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INTRODUCCION

A través del reino animal, la conducta reproductiva es sexualmente dimorfica. Los machos y las hembras se
desarrollan tipicamente, y ademds son modelos altamente complejos y estereotipados, de conducta durante
una orientacion sexual, de cortejo y copula. Otro bien conocido ejemplo de dimorfismo sexual de las
funciones cerebrales son las concernientes a los feedbacks que controlan otra serie de sistemas muy
importantes en la regulacion del proceso reproductivo.

Las diferenciacion sexual de varios de los componentes del sistema reproductivo es un proceso critico
importante en los procesos de reproduccion bisexual. El resultado clésico de los estudios ha demostrado la
diferenciacion gonadal que es determinada en forma gendmica en parte de la mediacion de la organizacion
testicular del sistema antigénico de H-Y, que es un factor importante en la diferenciacion sexual de la
actividad hormonal del testiculo. En el caso de los érganos reproductivos internos, cada individuo mamifero,
tiene en un momento determinado un sistema primordial de tipo dual en el tracto reproductivo tanto para
machos (Wolffian) y femenino (Mullerian). Es bien conocido que los testiculos producen una hormona
inhibitoria que suprime el desarrollo de los drganos reproductivos internos de tipo femeninos Sin embargo,
los esteroides testiculares estimulan el desarrollo de los conductos Woffianos (Wilson 1981).

En el caso de la diferenciacion sexual de los genitales, se involucra un mecanismo diferente; en un punto del
desarrollo, tanto los genitales del macho y de la hembra son idénticos y son las hormonas testiculares las que
convierten a un primordio genital indiferenciado en aquellos que son tipicos del macho, mientras que la
ausencia a la exposicion a tales niveles hormonales se desarrollard a genitales femeninos,
independientemente del sexo genético. Por lo tanto, en los 6rganos reproductivos internos, son las hormonas
testiculares las que determinan la muerte o la sobrevivencia de estructuras anatdmicas diferentes, mientras
que la exposicion de hormonas testiculares masculinizan al primordio genital que inicialmente es comin para
ambos sexos.

Es claro, que el cerebro es criticamente importante en la regulacion de los procesos reproductivos. El proceso
de diferenciacion sexual podria ser comparado al de los 6rganos reproductivos internos (por ejemplo, el de la
sobrevivencia o muerte de dos diferentes primordios) o al de os genitales ( por ejemplo en la modificacion
del primordio comun) o quizas un proceso Unico que se lleve acabo para la diferenciacion del cerebro.

En conjunto, existen evidencias de la dependencia de las hormonas gonadales sobre los procesos de
diferenciacion sexual del cerebro y los probables mecanismos por el que las hormonas gonadales influyen en
este proceso. Varios delos resultados obtenidos de los estudios de diferenciacion sexual en forma estructural
en el cerebro y en la espina cordal, ha sugerido que el proceso de diferenciacion sexual involucra, en gran
parte, la modulacion de varios procesos fundamentales del desarrollo de la neurobiologia. Para el estudio del
fendmeno de diferenciacion sexual del cerebro, se ha extendido a diferentes disciplinas cientificas y solo
puede entenderse en forma multidisciplinaria.

Una divisiéon fundamental de los niveles en que esta involucrado el cerebro en la reproduccion, se pueden
dividir en dos procesos regulatorios:

a).- Intrinsecos.-



Los mecanismos de control que puedan ser independiente de cualquier individuo, que involucra al
cerebro, pituitaria y génada, como por ejemplo, la diferenciacion cerebral, pubertad, gametogénesis,
ovulacion, conducta sexual, embarazo y parto.

b).- Extrinsecos.-

Aquellos mecanismos en que estdn involucrados dos individuos, y que pueden ser subdivididos en
aquellas interacciones que estan involucradas estimulos aferentes o sensoriales primarios o especiales,
como el olfato, fotoperiodo, desarrollo visual, vocalizacion o bien factores sensoriales generales como la
estimulacion genital y estimulo de succion.

DIFERENCIACION SEXUAL DEL CEREBRO

Con respecto a los mecanismos regulatorios intrinsecos, que al parecer pueden ser utilizados para dividir los
procesos reproductivos en varias fases distintas.

Durante la etapa temprana del desarrollo en donde esta involucrada la diferenciacion de dos individuos que
eventualmente puedan ser capaces de reproducirse cuando alcancen la madurez. Ya que el concepto de
diferenciacion sexual del sistema reproductivo es bien conocido por los 6rganos de reproduccion tanto
internos como externos .

DIFERENCIACION SEXUAL DE LAS FUNCIONES CEREBRALES.
DIFERENCIAS : DIMORFISMO SEXUAL.

Numerosas revisiones han presentado evidencia de la existencia del dimorfismo sexual(Gorski, 1983;Goy,
1980) en la funcionalidad del cerebro y su diferenciacion sexual.

El cerebro de los machos ejerce un control tonico sobre la secrecion de hormona luteinizante mientras que las
hembras presenta un modelo ciclico. Tanto las conductas reproductivas como la secrecion de gonadotrofinas
son controladas por estructuras especificas del hipotdlamo . Centros hipotdlmicos estdn involucrados en la
indicacion de la conducta reproductiva del macho como de la hembra y son las regiones predptica medial y el
nucleo ventro-medial (Pfaff, 1980). Las interacciones sindpticas entre las neuronas encargadas de la
liberacion de hormonas gonadotroficas en el area preoptica y neuronas dopaminérgicas en el niicleo arcuato.
Grandes investigaciones con respecto a cambios morfolégicos, farmacolédgicas y fisiologicos en relacion a la
existencia de circuitos neuronales sexualmente dimorficos que van a formar parte de las bases somaticas que
podrian explicar la funcioén cerebral sexo-especifica.

El dimorfismo sexual del hipotalamo incluye:
a).- Tamafio de llamado ntcleo dimorfico sexual de la region predptica (SDN-POA) (Gorski y col. 1980).

b).- Tamano nucleolar. Diferencias dimoérficas en el nicleo supraquiasmatico (Dorner,1968; 1973;Robinson,
1986)

¢).- Numero celular y tamafio individual de las neuronas (Gleier y col, 1982: Hammer y col. 1984)

d).- Conectividad sinaptica (Raisman y col. 1973; y col. 1990)



¢).- Modelos de encendido funcional en las neuronas (Sakima, 1984)

Ademas que se le ha dado importancia a los temas concernientes a los neurotransmisores y sistemas de
transmision especifica. Estos incluyen:

f).- Diferencias en el modelo dentritico del area predptica (Greenough, 1977).

g).- La distribucion de neuronas, fibras nerviosas, receptores y sus niveles de turnovers de los
neurotransmisores sobre los sistemas monoaminérgicos. (Resiert, 1991).

h).- Diferencias significativas en el nimero de sinapsis en los nicleos dimorficos (Raisman, 1973).
I).- Actividad enzimatica del hipotalamo (Griffiths y col. 1976).
J)-- Enzimas marcadores colinérgicas (Luine, 1983),

j).-- Asi como el papel de las neuronas peptidérgicas y los receptores neuropeptidicos en los procesos de
diferenciacion (Haussler, 1990;Alexander, 1991).

k).- La presencia de nicleos neuronales dimérficos (Rainbow y col. 1982)

1).- La cromatina unida pueden ser dimdrficas sexualmente (Olsen y Whalen 1980).

REGULACION DE GTH

Aunque la diferenciacion sexual en las funciones cerebrales especifica se han establecido en diferentes
especies, tales como: raton, cuyo, hamster, oveja, mono rhesus, ferret gerbil y rata (Gorski, 1983), se debe
guardar y tener mucho cuidado en la sobre generalizacion, por lo que nos enfocaremos de una manera mas
profunda en la rata. Sin embargo, es de esperarse que un entendimiento de la diferenciacion sexual del
cerebro de la rata, sea aplicable a otras especies.

La regulacion del modelo de secrecion de gonadotrofinas (GTH) y de la conducta reproductiva en una sola
especie, la rata de laboratorio. Estos dos procesos fisiologicos en la rata han sido estudiados de una manera
muy amplia. y es en la rata la que ofrece tres sistemas importantes de modelos anatomicos para el estudio de
los mecanismos fundamentales de la dependencia a esteroides en la diferenciacion sexual y estos son:.

1).- El periodo de diferenciacion sexual en mamiferos varia de especie a especie y puede ser:

a).-  Prentalmente
b).-  Perinatalmente
c).-  Postnatalmente temprano.

y esto que radicara principalmente sobre el nivel de maduracion del sistema nervioso central (CNS) al
momento del nacimiento). En la rata, el periodo de diferenciacion ocurre postnatalmente, por lo que uno
puede hacer cambios en los ambientes hormonales, sin afectar gonadas (Gorski, 1983, Arnold, 1984).

En la rata, el periodo critico coincide con el pico de secrecion de testosterona de los testiculos fetales al lia 18
de vida embrionaria (Weiz y War, 1980).



2).- Al igual que en algunas especies, la diferenciacion sexual puede diferir temporalmente, en términos de
sensibilidad hormonal y de la identidad de los esteroides gonadales especificos responsables para la
diferenciacion(Christensen y col. 1978; Gorski y col. 1981), la sensibilidad en la rata, varia en la hembra hasta
los 7-10 dias, en el macho hasta el 5° dia.

3). Aqui, puede ser evidente que la diferenciacion sexual de una funcién determinada en una especie puede
ser expresada en diferente magnitud dependiendo de la especie a tratar. Es decir, una especie no agresiva no
mostrara diferenciacion sexual en la conducta agresiva. Sin embargo, funciones similares pueden ser
diferentes entre especies en términos de diferenciacion sexual. quizés el mejor ejemplo es la facilitacion del
feedback de esteroides ovaricos sobre la regulacion de GTH. Como se indicara posteriormente, el facilitar el
feedback es una caracteristica exclusivamente femenina en la rata pero puede ser expresada tanto en hembras
como en machos por ejemplo en el mono rhesus), en la edad adulta en la rata, se pueden hacer inferencias en
pardmetros, que estan perfectamente establecidos, tanto a nivel hormonal, como conductual, y que permiten
hacer interpretaciones en la vida perinatal hasta la edad adulta en la rata (Vale y col. 1972; Steiner y col.
1976).

Aunque la diferenciacion sexual en las funciones cerebrales especifica se han establecido en diferentes
especies, tales como: raton, cuyo, >1, oveja, mono rhesus, ferret gerbil y rata se debe guardar y tener mucho
cuidado en la sobregeneralizacion, por lo que nos enfocaremos de una manera mas profunda en la rata. Sin
embargo, es de esperarse que un entendimiento de la diferenciacion sexual del cerebro de la rata, sea
aplicable a otras especies (Gorski, 1983).

Es importante enfatizar que la influencia de esteroides perinatales sobre la regulacion de la secrecion de GTH
y conductas reproductivas son ejemplo de un proceso de gran influencia sobre la funcidon cerebral. Y como
respuesta a estas diferencias en susceptibilidad hormona, y que se reflejan como parte de las diferencias
sexuales de tipo no reproductiva, tales como:

a).- La regulacion de la ingesta de alimentos y peso corporal (Nance y col. 1976).

b).- Conducta agresiva (Barr y col. 1976)

c¢).- Marcaje de territorio (Lumia y col. 1977).

d).- Postura de Miccion ( Beach 1y col. 1974)

e).- Conducta social y de juego (Goy y Resko, 1974

f).- Conducta de aprendizaje y/o ejecucion (Dawson y col. 1975)

g).- Postura de la miccién (Beach, 1974)

h).- Lateralizacion de las funciones del cerebro (especialmente del humanos ) (Hines 1982).

1).- Conducta social y de juego (Goy, 1974).

J)-- Actividad espontanea, reaccion a varios estimulos sensoriales,(Beatty, 1979).

k).-El papel durante la copula ((Ehrnardt, 1978)



l).-La influencia de las hormonas gonadales sobre la alimentacion, asi como la regulacion del peso
corporal(Nace, 1975).

Hay numerosas observaciones que indican que la diferenciacion sexual del cerebro puede depender sobre
todo de la presencia o ausencia de testosterona y esto puede influr sobre:

1.- Esteroides adrenales (Rohde, 1989; Grasman, 1991]).
2.- Factores de crecimiento (Toran-Alleran, 1988).
3.- Neurotransmisores(Dorner, 1977; Jarzab, 1990).

Estos pueden interactuar con esteroides gonadales para general o producir cambios permanentes en la
organizacion neuronal..

A fin de discriminar entre los efectos del desarrollo de hormonas gonadales, y el posiblemente otros factores
unidos al sexo, se ha sugerido lo siguiente, seglin investigaciones realizadas por Arnold y Breedlove (1985)

Usando cultivos de tejido neuronal sexo-especifico de varias regiones cerebrales los dias 14 de vida
embrionaria, se han observado que las neuronas catecolaminérgicas de raton desarrollan funcional y
morfologicamente diferencia en sexos en ausencia de testosterona y androgenos, Debido a que las células
fueron llevadas a cultivo antes de que surgiera el pico de testosterona en el feto humano, se ha concluido que
la diferenciacion ligada al sexo de ciertos fenotipos neuronales puede se inicialmente independiente de la
presencia o ausencia de hormonas gonadales.

MODELOS NEURONALES DIMORFICOS

Existen tres sistemas neuronales en que hay unas grandes diferencias en el nimero y tamafio de las células .y
que al parecer presentan dimorfismo sexual durante un periodo critico de su desarrollo.

I.- Regiones del control vocal en el cerebro de pajaro.
IL.- El Nucleo dimérfico sexual del area preodptica en la rata.
II1.- El ntcleo espinal del bulbocavernosos en ratas.

Nos enfocaremos al segundo modelo que se encuentra en el area preoptica medial (MPOA) del hipotalamo
de la rata. Esta region se ha considerado el sitio probable de la diferenciacion por su importancia en la
regulacion de varias funciones dimorficas sexuales, incluyendo el control de la conducta masculina y la
liberacion ciclica de gonadotrofinas necesarias para la ovulacion. Los resultados como consecuencias de
lesiones, también como la accion directa de implantes de esteroides, en la area predptica de neonatos
femeninos, como consecuencia la masculinizacion de funciones, En el area preodptica es una area altamente
poblada y que resulta ser 3-6 veces mas grande en machos que en hembras. La densidad neuronal en esta
region es mas varias veces mas grande que en otras regiones incluso cercanas. En base a esto, Gorski y col.
en 1980, definieron esta drea como un nucleo, el nicleo dimoérfico sexual del area preoptica (SN-POA).

La castracion de ratas macho recién nacidas produce una reduccion significativa (cerca del 50%) en el
volumen del SDN-POA en la edad adulta, y que puede ser completamente prevenida por la administracion
exogena de androgenos un al dia de nacida. La sola administracién subcutdnea de propionato de testosterona
exogeno en hembras recién nacidas, significativamente incrementa el volumen del SDN-POA en el adulto.
En ambos casos tanto en machos como en hembras, la manipulacion del ambiente hormonal, a través de los
cambios de volumen, no deja estructuras reversas sexuales. esto podria ser debidoa: a).- Posibles factores no
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hormonales que puede influir en la diferenciacion del SDN-POA. b).- Un requerimiento més grande, mas
temprano o mas prolongado a la exposicion de androgenos en la hembra. C).- para una castraciéon temprana
(prenatal) en el caso de las hembras.

El volumen del SDN-POA, no aparece ser sensitivo a los esteroides gonadales en el adulto, aunque sus
neuronas acumulen esteroides mas rapidamente, que las neuronas alrededor. Asi, el tratamiento de adultos
gonadectomizados tanto hembras como machos con régimen hormonales, restauran la conducta copulatoria
tanto masculina como femenina, y no influye en el volumen en el volumen SDN-POA. Sin embargo, los
esteroides modulan la morfologica neuronal en los péajaros adultos y en la espina cordal.

El SDN-POA es un modelo potencial importante en la diferenciacion sexual general porque las diferencias
sexuales en el volumen del SDN-POA se establecen en la primera semana de vida postdata, casi paralela al
periodo funcional de la diferenciacion sexual del cerebro. Aunque el nicleo es reconocido como a los 20 dias
de post-fertilizacion, no hay diferencias sexuales significativas en el volumen hasta el dia de nacimiento (3
dias mas tarde). Durante los préximos 10 dias hay un incremento gradual del 5 veces en el volumen del SDN-
POA en los machos. Aunque el volumen del niicleo SDN-POA  es casi el doble en la hembra, no hay
cambios estadisticamente significativos en la hembra de un dia y 10 dias después de nacidas. (Jacobson y col.
1980). Este crecimiento es debido a las hormonas de origen testicular

El SDN-POA parece alcanzar su volumen adulto en los 10 dias de vida postnatal, pero la maduracién de
neuronas en el area predptica en términos de conectividad dentritica, se extiende hasta la 3° semana de
desarrollo postnatal. Se cree que las conexiones neuronales del SDN-POA contintian para formar después las
terminacion del periodo critico de la organizacion inducida por esteroides en este nucleo. Esto no es
necesariamente incompatible con el hecho de que los esteroides actuan durante el periodo critico para
promover el desarrollo de conexiones neuronas necesarias para la sobrevivencia neuronal (Lawrence y col.
1980).

Aunque hay una necesidad para identificar la(s) funcion (es) de las neuronas en el SDN-POA, y para
identificar sus conexiones y especificidad neuroquimica, este nicleo puede ser un valioso modelo para
estudiar la diferenciacion sexual hipotalamica..

El tercer modelo dimoérfico es el nicleo espinal bulbo cavernoso (SNB) y sus conexiones, el nicleo en la
espina lumbar cord de la rata, esta compuesta por motoneuronas que inervan a los musculos perineales, el
bulbocaversoso y el levator del ano. El complejo levato ani/bulbocavernoso esta conectado exclusivamente al
pene del macho, sirve para las funciones sexuales, y esta ausente en las ratas hembras. ,

Se cree que el control "epigenctico" del ambiente hormonal no puede ser solo el mecanismo responsable de
la diferenciacion del cerebro.

Otros factores que los esteroides gonadales, tales como la realizacion de células autonomas del programa
genético sexo-especifico debe estar involucrado para explicar la generacion de diferencias sexuales. Se ha
propuesto que la cascada de eventos celulares tanto intrinsecos como extrinsecos son necesarios para
establecer el desarrollo de cerebros femeninos o masculinos (Reisert y Pilgrim, 1991).

REGULACION HORMONAL

Con respecto a la regulacion de la secrecion GTH en la rata, las diferencias para ambos sexos es clara y
dramatica.



En la hembra, los niveles de GTH permanecen relativamente bajos hasta la tarde del proestro vaginal cuando
hay una descarga masiva de LH (Campbell y Schwartz 1977). en donde se refleja un pequefio incremento
significativo en la liberacion de hormonas liberadoras de hormona luteinizante (LHRH). el aumento de LH
surge como respuesta a un incremento de LHRH y que en gran parte es debido a un incremento en la
sensibilidad de la pituitaria a esta hormona de tipo hipotaldmico (Castro-Vazquez, 1975). La hormona
estimulante de los foliculos que se también muestra un modelo de liberacion ciclica. Este modelo de
ciclicidad de la LH cada 4 o 5 dias no se observa en machos intactos. Mas importante es la liberacion
preovulatoria de LH, porque pueden estar disminuida por la administraciéon en forma secuencial de estradiol
y progesterona en las hembras ovariectomizadas, pero no en los machos . (Harlan y Gorski, 1977).

Como resultado de investigaciones sobre la ovulacion, se establecid la importancia del control neural sobre
este fendmeno y su control de la liberacion de GTH en las hembras y su importancia en la area predptica
media (MPOA) en el inicio de LH ( Gorski, 1968 a).

El MPOA se considero funcionalmente diferente en los machos genéticos. Estos estudios se basaron en el
hecho de que las ratas hembras expuestas a una sola administracion de Propionato de Testosterona (TP) a la
primera semana de vida, extrauterina, bloqueaba de una manera permanente la ovulacion y alteraba la
sensibilidad del hipotalamo a posibles estimulaciones eléctricas MPOA (Barraclough y Gorski, 1961), y fue
Gorski, (1963), quién postuld que los androgenos tenian un efecto sobre el control ciclico de las
gonadotrofinas y se sugeria que a nivel del MPOA.

Y es hasta los ultimos 30 afios en donde se han incrementado la importancia del la desarrollo de los
conceptos de diferenciacion sexual del cerebro. Pfeifer ( 1936) fue de los primeros en demostrar que si a una
rata macho genética se gonadectomizaba poco después del nacimiento, y si se trasplantaba tejido ovarico a
estos machos, estos podian presentar cuerpo liteo. Aunque en su interpretacion le atribuyo el mecanismo de
diferenciacion sexual a la pituitaria, habria que recordar que aun no se conocia atn el papel regulatorio del
hipotaldmo. Actualmente se establece que en el periodo perinatal, tanto la rata hembra como macho tienen la
capacidad potencial para presentar incrementos de LH como respuesta a la accion facilitatoria del feedback
de los esteroides ovaricos.

Dorner y colaboradores (1968) en un modelo experimental, en donde se inducia la homosexualidad a base de
una terapia androgénica de propionato de testosterona a 1.2mg subcutaneamente al tercer dia de nacidas en
ratas machos castrados inmediatamente después del nacimiento, estos machos desarrollaban una conducta
predominantemente femenina, por lo que la deficiencia androgénica esta en el periodo de diferenciacion
critica del hipotalamo

La exposicion de hormonas testiculares en el macho, o esteroides gonadales exdgenos en la hembra, va a
producir cambios permanentes en la capacidad funcional del cerebro de la rata. Las hormonas testiculares en
forma endogena deben ser eliminadas ( ya sea por castracion ) en los primeros 1-3 dias de vida postnatal,
mientras que los cerebros de las hembras permanecen sensibles a los esteroides exdgenos por 7-10 dias
postnatalmente, dependiendo de la dosis administrada (Gorski, 1968 b; 1983; Lobl, 1974). Los machos
castrados después del 14 dia de vida (después de la terminacion de la fase de diferenciacion sexual) no
mostraban alteraciones. en el drea predptica anterior. (Ddrner, 1968).

NIVELES HORMONALES

Esta nocion se soportada por el hecho de que la produccion de testosterona el feto macho empieza las 8
semanas después de la concepcion y el pico es alrededor de la semana 20 (Reinisch y Sanders, 1984). Otros
han sugerido que la pubertad como otro periodo de desarrollo sensitivo (Feder, 1984,. Sin embargo, las
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diferencias sexuales den la morfolégica del cerebro y su funcion se presenta antes de ese tiempo (Seaab,
1988; Witelson 1976, Siler-Khoder 1978).

Sin embargo, la posibilidad de que podria se considerada que hay mas que una "ventana abierta" a la
sensibilidad y que de acuerdo al grado de sensibilidad y el tiempo exacto de la presentacion del periodo
critico puede ser sexo-especifico y podria varian dependiendo de los circuitos neuronales examinados
(Lanthier y Padwardhan, 1986).

PERIODO CRITICO

Existen muchas estructuras cerebrales y funciones que se han mostrado ser dimorficas sexuales. Si la
testosterona esta presente en el periodo critico del desarrollo temprano, ocurre una masculinzacion y
desfeminizacion de la conducta sexual., cambios en la fisiologia reproductiva asi como cambios
morfoldgicos en el sistema nerviosos central Si la testosterona esta ausente , estas estructuras y funciones son
feminizadas. El llamado periodo critico de la diferenciacion sexual en el cerebro de roedores se ha visto que
ocurre en los ultimos dias de la gestacion y los primeros 7 a lo dias postparto. El tiempo exacto del periodo
de diferenciacion de las estructuras del SNC se puede dar de acuerdo a

1.- Las diferencias en la temporalidad en término de sensibilidad (Gorsky, 1985 a, b, 1988)
2.- Puede ser dosis dependiente (Swanson , 1965).

Presumiblemente hay un proceso de empiezo finito y uno de termino de diferenciacion sexual de cada
estructura cerebral o funcion. Hay un diferencias sexuales morfologicas en el volumen de un componente del
area preoptica del cerebro de rata que se tifie intensamente. El volumen de este componente, que es llamado
nucleo dimorfico sexual del area predptica (SDN-POA), es varias veces mas grande en machos que en
hembras.

Los esteroides gonadades afectan el nimero y especificidad de las conexiones sinapticas en varias areas del
sistema nervioso central de vertebrados y en tales efectos estan involucrados en la generacion de diferencias
sexuales en la conducta y en funciones neuroendocrinas.

En primer lugar, como el resultado de la diferenciacion sexual en relacion con la conectividad sinaptica en el
hipotadlamo de la rata macho es su modelo tonico de liberacion de gonadotrofinas, mientras que las hembras
tienen modelos de liberacion de gonadotrofinas de tipo ciclico.

Desde las investigaciones pioneras de los trabajos de Raisman y Field, se conoce que las hembras adultas
tienen mas conexiones (input) no-estriales en las espinas dendriticas en el area predptica del hipotalamo que
los machos.. Estas diferencias son reversibles mediante la manipulacion de cantidades de esteroides
gonadales disponibles durante los primeros dias después del nacimiento.

Semejantes resultados se han reportado en otras areas hipotalamicas como

* Nucleo supraquiasmatico. (Gulder, F.H.1982).
* Nucleo Ventromedial del hipotalamo. (Matsumoto, 1986).
* Nucleo Arcuato. (Matsumoto, 1980).



Las diferencias sexuales en el hipotdlamo de rata se cree que se organizan por un aumento perinatal de
andrégenos testiculares. La Testosterona pasa al cerebro, alcanzando niveles altos de manera significativa en
el hipotalamo de ratas macho comparadas con las hembras recién nacidas.

La diferenciacion sexual de la conectividad sindptica puede proporcional un modelo natural para el estudio
de mecanismos celulares de sinaptogénesis. Ademas se aprovecha de esta posibilidad para estudiar el nucleo
arcuato, ,(un area del hipotalamo, que esta involucrada en el control de gonadotrofina de la pituitaria (Bawer,
1974:Naftolin, 1988),

Contiene neuronas que se unen y acumulan estradiol, y muestran efectos celulares de los esteroides
gonadales, asi como la el dimorfismo sexual dependiente de hormonas esteroides sexuales, sobre el nimero
de sindpsis..

Sus estudios han revelado, que la organizacion de la membrana plasmatica de la neurona de rata del nucleo
arcuato -perikarya- es dimorfica sexualmente. Las membranas de las hembras tienen mayor densidad
numérica de pequefias vesiculas intramembranales ( 10 nm) estructuras para representar proteinas
membranales) y sitios de uniéon a Concanavalina A. Diferencias sexuales en la organizacion de membrana
plasmatica neuronal son disminuidas por administracion perinatal de androgenos a hembras., un efecto que
posiblemente resultado de la conversion de andrégenos a estrogenos en el hipotdlamo y también por
administracion de estrégenos a hembras adultas. Segun sus resultados, sugieren que las diferencias sexuales
en la organizacion sinaptica podria ser un efecto de estrogenos sobre la membrana postsinapticos (Garcia S,
1987, 1989).

De acuerdo a sus analisis cuantitativos, indican que existe dimorfismo sexual en el numero de sindpsis axo-
somaticas en el nucleo arcuato, que se mide después de 10 dias de vida.. Las hembras en proestro muestran
una incremento en la frecuencia de sindpsis aso-somaticas cuando se compara con macho. Estas diferencias
se pierden por la androgenizacion de las hembras a los cinco dias. Estos resultados se extienden previas
observaciones de las diferencias sexuales en contactos sindpticos en el nucleo arcuato realizado en ratas
wistar por Matsumoto y Arai; sin embargo hay una importante diferencia entre sus resultados obtenidos en
ratas Wistar y los datos en Srague-Dawley realizada por nosotros.

Esta discrepancia podrian reflejar diferencias en la capacidad de respuesta de las Sprague-Dawley y las
Wistar.o quizés, puede ser critico el niimero de conexiones axo-sindpticas sobre las neuronas del ntcleo
arcuato de acuerdo a los diferentes estadios del ciclo estral (Olmos, 1989)..

Varios mecanismos alternos se han propuesto para explicar la génesis de diferencias sexuales en conectividad
sindpatica. Los esteroides sexuales pueden afectar la formacion y/o eliminacion de contactos sinapticos por
modulacion de estructuras pre y / o postsinapticas, ademas de que los esteroides gonadales pueden regular el
numero de neuronas pre y post sinapticas (Nordeen, 1985), y el crecimiento y maduracion de dendritas y
axones (De Voogd, 1981; Torand-Allerand, 1976, 1983;.

El mecanismo actual que podria ser una combinacion de varios efectos pre y post sindpticos. se ha sugierido
que una sinaptogénesis activa de contactos axo-somaticos ocurre en las neuronas del niicleo arcuto entre los
10 y 20 dias. , de acuerdo a los reportes previos, existe un incremento en el numero de sinapsis axo-
dendriticas en el nucleo arcuato de ratas hembras durante el periodo de desarrollo postnatal temprano, y
segun descripciones citologicas, el nlcleo arcuato muestra una etapa de franco desarrollo durante los
primeros dias postnatales (Walsh, 1982, 1989).

El numero de terminaciones (inputs)presindpticas en soma de las ratas de diez dias de edad, fue similar a
todos los grupos experimentales estudiados, indicando que hay una diferenciacion sexual en el nimero de
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contactos axo-somaticos no se establece todavia a los 10 dias. La diferenciacion sexual en el numero de
sindpsis lleva lugar de una manera consecutiva en el momento en que los niveles de testosterona en plasma y
en hipotdlamo alcanzan valores bajos (Rhoda, 1983).

Se establece cual o cuales son los mecanismos involucrados en este efecto retrasado o demorado que ejercen
los esteroides gonadales sobre la induccion de las diferencias sexuales en el nimero de sindpsis. El marcada
apariencia con respecto a las diferencias de sexos sobre el contenido de particulas intramembranales en el
pericarion del nicleo arcuato sugiriendo que la especificidad de la membrana plasmatica posinaptica podria
estar involucrada en la génesis de diferentes sinapsis. Debido a que la androgenizacion de hembras al dias 5
revierte el dimorfismo sexual membranal, las diferencias sexuales en la membrana plasmdtica neuronal,
parece ser dependiente de los niveles de esteroides gonadales perinatales. Sin embargo, estudios en cultivos
de monocapa y tejidos sugieren fuertemente que los efectos directos y rdpidos de los esteroides sexuales
sobre la membrana neuronal, sugiere que las diferencias sexuales en el contenido de particulas estan
probablemente mediadas, en ultima parte, por la internacionalizaciéon de los componentes membranales
(Garcia-Segura 1989).

Se ha demostrado que las diferencias sexuales en la organizacion de la membrana plasmatica del pericarion
se establecen al dia de nacidas, y estos resultados muestran que la organizacion de la membrana plasmatica
fue sexualmente dimorfica a los 10 dias de edad. por lo tanto::

La diferenciacion sexual de la membrana plasmatica en las neuronas arcuatos, precede del periodo de
sinaptogénesis durante el cual la diferenciacion sexual en el nimero de sindpsis llegan al soma y se
establecern. De acuerdo a la hipotesis de especificacion de la membrana postsinaptica, el efecto de los
esteroides gonadales sobre la membrana plasmatica podria ser la sefial que induce la diferenciacion sexual de
las sindpsis.

Varios estudios han demostrado que la modulacion de las conexiones aferentes, modulan la concentracion de
receptores de estrogenos y progestinas en el hipotdlamo de los roedores. Las diferencias sexuales en la
concentration de receptores a esterdides puede ser por lo tanto, una etapa secundaria de todas las diferencias
anatomicas en la conectividad sindptica en las células blanco, una hipotesis consistente en las diferencias
sexuales en el nimero y organizacion de contactos sinapticos en el hipotadlamo y POA (Blautein, 1989)

Por estudios electrofisiolégicos de Matsumoto (1980), se indicado que la conectividad neuroal entre la
amygdala y le hipotdlamo basal medio (MBH) en la rata hembra difiere al del macho, Estos hallazgos
sugieren la posible existencia de diferencias sexuales en circuitos neuronales que regulan las funciones
gonadotroficas relacionadas con la pituitaria. Se han reportado dimorfismo en la localizaciéon de terminales
sindpticas que también se encuentran en el nicleo arcuato del hipotalimo, que es uno de los principales
componentes del MBH.

Estos resultados, indican que la incidencia de sindpsis axodendriticas son mucho mas grandes que las
sinapsis axosomaticas en el ARCN,. Dos tipos de contactos axodendriticos se indetificaron: a).- aquellos que
se realizan sobre las arborescencias(eje) dendriticas, y b).- aquellas sobre las espinas dentriticas .Y se ha
observado que las sinapsis por espinas estan con mayor frecuencia en la hembra, aproximadamente dos veces
mas, que con respecto a a los machos. En relacion con las sinapsis axosomaticas, ocurre en forma inversa, es
significativamente menor en hembras que en machos.

En general, los comentarios anteriores también pueden aplicarse a la conducta reproductiva. En la hembra
normal adulta, la accidon de hormonas gonadales en el cerebro que inducen receptividad sexual, y que
comunmente es medida por los reflejos de lordosis para estimular a su vez la monta del macho. La lordosis (
que seria receptividad sexual al macho por parte de la hembra) puede ser inducida en ratas hembras
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ovariectomizadas por exposicion a estrogenos exogenos, y aparentemente se potencializa su accion con la
exposicion secuencial de estrogenos seguida de progesterona ( Gorski, 1974).

Cuando el macho genético es castrado en la edad adulta, y es tratado con hormonas ovéricas , rara vez
exhibira la postura de lordosis. Sin embargo, la castracion de ratas macho en los primeros dias
postnacimiento da como resultado en la edad adulta un macho genético con la capacidad de desarrollar
conducta lorddtica con la misma frecuencia de la hembra genética normal y la exposicion de la hembra al
propionato de testosterona perinatal reduce su capacidad hasta los niveles masculinos de la conducta
lordotica (Barraclough y Gorski, 1962; Feder y Whalen, 1964; Gerall y col. 1977).

Las diferencia entre los sexos con respecto a la conducta masculina es menos marcada en la rata. Muchas
hembras normales pueden exhibir conducta de monta (Whalen, 1968). Sin embargo, la exposicion a TP
exogena presentara varios componentes de la conducta masculina como son: intromision y conducta
eyaculatoria (Christensen y Gorski, 1978). Sin embargo, es posible que minimo algunas caracteristicas de la
conducta masculina que exhibe la rata hembra adulta normal, puede ser vestigio de su vida intrauterina y su
posible exposicion a hormonas enddgenoas de los embriones machos cercanos (Clemens, 1978; Meisel, 1981;
Vom Saal, 1983)

Aunque hay mas detalles que podrian estar presente, basta con determinar la regulacion de LH y la conducta
lordotica, la rata hembra como macho, nacen con la potencial capacidad de desarrollar caracteristicas
neuroendocrinas femeninas en la edad adulta. Por lo tanto, en ambos sexos, el cerebro puede presentar
cambios permanentes por la exposicion de hormonas gonadales en la primera semana de vida postnatal. En
contraposicion, el animal adulta la accion de esteroides gonadales son transitorios.

MECANISMOS DE ACCION HORMONAL

a).- Temporal
b).- Celular.

La importancia de las hormonas dirigiendo y organizando el dimorfismo sexual se ha ilustrado
convencionalmente por dos tipos de experimentos:

a).-  Castracion de machos genéticos (XY) durante la vida perinatal desmasculiniza y feminiza el
substrado para la conducta sexual y feminiza el eje-pituitaria destinada para mediar el modelo de secrecion
de gonadotrofinas.

b).- Inyeccion de andréogenos en hembras genéticas masculinizando y desfeminizando los procesos
reproducidos.

Estudios usando implantes cerebroal de testosterona (T) en ratas postnatal indican que las esteroides sexuales
organizan a hembra y las capacidades de conducta reproductiva del macho por actuar principalmente en dos
sitios: el hipotalamo medio basal (MBH) y el area predptica medial (MPOA).

Varias observaciones indican que varios aspectos del dimorfismo sexual tienen diferentes periodos durante
los cuales ellos tienen un periodo de susceptibilidad méxima a los efectos de organizacion de esteroides
perinatales. Por ejemplo, en ratas, los esteroides actian prenatalmente para virilizar substratos neuronales
destinados a la regulacion de la conducta sexual, pero no estan acompanados por efectos desfeminizantes. En
contraste, el potencial de la conducta sexual masculina y los modelos de secrecion de gonadotrofinas, parece
estar influenciado por la presencia o ausencia de esteroides durante el perioro postnatal temprano.
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Los efectos de los esteroides perinatal sobre el SNC pueden ser analizados en términos de accion y tiempo.
El sitio primario de accion de las hormonas esteroides incluyen las neuronas que reciben directamente
informacion de moléculas a esteroides. Estas neuronas poseen sitios especiales de reconocimiento a
moléculas de codificacion de tal informacion, por ejem- ellos poseen esteroides intracelulares clasicos. El
primer sitio de accion de las hormonas esteroides tanto en hembras como en machos son algtnas regiones del
hipotalamo; mPOA, amigdala, septum. Sin embargo, los esteroides pueden afectar a grandes dominios si uno
considera que los esteroides también actuan brevemente en sitios de reconocimiento sobre las membranas
plasmaticas de las neuronas.

La actividad es iguale en cuanto a propiedades de desarrollo de un segundo grupo de neuronas, que
directamente estan influenciadas por esteroides a través de cambios transindpticos o procesos secretorios de
neuronas activadas por los esteroides en el sitio primario de accion. Este grupo de sitios secundarios de
accion incluyen un nimero de neuronas que pueden responder directamente a los esteroides.

El analisis de el dominio temporal de esteroides sexuales perinatales revelan tres tipos distindos de respuesta
(Beyer, 1987):

a).- Respuesta de latencia corta y duracion.

b).-  Respuestas de latencia media y duracion.

c). Respuesta transitoria, seguida por una alteracion prolongada de la capaicdad de respuesta a
esteroides.

a).- Respuesta de latencia corta y duracion.

Los esteroide sexuales ( estrogenos, androgenos, y progestinas) pueden inducir cambios de lantencias breves
( milisegundos) en la exitacion de las neuronas.Las caracteristicas temporales de estas respuestas excluyen la
participacion de sintesis de proteinas. Asi, estos respuestas deben involucran la accion directa de niveles
membranales que alteran la conductancia idnica o modular el efecto inhibitorio de neurotransmisores

Aunque estos efectos rapidos son entre las mas consistentes y de clara accion de los esteroides sobre la
funcion del cerebro, ellos se han considerado para determinar posibles modelos de accion de esteroides
sexuales sobre la diferenciacion del cerebro.

b).- Respuestas de latencia media y duracion.

Los esteroides sexuales también pueden inducir efectos neuronales que aparentemente duran horas hasta dias.
Estos efectos involucran la internalizacion de los esteroides que se unen a receptores intracelulares en el
nucleo. La activacion de estos receptores facilita la interacion del complejo receptor-hormona con el genéma,
incrementando la transcripcion del mRNA y dando como resultando la sintesisi de proteinas.

¢).- Respuesta transitoria, seguida por una alteracion prolongada de la capaicdad de respuesta a
esteroides.

El anélisis del dominio temporal de accion de los esteroides sexuales revelan una respuesta caracteristica que
puede ser crucial para entender que los efectos de las hormonas esteroides sobre la organizacion del cerebro.
Una respuesta transitoria inicial, puede ser seguida algunas veces por alteraciones prolongadas del tejido
blanco, como revelando un cambio en la capaicdad del tejido para responder al mismo o a otros estimulos.
Tales "efectos de memoria" se han registrado por varios tejidos. Estos efectos consisten de un corte en la
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latencia y un aumento de la respuesta a una segunda administracion de la hormona. A nivel celular, este
cambio en la respuesta esta aparentemente relacionada a un cambio en la estructura de la cromatina que sigue
al complejo receptor-hormona para interactuar mas eficientemente con sitios especificos del DNA. Este tipo
de efecto, es relevante en la diferenciacion del cerebro.

Los esteroides gonadales perinatales producen cambios observables en la conducta y en la fisiologia que no
estan de acuerdo con la primera administracion, pero se manifiesta por si mismo por varias semanas 0 meses
después de una segunda aplicacion del estimulo hormonal

Phoenix en 1959, presento el importante concepto de la accion de los esteroides gonadales sobre el cerebro, y
que es aceptado ahora, ¢l llamo a este proceso de dos manera; un proceso activacional ( que es en forma
transitoria) o un proceso organizacional ( que es un proceso permanente). En base ha esto se han dilucidado
los efectos activacionales de los esteroides, argumentando que la interaccion de los esteroides con receptores
especificos y la accion en el genoma neuronal pueden alterar la actividad del RNAm , estimulando o
inhibiendo la produccion de algunos productos, y a su vez , modificando la funcional neuronal en forma aun
desconcocida.

CONTROL HORMONAL

ESTRADIOL

La actividad testicular o la administracion de TP exdégeno masculiniza el desarrollo del cerebro, por lo que es
logico presumir que la testosterona es la especie hormonal de mayor significancia fisioldgica. Sin embargo,
aunque no parece ser el caso, la Testosterona puede ser reducida a dihidrotestosterona (DTH) o aromatizada a
estradiol.

Sin embargo, el mecanismo de accion organizacional de los esteroides gonadales permanece aun
desconodida, la mayoria cree que en esta accidon permanente estan involucrados receptores a esteroides. Es
importante notar, que la hormona gonadal que promueve la diferenciacion masculina del cerebro es el
estradiol (Gorski and Jacobson, 1981).

Ahora se ve claro que es el metabolito de la testosterona , ( la aromatizacion de la testosterona a estradiol) el
que juega un papel importante para la diferenciacion sexual, .

La evidencia para esta propuesta ha sido convincente:
.- EIl Benzoato de estradiol es mas potente que el propionato de testosterona para inducir cambios en la
conducta en la edad adulta, una vez que se ha administrado en la etapa neonatal, al parecer, la aromatizacion

de testosterona a estradiol, es un paso intermedio necesario (Gorski, 1971).

2.- Los metabolitos reducidos tales como la Dihidrotestosterona que tienen la incapacidad de ser
aromatizada, parecen ser incapaces o menos efectivos.(Whalen, 1974).

3.- La presencia de una enzima, la aromatasa que esta presente en el cerebro y seria la responsable para pasar
de testosterona a estradiol (Naftolin. 1975, Selmanoff . 1977)

4.- El uso de antiestrogenos bloquean la diferenciacion sexual masculina cuando se administra al macho
perinatalmente(Booth , 1977; Doughty ,1974).
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5.- La administracion de inhibidores de la aromatasa parece ser que inhiben la masculinizacion en ratas
macho administradas neonatalmente. (Booth, 1977; McEwen,. 1977;)

6.- Los antiandrégenos como el acetato de ciproterona también inhibe la diferenciacion masculina
(Naeumann y col. 1967).

La interpretacion de estos resultados podria indicar que la testosterona testicular puede verdaderamente
actuar como un andrégeno, pero ha sido reportado que el acetato de ciproterona también inhibe la
aromatizacion, en el hipotdlamo de conejo (Naftolin, y col. 1975).

El metabolismo de androgenos, en particular la via de aromatizacion, parece ser jugar un papel importante en
la modulacion de la accidon hormonal. EI complejo de aromatasa, muestran una distribucion neuroanatoémica
limitada en la mayoria de los vertebrados superiores, el principal sitio de actividad se localiza en el
hipotalamo basal-area predptica y el sistema Limbico (Roselli, 1985).

La actividad de la aromatasa, es sexulamente dimorfica, en areas blanco a esteroides como en el area
preoptica en roedores en donde la actividad enzimatica es 2-3 veces mas grande en machos que en hembras
en la edad adulta.

Se ha demostrado que la aromatase se induce por andrégenos cuando se castran machos y son tratados con
propionato de testosterona usando dosis fisiologicas, por lo que se sugiere que la diferencia sexual de la
actividad de aromatasa preoptica puede ser debido a la diferencia sexual en la circulacion de androgenos en
el adulto, ademas de que se indica que la gonadectoémia neonatal tiene el mismo efecto que la castracion,
aunque se ha visto, que las hembras parecen ser menos sensitivas a la induccion de andrégenos para la
actividad enzimatica.

Sin embargo, se ha sugerido que hay otras diferencias sexuales en la aromatasa cerebral particularmente en el
control hormonal de la actividad enzimatica. y finalmente, la interrogante se mantienen, de cual seria la
funcion del papel de la aromatasa.POA en la hembra que tienen niveles relativamente altos en circulacion,
ademas se ha demostrado que la aromatasa se incrementa como consecuencia de un tratamiento de
andrégenos en hembras intactas adultas (Michael, 1986; Steimer, 1990).

Toran-Allerand (1980a,b) ha demostrado que el estradiol es necesario para el crecimiento de procesos
neuronales in vitro y que la AFPes llevada por neuronas

Es por eso, que bajos niveles de estrogenos pueden ser necesarios para el desarrollo y/o diferenciacion del
cerebro de la rata., mientras que la exposicion adicional a estrogenos derivados de la conversion
intraneuronal de la testosterona testicular masculiniza al cerebro.

Dohler y col. (1984) demostrarén que la administracion postnatal de un antiestrégeno como el tamoxifen
reduce el volumen del SDN-POA alcanzado por los machos adultos. aunque tratamientos similares con
tamoxifen también reducen el volimen del SDN-POA alcanzado por las hembras.

Aunque el posible papel del estradiol en el desarrollo del cerebro de la rata puede parecer un punto menor, es
conceptualmente significativo. En la revision clésica de la diferenciacion sexual se asume que el cerebro es
inherentemente femeino o en menor grado bipotencial e igual sin en un ambiente hormonal se desarrolla en
direccion femenina. En contraste, el cerebro de la rata puede ser neutro y depender de la accion de estradiol
para el desarrollo de hembras normales. en cualquier caso, la exposicion a altos niveles de estradiol son
necesarios para la diferenciacion masculinia del cerebro.
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El area medial preoptica del hipotalamo de la rata macho es varias veces mas grande en volumen que la
region correspondiente en la hembra. Esta region ha sido determinada en el nucleo dimoérfico sexual del 4rea
preoptica (SDN-POA). El volumen del SDN-POA puede estar influido por un microambiente hormonal en la
vida postanal temprana.. Un macho gonadectomizado en el primer dia de vida postnatal reduce de manera
significativa su tamafio de SDN-POA en la edad adulta, lo que se denomina un macho feminizado por que
exibira varias caracteristicas neuroendorcinas de la hembra. y si se le administra propionato de Testosterona
(TP) al dia 2, de vida postnantal, restaura el volumen a los macho normal. Este proceso de restauracion del
volimen, presenta un modelo usual para identificar cuando termina el periodo critico del desarrollo del SDN-
POA en machos. El volumen del SDN-POA en machos normales es de 24.32 mm’ x 10° y el de la hembra es
de 6.51 mm’ x 10°* lo que significa 3.5 veces mas grande el del macho con respecto a la hembra. El hecho de
que el cerebro sufre un proceso de diferencacién morfologico-hormonal dependiente, asi como desde el
punto de vista funcional, se habla como un “periodo de maxima suceptibilidad” o “un tiempo de gran
vulnerabilidad hormonal”, marcado como el tiempo de sensibilidad para el desarrollo del SDN-POA es de 5
dias en pseudo-hembras y hembras, y luego cae abruptamente la sensibilidad a andrégenos esto se ha visto de
manera experimental usando dosis de 500 ug de TP. a machos gonadectomizados y hembras tratadas
hormonalmente .Los cambios absolutos en el volumen del SDN-POA seguida por tratamiento androgénico
postnantal fue mas grande en pseudo-hembra que en hembras, aunque las hembras tratadas con TP al dia 4
mostraron un incremento relativo en el volumen similar al observado en pseudo-hembras.

Se ha visto que el termino del peridodo critico de diferenciacion del ntcleo espinal del bulbo cavernoso
puede ser similar al SDN-POA. El nimero de células del SNB se puede incrementar significativamente
(masculinizacion) por tratamiento de TP en hembras ratas hembras durante el periodo postnatal temprano
(dias 1-5) y tardio (7-11). La terminacion del periodo hormono-sensitivo para la diferenciaicon sexual de
varias estructuras dimorficas funcionales, puede diferir con respecto al tiempo. Se ha demostrado que la
combinacion de tratamiento TP pre y postnatal en hembras es necesario para aumentar el volumen del SDN-
POA a un tamafio comparable al macho control. Ademads se ha visto que la exposicion de TP a los 5 dias
postnantal incrementa de una manera significativa SDN-POA tanto de la hembra como de la pseudohembra,
y que hay un incremento considerable en el volumen del pseudohembra que en la hembra, Esta respuesta a
mas grande a la inyeccion de TP postnatal puede ser debido a que en el pseudohembra esta expuesta a
testosterona enddgena prentalmente., estas observaciones son consistentes en el concepto de que pueden ser
distintos los periodos criticos prentatal y postanal. , se ha suguerido que la presencia de hormonas durante el
periodo prenatal ( liberacion de testosterona plasmatica los dias 18 y 19 de gestacion ) puede para altear la
sensibilidad de substratos neurales a la accion hormonal durante el pserido postnatal o puede darse el caso de
que las hormonas gonadales funcionen diferente durante el periodo prenatal que el postnatal . Por ejemplo,
las hormonas prenatalmente podrian ser mitogénicas mientras que postnatalmente, ellas podrian actuar
actuando para alterar la sobrevivencia y/o crecimiento de proceosos neuronales. (Rhees, 1990).

Si se espera que las especie moleculare es el estradiol o la testosterona, y si el cerebro es inherentemente
femenino o neutro, es evidente que los esteroides gonadales inluyen, en el nimero de neuronas que
componen al SDN-POA de la rata adulta. Seis posibles mecanismos pueden ser sugeridos:

l.- Los esteroides pueden estimular la neurogénesis o prolongar el periodo en que ocurre la neurogénesis.
2.- Los esteroides pueden modular la migracion de neuronas recientemente formadas a la region del
SDN-POA.

3.- Los esteroides pueden promover la sobrevivencia durante el proceso de migraciéon y prevenir la

muerte celular mofogenica.
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4.- Los esteroides pueden modular el reconocimiento sobre el reconocimiento de la superficie celular en
los procesos o cualquiera que sea la causa de agaregacion de neuronas en el SDN-POA.

5.- Los esteroides pueden prevenir la muerte celular histogénica.

6.- Los esteroides pueden influir en la especificacion de neurones en terminos de funcionalidad y /o
identificacion neuroquimica.

Datos publicados sobre la neurogénesis del MPOA, indican que es postmitotica en las neuronas de esta
region cerca del dia 16 de la postconception ( Altaman y col. 1978, Anderson, 1978). Se ha visto que la
administracion de Timidina (H3 ( a hembras embarazadas en diferentes dias de gestacion, se sacrificaron su
crias 30 dias después del nacimiento y se analizaron los cerebros autoradiograficamente, (Jacobson y Gorski,
1981) confirman que la neurogénesis en el MPOA en general cesa a los 16 dias postconcepcion, la
neurogénenesis de aquelllas neuronas que forman el SDN-POA fue especificamente prolongado. y se observa
que continua la neurogénesis hasta el dia 20 de la gestacion.(Jacobson y col. 1982) encontro dos diferencias
sexuales significativas en la aparente nuerogénesis, en el SDN-POA, cuando la inyeccion de Timidina H3 (
se inyecta en los dias 14 de gestacion, el indice de la marca del SDN-POA es mayor en las hembras que en
los machos, y esta diferencia sexual es revierte a los 17° dias de gestacion (Jacobson y Gorski, 1981).
Prenatalmente el dia 17 de gestacion esta cercano al momento de marcaje de la diferencia de secrecion de
testosterona como ha observado Weisz y Ward (1980), y esto se podria contribuir a lo observado en las
diferencias en la aparente neurogénensis en el dia 17.. Sin embargo, estos resultados pueden ser prematuros,
ya que en el trabajo w Weiz, las ratas no fueron sacrificadas sino hasta el dia 30 de vida, los resultados
pueden ser confundidos con factores como la migracion y la sobrevivencia, ademas que el papel altamente
complejo de la accion de las hormonas gonadales es promover o prolongar la formacion mitotica de las
neuronas en el SDN-POA.

El hecho de que la actividad mitdtica es dirigada por la formacion de neuronas en el SDN-POA se prolonge
significa que la exposiciéon de timidina radioactiva sobre el dia 18 de gestacion marca permanentemente la
fraccion significativa ( 25-30%) de las neuronas del SDN-POA. Este actontecimiento permite identificar las
vias de migracion probables de las neuronas del SDN-POA (Jacobson, 1985).

Para identificar las vias de migracion, se inyecto timidina radiactiva a una serie de ratas embarazadas el dia 18
de gestacion y se sacrificaron sus crias a diferentes edades, dos horas después de la inyeccion, las células
marcadas se encontraban en el limite del tercer ventriculo y durante el curso de las dos semanas proximas, las
células marcadas aparecen del cerebro medio a la base del tercer ventriculo, alrededor del tejido
neuronal,afuera se lateralizan y se colocan en forma dorsal para alcanzar al SDN-POA. El destino de estas
neuronas es desconocida. ellas pueden migrar més alla de los bordes laterales del MPOA,

Aunque los mecanismos de sobrevivencia durante los periodos de muerte neuronal no son entenidos
complentamente, sin embargo, es util el concepto de neuronas como una substancia neurotréfica que existe
en cantidades limitadas en areas blancas, (Hamburgen y Oppenheim, 1982).

La muerte celular fisiolégica ocurre durante el desarrollo, por lo que determina una disminucion muy
significativa en la citoarquitectura del tejido y organos en el organismo adulto.El sistema nerviosos de
vertebrados, sufre de muerte celular, lo que balancea la mitosis y soluciona la ontogenia del cerebro. Existen

zonas que son sobrepobladas por neuronas, y luego son reducidas al nimero apropiado para sus funciones
(Williams, 1988)

Es donde ha tomado importancia la apoptosis, lo que se describe como una forma de muerte celular, que
tiene caracteristicas morfologicas y bioquimicas definidas. Las células que sufren apopstosis pasan a través

17



de etapas de reconocimiento celular que incluye encogimiento celular, formaciéon de heterocromatina
acompanada de trozos de membrana nuclear. Finalmente, el nucleo fragmentado en pequefias partes,
condensado, forma cuerpos apoptdticos que se unen a la mebrana y son eliminados por apotosis. Las
caracteristicas bioquimicas de estos son menos definidas, pero se han caracterizado por fragmentacion de
DNA que esta asociada con morfologia apoptotica. El DNA nuclear es fragmentado en pequefias
nucleosomas de aproximadamente 200 bp y multiplos de eso, generando grupos 3'OH en la hebra
fragmentada La fragmentacion del DNA puede ser extraido y analizado por electroforesis de gel de agarosa y
revelar las caracteristicas del modelo patron del DNA. El proceso de apoptosis es usualmente asincrénico en
poblaciones celulares. In vivo, las células apoptdticas son eliminadas rapidamente porfagocitosis y estan
presentes por un periodolimitado de tiempo. El analisis de muerte celular en el sistema nerviosos, se han
limitado a cuantificar la muerte celular y por medio de andlisis ultraestructurales (Appley, 1977: Wood, 1993).

El desarrollo del cerebelo de raton ha sido bien caracterizado en terminos de porcentaje y disminucion de
mitosis neuroblasticas, hay perdida célular bién documentada con la maduacion de la capa de células
granulares durante las primeras semanas de vida postnatal. La mayor reduccion reconocida es en la tercera y
la quinta semana, disminuyendo las poblaciones celulares entre 20-30% de las poblaciones iniciales y
corresponden al bajo pero consistente nimero de celulas granulares picnoticas que se observan durante todo
este tiempo. El detectar la fragmentacion de DNA internucleosoma es una sefial de apoptosis, sin embargo, la
correlacion dentre apoptosis morfologica y fragmentacion de DNA  permanecen inciertos. El rasgo
morfoldgico distintivo de la apoptosis puede preceder de la fragmentacion nucleosomal; se ha observado en
algunos casos de muerte celular programada, que la fragmentacion del DNA puede no ser detectada. Dentro
de la apoptdsis morfologica, se ha asociada otros dafos al DNA, como rompimiento de una cadena de DNA
y rara vez a las dos cadenas (Wood, 1993).

Hay tres tipos de muerte celular distinta de la necrosis que se han descrito en el sistema nervioso central.
Muerte celular apoptética, que se encuentra en la retina (Cunningham, 1982)y en el colliculus superior de la
rata postnatal (Giordano y col. 1982). Muerte celular autofigica , que es caracterizada por la presencia de
vesciculas autofagicas y aparece en el nlicleo isthmo-optico del pollo seguida por un aumento en colchicina,
este tipo de muerte celular esta asociada con picnosis nuclear y un agrupamiento de cromatina como es la
apoptosisi. (Hornung, 1989), y la Muerte celular citoplasmatica, que ocurre en el embrion de pollo, en las
celulas ganglionares, y esta caracterizada por dilatacion en el complejo nuclear y en el Aparato de Golgi,
ditalatacion del reticulo endoplasmico, incremento del volimen de la mitocondria y aumento de los granulos
en el nucleo, y estos se ven incrementado de acuerdo a su etapa de avance de la muerte celular (Hornung,
1989).

ALFA-FETO PROTEINAS

Las observaciones de los niveles de estradiol son altos tanto en machos como en hembras neonatales y existe
un mecanismo de proteccion para las hembras, que estan en un ambiente con altos niveles de estrogeno. Se
ha observado que en las ratas la presencia de una alfa feto proteina (AFP) que se une especificamente a
estradiol y esta presente en altas concentraciones durante las primeras semanas de vida posntaral (Nufiez,
1971; Ojeda, 1975; Plapinger, 1973).

Se ha considerado que muchas de las AFP funcionales secuestran al estradiol en el plasma y la testosterona
producida por los testiculos como no tienen afinidad por la AFP puede entrar a las neuronas y por lo que es
aromatizada localmente a estradiol, por lo que se ha dado un papel importante a la AFP en el proceso de
diferenciacion sexual.

MECANISMOS DE ACCION ORGANIZACIONAL DE LOS ESTEROIDES GONADALES
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Aunque el concento de diferenciacion sexual a nivel funcional en el cerebro se establecio desde hace bastante
tiempo, los estudios de los posibles mecanismos de accién hormonal aun no han sido del todo satisfatorios.

Gorski, en 1971, investigo el tiempo de exposicion de TP exdgeno necesario para masculinizar al cerebro,
ademas de que demostro que varios agentes podian antenuan la accion del TP, y entre estos agentes estan los
barbirturatos, resepina, clorpromazina y el antiandrogeno el acetato de ciproterona.

Aunque parecia que en estos estudios se requeria la exposicion de TP por 6 a 12 horas era necesario ,
Hayashi y Gorski (1974) implantaron en forma directa TP cristalizada en el hipotdlamo de ratas a manera de
que permitiera remover el tiempo del implante, y permitio determinar el tiempo necesario para la exposicion
y se vio que era de 3 dias necesarias para masculinizar al cerebro.

La administracion de antibioticos tales como la actinomcina D o la cicloheximida también atenuan el efecto
del TP, por lo que se ha sugerido que la sintesis de proteinas podria estar involucradad ( Gorski, 1971).

Ademéds, Ladoski en (1970) administro clorpromariza en ratas macho de 1 a 10 dias de vida extrauterina, y
reportaron que podia revertirse el efecto de masculinizacion, por lo que se podia sugerir que el concepto de
exposicion hormonal podria ser una muestra de eventos coordinados tempranamente que conducen a la
diferenciacion masculina. Inclusive otros investigadores han realizado esfuerzos para determinar si la
diferenciacion sexual dirige alteraciones en la forma en que las neuronas procesan la informacion de los
esteroides en la edad adulta.

RNA

No mucho después de que Meischer descubirse aquella sustancia que luego resulto ser el DNA, Felix Hoppe-
Seuler, un cientifico del mismo laboratorio desubrio otra sustancia muy similar al DNA. Esta ultima
sustancia, ahora conocida como RNA, fue aislada en primer lugar a partir de levadura y mas tarde de
bacterias y plantas. durante mucho tiempo se penso que el RNA estaba ausente de los animales, cuando se
descubrio su presencia en animales se creyo debida al alimento vegetal. este punto de vista prevaleci6 hasta
1914, cuando Robnert Feulgen descubrio un colorante que tefiia el DNA pero no al RNA, y otro que tefiia solo
en RNA; al tefiir céulas con ambos colorantes descubri6 la presencia conjunta de DNA y RNA en todas las
células .

El esqueleto covalente del RNA consiste en un polimero lineal de unidades ribonucleitidicas unidas mediante
enlaces fosfodiéster 5'-3". En este aspecto el DNA y el RNA son idénticos; no obstante, el RNA se diferencia
estructuralmente del DNA en tres puntos importantes:

I.- El grupo azicar del RNA es la ribosa, y no la 2’-desoxirribosa

2.- La timina se sustituye por uracilo (U) en lo referente a las bases nitrogenadas. La timina posee un
grupo metidio en el C-5 cuya sustitucion por un hidrogeno resulta en el uracilo. Las bases nitrogenadas
comunes del RNA son la adenina, el uracilo, la guanina y la citosina.

3.- Las moléculas de RNA son generalmente monocatenarias. Sin embargo, en una tnica cadena de RNA
el apareamiento de bases de Watson-Crick puede ocurrir entre la adenina -uracilo y entre la guanina-citosina
y resultar en toda clase de estructuras secundarias, entre las que cabe citar las estructuras en bucle y en
horquilla que participan en el reconocimiento del RNA por proteinas.
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Unas cuantas moléculas de RNA son bicaternarios y su conformacion es andloga a la del A-DNA. En este
sentido la doble hélice del RNA completa una vuelta cada 1l pares de bases; los pares de bases se encuentran
inclinado lejos del eje central de la helice, de forma que permite la solvatacion de los grupos hidroxilos del
C-2’de los azucares. La existencia de una hélice doble de RNA similar al B-DNA no es posible debido a que
os grupos 2 'hidroxilo no se encontrarian solvatados.

Estructuras helicoidales bicatenarias en las qiue una cadena de DNA y la otra RNA existen en las células en
varios momentos. Por ejemplo, en la transcripcion se forma una molécula del RNA, copia de una cadena de
DNA en una reaccion catalizada por la RNA Polimeraza, de forma aue la molécula de RNA sintetizada es
complementaria a la de DNA vy, por lo tanto durante el proceso de elongacion se forma un hibrido pequefio
gracias al apareamiento entre la dA y la U, ladT y la A, ladC yla G y la dG y la C. Durante el estudio
mediante difraccion de rayos X de hibidos sintéticos grandes de RNA y DNA se observo que adoptaban la
conformacion comun al RNA y al DNA, es decir, la conformacién conocida como A.

Un gene puede ser definido como una unidad de DNA sin un cromosoma, que puede ser transcrito y producir
RNA que seriva para funciones particulares en una celula, el RNA ribosomal o el RNA de transferencia cuya
funcion es directa, o el RNA mensajero que es traducido a una proteina., Uno de los mas importantes
observaciones de la mayoria de los genes de eucariotes fue que la secuencia de DNA codificaban a las
moléculas del RNAm de las células eucarioticas se sintetizan como transcritos primarios de gran tamafio que
deben ser procesados a moléculas madura de RNAm. Estos productos primarios de transcricipicon, de gran
longitud, se encuentran en el nucleo y se conoce como RNA nuclear heterogéneo (hnRNA). El
procesamiento del hnRNA implica cuatro tipos generales de procesamiento:

a).- modificacion covalente de nucléotidos,
b).- adicion de nucleotidos,

¢).- escision de nucleotidos

d).- "splicing".

En los eucarioites, el procesamiento del hnRNA va seguido del transporte del RNA resultante a través de los
porors de la membrna nuclear, ya que el hnRNA se sintetiza en el niicleo y en RNAm debe ser traducido en
el citoplama. Es te proceso de la transcripcion y la traduccion en los eucariotes es desventajosa, puesto que el
transporte del RNAm del nucleo al citoplama aumenta el tiempo durante el cual dichas moléculas de RNAm
se encuentran expuestas a la accion de nucleasas degradativas. Sin embargo, la separacién es ventajosa en
tanto en cuanto permite que el procesamiento finalice en el nucleo antes de que el RNAm interaccione con la
maquinaria de traduccion.

El hnRNA eucaridtico resulta modificado mendiante una serie de procesos que aumentan su estabilidad.
puesto que en gran parete de las nucleasas que degradan el RNA son exonucleasa, una manera de aumentar la
estabilidad del RNA es la de modificar quimicamente sus extremos, de forma que ya no sean accesibleas al
ataque por parte de las enzimas.

Solament, los mRNAs maduros son transportados fura del nucleo. por lo tanto la maduracion
posttranscripcional del mRNA de hnRNA involucra:

a).- Spling
b).- Estructura cap

¢).- Metilacion interna
d).- 3'poliadenilacion
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y todas estas modificacioes parecen ser esenciales para el transporte del mRNA.
a).- Splicing

Aunque los transcritos primarios de un gen contienes secuencias tanto de exones como de intrones, los
mRNA maduros contienen secuencias exonicas y residuos en el citoplasma donde ocurre la translacion. La
maduracion del transcrito primario ocurre en el nucleo, dejando la produccion de un RNA maduro, que es
lugo transportado al citoplasma. Uno de los aspectos claves de la maduracion del RNA es la eliminacion de
las secuencias intronicas por un proceso conocido como "splicing" El orden en que las secuencias intronicas
son removidas, varia de de una especie de RNA a otras, pero el proceso es secuencia. El mecanismo quimica
por el que ocurre parecen estar involucradas pequenas moleculas pequefias de RNA que reconocen
secuencias especificas y/o estructuras en las uniones intron-exon .(Shroder, y col. 1987), Comunmente las
secuencias conocidas como secuencias concenso son las que se encuentran tanto en las terminaciones 5'-
(GT) y 3’-(AG) de los intrones. La fidelidad de precision de un splicing de las unciones exon-intrén es
crucial. Un splicing inapropiado podria conducir una insecion o delecion de aminoacidos en la produccion
de la proteina final o alterando la secuencia de aminoacidos. La razon para la presencia de la secuencias que
internivenen en los genes eucarioticas no ha sido establecido. sin embargo, en algunos genes, sirven para
separar estructuras especificas y/o dominios funcionales de la proteina resultante. Un segundo evento
posttranscricpional, ocurre en el niicleo durante el curso de maduracion del RNA es la metilacion.

La eliminaciéon de intrones y la unién de exones, es catalizada por pequenas particulas nucleares
ribonucleoproteicas (snRNPS) y de un numero factores de splicing no-snRNP protéicos.

Los pre-mRNA producidos por la transcripcion Poli II contienen secuencias conservadas an los sitipos de
splicine 5"y 3"y una region conservada cerca del sitio de splicing 3 “en el intron llamado “brachpoint”. Estas
secuencias conservadas estan reconocidas por factores snRNPs y no-snRNP y ellos ensamblan al pre-mRNA
para forma un spliceosoma. El ensamble de snRNPs en pre-mRNA para formar un spliceosoma ocurre en un
orden especifico de la via que culmina en la remocién de secuencias intronicas y ligacion de secuencias
exonica.. En relacion a los snRNPS, un gran numeros de factores protéicos se han identificados que son
necesarios para ensamblar al spliceosoma y para el “splicing”.

Varios estudios in vitro como in vivo, han contribuido para demostrar que los snRNAs son esenciales para el
splicing y han ayudado a identificar regiones espciicas de snRNAs que son importantes para esta funcion
nuclear. El mecanismo por el que los oligonucleétidos inhiben el splicing es via la degradacion de snRNAs a
través de la actividad de la ribonucleasa II (O'Keefe, 1994).

Los intrones de algunas moléculas de hnRNA, tales como los del hnRNA de las globinas, son retirados ene
el mismo orden en el que son transcritos. sin embargo, éste no es el caso de los intrones de muchas otras
moléculas de hnRNA. Puesto que los productos primarios de transcripcidon nacientes se asocian con proteinas
para fomar los hnRNPs, se cree que el orden en el cual los intrones son escindidios depende de la estructura
secundaria y terciaria de los hnRNPs. Asi, la escision de un intron puede alterar la estructura del RNA,
haciendo un segundo intron pase a estar disponible para ser retirado. Ademas, el orden de escision puede
estar determinado termodindmicamente; algunos intrones poseen una vida media de unos pocos segundos,
mientras que otros pueden ser de 10 a 20 minutos.EI “splicing"completo del RNA precursos del mRNA de las
globinas tienen en unos cinco minutos..

Algunos genes son capaces de codificar para mas de una proteinas, dependiendo de como el producto
primario de transcripcion es procesado al mRNA maduro. Agunos precursores del mRNA que contiene un
gran numero de exones pueden sufrir un procesos de “splicing” que de como resultado la produccion de
distintas moléculas del mRNA que codifiquen para moléculas de priteinas diferentes. Este fendmeno se
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conoce como “splicing diferencial”. Asi por ejemplo, gen de la tropomiosina I en Drosophila codifica para
dos proteinas musculares relacionadas, una se expresa durante el desarrollo embionario y otra que se
encuentra en el musculo toracico de las moscas adultas. Estas proteinas difieren al menos 27 aminoacidos y,
el hecho de que se sintetice una u otra proteina depende de que se retire o no el tercer exén durante el proceso
de “splicing” Otros productos primarios de transcripcion que pueden sufrir “splicing™ diferentencial para
generar proteinas distintas son, por ejemplo, los de los genes de la fibronectina, la troponina y la cadena
ligera de la miosina en la rata. Todavia no se conoce la razén ultima por la cual ciertos intrones pueden
perderse o no durante el procesamiento de los precursores del mRNA.

b y ¢).- Estructura Cap, y metilacion interna.

Los extremos 5'terminales de los transcritos primarios del hnRNA eucaridtico son modificados
covalentemente antes incluso de que la transcripcion haya finalizado completamente. El extremo 5 terminal
del producto primario de transcrito contienene un residuo de nucledsido trifosfato ( en general purina) que
actua como cebador para que la RNA polimerasa II lleve acabo el proceso de transcripcion. Asi, la
modificacion del extremo 5'terminal comienza con la excision del grupo fosfato terminal de este resto
trifosfato por accion de una fosfohidrolasa. El grupo 5'-difosfato resultante reacciona entonces con el 5°-
S'trifosfato. Esta reaccion esta catalizada por la enzima guanililtranferasa, y la estructura resultante recibe el
nombre de "cap".

Dicha estructura "cap" es modificada de diversas formas. En algunas especies de eucariores, la mayor parte
de los precursosres del RNAm son modificados covalentemente a nivel de la posicion N-7 de la guanina
recién afadida mediante la adicion de un grupo metilo procedente de la S-adenosilmetiotina, el compuesto
que se emplea como donador de grupos metilos. esta estructura metiladas se denomina "cap-" 0, la cual
puede ser a su vez modificada de una forma u otra, seglin la espeicie que se trate, para rendir otras estructuras
derivadas. Asi la metilacion del grupo hidroxilo del altimo nucleotido del transcrito original da lugar al
"cap"l, mientras que la metilacion de los grupos 2’-hidroxilo de los dos ultimos nucleétidos del transcrito
original general el "cap"2.. Unicamente los precursosres del RNAm resultan modificados de esta manera.

Las estructura "cap" inervienen en diferentes proceos. puesto que el enlace 5'-5"trifosfato deja expuesto un
unico grupo 3’-hidroxilo, el "cap" protege al RNAm de las actividades 5'-exonucleoliticas al bloquear el
extremo 5'terminal de la molécula. Asi mismo, el "cap" convierte a los procursosres del RNAm en sustrato
de las siguientes etapaps nucleares del procesamiento, incluyendo el "splicing". Ademads las moléculas de
RNAm maduro conserva el "cap" ya que sirve de centro de aclaje a los ribosomas durante la sintesis de
proteinas,

d).- Poliadenilacion.

Los precursores del mRNA eucariotico resultan también modificados a nivel de sus extremos 3’-terminales.
Una vez que la RNA polimerasas II ha sobrepasado el extremo 3’-terminal de la regon codificadora del
DNA, el RNA recién sintetizado es escindido por una endonucleasa cerca de un sitio especificio cuya
secuencia consenso es AAUAAA o AUUAAA Este proceso suele tener lugar a una distancia de unos 10 a 20
nucle6tidos mas abajo de esta sencuencia concenso y depende probablemene tanto de secuencias adicionales
como de las estructura secundario del precursos del mRNA. El extremo 3’terminal asi generado en la
molécula de RNA puede ser utilizado como cebadior para la adicion de una gran umero de residuos de
adenosina en reaccion catalizada por la poli A polimerasa. En este proceso, que requiere ATP, se pueden
afiadar hasta 250 nucleodtidos para formar una cola de poliadenilato conocida como cola de poli A.

La poliadenilacion es un proceso que no suele estar acoplado a la terminacion de la transcripcion, ya que la
transcripcion puede continuar cientos y cientos de nucledtidos mas lejos del sitio de roptura 3’-terminal. sin
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embargo, en algunas especies de levaduras, los sitios de terminacion de la transcripcion suelen estar situados
cerca de los sitios de poliadenilacion, lo que suguiere que en dichos organismos ambos procesos se
encuentran acoplados.

Sin embargo, existe la evidencia de la presencia de mRNA sin la cadena de poli A, y se le ha designado como
mRNA poli A-. Con muy pocas excepciones, toda las moléculas maduras del mRNA contienen colas de poli
A cuya longitud es variable.

Cambios en la translacion junto con la destruccion de ciertos mRNAs, determinan que proteinas son
sintetizadas en que células y cuando. Las colas de poli (A) de ciertos mRNAs maternos son prolongados,
mientras que las colas de otros RNAm son eliminadas. La adicion selectiva de poli (A) es regulada por una
secuencia corta en la region 3 sintraducir, mientras que la eliminacion de la poli (A) de mRNAs especificos
es un ("estado de falla") "default state", que no requiere senciencias especificas. Estos cambios regulaos en la
longitud de poly(A) parece ser juegan un papel mayor en la regulacion de latranslacion (Wickens, 1990).

La adicion de colas de poli A es otra etapap de la maudracion en la cual puede alterarse el destino del RNA
primario. El gen de la calcitonina ( una hormona paratiroidea) en la rata codifica asimismo para una proteina
que se encuentra implicada en la recepcion del gusto y que se localiza en el cerebro. Esta segunda proteina se
denomina proteina relacionada con el gen de la calcitonina (CGRP) y se sintetiza no sélo por
“splicing“diferencial, sino también porque se emplea un sitio de poliadenilacion alternativo.

Como se menciono anteriormente,la poliadenilacipon y el splicing pueden ocurrir independientemente, y la
poliadenilaciéon no es un prerequisito para el transporte, porque algunos RNAm nopoliadeniladosse pueden
tranportar eficientemente. Algunos mRNAs virales son sintetizados exclusivamente en citoplasma y ahi, son
poliadenilados, lo que indica un papel extranuclear para el poli (A). Existen evidencias de una relacion de
unipon entra elpoli (A) y su traducci’pon, especialmente en organismos inferiores, y en algunos experimentos
se ha sugerido que el poli (A) afecta la vida media de los mRNAs.

El papel del complejo de proteinas PABP (proteinas unidas a poli (A) unido a el mRNA, EI peso
moleculardel complejo PABP varia, en los mamiferos es de aproximadamente 72 000. El PABP
interactuacon el poli (A) formando un complejo parecido alnucleosoma que va a presentar una periodicidad
de 25 a 27 nucleotidos, y su afinidad para el poli (A) es 100 porciento mas gande que para otros
polunucleotidos. E1 PABP puede migrar de una molécula de poli (A) a otras, este puede ser un factor
importante, en terminos de funcionalidad, comoun determinante de la selectividad y estabilidad de ciertos
mRNAs, ademads se ha visto, que la delecion del gen que codifica para el PABP (PAB) es letal, por lo que es
esencial para la sintesis de proteinas (Baer, 1983; Sachs, 1987).

Algunos tractos de poli (A) de algunos mRNAs son cortados y removidos de una menra tiempo-dependiente,
implicando que el remover el poly (A) puede ser un proceso degradativo del cuerpo del mRNA , por lo que
se le relaciona al poli (A) con la proteccion de la rapida e indiscriminada degradacion. Sin embargo, existen
pocas evidencias que apoyen, que el poli (A) protege de la degradacion de mRNAs por las siguientes
razones:

.- Los inhibidores que interfieren con la poliadenilacion pueden afectar otros procesos ATP-dependientes y
por lo tanto, falta completa especificidad.

2.- Ha sido dificil de explotar las utilidades genéticas para generar obtener mRNA deadenilados y largos en
celulas. La presencia de mutaciones en las sefiales genomicas de poliadenilacion pueden interferir con la
poliadenilacion cuando los genes mutantes se transfieren a las células, pero los transcritos resultantes
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usualmente llevan poco ensamble a las regiones de varios tipos de mRNA, ya que ellos presentan elongacion
pasando la parte final de la region 3 terminal y tienen terminaciones 3 "heterogenea (Bernstein, 1989).

En gran parte, la regulacion delmRNAs encelulas eucarioticas se ha enfocado en el control de la transcripcion
genética,sin embargo, losnieles de mRNA en las celulas presentan unbalance entre la sintesis y su
degradacion. La relacion de la degradacion de mRNAs de célulaseucarioticas esta determinada por la
interaccion de las secuencias especificas nucleotidicasdel mRNAI la mayoria de los determinantes
degradativosen el mRNA estan localizadosen la region 3 'sin traducir.

El rango de degradacion del mRNA puede estar regulado a través de la union de factores proteicios a
secuencias importantes que van a producir la desestabilizacion del mRNA o por modificacion de la actividad
de la sintesis degradativa del mRNA. La regulacion del sistema degradativo del mRNA puede agruparse en
varias clases (Nielsen, 1990):

I.- Mecanismo regulatorio. La union de factores al mRNA previenen el espacio endonucleolitico.
II.- Mecanismo regulatorio. Uni6 de un factor o factores sobre regiones especificas del mRNA.

III.- Mecanismo regulatorio. Cortando o removiendo la eventual cola de poli (A), regulando por lo tanto su
estabilidad.

IV.- Mecanismo regulatorio. Interaccién de proteinas con un componente del sistema de degradacion alteran
su su actividad o capacidad para reconocer al mRNA como substrato.

I.- Los mRNA que codifican para repcetores de transferrina es desestabilizado por niveles de Fierro, y se
estabiliza cuandoescasea.

IL.- La estabilizacion de mRNA de receptores para transferrina en ausencia de Fierro, esta mediada por una
proteina que se une a una serie de regiones y estructura loop, en la region 3 sin traducir del mRNA.

II1.- La estabilizaciéon del mRNA de histonas, que tienen como caracteristica, la carencia de la cola de poli

(A).

IV.- Una secuencia de desestabilizacion diferente, se encuentra en muchos mRNAs inestables, que son
importantes en elcrecimiento celular. EstosmRNAs contiene en la region 3 'sin traducir, regiones ricas en AU,
cuando se insertan factores enla region 3’sintraducir de mRNA de glina, esta secuencia es suficiente para
desestabilizar al mRNA.

Se ha visto, que un aumento en la longitud de la pola de poli (A), se correlaciona con un incremento en la
estabilidad diversos mRNAs como la insulina y la vasopresina. Esta presente un mecanismo de clase III, en
donde la eliminacion de resudios de la region 3 'terminal, acelera el ataque nucleotidico. Cuando lafillongitud
de la cola de poli (A) es menor de 20-30 nucleotidos, las proteinas no se unen, resultando una rapida
degradacion de la region 3 'final del mRNA(Nielsen, 1990)..

TRANSPORTE-TRANSCRIPCION

La transferencia de la informacion del DNA a las proteinas comienza con la sintesisi de moléculas de RNA
durante el proceso llamado de transcripcion. La transcripcion especifica mas o menos aquellos segmentos de
DNA que contienen informacion, ya que la mejor definicion operativa de un gen es la de un segmento de
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DNA que es transcrito y que determina un producto simple. La transferencia de la informacion del DNA a las
proteinas requiere la participacion de varios tipos de moléculas de RNA. Uno de estas moléculas celulares
del RNA es el RNAmensajero (mRNA), que contienen la informacion que especifica la secuencia de las
proteinas. El descubrimiento del mRNA fue debido, en ghran parte, al trbajo

El transporte de RNPM del nucleo al citoplasma juega un papel importante en la expresion de las células
eucarioticas. . En esta revision se soporta el hecho de que hay mas RNAm que lo que siempre aparece en el
citoplasma. por lo tanto, debe haber un mecanismo de control que los separe, para separar aquellas moleculas
que pueden ser exportadas al citoplasma de aquellas que permaneceran en el nicleo.

En las células cancerosas, donde las moleculas de RNAm normalmente estan restrinjidas al nucleo también
emergen en el citoplama, este mecanismos de control puede ser perjudicial.

Esta generalmente de acuerdo que el transporte nucleocitoplasmatico del mRNPs ocurre a traves del
complejo de poros de la envoluta nucleares. El diametro efectivo de los canales de llenos de agual formados
por tales complejos son cerca de 10nm. Por lo tanto, los mRNPs (didmetro cerca de los 20n) son demasiado
grandes para dejar al nucleo por medio de difusion pasitva. El transporte de RNAm parece estar asociado con
cambios en la estructura tridimensional del mRNP, y se puede observar por micrografia electronica.

Se enfocara principalmente sobre la dependencia de energia-ATP-dependiente de mRNP. El transporte de
nucleoc al citoplasma del RNA ribosomal se puede inducir por ATP, pero tambien ocurre por variaciones de
Ca+2 y Mg+2. La liberacion de RNPs ribosomal parece estar acompafiado por una expansion del nucleo. El
transporte nucleocitoplasmico de RNAm parece ser distinto de la exportacion del tRNA o por el cambio de
snRNPs y de las proteinas a traves de la envoltura nuclear El transporte nucleocitiplasmatico de tRNA
parece involucrar un mecanismo de difusion facilitada , mostrando saturabilidad y especificidad de
sequencia.y aparentemente no depende de ATP.

En contraste al transporte de mRNPs a traves de poro nuclear, que aparece estrictamente vectorial, sSnRNPs
puede puede ser lanzado entre los compartimentos nucleares y citoplasmaticos.

El nicleo toma la clase mas pequefia de U-snRNAs en oocitos parece depender de su asociacion con
proteinas almacenadas en el citoplasma.

En contraste la exportacion de mRNA , la importacion de la mayoria de las proteinas dentro del nucleo
parece ser independiente de energia, aunque en algunos casos, los nucleotidos promueven este proceso.

La acumulacién de proteinas kariopilica en el nicleo puede estar mediada por sefiales especificas que
reconocen sitios de union intracelular de estas proteinas. Sin embargo, algunas proteinas (ej. SV40 grande,

Antigeno T) parecen migrar al nucleo via un mecanismos de transporte.

El transporte de RNAm del nucleo al citoplasma puede ser subdividido en las siguientes etapas”

a).-  Liberacion del RNAm de la estructura de matriz nuclear interna.
b).-  Translocacion de RNAm a través de la envolutra nucleolar de los complejos de poros.
c).-  Unién del RNAm transportados a los elementos citoplasmaticos celulares.

Actuales evidencias sugieren que durante estas etapas, los RNAm nunca aparecen difusibles en forma libre.

El transporte de RNAm parece estar mas involucrado en los procesos de union y separacion de:
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-De sitios especificos de la matriz nuclear,
-Envoltura nuclear(complejo de poros-lamina)
-Y el citoesqueleto.

En la etapa de translocacion, este sitio de union puede ser

-Este sitio de union puede ser el reconocimiento del portador del transporte en la estructura de la
envolutra nuclear.

-En el sitio citoplasmico

-Microtubulos

-Filamentos de actina

-y/o filamentos intermedios,
y estos pueden tener importancia en el transporte y funcion.

1.- SITIOS DE TRANSPORTE
Las estructuras intracelulares involucradas en el transporte del RNAm son:

a.- La matriz nuclear

b.-La envoltura nuclear ( o su complejo de subestructuras del complejo de
poros-lamina)

c.-El citoesqueleto

a).- La matriz nuclear- forma una densa cadena de fibras intranucleares que incluyen el nucleolo que esta
conectado en su periferia a la envolutra nuclear. Se ha asumido que la matriz nuclear provee una plataforma
organizacional para la mayoria de los pasos de expresion del gen que ocurren en el nicleo.

b).- La envoltura nuclear, que forma la periferia externa del nicleo, puede ser subdividida morfologicamente
en 4 distintos componentes:

1.- La membrana externa
2.- La membrana interna
3.- La lamina

4.- El complejos de poros.

Por tratamiento de la envoltura nuclear con Triton X100 se puede obtener el complejo de poro-lamina que
difiere de la envolutra en la ausencia de la membrana nuclear,

La lamina nuclear consiste de cadena de fibras asociadas intimamente con la membrana interna y el complejo
de poros nuclear. En el higado de la rata y muchos otros tejidos, esta compuesta de 3 polipéptidos de 60 a 80
Kda, llamados Laminas ( A, B. y C), La lamina B parece estar parcialmente integrada en la membrana
interna.
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El complejo nuclar de poros ( que tienen un diametro exterior de 80 nm) estan compuestos en forma de 8
granulos, de fibras presentes en forma concentrica y transfersal de un granulo interno. Los granulos anular
internos estan asociados con fibras intranucleares que aparecen estar relacionadas con el desarrollo de la
matriz nuclear. En algunas micrografias electronicas, en aparente continidad entre la matriz nuclerar y los
filamentos del citoplasma (pobablemente de filamentos intermedios).

c).- El citoesqueleto, consiste de tres sistemas de filamentos: como son

-Los microtubulos
-Microfilamentos
-Y filamentos inermedios

Las cadenas de proteinas que estan formadas por estos filamentos parecen estar concetados a finos filamentos
adicionales, aun no definidos, llamados microtrabeculos.

RECEPTORES ESTROGENICOS.

RECEPTORES DE ESTEROIDES
ESTROGENOS

La concentracion de RE disminuye por accion antangonista de la progesterona en hamster y en utero de rata.
Y se ha sugerido que que los estrégenos afectan su propia concentracion de receptores por disminucion de la
vida media de sus receptores, y estan asociados con proceosos nucleares., sin embargo, todos estos receptores
estan relacionas con forma de esteroides unidas a los receptores y no se ha mencionado el papel de la forma
no unida a los receporres ,

Recientemente, se ha demostrado que existen receptores para factores de crecimiento, hormonas y
neurotransmisores, y que estos son fosfoproteinas, y esto resulta ser una atractiva posibilidad que la funcion
de los receptotres pueden ser mecanismos de fosforilacion y desfosforilacion (Nooshne, 1990).

ESTROGENOS

De acuerdo a resultados presentados por Brown (1988) demostr6 que las diferencias celulares de la union de
estrogenos nucleares en la célula en discretas regiones del cerebro de la rata. La administracion de E2 , se
observan mayor capacidad de unidon de estrogenos en el nlicleo del area predptica periventricular (PVPOA),
area preoptica medial (POAm) y en nucleo ventromedial del hipotdlamo, estos nucleos, han estado
relacionando con la regulacion hormonal de la secrecion de gonadotrofinas y conducta reproductiva, .Aunque
en la rata hembra, la exposicion a E, es capaz de inducir el surguimiento preovulatorio de la secrecion de LH,
E, es inacapaz de producir similares efectos en el macho.La activacion de el modelo femenino de la conducta
reproductora en el macho requiere de dosis mas altas de E, que en la hembra. Otras conductas sexualmante
diferentes pueden ser, la maternal, conductas copulatorias,etc.

La reducida capacidad de union de estrogenos en estas regiones en el macho, estan asociadas con la reducida
capacidad para responder a estrogenos y esto se sugiere por estudios sobre la distribucion de receptores
estrogenicos inducibles por progestinas en el hipotdlamo de el roedor. Trabajos de Rainbow y col
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demostrarén, que el tratamiento a ratas gonadectomizadas a altas dosis de benzoato de estradio (10.15 (g/dia
durante tres dias) induce bajos niveles de receptores a progestinas en el PVPOA y VMN, comparado con la
hembra.

Se ha confirmado recientemente estos hallazgos y muestran que esta diferencia sexuales observa también
después de la administracion de benzoato de estradiol a bajas dosis. Estos resultados estan asociados con la
hipotesis de que uno de los mecanismos fundamentales en la derenciacion sexual del cerebro esta asociada
con la reduccion en la sensibilidad a estrogenos por neuronas de las areas PVPOA, mPOA, y VMN.

La exposicion de andrégenos en una etapa temprana puede causar perdida de poblaciones especificas de
células que concentran estrogenos involucradas en la regulacién femenina de modelos neuroendocrinos y
conducturales. En forma alternativa, la diferenciacion de estas células podria ser alterada, en cuanto a la
sintesis de receptores estrogénicos por célula blanco. Esto es posible, debido a que la diferenciacion regional
en la concentracion de receptores podria reflejar diferencias sexuales en las inervaciones aferentes en las
neuronas blanco.

La unién de estrégenos a receptores nucleares que son factores transcripcionales, inician cambios en la
expresion genética y estabilidad de transcritos del RNAm. Los estrogenos parecen regular la sintesis de
algunas proteinas que estan involucradas directamente con la transmision neural y puede constituir parte de
los substratos para cambios inducidos hormonalmente en la comunicacién neural. Los meanismos por los
cuales los estrogenos alteran la funcion cerebral, es a nivel de la disponibilidad de Receptores-estrogenos
libres para unirse a las hormonas. Se han realizado numerosos estudios para conocer este receptor, pero poco
se sabe en lo referente a su regulacion.

COMPLEJO R-E

Existen agentes neurotransmisores que se saben que alteran la concentracion de los niveles de ER y por lo
tanto la regulacion de los estrogenos para determinar los niveles de ER en un momento determinado. Ademas
de que se sabe que los ER funcionales parecen estar regulados o controlado por cambios alostéricos que son
inducidos por la fosforilacion de proteinas., La contribucion a la concentracion de ER son los niveles de
RNAm de ER disponibles para la translacion. Por técnicas de hibridizacion In Situ, se ha demostrado que los
RNAm para ER es regulado por el estradiol en la zona ventrolateral del Nucleo Ventromedial y el Nucleo
Arcuato del Hipotalamo. Ambas regiones tienen altas concentraciones de ER., la significancia funcional es
que el nucleo ventro medial esta involucrado directamente en el control neural de la conducta lordética, y el
nucleo arcuato esta implicado en regular la secrecion de H. Gonadales. Ademas se ha visto que los RNAm
para ER es especifico en forma regional, ya que los niveles de RNAm en la amigdala no se observan cambios
como respuesta al tratamiento hormonal.

Se ha investigado si las diferencias sexuales del sistema PRL-hipotalamo, tambien son determinadas antes de
empezar el periodo critico de diferenciacion sexual del cerebro o depende de la liberacion prenatal de la
testosterona que ocurre a los 18 dias de vida embrionaria.

Existen evidencias de la existencia de un sistema hipotalamico-prolatica. Estudios inmumohistoquimicos han
demostrado prolatica inmunoreactivaen el hipotalamo y otras areas del cerebro de rata adulta. La deteccion
de RNAmMPRL in las celulas hipotaldmicas y la proesencia de proteinas PRL en el hipotalamo de animales
hipofisectomizados suguiere que la prolactiva es de origen local y no de origen pituitario. La prolatcina
puede ser inecesariamente un neuropeptido que modula la conducta reproductiva. La prolactica se ha
demostrado que inhibe la lordosis y promueve la conducta maternal. Estos efectos conductuales pueden ser
mediadospor sitios de unidén especificas en el tejido neuronal y por un sistema de segundo mensajero
acomplado a receptores de PRL. Parece, que el papel controlador de la conducta generadora especifica.
Parece suguerir la existencia de un sistema controlador de la generacion de cnductas especificas y que son
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debidas a la diferenciacion sexual del sistema hipotalamo-PRL. De Vito (1991), reporto diferencias en la
inmunoreactividad de PRL entre los hipotdlamos de hembras y machos. Siendo los niveles cuantificados por
radioinmunoensayo de PRL mas altos en hembras que en machos. La hipofisectomia disminuye el contenido
de PRL en la hembra pero no en el hipotalamo de machos, y el tratamiento de estradiol selectivamente
restaura los niveles de PRL en la hembra hipofisectomizada. En relacion , el tejido hipotalamico de la
hembra se caracteriza por tener una mayor densidad de sitios de uniéon de PRL en comparacion con el
hipotdlamo de macho.

Generalmente se cree, que la diferenciacion sexual del cerebrao de rata, es realizada por una expposicion
perinatal de testosterona que es aromatizada a 17-beta-estradiol en forma local durante un periodo
critico(15). El Onset de los periodos criticos conincide con el aumente de testosterona sitemica en el feto de
rata macho dia 18 de vida embrionaria.sin embargo, este concepto recientemente ha sido contestado, porque
investigaciones sobare la diferenciacion sexual del neuronas dopaminergicas in vitro han mostrado que el
desarrollo de dimorfismo sexual puede ser incidado antes de tiempo y que puede proceder aun en ausencia de
hormonas gonadales (Hutchison, 1991).

Segun el estudio de Beyer C. (1992) demostro que las diferencias sexuales en el numero de celulas
hipotalamicas inmunoreactivas PRL, y las cantitades desarrolladas de PRL en cultivo de celulas disociadas
de cultivo de dicenfalo de embriones de ratas. El contenido de neuronas machos y hembras tienen la misma
cantidad de PRL por celula, es el tamafio de estas subpoblaciones de neuronas especificas y no la expresion
de PRL en las neuronas individuales. Las diferenicas en el numero de neuronas son una caracteristica de
varios nucleos dimdrficos sexuales. Las diferencias sexuales en el nimero de celulas PRL-hipotalamo, se
debe a la proliferacion de celulas precursoras que que se lleva lugar en la hembra antres de remover el
tejidos, a una diferenciacion mas rapida de celulas PRL de la hembra, y/o un porcentaje mayor de
supervivencia de los cultivos de neuronas de las hembras. El resulado confirma de acuerdo a observaciones
previas, que de dimorfismo sexual del sistema hipotalmico-PRL en la edad adulta, donde se sugiere que es
debido a la a un proceso de diferenciacion sexual que ocurre prenatalmente en ciertas subpoblaciones de
neuronas hypotalamicas.

El punto sobresaliente de estos resultados es el desarrollo de dimorfismo sexual en células de cultivo de
embriones en la etapa de 14 o 17 dias de vida embrionaria, y crecian en ausencia de esteroides sexuales
endogenos. Y puede por lo tanto excluirse que la diferenciacion de estas celulas es dependiente de la
diferenciacion sexual en los niveles de testosterona sistémica, que no se presentan antes de los 18 dias de vida
embrionaria. Esta es una contradicion a la teoria generalmente acetptada sobre de quela diferenciacion sexual
del cerebro es causada por efectos organizacionales de las hormonas esteroides presentes durante un periodo
critio de decarrollo cerebral. .

Similitudes con respecto a este trabajo, las diferencias morfologicas y funcionales de neuronas
catecolaminergicas se desarrollan en cultivos de tejidos cerebral de embriones de ratas a los 14 dias, y
aumento en ausencia de cantidades detectables de esteroides sexuales. Tales dimorfismos sexuales igual se
desarrollaron cuando las madres fueron tratadas con antiesteroides los dias 12 y 13 a fin de elxuir
definitivamente los eventos organizacionales dependientes de esteroides y que pueden ocurrir en el utero
antes que el tejido llege hacia el cultivo. (Beyer, C 1992)

Se concluye que el control epigenético por el ambiente hormonal no pueden ser el unico mecanismos
responsable para la diferenciacion sexual de neuronas Hipotalamo-PRL. Otros factores aparte de los
esteroides gonanades, tales como la realizacion de celulas autonomas que estan reguladas en un programa
genetico sexo-especifico, podria estar involucrada para explicar la generacion de diferencias sexuales.
Ademas se propone una cascada de eventos celulares epigeneticos intrtisecos y extrinsecos son necesarios
para establecer completamente el desarrollo del cerebro masculino y femenino.
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EXPRESION ONCOGENES

Estudios experimentales, en el desarrollo y dependencia hormonal de la expresion Raf-lse inicia un
imporante sefial de transduccidon que puede ser critico en la diferenciacion sexual.. Worf (1992) ha
presentado la hipotesis de que los mecanismos hormonales en casacada durante la diferenciacion sexual
toma como ventaja la presencia de moléculas de traduccion de sefiales como los proto-oncogenes raf-1. Los
analisis bioquimicos indican que Raf-1 son mas altos en el hipotdlamo de hembras prenatal que en el
hipotalamo de machos. Ademas los tratamientos con testosterona exogeno reducen de una manera
significativa los niveles de RAF-1 en hembras que en machos, cuando se les da prentalamente y no se han
encontrado evidencias en diferencias sexuales o efectos hormonales en animales viejos. El dato es consistente
de que las hormonas inhibiesn la expresion selectiva de la proteina Raf-1 en el cerebro de la rata prenatal en
el Hipotalamo, donde la accion hormonal produce cambios significatos con consecuencias a largo tiempo
(Dohler y col. 1984, Rhees, Shryne y Gorski, 1990).

Otras vias bioquimicas pueden estar involucradas en la fosforilaciéon de proteinas,pude ser dependiente
sexualmente y bajo la influencia de sefiales hormonales. Por ejemplo, la actividad de la adenilato ciclasa en el
hipotdlamo de ratas neonatales es mas grande en hembras que en machos, y es inhibida por estradiol o
testosterona y se incrementa en machos después de la castracion neonatal.

Un incremento en el numero de productos de proto-oncogen se han estudiado con respecto a su papel en el
desarrollo del cerebro normal. El proto-oncogene ¢ SRC tienen una forma especifica, c-src(+), y su expresion
del RNAm se ha seguirod en diferentes regiones con los niveles obsrvados al dia 20 en el desarrollo del
striatum de la rata. Otras regiones tales como el cerebelo y el hipocampo, exigen ni les de expresion de c-src
sigue en diferentes desarrollo.

Hemos suguerido que la diferenciacion sexual sigue a dos fases de un proceso secuencial de estrogenos,
seguida por una fase de androgenos. Tales procesosos secuenciales requieren mecanismo (s) para delimitar
las dos fases. Los resultados de el presente experimento suguieren un mecanismos de fase terminal
estrogenica sin influir en la continuidad de la fase androgénica. Los androgenos prentales en machos pueden
disminuir la Raf-1 dependiente de fosfoliralcion por down-regulation de los niveles de Raf-1. Si Raf-1
dependiente de fosforilacion resulta en la activacion de receptoes a estrogenos, luego que la accion
androgénica podria tener una subsecuente "down-regulation" en la actividad de receptores estrogénicos. Las
sucesivas fases estrogenica y androgénica podria estar organizada luego, por un mecanismo en que la accion
de androgenos tempranos, deja una disminucion en la respuesta a estrogenos en un periodo posterior. Un
mecanismo complementario esta sugerido la evidencia de que la estimulacion estrogénica incrementa el
numero de repectores a androgenos.

NEUROTRANSMISORES.

Las diferencias sexuales en la actividad de neurotransmisores como una explicacion aparte para aclarar la
funcionalidad de la diferenciacion sexual

Segun los resultados anteriores de Jarzab y col. (1990), confirman la hipotesis, de que cambios en la actividad
neurotransmisora postnanal pueden influir directamente en el desarrollo de estructuras dimorficas sexuales en
el cerebro de la rata. Por lo tanto se convence, las influencias adrenérgicas y serotoninérgicas sobre la
diferenciacion del SDN-POA.
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La administracion perintal de pCPA, un inhibidor de la sintesis de serotonina , incrementa el volumen del
SDN.POA en ratas hembras con un dia de nacidas, sin cambios neontatales en los niveles de testosterona o
estradiol(Handa, 1986).

La existencia de neuropeéptidos como la colecistoquinina, que se distribuye a través del sistema nerviosos
central y su distribucion sexual es dimofica en el continuan limbic-hypothalamic. Las dferencias sexuales en
el nimero de CCK-celulas inmunoreactivas que han sido descritas en la estria terminales, niicleo preoptico
medial, nucleo preoptico periventricular, subdivision posterio magnocelular del nucleo paraventricular y el
nuleo ventromedial del hipotadlamo (VMN) La distribucion de este neuropéptido esta particularmente en areas
del cerebro que concentran estradio, y median la conducta reproductiva.

En las ratas hembras los niveles de receptores de CCK en el VMN varia deacuerdo al ciclo estral , son mas
granes los niveles en la mafiana del diestro del dia 2 y proestro y baja en la mafiana del estro, y estan
moderados en la la mafiana del diestro del dia 1. Al parecer estos cambios parecen estan controlados por el
estradiol.

Las diferencias sexuales perinatamente bajo la influencia de un ambiente hormonal gonada.La respuesta
adulta al CCK exogeno en el VMN durante el peridodo critico postnatal por defeminizacion. Asi, la respuesta
a CCK estamuy correlacionado a los niveles diponibles de receptores en el VMN. La diferenciacion de
circuitos del CCK en el VMN estan controlados por el ambiente androgénico del desarrollo del animal. Estos
Estudios se extienden en nuestras observaciones sobrecomo el sist¢éma de CCK modula la conducta lordética.

Dentro del dimorfismo sexual del cerebro involuca dimorfismo sinaptico, y esta diferenciacion es incidad por
la accion de estradiol en la infancia, la diferenciacion depende de moderlos coordinados de biosintesis de
proteinas y recientementese ha demostrado que que el estradiol induce biosintesisi de proteinas especificas en
el cerebro neonatal. Esta induccion esta relacionada a la diferenciacion sexual.

Atn noesta bien claro, como los estrogenos inducen proteinas y puedan modular el desarrollo sinaptico, pero
si la proteina directa o indirectamente afecta la neurotransmision, ademds de que se sabe que ciertas sinapsis
pueden ser establecidas en forma selectiva, mientras que otras degeneran deacuerdo a si los circuitos se estan
usando o no. Desde que el adenilato ciclasa esta intimamente ligado a receptores a neurotransmisores y 3°,5-
AMP (cAMP) puede tener un eecto trofico en el cerebro (por ejemplo, puede afectar las estructuras de
neurotubulos, en cultivo de tejidos de neuronas en crecimiento y en ultraestructura del nucleo del sistema
nervioso), es posible que las proteinas cerebrales inducidas por Estrogenos modulan la actividad e la
adenilato ciclasa, ocasionando cambios permanentes en la estructura de algunas neuronas.

Hay drogas que afectas la interaccion receptor-catecolamisas, modifican la conducta sexual y liberacion de
gonadotrofinas, ademas se ha visto, que las rata macho recien nacidas, tienen mas bajos niveles de actividad
de la adenilato ciclasa que las hembras. Se ha pensado que esta diferencia entre los sexos en la actividad de
adenilato ciclasa y en sensibilidad a neurotransmisores puede ser debido a la presencia de estrogenos en el
hipotalamo del macho pero no de la hembra.. El cerebro de la rata recien nacida esta progegido contra sus
propios estrégenos por la alfafetoproteina, y en la edad adulta, esta presenta presenta diferencias en la
actividad dependiendo al ciclo estal. En los machos, sin embargo, la testosterona secretada por los testiculos
no es secuestrada y se convierte a estrogenos por la aromataza.

Los efectos de los estrégenos en el hipotalamo adulto son transcedentales. Aparte de su efecto inhibitori
sobre el sistma de adenilato ciclasa, existen algunos otros efectos inhibitorios que se han mostrado. Se ha
reportado que los estrogenos inhiben la actividad neuronal en el hipotalamo de la rata y que bloquea la
liberacion de hormonas liberadoras de gonadotrofinas (GT-RH) inducidas por dopamina. El efecto inhibitorio
de los strogenos parace ser no solo en la AC hipotalamica, sino también en en la pineal durante el citro estral
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de la rata, los estrogenos también se han resportado que reducen los niveles de cAMPen el ttero de la rata. Se
ha sugerido que el cAMP afecta la excitabilidad celular, y esto podria modifivar la actividad neuronal y
poriblemente, la neurosecencion y liberacion de GT-RH.

DIFERENCIAS NEURONAL( CELULAR )ETC.

Aunque diferencias sexuales en el nucleo neuronal o tamano nucleolar se reportaron por Dorner ( 1968; 1973)
ya que diferencias en el tamafio nuclear o nucleolar, podrian ser el reflejo de una actividad metabolica.
Raisma y Field (1973), demostraron, que hay . una significacia estadistica en las diferencias sexuales en el
numero de sindpsis sobre las espinas dendriticas en el MPOA en un area determinada de la estria terminales.,
estos autores demostraron que la manipulacion hormonal altera la diferencia sexual funcionalidad del
cerebro, demostraron que también se producen cambios predictivos en el orden morfologico.

Cabe notar que estas diferencias estructurales son muy sutiles, esencialmente con diferencias sexuales,
estadisticamente significativas se pueden detectar a nivel ultraestructural. Las observaciones que habian
demostrado efectos dramaticos sobre el campo fueron los estudios realizados por Nottebohm y Arnold (1976).
Ellos identificaron diferencias sexuales relativamente gruesas en la organizacion nucleolar del cerebro de
parajos. Una serie de nucleos que formaban parte del sistema de canto presentaban caracteristicas dimorficas
sexuales ademas de suceptibilidad para manipulaciones hormonales.

DIMORFISMO SEXUAL DE LOS NUCLEOS DEL AREA PREOPTICA.
VOLUMEN

Gorski ( 1978) plantea el uso de un método para cuantificar el volumen nuclear y encontro que la area
predptica era cinco veces mas grande en volumen en los machos adultos, que en las hembras.

La densidad neuronal fue significativamente mas grande en esta estructura que en sus alrededores ( Gorski y
col. 1980; Jacobson y Gorski, 1981).El marcado volumen diferente en esta area en la densidad neuronal
indican que SDN-POA del macho esta compuesto de mas neuronas que en la hembra.

Jacobson y Gorski (1981) determinaron si el volumen del SDN-POA podria ser alterado por un ambiente
hormonal postnatalmente, y demostrarén que la castracion de ratas macho de un dia de nacida presentaban
una reduccion del volumen del SDN-POA significativamente en la edad adulta. . Sin embargo, la
administracion de TP ex6geno administrada a hembras genéticas o machos castrados el diia uno de vida, se
observa un incremento en el volumen nuclear el la a<edad adulta.El SDN-POA presentaba su volumen en la
edad adulta, y se ve que es claramente influenciado por un ambiente homronal postnatal temprano, sin
embargo, el volumen del SDN-POA no es "sexo-reversible" Cuando despues se analiza el desarrollo
temporal de las diferencias sexuales del SDN-POA en volumen y se encuentra que el desarrollo durante la
primera semana de postnatal y se lleva lugar el mismo periodo en que ocurre la diferenciacion sexual del
cerebro. E1 SDN-POA parece ser una estructura de diferenciacion sexual hormono-dependiente, por lo que es
una estructura morgologica que presenta un efecto de accion organizacion de hormonas testiculares.
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Las observaciones de que la orquidectomia neonatal o la exposicion a esteroides gonadales postnatalmente
no es un proceso "sexual-reverso" del volumen del SDN-POA en machos y hembras respectivamente, por lo
que se sugiere la posibilidad de factores genomicos neuronales podr;ian estar involucrados en el desarrollo de
esta estructura como parte de la diferenciacion sexual. Sin embargo, la dichas manipulaciones de los
ambientes hormonales postnatal pueden ser insuficientes o producirdos a destiempos. En las ratas macho se
ha observado el surgimiento de testosterona en el momento del parto (Corbier y col. 1978)y este aumento se
ha reportado que contribuye a la diferenciacion masculin (Corbier y col. 1981). Sin embargo, en estudios
posteriores de Handa y col. (1985) se demostro que la castracion de ratas macho justo antes del nacimimiento
natural, o 6, 12, 24 horas despues del nacimiento produce elmismo efecto en el volumen del SDN-POA, asi,
se suguiere entonces que la testosterona no influye en SDN-POA.

El hecho de que el SDN-POA no es dimdrfico sexualmente sino hasta después del nacimiento, es parecido a
aquella accion hormonal que empieza antes del nacimiento Es por eso, que la accion de la testosterona antes
del nacimiento no es expresada o no es reconocida sino hasta después del nacimiento, esto podria explicar el
porque la orquidectomia al dia 1°, no da completamente la conversion del SDN-POA como en la hembra en
relacion a terminos femeninos del volumen, a través de la regulacion de la facilitacion de la respuesta del
feedback y la conducta lordotica (Clemens y col. 1978; Meisel y Ward, 1981, vom Saal 1982a).

Podria decirse que es virtualmente imposible reproducir en hembra, por la sola administraciéon de TP, el
modelo de masculinizacion prenatal normal de la actividad testicular, asi, se han expuesto a ratas
embarazadas con 2 mg de TP diario, empezando en el dia 16 de la post conception y seguida al nacimiento, e
inyectaron cada cria con 100 ug de TP diariamente durante 10 dias postnatal. Fue necesario inyectar todas las
crias por la incapacidad para determinar su sexo por la apariencia del sexo gonadal.

La exposicion prologanda a TP el volumen del SDN-POA es completamente sexo-reversible en las hembras
pero no se muestra este efecto en los machos (Dohler, y col. 1984). Es por eso, que las influencias genémicas
posibles, pueden ocurrir normalmente en el desarrollo, estos resultados pueden establecer que el ambiente
hormonal solo puede determinar el volumen de SDN-POA masculino y un incremento en el nimero de
neuronas que componen este nucleo. Ademas de que la exposicion perinatal a estrogenos no-esteroidales
como el Diestilstilbestrol (DES), que tiene la capacidad de que no se une a las alfa-feto proteinas, tambien
presenta un cambio del volumen del SDN-POA sexo-reversible (Dohler y col. 1984).

Estas observaciones requiren sin embargo, consideraciones del papel del estradiol en los procesos de
diferenciacion sexual masculina. Badin (1970) evaluo el volumen del SDN-POA en machos con mutacion de
testiculo feminizante que exibian marcada reduccioén de receptores androgenicos (Naess 1976), sin presentar
ningun decremento aparente en los niveles de receptores estrogénicos como ocurre en el raton. En estos
machos el SDN-POA, el volimen es equivalente en volimen al macho normal, que es consistente con
estrogenos como el mediador de la diferenciacion sexual de esta estructura (Gorski, 1981)

El dimorfismo sexual del SDN-POA,no solo es en terminos de su volumen, sino también de cuerpos
celulares que abarcan este nucleo y de las fibras que inervan y su vecindad. Estas diferencias se establecen en
durante el periodo critico pre-postnatal. Asi parece, quedurante el periodo perinatal de esteroides gonadales
actuan no solo como sefales de diferenciacion de parametros morfologicos yfuncionales a nivel cerebral,
pero tambi;en influyen en la actividad neurotransmisora en el cerebro de la rata. El mecanismo de interaccion
de esteroides-neurotransmisor en el desarrollo cerebral, no esta muyclaro a;un. La testosterona influye sobre
el contenido de neurotransmisores y neuropeptidos en el cerebro. Asi como se ha reportado que compuestos
que cambian la actividad neurotransmisora influyen en la diferenciacion sexual del cerebro e interfieren con
el efecto delosesteroides durante este proceso. Recientemente, Handa y col. (1986) describimieton que el
volumen del SDN-POA se incrementa de volumen en ratas hembras de | dia, despues de la inhibicion
prenatal de sintesis de serotonina con para-clorofenilalanina. El sistema adrenérgico, también influye en el
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proceso de diferenciacipon sexual, se ha mostradoque los efectos desfeminizantes de testosterona postnatal
estan conectados con cambios permanentes en la regulacion noradrenergica de la ciclicida de la secrecion de
la hormona luteinizante. En relacion al SDN-POA, las ratas adultas estan inervadas porfibras adrenergicas a
este nicleo Y también se ha demostrado previamente, que las drogas neurolpeticas pueden influir sobre la
replicacion celular en el cerebro en desarrollo, asi como también se han descrito influencias neurotréficas de
las aminas biogénicas.

En contraste, las diferencias sexuales estructurales del nucleo espinal del bulbocavernoso ( en la espina
cordal) de las mismas ratas esta ausente, que es una caracteristica de las ratas hembras. Aunque el desarrollo
de los nucleos espinales puede depender de la sobrevivencia de musculatura perineal androgeno-dependiente,
es posible que la influencia de la testosterona sobre la espina cordal. actua como un androgeno (Breedlove
y col. 1981)...

Las discusiones estan enfocadas sobre el SDN-POA, pero se deben enfatizar, que los mecanismos de su
diferenciacion, aunque ilustrativos en los principios general,es, pueden no se aplicables a todas las estructuras
capaces de desarrrollar dimorfismo sexual , justo como sistema funcional diferente exibe caracteristicas
diferentes temporales a la accion de las hormonas sexuales , los mecanismos responsables para las
diferencias sexuales estructurales no necesariamente son identicos.

El estudio de el desarrollo del SDN-POA a llevado a una controversia sobre el papel de la alfa-fetoproteina
(AFP) en la diferenciacion sexual. Aunque es generalmente aceptado que la AFP proteje al cerebro de la rata
hembra por medio del secuentro de estrogenos (Dohler, 1978), se ha sugerido que al AFP puede servir para
prolongar el ambiente hormonal prenatal en la vida postnatal.

PAPEL DEL ESTRADIOL

Toran-Allerand (1980a,b) ha demostrado que el estradiol es necesario para el crecimiento de procesos
neuronales in vitro y que la AFPes llevada por neuronas

Es por eso, que bajos niveles de estrogenos pueden ser necesariamente para el desarrollo y/o diferenciacion
del cerebro de la rata., mientras que la exposicion adicional a estrogenos derivados de la conversion
intraneuronal de la testosterona testicular masculiniza al cerebro.

Dohler y col. (1984) demostrarén que la administracion postnatal de un antiestrégeno como el tamoxifen
reduce el volumen del SDN-POA alcanzado por los machos adultos. aunque tratamientos similares con
tamoxifen también reducen el volumen del SDN-POA alcanzado por las hembras.

Aunque el posible papel del estradiol en el desarrollo del cerebro de la rata puede parecer un punto menor, es
conceptualmente significativo. En la revision clasica de la diferenciacion sexual se asume que el cerebro es
inherentemente femeino o en menor grado bipotencial e igual sin en un ambiente hormonal se desarrolla en
direccion femenina. En contraste, el cerebro de la rata puede actualmente ser neutro y depender de la accion
de estradiol para el desarrollo de hembras normales. en cualquier caso, la exposicion a altos niveles de
estradiol son necesarios para la diferenciacion masculinia del cerebro.
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Si se espera que las especie moleculare es el estradiol o la testosterona, y si el cerebro es inherentemente
femenino o neutro, es evidente que los esteroides gonadales en alguna forma inluyen, si no
determinantemente, en el niimero de neuronas que componen al SDN-POA de la rata adulta. Seis posibles
mecanismos pueden ser sugeridos:

l.- Los esteroides pueden estimular la neurogénesis o prolongar el periodo en que ocurre la neurogénesis.
2.- Los esteroides pueden modular la migracion de neuronas recientemente formadas a la region del
SDN-POA.

3.- Los esteroides pueden promover la sobrevivencia durante elproceso de migracion y prevenir la muerte
celular mofogenica.

4.- Los esteroides pueden modular el reconocimiento sobre el reconocimiento de la superficie celular en
los procesos o cualquiera que sea la causa de agaregacion de neuronas en el SDN-POA.

5.- Los esteroides pueden prevenir la muerte celular histogénica.

6.- Los esteroides pueden influir en la especificacion de neurones en terminos de funcionalidad y /o

identificacion neuroquimica.

Datos publicados sobre la neurogénesis del MPOA ,indican que es postmitotica en las neuronas de esta region
cerca del dia 16 postconception ( Altaman y col. 1978, Anderson, 1978). Se ha visto que la administracion de
Timidina (H3 ( a hembras embarazadas en diferentes dias de gestacion, se sacrificaron su crias 30 dias
después del nacimiento y se analizaron los cerebros autoradiograficamente, (Jacobson y Gorski, 1981)
confirman que la neurogenesis en el MPOA en general cesa a los 16 dias postconcepcion, la neurogenenesis
de aquelllas neuronas que forman el SDN-POA fue especificamente prolongado. y se observa que continua la
neurogenesis hasta el dia 20 de la gestacion.(Jacobson y col. 1982) encontro dos diferencias sexuales
significativas en la aparente nuerogenenis, en el SDN-POA, cuando la inyeccién de Timidina (H3 ( se
inyecta en los dias 14 de gestacion, el indice de la marca del SDN-POA es mayor en las hembras que en los
machos, y esta diferencia sexual es revierte a los 17° dias de gestacion (Jacobson y Gorski, 1981).
Prenatalmente el dia 17 de gestacion esta cercano al momento de marcaje de la diferencia de secrecion de
testosterona como ha observado Weisz y Ward (1980), y esto se podria contribuir a lo observado en las
diferencias en la aparente neurogenensis en el dia 17.. Sin embargo, estos resultados pueden ser prematuros,
ya que en el trabajo w Weiz, las ratas no fueron sacrificadas sino hasta el dia 30 de vida, los resultados
pueden ser confundidos con factores como la migracion y la sobrevivencia, ademas que el papel altamente
complejo de la accion de las hormonas gonadales es promover o prolongar la formacién mitotica de las
neuronas en el SDN-POA.

El hecho de que la actividad meiotica es dirigada por la formacién de neuronas en el SDN-POA se prolonge
significa que la ezposicion de timidina radiactiva sobre el dia 18 de gestacion marca permanentemente la
fraccion significativa ( 25'30%) de las neuronas del SDN-POA. Este actontecimiento permite identificar las
vias de migracion probables de las neuronas del SDN-POA (Jacobson, 1985).

Para identificar las vias de migracion, se inyecto timidina radiactiva a una serie de ratas embarazadas el dia 18
de gestacion y se sacrificaron sus crias a diferentes edades, dos horas después de la inyeccion, las células
marcadas se encontraban en el limite del tercer ventriculo y durante el curso de las dos semanas proximas, las
cé¢lulas marcadas aparecen del cerebro medio a la base del tercer ventriculo, alrededor del tejido
neuronal,afuera se lateralizan y se colocan en forma dorsal para alcanzar al SDN-POA. El destino de estas
neuronas es desconocida. ellas pueden migrar mas alla de los bordes laterales del MPOA,

Aunque los mecanismos de sobrevivencia durante losperiodos de muerte neuronal no son entenidos
complentamente, sin embargo, es util el concepto de neuronas como una substancia neurotrofica que existe
en cantidades limitadas en areas blancas, (Hamburgen y Oppenheim, 1982).
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ESTUDIOS DE LA FUNCION DEL SDN-POA

Aunque se ha tratado al SDN-POA como una estructura morfolégica de la acccidon de organizacion de los
esteroides gonadales, y asi, como evaluar el sistema para el estudio de los mecanismos posibles de la accion
de los esteroides sobre el desarrollo del cerebro. No se sabe a ciencia cierta cual podria ser el papel de las
neuronas del SDN-POA, si exitatorio o inhibitorio..

El volumen del SDN-POA por sin, no se correlaciona con la habilidad de los machos o hembras geneticos
para la presencia de la conducta lordotica ni con con la respuesta facilitatoria del feedback a esteroides
gonadales (Gosrki y col. 1978).

EFECTOS CON ANTAGONISTAS ESTROGENICOS.

El nucleo dimorfico del Area Predptica (SDN-POA) su desarrollo empieza durante la vida fetal tardia, y
depende enormemente de un ambiente hormonal durante el periodo de diferenciacion sexual. El tratamiento
de ratas hembras con androgenos aromatizables, o con estrogenos perinatales incrementa el volumen del
SDN-POA, mientras que la castracion de las ratas macho reduce el volumen de este nicleo. El ambiente
hormonal durante la edad adulta,parece no alterar el volumen de dicho nucleo. Se ha observado que 10 o 100
ug de tamoxifen reduce el volumen del SDN-POA de un 26 a 40% en la rata macho . Asi, el efecto del
tamoxifen sobre el nicleo de las ratas macho tratadas postnatalmente , es similar al efecto de la
orquidectomia, que que reduce el volumen a la mitad aproximadamente. Ni una sola administraciéon de
tamoxifen, ni multiples administraciones influyen significativamente sobre los niveles de testosterona en
suero el las ratas machos. Asi, el mecanismo de accion de este antagonista estrogénico no parece estar
dirigido via al dafio sobre los testiculos (Ddhler, 1984 b).

El tamoxifen, puede tener influencia de desarrollo y diferenciacion del SDN-POA, via una accion directa
sobre el sistema nerviosos central. Un efecto toxico del tamoxifen, sobre el CNS es desconocido, ya que en
estudios de Ddhler (1984) toman como control al nicleos supraquiasmatico como control, y no se veia
afectada por el tratamiento. Asi, la influencia inhibitoria de este antagonista sobre el SDN-POA en areas
cerebrales en donde se conoce la sensibidliad a estrogenos, parece tener una interferencia local con la
actividad estrogénica (Dohler, 1984 b).

Los receptores a estrogenos, estan presentes en el hipotdlamo de la rata antes de nacimiento, y se
incrementean durante el periodo perinatal, ademas que hay otras areas cerebrales, que tienen la capacidad de
aromatizar andrégenos a estrogenos, , como un proceso que pareciera jugar un papel clave en la
diferenciacion sexual del cerebro de la rata macho. ya que se observo que despues de la administraci pon de
3H-testosterona a ratas neonatales, la radiactividad se presento en forma de 3H-estradiol en la Amigdala, area
preoptica y en el nucleo hipotaldmico (Vito y col. 1982).

El tamoxifen en el organismo adulto, se sabe que se une a receptores estrogénicos intracelulares, previniento
que estos sean ocupados por el estradiol. El tamoxifen actua en forma similar en el organismo en desarrollo,
despues de la aromatizacion de androgenos testiculares a estrogenos, el tamoxifen impide que se forme el
complejo receptor estrogenos de esta manera, los estrogenos, no interactuan en el ntcleo celular del SDN-
POA,por ocupar los reeptores estrogenicos intracelulares. El efecto inhibitorio del tamoxifen en la vida
postnatal sobre el desarrollo y diferenciacion del SDN-POA en ratas macho, no es solo actuando para
impedir la aromatizacion de los androgenos testiculares a estrogenos, sino también a la subsequente
interaccion de estos estrogenos con el material nuclear (Ddhler, 1984).
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El tratamiento postnatal con tamodxifen interfiere con el crecimiento y diferenciacion del SDN-POA, no solo
se ve afectado el del macho, sino también de la hembra. Se ha visto que el tratamiento postnatal con
tamoxifen induce esterilidad anovolutaoria en forma permanente, en la hembra, ademas de la reducion en el
volimen del SDN-POA. EIl efecto desfeminizante de la accion de los antangonistas estrogenicossobre la
diferenciaion de las funciones sexuales cerebrales , podr;ia atribuirse a una posible actividad estrogénica de
este compuesto. Sin embargo, se ha indicando que el tamoxife no actua como estrogenico sobre la
diferencion del SDN-POA, ya quese ha visto, que los estrogenos perinatales estimulan la diferenciaén del
SDN-POA en ratas hembras, mientras que el tamoxifen inhibe su diferenciacion. El tratamiento postnatal en
ratas hembras con tamoxifen, muestran que inhibe la diferenciacion de los modelos de conducta sexual sin la
diferencion de los modelos conductuales sexuales del macho (Dohler, 1984b, Dohler, 1984¢, Hanke, 1981);..

Se ha obsrvado, que o solo la diferenciacion sexual del macho, sino también de la hembra y/o con respecto al
desarrollo del cerebro, puede estar influido por hormonas estrogénicas, lo que se podria sugerir, que durante
el periodo perinatal los estrogenos de la circulacion sanguinea pueden estimular la diferenciacion y/o
desarrollo de la sexualidad en ambos sexos. Los requerimientos para las influiencias estrogénicas sobre el la
diferenciacion cerebral, funcional y estructural, podria ser mdas cuantitativa, que cualitativa., como lo
demuestra que Vonm Saal (1983) en ratones hembras y machos, que fueron localizados en el utero entre
otras dos hembras, tenian mas altos niveles de estradiol en su fluido amniotico, y mostraban en la edad
adulta, mejor desarrollo de conducta sexual femenina o masculina que las hembras o machos que fueron
localizados en el Utero entre dos machos.

Segun estudios realizados por Dohler (I1986)A ratas hembras embarazadas a partir del dia 16 de
gestacion:dosis de tamoxifen, de 200 ug diarios, y de ciproterona 10 mg. por cesarea, se obtienen las crias al
dia 22 de embarazo las trataron con Tamoxifen 10 ug y ciproterona 0.5 mg. durante 10 dias.

El tratamiento pre y postnatal de el peso de los organos, presenan una mermanente reduccion del cuerpo del
ovario, y presentan esterilidad anovulatoria persistente., se presentaban algunos ovarios completamente
atroficos, y no contenian foliculos ni cuerpos luteros., aunque algunos contenian foliculos, pero no cuerpo
lutero. El peso corporal fu¢ significativamente reducido , pero el de cerebro no se afecto.

Y el tratamiento pre y postnatal de las ratas hembras con acetato de cyproterona, no ingluyen sobre la
capacidad ovulatoria.. El peso corporal fue significativamente reducido, pero el peso cerebral no se ve
afectado.

El tratamiento pre y postnatal de ratas machos con tamoxifen, reducen el peso corporal y el peso testicular,
pero no influyen sobre el peso corporal. , los testiculos de estos animales fueron pequefos y flacidos , pero
no contenian estrogenos.

El tratamiento con cyproterona, reducen el preso corporal, pero no el cerebral. Los testiculos fueron
localizados intra-abdominalmente, pero presentaban mayor peso que los controles, sin embargo, su
apariencia era normal y ademds presentaban espermatozoides.

El tratamiento pre y postnatal de ratas macho con antagonistras estrogénicos como el tamoxifen, inhiben el
desarrollo del SDN-POA, y asi en la edad adulta, tienen casi el volumen de la las hembras controles.,
mientras que el tratamiento pre y postnatal con antagonistas androgenicos no influyen sobre el volumen, lo
que sugiere que el desarrollo y diferenciacion del SDN-POA esta bajo un control en estrogénico en su fase
inicial pero no bajo un control de adrogenos, per se. Ya que el tratamiento pre y postnatal de tamoxifen en
ratas macho no influyen sobre los niveles de testosterona duante el periodo de tratamiento, el mecanismo de
accion de este antagonista estrogenico , no parece ser la principal via dirigida a presentan el efecto de un
dafio agudo a los testiculos ( efecto de castracion).
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En forma alternativa, el tamoxifen parece influir sobre el desarrollo del SDN-POA teniendo como via
principal el sistema nervioso central (CNS). El efecto toxido del tamoxifen sobre el CNS, aun esta
desconocido, ya que presenta cienta selectiviad, como se ha demostrado en cuando se toman como zonas
controles, otros nucleos, como al nlicleo supraquiasmatico, y este no presenta ningtina alteracion, por lo que
se sugiere que la influencia inhibitoria sobre el crecimiento de ciertos nucleos es determinado en algunas
areas cerebrales con sensibilidad a estrogenos y parece ser mas a una interferencia local con la actividad
inducida por estrogenos (Dohler, 1984a)

En la edad adulta el tamoxifen actua uniendose a receptores estrogénicos intraceulares y previene la union
del estradiol a estos receptores. El tamoxifen puede actuar similarmente en el desarrollo del organismo.
Después de la aromatizacion de andrégenos testiculares a estrogenos, el tamoxifen podria tener una
interferencia con los estrogenos para entrar al nucleo de SDN-POA por ocupar receptores intracelulares a
estrogenos. El efecto inhibitorio pre- y postnatal del tamoxifen sobre el crecimiento y diferenciacion del
SDN-POA en ratas macho, indica que no solo una diferenciacion funcional sino tambien estructural del
cerebro de la rata macho puede ser dependiente de la aromatizacion de androgenos testiculares a estrogenos,
y su subsecuente interaccion de estrogénos con el material nuclear.

Deacuerdo a resultados obtenidos por Dohler y coll ( 1984) utilizando antagonistas androgénicos como el
acetato de cyproterona, no interfiere sobre el crecimiento y diferenciacion del SDN-POA, lo que indica que
los androgenos no son los que estimulan de manera primaria la diferenciacion del SDN-POA:

Ademas, la aromatizacion de andrdgenos a estrogenos, se considera como un pre-requisito para la
masculinizacion de la area preoptica-hipotdlamica y desfeminizacion de las funcions cerebrales. El
tratamiento pre y postnatal de con acetato de cyproterona muestra una permanente feminizacion de los
modelos de conducta sexual femenina y el modo de liberacion de gonadotrofinas en machos, e inhibie la
accion desfeminizante de la testosterona exdgena en hembras.

La testosterona se sabe que entrea a las células blanco de los androgenos en el cerebro y ahi, se tiene dos
vias, se aromatiza o se 5-alfa -reduce, el principal metabolito es esl estradio y la 5(-dihidrotestosterona
(DHT). ambas hormonas se encuentran con alta afinidad a receptores protéicos especificos de origen
citoplasmatico y luego son translocados al ntcleo celular conde estimularan la respuesta biologica
caracterististica. El el caso del antagonistas androgenicos no previenen la entrada de andrégenos a las célula,
no influyen sobre el metabolismo androgénico. Su principal actividad antagdnica, parece estar basada sobre
la interferencia con androgenos intracelulares que se unen a receptores especificos androgénicos en el citosol
y previenen la translocacion del complejo receptor-androgéno al interior del nucleo, asi, la actividad de la
ciproterona esta dirigida a medial los eventos androgénicos, pero no directamente contra los eventos
mediados por estogenos.

De acuerdo a esto, la masculinizacion y desfeminizacion de las funciones cerebrales en la rata, parecen estar
mediadas no solo por estrogenos sino también parecen requerir la participacion de androgenos per se. Los
componentes androgénicos y estrogénicos parece que son requeridos para una completa masculinizacion y
desfeminizacion de las funciones cerebrales sexuales. La interferencia de antagonistas hormonales o de otros
componenentes , es el resultado de una incompleta organizacion del cerebro. La organizacion estructural del
SDN-POA, sin embargo, parece depender solamente de la entrada de estrogenos.

El tamoxifen, no estimula el desarrollo y diferenciacion del SDN-POA del las ratas hembras. Ademas que el
tamoxifen no actua como un estrogeno, y si mantiene su comportamiento cono antagonista de la actividad
estrogénica. Mientras que la induccion de esterilidad anovulatoria por el tratamiento perinatal con
tamoxifen puede ser el resultado de antagonismo estrogenicos, como se ha sugerido, o bien podria ser el
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resultado biologicoi de la union del tamxofen a los sitios de unidn antiestrogenicos, que ya han sido
reportados ser diferentes a los receptores estrogenicos (Sudo, 1983).

HOX

Como parte importante en el desarrollo de algunos organismos, se encuentra la participacion de los genes

homedticos (HOM). Tres modelos principales de regulacion génica especifican las caracteristicas basicas de

la funcion y el cuerpo del embridon de Drosophila melanogaster y en los sucesivos estadios del desarrollo:

e Los genes maternos que se expresan en el huevo antes de la fertilizacion) oocito)

e Los genes de segmentacion que se transcriben a partir del genoma celular después de la fertilizacion

e Los genes homoticos que se expresan mads tarde afectando a las caracteristicas Unicas de cada segmento
individual del cuerpo (Lehninger y col. 1993).

Los genes homedticos son expresados durante la embriogénesis de D. Melanogaster con un patron complejo
de especificidad posicional y temporal y se ha estudiado ampliamente la participacion de estos en a
diferenciacion de diversos 6rganos durante el desarrollo embrionario (Lawrence y Morata, 1994). Los genes
HOM forman la cascada de actividad e factores de transcripcion los cuales subdividen al embridon en
unidades progresivas pequefas (parasegmentados) dando a cada uno la unidad de identidad particular. Los
genes HOM son, por lo tanto, responsables de proveer la informacion correcta para dar las coordenadas
espaciales para que las células se diferencien de acuerdo a su posicion dentro del embrion. Estos genes tan
agrupados dentro de os complejos Antenadedia (ANT-C) y Bitorax (BX-C) colectivamente referidos como
homedticos (HOM-C) (revisado en Duboule y Morata, 1994; Andrew y Scott, 1992; Krumlauf, 1994; Colleta y
col. 1994) los cuales participan en el desarrollo de los segmentos individuales a o largo del eje
anteroposterior (AP) y de su cuerpo (Bentley y col.) 1993; Gutman y col, 1994). Cada complejo contiene
diferentes genes con funciones analogas: aquellos genes en el complejo Bitérax controlan las diferencias
entre los segmentos abdominales y toracico del cuerpo, mientras que los del complejo antannapedia controlan
las diferencias entre os segmentos del torax y la cabeza.

Una caracteristica importante que guardan los genes homeoéticos de Drosophila, es la presencia de un
secuencia de 183 nucledtidos altamente conservada durante la evolucién y que se denomina homeobox la cual
codifica para un dominio de 61 aminodcidos llamado homeodominio (Shen y col. 1989; Lilli y col, 1995;
Care y col, 1996; Friedman y col, 1994). El homeodominio presenta un segmento del tipo hélice —giro-hélice
capaz de unirse a secuencias de ADN (Gehring y col, 1994, Laughon 1991, tiberio y col, 1994) y por lo tanto
los genes que o contiene pueden actuar como factores de transcripcion (Friedman y col, 1994; Zappavigria y
col, 1991), tanto en autorregulacion como en transregulacion (Bentley y col, 1993).

El homeobox fue identificado originalmente en los genes homedticos de Drosophila y como ha sido
altamente conservado en la evolucion, se han podido descubrir varios homologos de estos genes en diversas
clases animales, que incluyen nematodos, moluscos, erizo de mar, peces, ranas, aves y mamiferos. Dentro de
los mamiferos, los genes homeoticos son denominados como Hox para os murinos y HOX para os humanos.
Como se muestra en la Figura I, especificamente en mamiferos, 39 genes HOX han sido identificados y
clasificados en cuatro grupos referidos como A, B, C y D (Scott, 1992; Zeltser y col., 1996)los cuales e
localizan en los cromosomas humanos 2, 7, 12 y 17 respectivamente (Boncinelli, y col, 1989; Chariot y
Castronovo, 1996; Cillio y col, 1992; Care y col, 1994 y 1996) especificamente en las regiones 2q31, 7p15.3,
17921.3 y 12p13.3 (Cilio y col, 1996; Apiou y col, 1996).

El ordenamiento de los genes dentro de cada complejo HOX es esencialmente el mimo que el complejo
HOM de Drosophila, sugiriendo que los 4 grupos completos de los vertebrados se originaron por duplicacion
de un solo complejo primordial y que ha presentado su organizacion basica (Alberts y col, 1994).
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Antecedentes.-

Se ha implicado a los genes HOX en los siguientes procesos:

e Existe una regulacion coordinada de genes HOX que juegan un papel importante en la proliferacion,
crecimiento y diferenciacion normal de células (Magli y col. L991)

e Genes HOXB participan en la proliferacion y transformacion celular (Krosi y col. L998)

e Se ha visto la expresion alterada de genes HOX entre tejido sano y con céncer de rifio, piel, pulmon,
mama y colon (Cillio y col, 1992, Rieer y col, 1994, Flagiello y col, 1996, Chariot y Castronovo, 1996, y
De Vitay col., 1991)

Se ha establecido la unidon entre homeoproteinas y moléculas de adhesion como blancos de las primeras, las

cuales juegan un papel central en diferentes procesos celulares tales como el crecimiento, diferenciacion,

sefializacion y organizacion citoesquelética entre otros (Jones y col, 1992, Edelman y Jones, 1993)
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Fig. Comparacion del complejo HOM de Drosophila y los complejos Hox de los mamiferos.

El rupo de genes HOM de Drop'phila melanogaster, es mosrado en su orden cromosomal y esta distribuido en los
complejos Antenapedia (ANT-C) y Ultrabithorax (BX-C), los cuales incluyen a los genes labial (lab),
Proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex com reduced (Scr), Antennapedia (Antp) y Ultrabhitorax (Ubx),
abdominal-A (abdA). Abdominal-B (AbdB) , respectivamente. Cada columna de genes, (mostrada por el mismo
color), indica la correspondencia, basada sobre la homologia en la secuencia del homeobox, entre e complejo
HOM vy los cuatro grupos Hox de los mamiferos (ratén, y humano). Los nimeros 1-13 indican los paralogos
identificados hasta el momento (rectangulos de colores). Los niimeros entre paréntesis indican los cromosomas
sobre los cuales estan localizados los diferentes grupos Hox de ratéon y humano respectivamente. El paralogo 6, 7
y 8 estan por determinarse si son homologos al complejo HOM 6 son duplicacion independiente de algiin gen tipo

Antennapedia.
Andrew y Scott, 1992
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Se ha sugerido, la participacion de los genes HOX en la fertilidad femenina y masculina en ratos y humano,
la mutacion de Hoxa 11 y Hoxa 10 en los ratones machos provoca una malformacion en los vasos deferentes
que los hace parecer como epididimo. Esta aparente transformacién homedtica interrumpe el libre descenso
de los testiculos al escroto lo que refleja una espermatogénesis defectuosa ya que generalmente los testiculos
de los mamiferos requieren de la reducida temperatura escrotal para completar a espematogénesis. Las
hembras con estos dos genes mutados producen 6vulos viables sin embargo no se ha llevado a cabo la
implantacion de los embriones a causa de un ambiente uterino defectuoso resultando en infertilidad para las
hembras. En ambos casos, los mecanismos moleculares de estas anormalidades no se conocen claramente.
(Hsieh-Li y col, 1995, Satokata y col, 1995).

En el caso del gen HOXAI13 ha sido asociado al sindrome de malformaciones en extremidades y genitales
(hand-Foot-Genital, HFG), este sindrome, presenta una mutacién en el gen A13 que provoca que no se
sintetice una parte del homeodominio impidiendo asi que la proteina pierda su funcion de factor de
transcripcion provocando en las personas con HFG acortamiento de los digitos en las extremidades, y eh las
hembras, tipicamente esta involucran un utero parcial o totalmente divido debido a defectos en la fusion de
los tubos Mulerianos (Mortlock e Innis, 1997, y Scott, 1977).

Algunos genes de los grupos A y D se han encontrado en estructuras del tracto normal femenino y masculino
durante el desarrollo embrionario asi como en el organo adulto. Se tienen reportes en los que se ha
demostrado la expresion de genes A9, A10, A1l y A13 (Taylos y col. 1997), asi como D10, D13 (Doll¢ y
col. L991) en estructuras embrionarias genitales de ratones, machos y hembras y se ha visto que la expresion
de éstos genes se mantiene en los animales adultos
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Hipotesis.-
El patron de expresion de RNAm y la expresion de gens HOXBI1, RET, sera diferente en ratas controles que
las tratadas durante la diferenciacion sexual hipotaldmica de la rata.
Objetivo General
Estableer el patron de expresion de RNAm poli A+ y Poli A+-, asi como la expresion de los genes HOXB1

durante la diferenciacion sexual hipotalamica de la rata.

Objetivos Especificos.

1.- Establecer el patron diferencial de las poblaciones de mensajeros durante la diferenciacion sexual
hipotaldmica de la rata.

2.- Establecer el patron de produccion de cDNA marcados durante el periodo de diferenciacion hipotalamica

3.- Determinar la presencia de transcritos HOX B1 Durante la diferenciacion sexual tanto controles como
tratados.
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MATERIAL Y METODOS

El material bioldgico se obtuvo del Bioterio del Centro Medico Nacional s. XXI del Instituto

Mexicano del Seguro Social.

Se utilizaron en la parte experimental de este trabajo ratas Sprague Dawley tanto hembras adultas

(madres) como sus respectivas crias y se mantuvieron de acuerdo a las siguientes condiciones:

a).-
b).-
c).-
d).-
d).-
e).-

Condiciones constantes de luz-oscuridad (12 hrs de luz-12 hrs de oscuridad)
Temperatura 21 + 1 °C

Humedad controlada.

11 a 15 cambios de aire por hora

Sanitizacion programada

Agua y purina “ad libitum”.

Como nuestro principal proposito bioldgico era estudiar las crias a tiempos muy cercanos a la hora del

nacimientos, fue necesario tener un control exacto del tiempo en que ocurria este evento. Con este objeto
decidimos llevar un control del tiempo de la fecundacion y realizar una vigilancia constante de las madres,
sobre todo al final del embarazo para anotar la hora exacta en que ocurrieron los partos.

MADRES

.-

2).-

3).-

4).-

5).-

Se seleccionaron ratas hembras de 60 dias de edad. Para obtener la certeza de su normalidad
enddcrino-reproductiva, se realizd 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.

Las ratas cuyo ciclo estral presento caracteristicas normales fueron colocadas en presencia de machos
para permitir una primera gestacion. Esta primera camada no fue utilizada y se permitio la gestacion
solo para demostrar la capacidad reproductiva de las ratas seleccionadas, asi como para realizar una
segunda seleccion de acuerdo al comportamiento maternal observado. De acuerdo a estas
observaciones se seleccionaron finalmente solo aquellas ratas con apropiada ciclicidad estral, con
gestacion y camadas normales y que presentaron un comportamiento maternal adecuado.

Dos semanas después de este primer parto se realizd nuevamente el seguimiento del ciclo estral y
durante la fase de estro del tercer ciclo, se colocaron en una jaula, un macho por cada dos hembras,
durante 6 horas.

Cada dos horas, se verifica la presencia de espermatozoides por la aparicion del tapon vaginal y/o por
frotis vaginal, considerandose como inicio de la gestacion el momento en que se detecta un tapon
vaginal claro o la presencia de espermatozoides en la cavidad vaginal.

Es importante mencionar que bajo estas condiciones de observacion se encontrd que el tiempo de
gestacion es de 502 + 3 horas.
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CRIAS

a).-  Durante el parto, se considera como hora cero, el nacimiento de cada una de las crias de la camada.

b).-  Una hora después del nacimiento, se realiza el tratamiento de las ratas, machos y hembras. Se agrupan
en lotes de 9-10 crias y se administran los tratamientos hormonales pre-definidos, de acuerdo al
siguiente esquema:

Hembras
Controles: ~ 20ul de aceite de girasol
Tratadas: Propionato de Testosterona 30ug en 20 pl de

aceite de girasol

Machos
Controles: 20 ul de aceite de girasol
Tratados: Tamoxifen 200pug en 20ul de aceite de
girasol.
¢).- Lavia de administracion que se utilizé fue la subcutanea, aplicdndose el tratamiento en la zona dorsal.

Una vez realizada la inyeccion la parte afectada del animal se cubre con vaselina.

d).- Las ratas se sacrificaron después del tratamiento a los siguientes tiempos:
1 Hora
3 Horas
6 Horas
12 Horas
24 Horas
48 Horas.

e).- Inmediatamente después del sacrificio se realiza la obtencion del tejido hipotaldmico.

OBTENCION DE LOS HIPOTALAMOS

El aislamiento de los hipotdlamos se efectia a 4°C, realizando cortes a los siguientes niveles
(Vangala, 1979):

Corte Anterior Limite anterior del quiasma Optico
Corte Posterior Cuerpos Mamilares

Corte Lateral Surcos Hipotalamicos Laterales
Corte Superior Comisura Anterior.

Una vez extraidos los hipotadlamos se pesan, se congelan en nitrogeno liquido y se almacenan a -70 °C
en el mismo medio, hasta el momento de usarse.
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ESQUEMA DEL PROCESO METODOLOGICO PARA LA

SECUENCIACION DE GENES QUE SE EXPRESAN DURANTE LA
DIFERENCIACION SEXUAL DEL HIPOTALAMO

SELECCION DE LAS RATAS MADRES
U

SELECCION DE LAS DE CRIAS
U

OBTENCION DEL HIPOTALAMO

EXTRACCION DE RNA
U

RNA
Cuantificacion E. F a

RT-PCR
Marcaje con (o->"P)dCTP,
NEG-013H -3000 Ci/mmol)

260
Espectro de Absorcion
200 a 300 nm

]
RNA Electroforesis

mRNA Poli A+ y Poli

A-




EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS POR EL METODO DE TRIAZOL

(Chaomzinsky y col. 1987)

I.- Se homogeneiza el tejido de la muestra en 1 ml. de reactivo de triazol, manteniendo la relacion de 50-
100 mg de tejido, utilizando un homogeneizado Polytron, vidrio-teflon.

2.- Se incuba la muestra del homogeneizado por 5 min. a temperatura ambiente, , y se adiciona 0.2 ml. de
cloroformo por ml. de triazol utilizado, agitar vigorosamente por 15 seg. e incubar 3 min. a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifuga las muestras a 12 000 g por 15 min. a 4° y se procede a se organica de
la fase acuosa.

FASE ACUOSA

3.- Transferir las dos fases acuosas colectadas a un nuevo recipiente, y se adiciona 1 ml. de isopropanol,
se incuba a temperatura ambiente por lo minutos, y posteriormente se centrifuga a 12.000 g por 10 min. a
4°C.

4.- El boton (RNA) se le adiciona 1 ml. etanol al 75% , se mezcla en el vortex y se centrifuga a 7500 g
por 5 min. a 4°C.

5.- El botdn, se seca parcialmente y se disuelve en agua. se incuba por 15 min. a 60°C. Y se procede a
realizar el espectro tomando en cuenta las lecturas a 230, 260 y 280 para determinar la concentracion.

FASE ORGANICA

6.- Se realiza una reextraccion mas con I ml. de sol. de Triazol, mas 0.2 ml. de cloroformo, y se procede a
juntar las dos fases acuosas, que es con la que se trabaja.

7.- Eliminacion de fase acuosa de la interface. Se adiciona 0.3 ml. de etanol al 100%, mezclar las
muestras por inversion. y se incuban las muestras a Temperatura ambiente de 2-3 min. se centrifuga la
muestra a 2000 g por 5 min. a 4°C.

8.- Se lava el botdn tres veces con 1 ml. de solucion de citrato de sodio 0.1M en etanol al 10%. .En cada
lavado, se incuba la muestra por 30 min. a temperatura ambiente (con movimiento periddico) y se centrifuga
a 2000 g por 5 min. a 4°C.

9.- Posteriormente, el boton se suspende en 2 ml. de etanol al 75% , se incuba a T.A. por 20 min. (con
agitacion periodica), y se centrifuga a 2000 g por 5 min. a 4°C..
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9.- El boton se seca y se disuelve 50 pl. de NaOH 8mM. Centrifugar nuevamente a 12000 g por 10 min.
para remover el material insoluble. y Transferir el DNA en un recipiente nuevo. Se realiza un espectro,
tomando las lecturas a 260 y 280. para determinar su concentracion.

ELECTROFORESIS DE RNA

Preparacion del Gel.

Preparacion de la Muestra.

Bofer de Corrida.

0.35 g de agarosa en 25 ml..
1.56 ml. Agua Estéril
(Disolver a 68°C)

4.5 Formaldehido

5.0 Bofer de Corrida.

10 ul. de formamida

4 ul. de Formaldehido

2 ul. de B. de Corrimiento

Muestra (Mayor de 30 ug).en 5 ul.
0.5 ul. d Bromuto de Etidio (3 ug/ml)

0.1 M MOPS pH 7.0
40 mM Acetato de Sodio pH 7.0
5 mM EDTA pH 8.0

2.- Se Corre a 40 V por 1.5 horas.
3.- Se visualiza en un transiluminador de Luz U.V. Sigma T 12021.
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Esquema de aislamiento de poblaciones de mRNA Poli A+ y Poli A-

RNA Total
(Chomzcinsky, 1987)

Cromatografia por Afinidad
Oligo (dT)

(Maniatis, 1989)
RNAm Poli A+ RNAm Poli A- y otros RNAs

Cromatografia Intercambio l6nico
(Celulosa Benzoilada).
(Van Ness, 1979)

RNAm Poli A- Otros RNAs

Preparacion de la Columna:

Se suspendieron de 0.5 a 1.0 g de oligo (dT) celulosa en NaOH 0.1N, se elimino el aire mediante
aplicacion de vacio , con la suspension asi obtenida, se forma una columna en una jeringa de
plastico, colocando como soporte inicial fibra de vidrio estéril. La columna asi preparada nos
permite adicionar hasta 10 mg de RNA total con la mejor resolucion, para separar el RNA
mensajero del poli A+ contenido en esta cantidad de RNA total.

La columna se lava con H,O hasta que el filtrado tenga un pH de 7.0 y se estabilizé con bofer de
cargado 1X..

Inicialmente la muestra de RNA total se disolvid en 1.0 ml de agua destilada estéril, se realizé un
espectro de U.V. para conocer la concentracion inicial del RNA, se calenté 3 min a 65 °C, se
enfrio rapidamente a temperatura ambiente y se le adicion6 un volumen igual de bofer de cargado
2X. La solucién asi obtenida se aplico sobre la columna de afinidad de Oligo (dT) Celulosa

Una vez adicionada la solucion problema a la columna y permitida la interacciéon adecuada se
adiciono un volumen de béfer de cargado 1X y se colecto el filtrado en un tubo estéril, se calienta
nuevamente a 65°C, se enfrio a temperatura ambiente y se reaplico a la columna.

Se colectd el filtrado y se lavé la columna con 5 volumenes de la solucion bofer de cargado 1X
(hasta que la lectura a 260 nm sea de cero 6 muy cercana a cero) y se colectan fracciones de 1
ml. Las fracciones que tengan absorbancia a 260 nm se reunieron con el filtrado para
posteriormente pasarlos por la columna de celulosa benzoilada, para la extraccion del RNAm poli
(A-).
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La elucion del RNAm poli A+ retenido por la columna de oligo (dT) celulosa, se realizé con bofer
de elucion, colectando fracciones de 1.0 ml. Posteriormente se leyeron las fracciones a 260 nm.,
las fracciones que tuvieron absorbancia se juntas y se les adicion6 acetato de Sodio hasta una
concentracion final de 0.3 M y 2.5 volumenes de etanol y se almacenaron a -20°C, posteriomente
se centrifugaron, se decantaron, el RNA se seco para disolverlo y hacer su espectro de UV para
conocer su concentracion.

SEPARACION DE RNAm POLI A-
(Van Ness, 1979)

Reactivos NaCl 2M (Baker)
NaCl 3M (Baker)
Acetato de Sodio 3M pH 5.2 (Merck)
Etanol Absoluto (Merck)
Celulosa Benzoilada (Merck)

Boéfer de elucion Etanol al 50% v/v (Merck)
Tris HCI 0.05M (Sigma)
EDTA 5mM pH 7.2 (Sigma)

Boéfer de disolucién Tris 0.01 M (Sigma)
EDTA 0.001M pH 7.4 (Sigma)

Boéfer de Lavado Tris-HCI 0.05M (Sigma)
EDTA 5mM (Sigma)
NaCl 0.3M (Baker)
Preparacion de la columna.
La celulosa benzoilada se suspende en NaCl 2M, el aire se elimina cuidadosamente mediante la
aplicacién de vacio y se monta la columna de | cm de altura, la cual se lava profusamente con

etanol al 95%.

Se lava abundantemente la columna con béfer de lavado hasta que la lectura a 260 nm seade 0 6
muy cerca de cero.

El RNA problema se disolvio en bofer de disolucidn y se realizé un espectro de U.V., se calento a
67°C durante 3 minutos y se le adiciono NaCl hasta alcanzar una concentracion final de 0.3 M.

Se enfrié rapidamente a temperatura ambiente y la solucidn se adicioné a la columna.

Se lavo la columna con boéfer de lavado colectando fracciones de 1.0 ml. hasta que la lectura de
las fracciones a 260 nm sea muy baja o nula (aqui estan presentes el RNAr y el RNALt).

Se eluyd el RNAmM poli A- retenido por la columna con béfer de elusion, colectando fracciones de
1.0 ml., se juntaron las fracciones que tuvieron lectura a 260 nm.
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El RNAm poli A- eluido, se le adiciono acetato de sodio 0.3M conc. final y se precipito con 2.5 vol.
de etanol al 95%, se almaceno a -20°C, posteriomente se centrifugd, se decantd, y se seco,

finalmente se disolvid para determinar su concentracion espectrofotométricamente a 260 nm.

ELECTROFORESIS DE DNA

Boéfer de Corrida TAE 50X

0.004 M Tris-Acetato
0.001 M EDTA (pH 8.0)

Bromuro de Etidio.
1000x solucidn stock 0.5 mg/ml.

Bofer cargador.

20% de Ficoll
0.1 M EDTA pH 8.0
l.- Se utiliza el gel al 1% de agarosa.
2.- Se Corre a 60 V por 2 horas.
3.- Se visualiza en un transiluminador de Luz U.V. Sigma T 12021.
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PREPARACION DE MUESTRAS DE DNA MARCADAS RADIACTIVAMENTE (Feinberg, 1984)

Reactivos:

l.- Bufer con iniciadores de extension 5X

2.- Mezcla de Deoxinucleosidos 5X (menos dCTP)

3.- Fragmento Klenow . Fragmentos grande DNA Polimerasa 1.
4.- Control de DNA pBR322 10 mg/ml.

5.- Agua desionizada.

6.-  (a-*P)dCTP, NEG-013H -3000 Ci/mmol)
PROCEDIMIENTO

1.- Calentar la muestra de DNA a 90°C por 5 minutos, ¢ inmediatamente después ponerla en hielo, ,
microcentrifugar el tubo a 8000 rpm 30 seg..

2.- Adicionar por 30 ng de DNA desnaturalizado 6ul. de Bofer de extension 5X en un tubo eppendorf de 1.5
ml.

3.- Al tubo de reaccion adicionar 6 ul. de mezcla de nucleosidos
4.- Adicionar la cantidad necesaria de agua para un volumen final de 30 ul.
5.- Adicionar 10 ul. del dCTP al tubo de reaccion.

6.- Al tubo de reaccion adicionar 1 ul.de Enzima DNA Polimeraza 1., Se mezcla y se incuba por 60 min. a
temperatura ambiente.

7.- La reaccion se detiene con la adicion de 5 ul. de EDTA a 250 mM.

8.- Se purifica la muestra pasando sobre una columna de sephadex G-50.

TRANSCRIPCION REVERSA
(Care y col, 1994) (Giampolo y col, 1994)

Un microgramo de RNA total fue sometido a una reacciéon de RT PCR de un solo paso mediante el kit RT-
PCR 3U Superscript II Reverse Transcritpase, lab. Gibco/BRL con las condiciones de ciclaje,
temperatura y oligonucleotidos especificos para los genes HOX B1 (Care y col, 1994) y Ret (Giampolo y col,
1994)
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Electroforesis en el y visualizacion de los productos.

Se tomo una alicuota de lo ul. De cada uno de los productos de reaccion de RT PCR y se
transfirieron a un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio y se sometieron a electroforesis, los
productos fueron visualizados en un transvisualizador de luz UV para acidos nucleicos. Las
imagenes se obtuvieron e imprimieron por computadora.

Aparato Termocyler Perkin Elmer
Se lleva a cabo por triplicado.
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RESULTADOS

En la fig. I, se observa un incremento paulatino del peso corporal en las ratas controles, tanto machos como
hembras. El crecimiento durante las primeras 48 horas es del 30.4% de peso a una hora. En relacion con los
animales tratados se observa un incremento alrededor del 35.5% en las hembras y del 34.8% en los machos.

De acuerdo a nuestros resultados, podemos indicar que la ma nipulacion de las crias durante la
administracion de los fArmacos no interfiere con la aceptacion de ellas por parte de las madres (lo que indica
que hubo una correcta seleccion de las ratas por su esperado comportamiento maternal) lo que manifiesta un
adecuado manejo.

En cuanto al peso del hipotdlamo es notable observar que, segin nuestros resultados, las ratas machos
controles dos h después del nacimiento, es decir una hora después de ser tratadas con aceite de girasol,
poseen un hipotalamo significativamente mayor que las hembras (Fig. 1a). Sin embargo a las tres h después
del nacimiento, y en todos los demds tiempos estudiados, esta diferencia ha desaparecido. También es
importante observar que en las ratas hembras tratadas, una hora después de la aplicacion de testosterona no es
posible observar la diferencia en peso sefialada en el parrafo anterior.

Las concentraciones de RNA total en hembras controles son significativamente mayores que en los machos a
las dos y a las cuatro horas después del nacimiento, es decir entre 1 y 3 h después de ser inyectadas con el
vehiculo (Fig. 3a). Ademas de esta diferencia, es posible observar que los cambios de concentracion de esta
macromolécula en el hipotdlamo de las ratas hembras controles presenta un patron notablemente diferente al
patrén de modificaciones observado en los machos controles (Fig. 3a). En las hembras se observa una
disminucion a partir de las 3 h, alcanzando el nivel mas bajo a las 12 h momento en que se inicia un
incremento que prosigue hasta las 48 h. Con respecto a los machos controles el RNA total muestra un
persistente aumento en su concentracion, alcanzando su nivel maximo a las 48 h, con una disminucion
transitoria a las 24h.

En el caso de los machos tratados con tamoxifen (pseudohembras) (Fig. 3b) se observa, en primer lugar, que
la concentracion de RNA total es semejante a la de la hembra control a las 2 y 4 h después del nacimiento, es
decir que en los machos tratados con tamoxifen no es posible encontrar la diferencia en la concentracion de
RNA total descrito en el parrafo anterior. En segundo lugar, se encontr6 la presencia de un patrén feminoide
en las modificaciones de la concentracion de RNA total, con una paulatina disminucion de los niveles de
RNA total hasta las 24 horas y un incremento a las 48 horas (Fig. 3b). En ambos casos, tanto hembras
controles como machos tratados, se observan los valores mas bajos del RNA total entre las 12 y las 24 horas.

En el caso de las hembras tratadas (Fig. 3b) se observa un patron irregular de cambios en la concentracion de
RNA total que no es semejante a ninguno de los sefialados anteriormente, pero con una tendencia general a la
disminucion, encontrandose los menores valores a las 48 horas.

Con respecto al RNA mensajero total (Fig. 4), se observa que durante las primeras horas de vida su
concentracion hipotaldmica es semejante en las ratas hembras y en los machos, mostrando un pequefio, pero
significante, descenso entre 1 y 3 horas después de la inyeccion del aceite de girasol. A partir de este tiempo
la conducta de este importante componente celular es completamente diferente en hembras y machos
controles. En efecto, en las hembras se observa un aumento notable de su concentracion que alcanza un pico
a las 12 horas, descendiendo después a las 24 y a las 48 h (Fig. 4a). Por el contrario en los machos el
descenso inicial se continlla hasta las 6 horas, manteniéndose posteriormente dentro de los valores
encontrados a las 4 horas después del nacimiento (Fig. 4a).
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En efecto, en las hembras se observa un aumento notable de su concentracion que alcanza un pico a las 12
horas, descendiendo después a las 24 y a las 48 h (Fig. 4a). Por el contrario en los machos el descenso inicial
se continiia hasta las 6 horas, manteniéndose posteriormente dentro de los valores encontrados a las 4 horas
después del nacimiento (Fig. 4a).

En los machos tratados con tamoxifen, o pseudohembras (Fig. 4b), los niveles de RNAm total bajan a las 3 h
y se incrementan ligeramente a las 6 y 12 horas semejando el comportamiento observado en las hembras
controles, En el Caso de las hembras tratadas (Fig. 4b), la concentracion inicial de RNAm total (1 hora
después de la aplicacion de la testosterona) es menor que en los controles de ambos sexos y se mantiene baja
hasta las 3h, después de este tiempo la concentracion de RNAm se incrementa, alcanzando a las 12 h su
maximo nivel. En general puede considerarse que mantienen el mismo patron de las ratas hembras controles

En la figura 5 se indican las variaciones observadas en la concentracion de uno de los componentes del
RNAm, el RNAm poliadenilado (Poli A+). En este pardmetro es posible observar una impresionante
diferencia entre hembras y machos controles a las dos horas después del nacimiento, siendo la concentracion
en el hipotdlamo de las hembras 6-7 veces mayor que en el hipotdlamo de los machos (Fig.5a). A pesar de
que la concentracion de estas moléculas desciende drasticamente en las hembras, mientras que aumenta en
los machos, la diferencia es aun notable a las 4-7 horas después del nacimiento. La persistencia en la
disminucion de la concentracion de RNAm Poli-A+ en las hembras controles, junto con el constante aumento
de estos mensajeros en el macho lleva a una inversion total en la relacion de concentraciones a las 12 horas
después del tratamiento de los animales con el aceite de girasol. En efecto a este tiempo la concentracion de
Poli-A+ en el hipotdlamo del macho es 3-4 veces mayor que en el hipotdlamo de la hembra (Fig. 5a).
Posteriormente se encuentra en ambos sexos una importante disminucion de los niveles a las 24 h y un ligero
incremento a los 48 horas, mayor en los machos que en las hembras (Fig. 5a).

En los machos tratados con tamoxifen es importante hacer notar que la concentracion de RNAm Poli-A+ dos
horas después del nacimiento es semejante a la encontrada en las hembras controles (202.9 + 106.3 contra
299.2 +£169.9 ug/g de tejido), mientras que en las hembras tratadas con testosterona la concentracion de estas
macromoléculas a este tiempo es mayor que en los machos controles, pero significativamente menor que en
las hembras controles (126.8 + 38.8 contra 299.2 + 169.9 ug/g de tejido). También es importante hacer notar
que el descenso persistente en la concentracion de RNAm Poli-A+ observado en las hembras controles, se ve
interrumpido en las hembras tratadas por la presencia de un importante pico de concentracion de este tipo de
mensajeros a las 6 horas, lo cual puede interpretarse como una tendencia masculinizante en el patrén de
modificaciones de este parametro. Es verdaderamente notable que a partir de las primeras horas, el patron del
Poli-A+ es notablemente semejante entre hembras y machos tratados, no semejando, por el contrario,
ninguno de los patrones observados en los animales controles

Con respecto a los niveles hipotalamicos de Poli A- (Fig. 6), es posible observar que el patron de cambios es
notablemente similar en las hembras y en los machos controles, con dos diferencias fundamentales: a las dos
horas después del nacimiento, una hora después del tratamiento con aceite de girasol, la concentracion de
RNAm Poli-A- es nuevamente mayor en la hembra que en el macho (Fig. 6a), aunque en este caso solo
aproximadamente el doble, (93.9 + 39.3 contra 50.1 + 27.8 ng/ g tejido). La segunda diferencia importante se
encuentra a las 24 horas, tiempo en que la
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Fig. 10
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relacion entre las concentraciones de RNAm Poli-A- entre hembras y machos controles es semejante a la
observada a las dos horas después del nacimiento (Fig. 6a).

En el caso de los animales tratados, es notable observar que las dos diferencias fundamentales sefialadas en el
parrafo anterior entre los animales controles se encuentran revertidas. En el caso de los machos tratados (o
pseudohembras), los niveles de Poli A- a la hora y a las 24 horas después del tratamiento con tamoxifen son
elevados, semejantes a los encontrados en las hembras controles y significativamente diferentes de los
sefalados para los machos controles. Por el contrario, en las hembras tratadas (pseudomachos) las
concentraciones hipotaldmicas de RNAm Poli-A tienden a ser bajas y semejantes a las encontradas en los
machos controles. Es también importante destacar la presencia en las hembras tratadas con testosterona de un
pico de concentracién de Poli-A- a las 6 horas después de la aplicacion del esteroide, esta conducta no es
observable en ningln otro de los grupos de animales estudiados.

En la figura 7 se indica la relacion que existe entre las concentraciones de poli A+ y poli A-. Parece de la
mayor importancia hacer notar que mientras que en las ratas hembras controles, con la tnica excepcion de los
resultados encontrados a las 24 horas, existe una predominancia clara de RNAm poliadenilados, llegando a
ser hasta 4 veces mayor que la concentracion de RNAm Poli-A- a las doce horas (Fig. 7a). En el macho, con
la excepcion de los resultados encontrados a las 24 horas, la concentracion de RNAm con cadenas cortas o
ausentes de poliadenina tiende a ser mayor que la concentracion de RNAm Poli-A+ (Fig. 7a).

En los machos tratados (o pseudohembras) la relacion Poli-A+ / Poli-A- tiende a invertirse mostrando una
predominancia de mensajeros poliadenilados sobre los no poliadenilados, semejante a la conducta observada
en las hembras controles (Fig. 7b). Por el contrario las hembras masculinizadas por tratamiento con
testosterona, manifiestan una tendencia muy aparente a la masculinizacion de las relaciones RNAm Poli-A+/
RNAm Poli-A-, alcanzando valores cercanos al 50% durante las primeras 6 horas siguientes a la aplicacion
de la testosterona. Esta tendencia, tanto en los machos como en las hembras, es sobre todo clara en los
resultados obtenidos durante las primeras 6-12 horas después de la aplicacion del tratamiento experimental.

En la Fig. 9, se observa los patrones de expresion de HOXBI, se observan mayor expresion en las hembras
controles en todos los tiempos, a excepcion de los machos controles donde a las 3 y 6 horas, se observa una
disminucion en la expresion, no preentando continuidad en la expresion , lo mismo ocurre en la expresion de
de los tratados.
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DISCUSION

El tamoxifen en el organismo adulto, se sabe que se une a receptores estrogénicos intracelulares, previniendo
que estos sean ocupados por el estradiol. El tamoxifen actia en forma similar en el organismo en desarrollo,
después de la aromatizacion de androgenos testiculares a estrogenos, el tamoxifen impide que se forme el
complejo receptor estrogenos, de esta manera, los estrogenos no interactiian en el niicleo celular del SDN-
POA, por ocupar los receptores estrogénicos intracelulares. El efecto inhibitorio del tamoxifen en la vida
postnatal sobre el desarrollo y diferenciacion del SDN-POA en ratas macho, no es solo actuando para
impedir la aromatizacion de los andrégenos testiculares a estrégenos, sino también a la subsecuente
interaccion de estos estrogenos con el material nuclear (Ddhler, 1984).

Se ha observado que 10 o 100 ug de tamoxifen reduce el volumen del SDN-POA de un 26 a 40% en la rata
macho. El tratamiento postnatal con tamoxifen interfiere con el crecimiento y diferenciacion del SDN-POA,
no solo se ve afectado el del macho, sino también de la hembra. 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. El efecto desfeminizante de la accion de los antangonistas estrogénicos sobre la
diferenciacion de las funciones sexuales cerebrales, podria atribuirse a una posible actividad estrogénica de
este compuesto. Sin embargo, se ha indicando que el tamoxifen no acttia como estrogénico sobre la
diferenciacion del SDN-POA, ya que se ha visto, que los estrogenos perinatales estimulan la diferenciacion
del SDN-POA en ratas hembras, mientras que el tamoxifen inhibe su diferenciacion. El tratamiento postnatal
en ratas hembras con tamoxifen, muestran que inhibe la diferenciacion de los modelos de conducta sexual sin
la diferenciacion de los modelos conductuales sexuales del macho

Segun estudios realizados por Dohler en 1986, en donde trata a ratas hembras embarazadas fueron tratados
con tamoxifen a dosis de 200 ug diarios dias a partir del dia 16 de gestacion, y el dia 22 de embarazo, se
obtienen las crias por cesarea, y estas son tratadas con 10 ug de tamoxifen durante 10 dias. El tratamiento pre
y de ratas machos con tamoxifen, reducen el peso corporal y peso testicular, pero no influyen sobre el peso
del cerebro en general. Los testiculos de estos animales fueron pequefios y flacidos , y en la edad adulta, no
mostraban la presencia de espermatozoides, asi lo demuestran nuestros resultados, con respecto al peso
corporal, en donde se observa un crecimiento () tanto en machos como en hembras controles y tratados (Fig,
a 'y b) y con respecto al peso de los hipotdlamo, no se ven diferencias significativas (Dohler, 1984b, Dohler,
1984c, Hanke, 1981);..

El niicleo dimérfico del Area Predptica (SDN-POA) empieza su desarrollo durante la vida fetal tardia, y
depende enormemente de un ambiente hormonal durante el periodo de diferenciacion sexual.

El tratamiento de ratas hembras con androgenos aromatizables, o con estrogenos perinatales incrementa el
volumen del SDN-POA, mientras que la castracion de las ratas macho reduce el volumen de este nucleo. El
ambiente hormonal durante la edad adulta,parece no alterar el volumen de dicho nutcleo.

El tamoxifen, puede tener influencia de desarrollo y diferenciacion del SDN-POA, via una accion directa
sobre el sistema nerviosos central. Un efecto toxico del tamoxifen, sobre el CNS es desconocido, ya que en
estudios de Dohler (1984) toman como control al nucleos supraquiasmatico como control, y no se ve afectado
por el tratamiento. Asi, la influencia inhibitoria de este antagonista sobre el SDN-POA en areas cerebrales en
donde se conoce la sensibidliad a estrogenos, parece tener una interferencia local con la actividad estrogénica
(Ddhler, 1984 b), y hay que recordar, que nosotros no consideramos el aislamiento de nticleos especificos,
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El tamoxifen sobre el ntcleo de las ratas macho tratadas postnatalmente , es similar al efecto de la
orquidectomia, que que reduce el volumen a la mitad aproximadamente del nucleo dimoérfico del area
preoptica (SDN-POA). Ni una sola administracion de tamoxifen, ni multiples administraciones influyen
significativamente sobre los niveles de testosterona en suero en las ratas machos. Asi, el mecanismo de
accion de este antagonista estrogénico no parece estar dirigido via al dafio sobre los testiculos (Ddhler, 1984
b). De acuerdo a nuestros resultados, no se observan diferencias significativas en el peso de los hipotalamos
tanto de hembras ni machos controles o tratados, posiblemente, por que es muy poco tiempo para que se
expresa diferencias que son de esperarse en animales adultos, de pesos principalmente con machos tratados o
pseudohembras atin a las 48 horas.

En relacion con RNA total, en donde, se observa disminucion de las hembras controles a partir de las tres
horas, y alcanzando el nivel mas bajo a las 12 horas (3.8 +/- 1.1 a 1.34+/- 4.4) , y en el caso de los machos
controles, estos se incrementan desde la hora 1, alcanzando el nivel mas alto a las 12 horas y disminuye a las
24 horas reanudandose nuevamente a las 48 horas, si consideramos que los niveles de testosterona en
condiciones normales se incrementan postnacimiento, a partir de las 2 horas (Rhoda, 1984) se pueden
evidenciar modificaciones tanro en machos como en hembras controles sobre los parametros de produccion
de RNAS total, y en ambos, casos, se observan modificacionesentre las 6 y 24 horas (7 y 25 horas de
nacimiento)

En el caso de los tratados, tanto hembras como machos, si se observan disminucion en los pardmetros de
sintesis de RNAs totales, a partir de las 4 horas de vida postnatal ( 3 horas de tratamiento), y se observan
modificaciones en la produccion de RNAs. se sabe, que realmente grandes modificaciones en las primeras 4
horas de las respuestas de estradiol en otros tejidos ( como el fitero) ocurren unién de estrégenos en la
membrna, y a extractos citosolicos, elevacion de cAMP, transporte incrementado de aminoacidos, glucosa,
nucleosidos, disponibilidad de enzimas lisosomales, influjo de calasio, aumento en actividad de RNA
polimerasa, incremento en el metabolismo de glucosa y captura de Na" y H,O (Szego, 1984), y sin embargo,
no se ven modificaciones en los patrones, aun después de las horas subsecuentes.

a partir de las 4 horas, hasta las 22 horas, se observan las siguientes respuestas: incremento en la actividad de
DNA marcado de proteins desde aminoaciidos isotopicos, incremento neto de RNA, incremento de todas las
actividades enzimaticas, sintesis de histonas, y finalmente la division celular.

En el caso de los macho controles, alcanzandolos nivles bajos, indicarian que la producciéon de transcritos
diminuye a partir deIDNA , esto se correlacionaria, con las evidencias que existenque los estrogenos,
incremmetan los recepdotres a andréogenos en el area predptica hipotalamica, y como en condiciones
normales, ocurre la aromatizacion de andréogenos aromatizables a estrogenos, estos ejerceria su influencia
gendmica (Burggess, 1993).

Ademas, se sabe que los receptores a estrogenos, estan presentes en el hipotdlamo de la rata antes de
nacimiento, y se incrementean durante el periodo perinatal, ademas que hay otras areas cerebrales, que tienen
la capacidad de aromatizar andrégenos a estrogenos, , como un proceso que pareciera jugar un papel clave en
la diferenciacion sexual del cerebro de la rata macho. ya que se observo que despues de la administracipon
de *H-testosterona a ratas neonatales, la radiactividad se presento en forma de *H-estradiol en la Amigdala,
area preoptica y en el nticleo hipotalamico (Vito y col. 1982).

Se ha observado, que no solo la diferenciacion sexual del macho, sino también de la hembra (con respecto al
desarrollo del cerebro), puede estar influido por hormonas estrogénicas, lo que se podria sugerir, que durante
el periodo perinatal los estrogenos de la circulacion sanguinea pueden estimular la diferenciacion y/o
desarrollo de la sexualidad en ambos sexos. Los requerimientos para las influiencias estrogénicas sobre el la
diferenciacion cerebral, funcional y estructural, podria ser mdas cuantitativa, que cualitativa., como lo
demuestra que Vonm Saal (1983) en ratones hembras y machos, que fueron localizados en el utero entre
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otras dos hembras, tenian mas altos niveles de estradiol en su fluido amniotico, y mostraban en la edad
adulta, mejor desarrollo de conducta sexual femenina o masculina que las hembras o machos que fueron
localizados en el utero entre dos machos.

El tratamiento pre y postnatal de ratas macho con antagonistras estrogénicos como el tamoxifen, inhiben el
desarrollo del SDN-POA, y asi en la edad adulta, tienen casi el volumen de la las hembras controles.,
mientras que el tratamiento pre y postnatal con antagonistas androgenicos no influyen sobre el volumen, lo
que sugiere que el desarrollo y diferenciacion del SDN-POA esta bajo un control en estrogénico en su fase
inicial pero no bajo un control de adrogenos, per se. Ya que el tratamiento pre y postnatal de tamoxifen en
ratas macho no influyen sobre los niveles de testosterona duante el periodo de tratamiento, el mecanismo de
accion de este antagonista estrogenico , no parece ser la principal via dirigida a presentan el efecto de un
dafio agudo a los testiculos ( efecto de castracion).

En forma alternativa, el tamoxifen parece influir sobre el desarrollo del SDN-POA teniendo como via
principal el sistema nervioso central (CNS). El efecto toxido del tamoxifen sobre el CNS, aun esta
desconocido, ya que presenta cienta selectiviad, como se ha demostrado en cuando se toman como zonas
controles, otros nucleos, como al nlicleo supraquiasmatico, y este no presenta ningtina alteracion, por lo que
se sugiere que la influencia inhibitoria sobre el crecimiento de ciertos nucleos es determinado en algunas
areas cerebrales con sensibilidad a estrogenos y parece ser mas a una interferencia local con la actividad
inducida por estrogenos (Ddohler, 1984a)

En la edad adulta el tamoxifen actua uniendose a receptores estrogénicos intraceulares y previene la union
del estradiol a estos receptores. El tamoxifen puede actuar similarmente en el desarrollo del organismo.
Después de la aromatizacion de andrégenos testiculares a estrogenos, el tamoxifen podria tener una
interferencia con los estrogenos para entrar al nucleo de SDN-POA por ocupar receptores intracelulares a
estrogenos. El efecto inhibitorio pre- y postnatal del tamoxifen sobre el crecimiento y diferenciacion del
SDN-POA en ratas macho, indica que no solo una diferenciacion funcional sino tambien estructural del
cerebro de la rata macho puede ser dependiente de la aromatizacion de androgenos testiculares a estrogenos,
y su subsecuente interaccion de estrogénos con el material nuclear.

Ademas, la aromatizacion de andrdgenos a estrogenos, se considera como un pre-requisito para la
masculinizacion de la area preoptica-hipotdlamica y desfeminizacion de las funcions cerebrales. El
tratamiento pre y postnatal de con acetato de cyproterona muestra una permanente feminizacion de los
modelos de conducta sexual femenina y el modo de liberacion de gonadotrofinas en machos, e inhibie la
accion desfeminizante de la testosterona exdgena en hembras.

La testosterona se sabe que entrea a las células blanco de los androgenos en el cerebro y ahi, se tiene dos
vias, se aromatiza o se 5-alfa -reduce, el principal metabolito es esl estradio y la 5(-dihidrotestosterona
(DHT). ambas hormonas se encuentran con alta afinidad a receptores protéicos especificos de origen
citoplasmatico y luego son translocados al ntcleo celular conde estimularan la respuesta biologica
caracterististica. El el caso del antagonistas androgenicos no previenen la entrada de andrégenos a las célula,
no influyen sobre el metabolismo androgénico. Su principal actividad antagdnica, parece estar basada sobre
la interferencia con androgenos intracelulares que se unen a receptores especificos androgénicos en el citosol
y previenen la translocacion del complejo receptor-androgéno al interior del nucleo, asi, la actividad de la
ciproterona esta dirigida a medial los eventos androgénicos, pero no directamente contra los eventos
mediados por estogenos.

De acuerdo a esto, la masculinizacion y desfeminizacion de las funciones cerebrales en la rata, parecen estar
mediadas no solo por estrogenos sino también parecen requerir la participacion de androgenos per se. Los
componentes androgénicos y estrogénicos parece que son requeridos para una completa masculinizacion y
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desfeminizacion de las funciones cerebrales sexuales. La interferencia de antagonistas hormonales o de otros
componenentes , es el resultado de una incompleta organizacion del cerebro. La organizacion estructural del
SDN-POA, sin embargo, parece depender solamente de la entrada de estrogenos.

El tamoxifen, no estimula el desarrollo y diferenciacion del SDN-POA del las ratas hembras. Ademas que el
tamoxifen no actua como un estrogeno, y si mantiene su comportamiento cono antagonista de la actividad
estrogénica. Mientras que la induccion de esterilidad anovulatoria por el tratamiento perinatal con
tamoxifen puede ser el resultado de antagonismo estrogenicos, como se ha sugerido, o bien podria ser el
resultado biologicoi de la union del tamxofen a los sitios de unién antiestrogenicos, que ya han sido
reportados ser diferentes a los receptores estrogenicos (Sudo, 1983).

La castracion de ratas macho recién nacidas produce una reduccion significativa (cerca del 50%) en el
volumen del SDN-POA en la edad adulta, y que puede ser completamente prevenida por la administracion
exogena de androgenos al dia de nacida. La sola administracion subcutdnea de propionato de testosterona
exogeno en hembras recién nacidas, significativamente incrementa el volumen del SDN-POA en el adulto.
En ambos casos tanto en machos como en hembras, la manipulacion del ambiente hormonal, a través de los
cambios de volumen, no deja estructuras reversas sexuales. esto podria ser debidoa: a).- Posibles factores no
hormonales que puede influir en la diferenciacion del SDN-POA. b).- Un requerimiento més grande, mas
temprano o mas prolongado a la exposicion de androgenos en la hembra. C).- para una castraciéon temprana
(prenatal) en el caso de las hembras (Jacobson, 1980).

La poliadenilacion es un proceso que no suele estar acoplado a la terminacion de la transcripcion, ya que la
transcripcion puede continuar cientos y cientos de nucledtidos mas lejos del sitio de roptura 3’-terminal. sin
embargo, en algunas especies de levaduras, los sitios de terminacion de la transcripcion suelen estar situados
cerca de los sitios de poliadenilacion, lo que suguiere que en dichos organismos ambos procesos se
encuentran acoplados (Wickens, 1990).

Los RNAm totales, se encuentran a las 12 horas (140.7 +/- 79.0)crementados en condiciones normales en
hembras control, y en el macho, se ven disminuidos desde las 6 horas de tratamiento, alcanzado el nivel mas
bajo en los machos

Dentro del dimorfismo sexual del cerebro, involucra dimorfismo sinaptico, y esta diferencia es iniciada por la
accion del estradiol en la infancia, la diferenciacion depende de modelos coordinados de biosintesisi de
proteinas y recientemente se ha demostrado que el estradiol induce biosintesisi de proteinas especificas en el
cerebro neonatal. Esta induccion esta relacionada a la diferenciacion sexual.(Ani, 1980).

Existen cambios en la distribucion de mRNA del cerebro de rata en especial en el area proptica e
hipotalamica, en donde los niveles aumentan de actividad en dos ocasiones en la primera tapa ocurre
preembrionaria (18-20 dias), y el segundo, aumentando significativamente despues del nacimiento, alcanzado
el maximo nivel a los 2 dias y disminuye 4 y 8 dias postnacimiento en las ratas hembras (Mouri-Yamada,
1994).

Se ha visto, que los estrogenos inducen incremento en el nimero de receptores a androgenos, en el area
preoptica hipotalamica y como no hay esa formacion de estrogenos por la accidon den tamoxifen, no se
incrementan los niveles. Al pareer no existen cambios de expresion genica.(Burgess, 1993).

Atn, no esta bién claro, como los estrogenos inducen proteinas y puedan modular el desarrollo sinaptico,
pero si la proteina directa o indirectamente afecta la neurotrnasmision, ademas de que se sabe que ciertas
sinapsis pueden ser establecidas en forma selectiva, mientras que otras se degeneral de acuerdo a si los
circuitos se estan o no usando. Desde ue el adenilato ciclasa esta intimamente ligado a receptores a
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neurotransmisores, y 3°, 5'-AMP, puede tener un efecto trofico en el cerebro,( por ejemplo, puede afectar las
estructuras de neurotribulos) en donde es posible que las proteinas cerebrales inducidas poe strogenos
modular la actividad de adenilato ciclasa, ocasionando cambios permanentes en la estructura de algunas
neuronas.

Los efectos de los estrégenos en el hiptalamo, son trascendentales, parte de su efecto inhibitorio sobre el
sistema de adenilato ciclasa, existen algunos otros efectos inhibitorios que se han mostrado. Se ha reportado
que los estrogenos inhiben la actividad neuronal en el hipotalamo de la rta, y que bloquea la liberacion de
hormonas liberadores de gonadotrofinas (GT-RH) inducidas por dopamina. El efecto inhibotio de los
estrogenos parece ser el hipotdlamo principalmente, y si se ha visto, que el cAMP podria modificar la
actividad neuronal y posiblemente la neurosecrecion y liberacié de GT-RH.(Ani, 1980)

La adenilacion de mRNAS se ha establecido que la importancia de la cola de poli A de los RNAm de células
eucarioticas, €s:

a).- Transporte del mensajero del nucleo al tipolasma

b).- control de la estabilidad del RNAm

¢).- Compartamentalizacion del RNAm en el citoplasma y su asociacion con el citoesquelto.
d).- Como posible mecanismos del control de la regulacion

Transporte

El transporte al citoplasma, la cola de poli a parece sufrir una ligera cortada pero todavia muestra una
pequena distribucion en tamafio. Asi, la longitud, llega a ser mas corta y mas heterogenea, probablemente
porque el porcentaje de los diferentes cortes, difiere por las especies de RNAm. Se han observados algunos
casos de RNAm que sufre alargamiento de su cadena de poli A, en algunas células somaticas, en el
citoplasma (readenilacion).

Las colas de poli (A) de ciertos mRNAs son prolongados mientras que las colas de otros mRNA son
eliminadas. La adicion seleciva de poli (A) es regulada por una secuencia corta en la region 3 sin traducir,
mientras que la elimnacién de poli (A) de mRNAs especiicos es un “estado de falla” dque no requiere
secuencias especificas. Estos cambios regulados en la longitud del poly (A) juega un papel mayor en la
regulacion de la traduccion (Wickens, 1990).

Ademas de que se ha visto, que ciertos mRNAs codifican para proteinas histonicas, se degradan rapidamente
y en forma celectiva en las células de maiferos, y se han establecidos algunos requerimientos estructurales
par la regulacion de la degradacion de RNAm de histonas , en la estructura 3’-terminal n los procesos de
traduccion. (Pandey, 1987).

El mecanismo de transporte de los Poli A+, es modulado por la actividad ee la NTPasa, asociada al complejo
nuclear, sin embargo, el RNA poli A-, no esta asociado a dicho complejo, por lo que inicialmente, se sugeria
que los Poli A- estaban restringidos al nucleo. Sin embargo, existe la duda, de como en el cerebro, en donde
las poblaciones de Poli A- correspoden alrededor de un 50%, sufren su exportacién fuera del nticleo. Se ha
sugerido, que el transporte de los mensajeros, sea cerebro-especirico, ya que la actividad de la NTPasa,
disminuye significativamente en la etapa postnatal, tan pronto como aumentan los RNA Poli A-, y que
pueden estar presentes en el citoplasma por varios dias (Schroder, 1987).
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Se ha considerado, que existen RNAm que se encuentran presentes en dos formas, mensajeros poli A+ y poli
A- pueden sintétizar 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 tamafo, y se havisto, en cultivos de celulas Hela, que
ambos codifican para caseina, globina, kprotaminas, histonas, actinas, por lo que se han sugeurod que puedan
ser homologos con respecto a su composicion secuencial, ademas de que se ha visto, que las secuencias de
los hnRNA poli A-, no etan presentes en las secuencias de los hnRNA poli A+. (Hahn. 1979)

Lo que podria indicar que los menajeros Poli A-, juegan un papel importante en la sintesis de proteinas
especificas que son imporantes que se expresen durante los procesos de diferenciacion sexual, en un periodo
determinado, y que ocasionara modificaciones permanentes, y estas modificaciones seran de vital
importancia para la expresion reproductiva en ambos sexos.

CONCLUSIONES

Dentro del dimorfismo sexual del cerebro, involucra dimorfismo sindptico, y esta diferenciacion es incidida
por la accion del estradiol en la infancia, la diferenciacion depende de modelos corrdinados de biosintesis de
proteinas y recientemente ha demostrado que el estradiol induce biosintesisi de proteinas especificas en el
cerebro neonatal. esta induccion esta relacionada a la diferenciacion sexual (Ani, 1980).

Aun no esta claro, como los estrogenos inducen proteinas y puedan modular el desarrollo sinpaptico, pero si
la proteina directa o indirectament afecta la neurotransmision, ademas de que se sabe que ciertas sinapsis
pueden ser establecidas en forma selectiva, mientras que otras degeneran de acuerdo a si los ciruitos se estan
usando o no. y en este caso, podria estar involucrado el adenilato ciclasa, que esta intimamente ligado a
receptoes a neurotransmisores y 37, 5S-AMP.

Un punto clave en el desarrollo neuronal del sistema nervioso de vertebrados son los genes que codifican al
citoesqueleto y las proteinas asociadas en el sistema nerviosos , Los microtubulos (MTs)son los
componenetes principales del citoesqueleto neuronal y juegan un papel importanete en el crecimiento y
plastiticidad neuronal en el desarrollo asi como otras funciones. Son polimeros dindmicas, que estan
ensamblados por proteinas alfa y beta tubulina, como de proteinas asociadas a los microtubbulos (MAPs)

Se han identificado en vertebrados, seis genes para alfa tubulina y 7 genes para beta-tubilina, pero ningun
solo tejido parece expresar todos estos. El tejido cerebral de mamiferos se han identificado un gran numero
de genes de tublina, con 5 isotipos de RNAm de alfa-tubulina y 5 diferentes de Beta-tubulina

Los mRNAs que codifican para proteinas histonicas, se degradan rapidamente y en forma selectiva en celulas
de mamiferos se inhibe la sintesis de DNA y se han establecido algunos requerimientos estructurales para la
regulacion de la degradacion de RNAm de histonas, en la estructura 3’terminal y en los procesos de
translacion.

La expresion de MAPs en el cerebro, incluyen proteinas motoras que se unen a los microtiibulos como la
dineina citoplasmatica, kinesina y dinamina.

Muchos estudios sobre las funciones cytoplasmaticas en que esta involucrado la secuencia de poly (A) de

mRNAs adenilados y deadenilados, se realizan en oocitos de Xenopus laevis . y tales evidencias suguieren
que elpapel de la cola de poly (A) es parA:
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Prolongar la estabilidad del mRNA. Por ejemplo, Se ha reportado un requerimiento de la secuencia de poly
(A) para sostener una translacion prolongada de mRNA de globina de conejo en Xenopus laevis y més tarde
se reporto que la adenilacion de mRNA de histonas de células HeLa incrementan su estabilidad funcional .

Marbaix y col. (I975) mostraron que la reducion en la traduccion de mRNA de globina deadenilado se
correlacionada con su acelerada degradacion en el oocite, o quizas que la degradacion resulta de una
ineficiente traduccion., En contraste, segun estudios de Deshpande (1979), una parcial deadenilacion de
globina de rata, también como una completa deadenilacién de mRNA de interferon no afectaba su estabilidad
funcional en oocitos.

No, fue sino hsta 1985, con los trabajos de Drummond, quienes reportardn la que que poli (A+) y poli (A-)de
mRNA SP6 sintéticos para lisosima de pollo, preproquimosina de ternera, y globina de Xenopus fuerdn igual
de estables cuando se incubaron por mas de 24 h. Sin embargo, sobre similares tiempos, los transcritos de
poly (A+) fueron traducidos mas eficientemente que los transcritos de poly (A-). Correlacionando la
adenilacion con un incremento de sintesis de proteinas durante el desarrollo temprado del Dictyostellum.

Se ha mostrado, que los mRNAs adenilados y los no adenilados se traducen con igual eficiencia en los
tiempos de incubacién temprano, pero pero la traslacion disminuye progresivamente con el tiempo. Estos
resultados suguieren un modelo en que los mRNAs poli (A) son mas competitivos para la traducion que el
mRNAs deadenilados.

Se ha investigado, que el efecto de la regién 3'-no codificable y la secuencia de poly (A) sobre la traduccion
y estabilidad de mRNA unidos a membrana y mRNAs libres (Xenopus B-glogina) por medio de la inyeccion
de transcritos sintéticos de SP6 mRNAs en etapa 6 de Xenopus. Con mRNA, la presencia o ausencia de la
secuencia 3'no codificable o la secuencia de poly a, tienen poco efecto sobre la estabilidad arriba de 24
horas, y que la secuencia 3- no codificable, no juega ninglin papel en la traduccion. Con periodos cortos de
incubacion, 1 o 2 h,. la presncia o ausencia de la cola de poly A tienen poco efecto sobre la traduccion de
mRNA de mazi, pero después de periodoso largo, la traduccion del mRNA poli A- disminuye
significativamente. Un modelo similar de traduccién de mRNA poli (A+) y poli (A-) se observaron en
mRNA Xenopus beta-globina. Estas diferencias en se correlacionana con la formacién maxima de polisomas
(7-8 ribosomas/mRNA) para el mRNA poli (A+), sin embargo, el el poli A-, no se lleva acabo dicha
formacion de polisomas. Estos resultados, suguieren que la cola de poli A, facilita la reiniciacion de
ribosomas durante la sintesis de proteinas.

En el inicio del desarrollo existen cambios en la translacion junto con la destruccion de ciertos mRNAs,
determinan que proteinas son sintetizadas en que células y cuando.

Las colas de poli (A) de ciertos mRNAs maternos son prolongados, mientras que las colas de otros RNAm
son eliminadas. La adicion selectiva de poli (A) es regulada por una secuencia corta en la region
3’sintraducir, mientras que la eliminacion de la poli (A) de mRNAs especificos es un (“estado de falla™)
“default state”, que no requiere senciencias especificas. Estos cambios regulaos en la longitud de poly(A)
parece ser juegan un papel mayor en la regulacion de latranslacion.

El corte de la cola de poli (A) parece preceder a la degradacion del mRNA ,ademas que muchos mRNAs
permanecen intactos hasta que su fraccion de poly (A) se remueve. Se ha mostrado que la estabilidad del
mRNA de hormona de crecimiento en celulas, se incrementa cuando su tracto de poli (A) es estirado
(Bernstein, 1989).
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Experimentos con microinyeccion a oocitos, revelan que no existecorrelacion entre estabilidad y longitud de
poli (A) para mRNAs de globina-a,, -y el corte dela cola de poli (A) para mRNAs de actina y tubulina, y no
se correlacionaba con su porcentaje de degradacion., mas sin embargo, se ha mostrado que las moleculas de
mRNA puede protegerse (estabilizarse) por mas tiempo, si su tracto de poli (A) permanece con un tamafio de
25 a 32 bases, que son lo minimo necesario para la unioén a una sola molécula de PABP.

Existen probalbmente muchos determinantes que influyen en la estabilidad del mRNA y varias vias de
degradacion, dependiendo del mRNA . El corte del tracto de poli (A) puede ser importante para algunos, pero
nopara todoslosmRNAs. porlo que la estabilidad, de algunos mRNAs puede ser determinado por varios
factores:

a).-Por la eficiencia con que ellos son traducidos,

b).-Por la estructura

c).-Por su localizacion intracelular a lospolisomas a losque ellos estan asociados,

d).- Por la cantidad de productos finales libres que ellos producen.

En algunos experimentos con celulas, se ha evidenciado que el metabolismo de poli (A) esta unido con la
estabilidad del mRNA. Por ejemplo, el trcto de poli (A) de algunos mRNAs son cortados y removidos de una
manra dependiente del tiempo, implicando que la eliminacion de la cola de poli (A) precede a la
degradacion del cuerpo del mRNA., Estas observaciones, refuerzan el criterio de que el tracto de poli (A)
protege a los mRNA de una degradacion indiscriminada. Sin embargo, evidencias directas soportan que la
funcion protectora del poli (A) tiene varias dudas:

a).- Inhibidores que interfieren con la poliadenilacion pueden afectar otros procesos ATP-dependientes y por
lo tanto, alterar la especificidad completa.

b).- Mutaciones en sefiales de poliadenilacion genomica pueden interferir con la poliadenilacon cuando los
genes mutantes se transfieren a otras células, pero los transcritos resultantes generalmente tienen fragmentos
de poli A cortos.

Existen algunas observaciones que indican que :

(I) Se pueden estudiar el rango de decaimiento en celulas, y se refleja in vitro. Por ejemplo, los mRNA de
histonas son degradaos rapidamente en celulas in vitro, mientras que los mRBA de beta y alfa glogina son
estables tanto in vitro como in vivo.

(IT) Los mRNAs de histonas son degradados en direcion 3’a 5'por una o mas exonucleasas tanto in vivo
como in vitro.

(IIT) El efecto del poli (A) sobre los turover de los mRNA in vitro, son similares que en celulas intactas. Por
ejemplo, los mRNA de histonas poliadenilados son 10 veces mas estables que su contraparte deadenilada in
vitro como in vivo.

(IV)Recientes estudios in vitro, sostienen la idea de que las observaciones de la cola de poli (A) puede
preceder a la degradacion del cuerpo del mRNA, por lo que el primer paso es la eliminacion del tracto de poli
(A), y el segundo paso es la degradacion del cuerpo, y este paso no empieza, sino hasta que la mayoria o
todos los tratos de poli A son eliminados..

Esto establece tres prguntas en relacion a la estabilidad del mRNA y el tracto de poli (A):

a).- La estabilidad de la moleculas de mRNA es proporcional a el tracto de poli (A)?

b).- El tracto de poli (A) proteje al mRNA en la region 3'del ataque de de nucleasa, y por lo tanto contribuye
significativamente en determinar la vida media de los mRNAs individuales.?

¢).- Que factores pueden intervenir para diferenciar el corte del tracto de poli (A) entre diferentes mRNAs
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Parece, que el tracto de poli (A) juega mas que un papel en el metabolismo del mRNA, afectando no solo la
estabilidad, pero tambiéon la eficiencia en la traduccion. sin embargo, algunos mRNAs parecen ser estables
sin su tracto de poli (A). Asi, , puede haber multiples determinantes en la estabilidad del mRNA y varias vias
de degradacion, dependiendo del mRNA. El eliminacion el tracto de poli (A), puede ser importante para
algunos, pero quizas no para todos los mRNAs. La estbilidad de algunos mRNAs podria ser determinado por
la eficiencia con que ellos son traducidos, por la estructura o localizacion int4aceular de el polisoma al que
esta asoiado, o por la cantidad de productos terminados libres que ellos producen.

Ademads en cuanto almecanismode transporte de los poli A+, este es modulado por la actividad de la NYPasa,
asociada al complejo nuclear, sin embargo, el RNA poly A-, no esta asociado a dicho complejo, por lo que
inicialmente, se sugeria que los mRNAs deadenilados estaban restringidos al nicleo. sin embargo, queda la
duda de como son transportados los RNA poli A- si en el cerebro existen en grandes concentraciones.

Cabe mencionar, que existen dos formar de mRNAs para histonas asi como b-actina, tanto en su presentacion
adenilada, como la no adenilada.. Si consideramos que en el cerebro, cerca del 50% es Poli A-, ademas de
que en la etapa postnatal, el mecanismo de NTPasa disminuye significativamente , lo que va seguido por un
aumento en las concentraciones de mRNA poli A-, ademas de que estos pueden estar presentes en el
citoplasma por varios dias, lo que podria indicar que los mensajeros deadenilados, juegan un papel
importante en la sintesis de proteinas especificas importantes durante la diferenciacion sexual del hipotalamo,
que también se presenta en el perio postnatal.

Se ha establecido una estrecha union entre homeoproteinas y moléculas de adhesiéon como blancos de las
primeras (Jones y col, 1993, Edelman y Jones, 1993), las cuales juegan un papel central en diferentes procesos
celulares tales como el crecimiento, diferenciacion, sefializacion y organizacion citoesquelética, algunas
secuencias para la union de homeoproteinas han sido identificadas en la region promotora del gen que
codifica para la molécula de adhesion N-CAM, donde los dos genes adyacentes, HOXB9 y HOXBS8 pueden
diferencialmente estimular la actividad promotora del N-CAM y la baja expresion pudieran ser parte
importante el proceso de diferenciacion. (Jones y col, 1993, Edelman y Jones, 1993). En 1996 el grupo de Cillo
sugiere que L-CAM (una de las primeras caderinas en ser aisladas) es regulada por el gen HOXD?9, por lo
que de esta manera los genes HOX podrian estar controlando la expresion de moléculas morforeguladoras
esenciales para que se determine el proceso de diferenciacion neuronal hipotalamica durante el periodo muy
temprano alrededor de las 12 hrs.

En suma, el presente estudio utiliza la naturaleza dimoérfica del area preoptica hipotaldmica para determinar
el efecto postnatal del tamoxifen y el uso de testosterona como tratamientos en ratas tanto machos como
hembras. En donde se establece el papel de las influencia hormonal esteroidal durante el periodo postnatal
temprano, observando los patrones de conversion de la presencia de indicadores relacionados con la
proliferacion y muerte celular durante los periodos criticos importantes de la diferenciacion.
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