecto en el proceso de diferenciacion de hembras y machos.
Provocando una “masculinizacion” de las hembras y una “feminizacion” de los machos
experimentales, y que estos presenten un comportamiento similar en la expresion de los
niveles de PCNA y bcl-2. Los promedios de bcl-2 en machos control y hembras
experimentales demuestran similitud entre ellos (44.53 + 14.64 y 39.35 = 13.85,
respectivamente), aunque presentan diferencias estadisticas (P<0.05), el porcentaje de
efectividad del tratamiento fue del 88.36%. Para PCNA en los mismos animales el promedio
fue de 36.53 + 4.61 para machos y para las hembras de 34.3 + 5.75, teniendo una
efectividad del tratamiento del 93.89%. Para las hembras control y machos “feminizados”
los resultados fueron los siguientes: bcl-2 en las hembras presentd un promedio de 21.53
+ 4.19 y en los machos de 20.53 + 3.25, teniendo una efectividad del 95.35% y en la
presencia de PCNA tuvo una efectividad del 93.72%, en donde las hembras presentaron
un promedio de 28.54 = 6.14 y los machos “feminizados” tuvieron un promedio de 26.75 +
6.02.

Cuadro 1. Porcentaje general de células positivas a bcl-2 y PCNA en el APO de
ratas control y tratadas durante la diferenciacion sexual hipotalamica.

bcl-2 PCNA
¢ Control 21.53 +4.19b 28.54 + 6.14*
QTratadas 39.53 £13.832 34.30 £5.752
& Control 44.53 + 14.342 36.35 +4.612
d Tratados 20.53 + 3.25b 26.75 + 6.022

Se presentan los promedios y las DE. Literales iguales muestran diferencias estadisticas significativas
(P<0.05) al compararse animales controles o tratados para PCNA y bcl-2 respectivamente.
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Gréfica 1. Relacién de células positivas para bcl-2 y PCNA en el APO de hembras y
machos neonatales controles y tratados con T y PT durante la diferenciacion sexual
hipotalamica.
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A) Se presenta la relacién entre hembras y machos controles y tratados para PCNA. En el eje de las Y se
muestra el promedio general de células para PCNA = DE y en el eje de las X sé grafica el estadio de los
animales. B) Se presenta la relacion entre hembras y machos controles y tratados para bcl-2. En el eje de las
Y se muestra el promedio general de células positivas para bcl-2 £ DE y en el eje de las X sé grafica el estadio
de los animales. Literales diferentes muestran diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

En las graficas 2 y 3 se presentan los resultados para cada tiempo post-tratamiento
en las ratas control. Los machos controles muestran un incremento significativo en los
niveles de blc-2, siendo superior en un 200% el aumento a las 48 horas comparadas a la
hora de tratamiento, no asi, en el caso de las hembras controles donde el incremento a las
48 horas es aproximadamente de un 30%. La tendencia en los machos control, muestran
un incremento en el porcentaje de células positives a bcl-2, con respecto al tiempo,
encontrando en todos los tiempos diferencias significativas; para las hembras (cuadro 2) la
tendencia, es también, la de un incremento. pero este no es tan marcado como en el
macho, ya que en las hembras en la primera hora muestran un promedio de 20.2 = 3.1
células positivas a bcl-2, el cual tiene un incremento paulatino hasta llegar a su maximo
nivel de expresion a las 48 horas post-tratamiento, teniendo un promedio de 26.8 + 2.52
células, y en los machos se presenta un incremento en la primera hora con un valor de
21.65 £ 3 y un pico maximo a las 48 horas (60.1 + 2.5 células).

Es importante resaltar las diferencias que se observan en la expresion de bcl-2 en
el APO de las ratas hembras y machos controles (Grafica 2). En las hembras se observan
concentraciones relativamente bajas de bcl-2 en todos los tiempos, mientras que en los
machos controles hubo diferencias significativas en todos los tiempos, siendo la diferencia
mas grande entre 3 y 6 horas, alcanzando el nivel mas bajo a la hora de tratamiento, no
encontrando diferencias significativas entre machos y hembras controles a la primera hora
pos-tratamiento. En cuanto a la presencia de PCNA la tendencia fue la siguiente: en
hembras como en machos controles el indice de células positivas a PCNA muestran un
decremento, el cual en los machos solo es significativo a partir de las 24 horas, mientras
gue en las hembras es las 6 horas. Cuando los datos se compararon por sexo, se encontrd
gue en la primera hora no hubo diferencias significativas (37.35 + 4.1 vs. 37.55 + 2.9) entre
machos y hembras controles, sin embargo, si las hubo en el resto de los tiempos estudiados
(Cuadro 3, Grafica 4).
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En los animales experimentales en cuanto a la expresion de bcl-2 (Gréfica 4 y
Cuadro 2), se observé que en las ratas hembras tratadas (masculinizadas) hubo un
incremento significativo en el numero de células positivas a bcl-2 conforme aumento el
tiempo post-tratamiento, siendo el aumento mas importante el observado entre las 3 y las
6 horas postratamiento (76.3%). Aungue los porcentajes de células positivas a bcl-2 en las
hembras tratadas nunca alcanzaron los mismos valores de los machos control, el patron
gue sigui6 esta proteina fue igual en ambos grupos.

Cabe mencionar que en los machos controles se presentdé un aumento importante
en la expresion de bcl-2, alas 3y 6 horas, el cual no ocurrié en las hembras controles, pero
si en las hembras tratadas (Gréficas 2 y 5).

Grafica 2. Porcentaje de células positivas a bcl-2 en ratas neonatales control en el
APO durante la diferenciacion sexual hipotalamica.
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En el eje de las X se muestra el tiempo post-tratamiento, y en el eje de las Y el promedio + DE de células
positivas para bcl-2. Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p< 0.05).

Grafica 3. Promedio de células positivas a bcl-2 en ratas neonatales tratadas con T
y PT en el APO durante la diferenciacion sexual hipotalamica.
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positivas para bcl-2. Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p< 0.05).
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Cuadro 2. Relacion tiempo-tratamiento para células positivas para bcl-2 de ratas
neonatales control y tratados durante la diferenciacion sexual hipotalamica.

Tratamiento | 1 hora 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas

Q control 20.20 +3.1%¢ | 18.10 +2.22 | 18.60 +2.3% | 19.90 +2.4%°¢ | 25.60 +2.7¢ | 26.80 +2.5¢
4 control 21.65 +3.0° | 28.90 +2.4° | 46.80 +2.6" | 53.35 +2.9¢ 56.40 +2.6" | 60.10 £2.5'
Q tratadas 19.90 +2.5° | 22.80 +2.5¢ | 40.20 +2.8% | 47.75 +3.6¢ 50.60 +2.8° | 54.85 +3.4f
& tratados 22.60 +£3.2°¢ | 21.30 +2.8* | 18.45 +3.0® | 18.15 +2.8? 21.35 +2.9% | 22.20 £2.7%°

Porcentaje + DE de células positivas a bcl-2 en el APO durante la diferenciacién sexual hipotalamica. Literales
diferentes muestran diferencias significativas P< 0.05 para cada grupo de animales controles o tratados.

Cuadro 3. Relacién tiempo-tratamiento para células positiva para PCNA de ratas
neonatales control y tratados durante la diferenciacion sexual hipotalamica.

Tratamiento | 1 hora 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas

Q control 37.35+4.19 | 31.65 +4.3% | 29.25 +3.3 | 27.70 +2.8° | 23.05 +2.62 | 22.05 +2.22
& control 37.55 +2.9¢ | 39.80 +2.5° | 39.90 +3.3° | 38.30 +2.8° | 34.05 +2.5¢ | 29.60 +2.8"
Q tratadas 36.55 +3.8° | 39.75+2.8" | 39.10+3.1" | 34.75 +3.4® | 28.75 +2.3% | 26.90 +2.8"
& tratados 35.60 £3.9° | 30.50 £3.29 | 27.25 +2.9% | 24.95 +3.0° | 21.05 +2.02 | 21.15 +3.22

Porcentaje = DE de células positivas a PCNA en el APO durante la diferenciacién sexual hipotalamica.
Literales diferentes muestran diferencias significativas P< 0.05 para cada grupo de animales controles o
tratados.

Los porcentajes de PCNA (Grafica 5), no se observan diferencias tan marcadas
como en bcl-2, sin embargo, se observa una disminuciéon del contenido de PCNA en
machos controles (37.5 + 2.9) a la hora con respecto a las 48 horas (29.60 + 2.8) (Cuadro
3).

En los machos tratados (feminizados), la concentracion de bcl-2 tiende a disminuir
hasta las 12 horas post-tratamiento, para después aumentar a las 24 y 48 horas, este
patron de comportamiento de bcl-2 fue contrario a lo observado en los machos controles y
muy semejante, aunque con valores distintos al de las hembras controles.

En hembras tratadas (masculinizadas) el porcentaje de PCNA fue muy similar al
patrén de comportamiento que tuvo esta proteina en los machos control, en ambos casos
hubo una disminucion significativa en el porcentaje de células positivas para esta proteina
después de las 24 horas en los machos controles y un poco més anticipada (12 horas) en
las hembras tratadas, asi mismo, el patron de expresion de PCNA en machos tratados fue
muy similar al de las hembras controles, en ambos casos se observa una disminucién
significativa con respecto al tiempo.
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Gréfica 4. Promedio de células positivas a PCNA en ratas neonatales control en el APO
durante la diferenciacion sexual hipotalamica.
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Gréfica 5. Promedio de células positivas a PCNA en ratas neonatales tratadas con T y PT
en el APO durante la diferenciacion sexual hipotalamica.
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7. DISCUSION

El presente estudio utiliza la naturaleza dimérfica del area predptica hipotalamica
para determinar el efecto postnatal del tamoxifen y el uso de testosterona corno
tratamientos en ratas, tanto en machos como en hembras. En donde se establece el papel
de la influencia hormonal durante el periodo postnatal temprano, y que este ambiente
hormonal tiene influencia en los indicadores relacionados con la proliferacion y la muerte
celular durante el periodo critico de la diferenciacion sexual hipotalamica (DSH).

Los resultados de nuestro trabajo nos permiten proponer que la administracién de
tamoxifen (T) y propionato de testosterona (PT) a ratas machos y hembras
respectivamente, durante el periodo critico de diferenciacion, inducen feminizacién en los
machos y masculinizacidon en las hembras, por otra parte nuestros resultados nos permiten
proponer también, que en los procesos de diferenciacion sexual hipotalamica de la rata
participan eventos diferentes en machos y en hembras. En los machos el proceso de
diferenciacion es aparentemente mediado por un aumento en la neurogénesis y en la
prevencion de la muerte neuronal, en cambio en la hembra es mediado por una disminucién
en el proceso neurogénico y un aumento en la muerte de las neuronas. Como se muestra
en las graficas 1 a y b la administracion de T a machos a la hora de nacidos induce una
disminucion estadisticamente significativa (P< 0.05) en la concentracion de la proteina
antiapoptética bcl-2 y de la concentracion del antigeno nuclear de proliferacion celular,
PCNA, que es utilizada como un marcador de células en proliferacién, en cambio en las
hembras la administracion de PT provoca un aumento significativo (P< 0.05) en los niveles
de bcl-2 y PCNA.

En la gréfica 2 mostramos que en los machos controles, el nimero de células
positivas a bcl-2 es mayor que en las ratas hembras control, con diferencias
estadisticamente significativas (P< 0.05) a partir de las 3h post-tratamiento, y un aumento
en la expresion con respecto al tiempo, es posible que este efecto sea modulado por la
neuroproteccion ejercida por los estrogenos, ya que se sabe que esta hormona activa a los
elementos de respuesta a los estrogenos (ERES), que se encuentra en el gen de Bcl-2, y
con ello modular el proceso de la apoptosis. En concordancia con esta idea, se sabe que
en los machos existe un aumento considerable de testosterona de origen testicular y que
el proceso de aromatizacion que permite la transformacion de testosterona a estrégenos
aumenta considerablemente en el dia 18 de gestacion y a las 2 horas después del parto
(Rhoda, et al., 1984). En cambio en las hembras los niveles de bcl-2 son menores y no
presentan un incremento significativo en la expresion de bcl-2 a las 3h post-tratamiento, ni
tampoco se ven incrementados los niveles de estas proteinas con relacion al tiempo,
probablemente estos eventos se deban a la ausencia de testosterona de origen testicular
y aunque la hembra secreta cantidades considerables de estradiol en este tiempo, es
probable que estos no actlen, ya que como se ha propuesto estos son ligados e
inactivados por la alfa feto proteina, la cual es de mayor concentracion en las hembras que
en los machos durante los periodos de elevacién hormonal y por consiguiente el estradiol
secretado por las hembras no tiene interaccion con los EREs (Toran-Alleran, 1984; Gorski,
1985).

En la gréfica 3 se muestra la expresion de bcl-2, en machos tratados con tamoxifen,
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como se puede apreciar los machos tratados presentan un patrén parecido al de las
hembras controles y viceversa, las hembras tratadas con PT, presentan un aumento en los
niveles de bcl-2, teniendo una semejanza en los niveles de expresion de bcl-2 al de los
machos controles, véase grafica 2. Las hembras tratadas presentan un aumento
significativo en los niveles de bcl-2 a las 3 h postratamiento, al igual que los machos
controles, no existiendo diferencias estadisticamente significativas a las 12 h y una
diferencia discreta a las 24 y 48h, lo anteriormente descrito para las hembras tratadas se
podria explicar, por la administracion de PT que eleva la presencia de testosterona,
semejante a la que presenta el macho, y el metabolismo del PT en el hipotalamo a estradiol
mediado por el citocromo Passo aromatasa (Hutchison, et al., 1999), ejerce un efecto
preventivo de la muerte celular, a través de la induccion de una mayor sintesis de la
proteina antiapoptética bcl-2. EI comportamiento en los niveles de bcl-2 en los machos
“‘desmasculinizados” que son parecidos al de las hembras control, podria deberse a que el
tamoxifen al ser un antagonista de los receptores para estrogenos (Watanabe, et al., 1997),
bloquea la accion de estos y con ello se previene la sintesis de bcl-2, y por consiguiente se
disminuye el efecto protector de esta hormona, aumentando el numero de células que
mueren por apoptosis, como ha sido sugerido por otros autores (Davis, et al., 1996;
Yoshida, et al., 2000).

Por otra parte los resultados de esta investigacion, en lo que se refiere a la expresion
del Antigeno Nuclear de Proliferacién Celular (PCNA), que es utilizado como un marcador
de células en proliferacion, y que se ha visto que durante el periodo prenatal y postnatal
temprano es necesario para la replicacion y reparacion del DNA (Ino y Chiba, 2000), asi
como para la posterior sintesis de proteinas especificas de importancia en el proceso de
diferenciacion sexual, actuando en un periodo determinado, y que ocasionan
modificaciones permanentes y de vital importancia para la expresion reproductiva en
ambos sexos (Law, et al., 1994). Nuestros resultados en la grafica 4, muestran diferencias
significativas en los niveles de PCNA en hembras y machos controles y que estos niveles
disminuyen en ambos sexos con relacion al tiempo, en las ratas machos controles los
porcentajes de PCNA no presenta diferencias estadisticas significativas en los primeros 4
tiempos estudiados, en cambio, a las 24 y 48 h se encontr6 menores concentraciones de
PCNA estadisticamente diferentes a los tiempos previos. En las hembras controles se
aprecia una disminucion progresiva con respecto al tiempo, siendo esta disminucion mayor
alas 24y 48 h. En la grafica 5 se presenta el comportamiento en los niveles de expresion
de PCNA para los machos tratados con T y hembras tratadas con PT, en donde se muestra
gue las ratas machos tratados presentan un patron parecido al de las hembras control y
las hembras “masculinizadas” tienen niveles de expresion para PCNA similares al de los
machos control. Es importante mencionar que los resultados de PCNA no muestran un
incremento significativo a lo largo del tiempo, a diferencia de bcl-2 el cual muestra un
incremento significativo a las 3 horas post-tratamiento en los machos control y hembras
tratadas, esto pudiera sugerir que en la neurogénesis participa el principal metabolito de la
testosterona, el estrégeno.

Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Ino y Chiba, (2000), quienes
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encuentran que el PCNA se expresa durante el desarrollo embriologico del sistema
nervioso central y durante los primeros 4 dias de vida extrauterina de la rata, coincidiendo
este fendmeno de expresion de PCNA con el tiempo critico de diferenciacion sexual y con
la etapa de mayor division celular en el SNC.

Por otra parte, los resultados de nuestros experimentos en cuanto a los niveles de
expresion de PCNA en el APO de hembras y machos neonatales, tanto en animales
controles como en tratados, no coinciden con los resultados de Berstein, et al., 1989;
Goldstein, et al., 1990; Nishizuka, et al., 1993, quienes reportan que la neurogénesis
hipotalamica y particularmente del APO en la rata se presenta entre los dias 13 y 18 de
gestacion. También se ha reportado que la neurogénesis es diferente entre hembras y
machos, siendo mayor en el macho (Matsumoto y Arai, 1986), lo cual coincide con nuestros
resultados en cuanto a los niveles de PCNA en el APO.

También se ha reportado que la administracion de andrégenos a hamsters,
aumentan la incorporacion de nuevas células en el bulbo olfatorio (Huang, et al., 1999), y
gue en ratonas en gestacion el proceso de la neurogénesis se encuentra aumentado (Kaba,
et al., 1988). Sin embargo, es importante mencionar que en el proceso de diferenciacion
sexual hipotalamica de la rata, no solo participa el proceso de la neurogénesis.

Las hormonas esteroides, testosterona y estrégenos, participan en la diferenciacion,
proliferacion y prevencion de la muerte celular en el SNC (McEwen, 1992), los estrogenos
estimulan la diferenciacion y modulan la supervivencia neuronal tanto “in vivo” como “in
vitro” (Brinton, et al., 1997) y la testosterona afecta el crecimiento, diferenciacion,
morfologia y supervivencia neuronal probablemente no por si misma, sino, por su
conversion a estradiol (Goldstein, et al., 1990; Brooks, 1998). Sin embargo el mecanismo
mediante el cual actian estas hormonas en los procesos de regulacion neuronal es
parcialmente conocido (MacEwen, 1992; Zhang, et al., 2000).

En la diferenciacion sexual del hipotalamo y particularmente del APO en la rata la
apoptosis pareciera ser uno de los fendbmenos celulares que median las caracteristicas
morfologicas del dimorfismo como lo ha propuesto Davis y col (1996), quienes proponen
gue la masculinizacion del hipotadlamo es el resultado de la accion de la testosterona en el
cerebro, incrementando el numero de células en el APO, probablemente debido a un
aumento en la estimulacion de la neurogénesis, o incrementando la migracion o
diferenciacion de las neuronas, o previniendo la muerte celular y con ello aumentar el
namero de células durante el desarrollo del nacleo dimorfico en los machos. Sin embargo
Dodson y col. en 1988, ponen en duda que la testosterona y su metabolito el estradiol
actuen incrementando el numero de neuronas del nucleo predptico medio.

Zhang y col (2000), utilizando dos marcadores, uno para observar células en
division, bromodeoxiuridina, BrdU, y otro para células en diferenciacion, una B-tubulina
(TUJ 1), para estudiar el efecto que tienen los estrogenos y la testosterona sobre la
diferenciacion y la proliferacion, en cultivo de células de la neocorteza de embriones de
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rata, de 14 dias de gestacion, que es el periodo cuando inicia la diferenciacion neuronal y
se incrementa la proliferacién celular, encuentran en estas células que los estrégenos y la
testosterona inducen la diferenciacion y no la proliferacion de las neuronas, sin embargo
es importante mencionar que este estudio es realizado en células de la neocorteza y no
hipotalamicas.

Nuestros datos su quieren que el dimorfismo sexual en el APO de la rata, ocurre en
respuesta a los diferentes niveles hormonales en hembras y machos dado que estos
niveles hormonales inducen una regulacién en el proceso de muerte celular. Referente a
estas conclusiones, nuestros resultados presentados en las graficas 2, 3, 4, y 5 podrian
sugerir que el mecanismo de apoptosis, que es modulado por esteroides, durante la
diferenciacion sexual hipotalamica de la rata es de vital importancia para la conformacion
del dimorfismo del APO, ya que en los machos controles y en las hembras tratadas con PT
existe una mayor expresion de bcl-2 y con ello podria regularse el proceso de apoptosis, y
gue este factor se ha determinante para que el APO de estos animales sea mayor que el
de las hembras controles y los machos tratados con T. Ya que las hembras control y los
machos tratados con T presentan una menor cantidad de bcl-2, y con ello sus células
podrian sufrir una muerte por apoptosis. Y que los niveles de PCNA en hembras y machos
controles y tratados, no parecieran tener un efecto sobre la diferenciacion sexual, ya que
estos niveles disminuyen con relacién al tiempo post-tratamiento y no existen diferencias
significativas entre los grupos controles y tratados.

Nuestros resultados parecen estar de acuerdo con los de otros autores que han
estudiado el proceso de muerte de las células de areas dimorficas del hipotalamo; por
ejemplo, Davis (1996), demuestra que el niumero de células que no presentan reaccion a
la técnica de ISEL (no apoptoéticas) de animales intactos en un periodo de 1 a 13 dias de
nacidos, en donde muestra un incremento significativo (P< 0.0001) en el nUmero de células
no apoptoticas en los machos y que al compararlo con las hembras las cuales no muestran
un incremento significativo en el numero de células no apoptéticas. La incidencia de
apoptosis encontrada en machos y hembras intactos en el primer dia de nacidos muestra
diferencias significativas entre machos y hembras, ya que las hembras presentan un mayor
numero de células apoptéticas que los machos. En los estudios realizados por Yoshida y
col (2000), en ratas neonatales que van del dia 1 al 14, utilizando la técnica de tunel para
la deteccion de células apoptdticas, muestran que en las hembras existe un mayor nimero
de células apoptéticas comparado con el nimero de células apoptoticas que presenta el
macho en el nucleo predptico medio. También se ha demostrado que el nimero de
neuronas del APO decrece en las hembras entre el dia 4 y 10 postnatal, y que la
administracion de PT perinatal en hembras previene la perdida de estas neuronas y que el
tratamiento en machos de PT no induce un cambio apreciable en el del nimero de
neuronas en este mismo periodo (Dodson y Gorski, 1993); nuestros resultados sugieren
gue las hormonas esteroides pueden actuar reduciendo la perdida de las neuronas en el
APO, posiblemente por afectar el mecanismo de muerte celular, al incrementarse la
neuroproteccion que se ve mediada por el incremento de bcl-2 en los machos controles y
hembras tratadas con PT.
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m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo v
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

IDONEA COMUNICACION DE RESULTM

En México, D.F. se presentaron a las 10:00 horas del dia 27 del

ESTUDIO DE LOS FACTORES mes de JUNIO del afio 2002 en la
QUE REGULAN LA APOPTOSIS || Unidad IZTAPALAPA de la Universidad Auténoma
Y LA PROLIFERACION CELU- Metropolitana, los suscritos miembros del Jurado.

LAR DURANTE LA DIFEREN-

CIACION SEXUAL HIPOTALA-

MICA DE LA RATA DR. JAVIER VELAZQUEZ MOCTEZUMA;

DRA. ANA MARIA ROSALES TORRES;
DRA. ALDA ROCIO ORTIZ MUNIZ;

DR. ENRIQUE CANCHOLA MARTINEZ Y
M. EN C. MARCELA VERGARA ONOFRE

bajo la Presidencia del primero y con caricter de Secretaria la
ultima se reunieron a la presentacion de la Idénea Comunicacion

de Resultados para la obtencién del Grado de

(1 VERSIAD AT \Filistio, en:  BIOLOGIA EXPERIMENTAL
‘ s

\{HBEGC\ON DE SIS AS ESCOLARES
oo ' ECTOR ARMANDO HERRERA GUTIERREZ
I

—

(|

fracciones I, II, [Il y V del Reglamento de Estudios Superiores de
oryent . % esta Universidad, los miembros del Jurado resolvieron:
HECTOR ARMANDO HERRERA GUTIERREZ
FIRMA DEL INTERESADO

3 popresenté  una  comunicacién  de resultados,  cuya

Casa able minacion aparece al margen y de acuerdo con el articulo 78

f—),cmbn r/Q

REVISO

Acto continuo, el Presidente del Jurado comunicé al interesado el
resultado de la evaluacién y, en caso aprobatorio, le fue tomada

la protesta.
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