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INTRODUCCION

La diferenciaciébn sexo-especifica de los componentes del sistema
reproductivo, tanto centrales como periféricos, constituye un proceso
critico que reviste la mayor importancia en los procesos de reproduccién
bisexual de los animales superiores. El requerimiento de una conducta
reproductiva caracteristica, asi como el establecimiento de patrones de
secrecién gonadotropa peculiares de cada sexo, se sustenta en el
establecimiento temprano de una estructuracion cerebral sexualmente
dimérfica. Los resultados obtenidos por una vasta cantidad de
investigaciones realizadas sobre este mecanismo de diferenciacion
anatomo-funcional de las estructuras del sistema nervioso central, han
sugerido que el proceso de diferenciacion sexual neurobiolégica involucra,
en gran parte, la modulacién por la presencia de hormonas esteroides en
tiempos precisos del proceso.

- Ha sido bien establecido que, durante los ultimos dias del embarazo y los
primeros dias después del nacimiento, la presencia de concentraciones
eficientes de hormonas gonadales, (fundamentalmente andrégenos o
estrégenos resultantes de la aromatizacién in situ de estas hormonas
androgénicas), en algunas regiones del encéfalo de los roedores es capaz
de inducir la diferenciacién anatoémica de regiones especificas del sistema
nervioso central. Esta diferenciacién morfolégica es, a su vez, la causa de
un desarrollo diferencial que termina con el establecimiento de un
funcionamiento  dimérfico sexual en el adulto, incluyendo
fundamentalmente el patrén de secreciéon de las hormonas gonadotropas,
y consecuentemente de las hormonas gonadales, y la presencia de una
conducta sexual caracteristica de cada sexo. Debe, sin embargo,
mencionarse que algunos otros parametros del funcionamiento cerebral
han sido relacionados con la diferenciacién sexual de este drgano, entre
ellos: regulacién del consumo alimenticio, diferencias en el aprendizaje y la
funcién cognocitiva, la conducta social, el peso corporal, etc. (Ver Tabla l).

Aunque la presencia de una diferenciaciéon sexual de las funciones
cerebrales relacionada con la funcion reproductiva se ha establecido en
diferentes especies de mamiferos, tales como: raton, cuyo, criceto, oveja,
mono rhesus, ferret gerbil y rata (Gorski, 1983), se debe tener mucho
cuidado en la sobre-generalizacién de este fendmeno. En nuestro caso
enfocaremos el problema de una manera mas profunda en la rata, especie



TABLA|

INDUCIDOS DURANTE LA DIFERENCIACION SEXUAL

CAMBIOS EN EL FUNCIONAMIENTO CEREBRAL

La regulacién de la ingesta de alimentos y peso corporal (Nance,
1976).

Conducta agresiva (Barr, 1976)

Marcaje de territorio (Lumia, 1977).

Postura de Miccién (Beach, 1974)

Conducta social y de juego (Goy, 1974

Conducta de aprendizaje y/o ejecucién (Dawson, 1975)

Lateralizacién de las funciones cerebrales, especialmente en el
humano (Hines 1982).

El papel durante la copula (Ehrnardt, 1978)

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




en la que estos dos procesos fisiologicos, la regulacién del patrén de
secrecion de gonadotrofinas y de la conducta reproductiva, han sido
estudiados de una manera muy amplia.

Las diferencias mejor estudiadas, y por lo tanto las que representan el
fenomeno de diferenciacion sexual de una manera mas clara, son por
supuesto las que participan directamente en el fenémeno reproductivo,
esto es: las hembras presentan fluctuaciones ciclicas notables en el patréon
de sintesis y liberacion de las hormonas.gonadotropas, lo cual se refleja en
cambios ciclicos en el aparato reproductor. Estos tltimos fundamentan la
ciclicidad en la sintesis y secrecion de hormonas gonadales, en la
maduracion y puesta ovular, en la posibilidad de establecer el desarrollo
de un embarazo normal a partir del ovocito fertilizado y, desde luego, en la
ciclicidad de la conducta sexual tipica de la hembra. Todo este patrén
ciclico en el funcionamiento reproductivo se encuentra ausente en el
macho, en el cual, como raiz de toda la fisiologia reproductiva se
encuentra una secrecion tonica de las hormonas gonadotropas (Gorski,
1965; Castro-Vazquez, 1975; Campbell, 1977 ).

También ha sido establecido que la diferenciacion sexual del encéfalo,
como la del resto del aparato reproductivo, sigue un patron inherentemente
femenino, es decir que en ausencia de estimulos hormonales eficientes
ejercidos en un tiempo critico durante la diferenciacion, el organismo
seguira pasivamente, independientemente de su sexo genético, un camino
de desarrollo femenino.

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

La relacion que existe entre la manipulacién del ambiente hormonal en una
época critica después del nacimiento y el patron reproductivo en la rata
adulta fue demostrado originalmente por Carroll Pfeiffer en 1936. Este
investigador castré a un grupo de hembras recién nacidas y cuando



llegaron a la edad adulta, les implanté ovarios, observando que estos
ovarios mostraron la aparicion de cuerpos luteos, y fueron capaces de
inducir los cambios tipicos del ciclo estral en la vagina de las hembras
transplantadas. En un segundo experimento, inmediatamente después de
la ovariectomia se les injerto a las ratas recién nacidas fragmentos de
testiculo. Al llegar a la edad adulta, estas ratas, androgenizadas en el
periodo perinatal, mostraron anovulacién y por lo tanto esterilidad, y la
presencia en el estudio del epitelio vaginal de estro persistente. Ademas,
fueron incapaces de inducir los cambijos ciclicos arriba anotados cuando
les fueron trasplantados ovarios.

Este investigador encontr6 también que si se orquidectomizan ratas
machos dentro de los 3 primeros dias después del nacimiento y cuando
llegan a la edad adulta se les hace un injerto de ovario, el macho sera
capaz de inducir la presencia de un pico de LH suficiente para inducir la
luteinizacién del ovario injertado y presentara conducta sexual femenina,
es decir, lordosis. También demostré que si una rata hembra recién nacida
es tratada con andrégenos o estrogenos antes del cuarto dia después del
nacimiento, sera una adulta estéril e incapaz de responder a la terapéutica
substitutiva con estrégenos con un pico de secrecién de LH suficiente para
disparar la ovulacién.

Como resultado de los experimentos de Pfeiffer, comprobados y
extendidos después por numerosos investigadores (Gorski, 1979;
MacLusky, 1981; McEwen, 1981), se postulé que las ratas machos vy
hembras, sin importar el sexo genético del animal, nacen con la capacidad,
inherente, de desarrollar una secrecidon ciclica de gonadotrofinas. Sin
embargo, si durante un periodo critico del desarrgllo, que comprende
desde unos pocos dias antes del nacimiento, hasta unos pocos dias
después, existen en el medio ambiente neuronal niveles elevados de
hormonas esteroides (bajo condiciones normales testosterona por la
presencia de testiculos en el macho) entonces se inducira una
diferenciacion de tipo masculino que tendr& como consecuencia la
aparicion de un patrén ténico de secrecion de gonadotrofinas al llegar a la
edad adulta. La ausencia de testiculos, normal o inducida artificialmente,
da como resultado la aparicion de un patrén de secrecion femenino de
gonadotrofinas, sin que la ausencia o presencia de ovarios parezca tener
ninguna importancia.



A los resultados relacionados con el patron ténico o ciclico de secreciéon de
gonadotrofinas, deben agregarse las observaciones posteriores realizadas
sobre la conducta sexual. Los estudios de Gorski, (1971, 1978) y Pfaff
(1986), han demostrado que la determinacién del patron conductual que un
animal seguira en la edad adulta, no depende de su constitucién genética,
ni tampoco, por lo menos totalmente, de sus caracteristicas endocrinas en
la edad adulta. El patrén conductual, es también una consecuencia de |a
diferenciacion cerebral, y mas especificamente hipotalamica, inducida por
el ambiente hormonal existente en el periodo critico perinatal.

En efecto, los machos castrados durante este periodo critico, demostraran
en la edad adulta, un patrén conductual de tipo femenino, incluyendo
proceptividad, atractividad y adopcion frecuente de la posicion de lordosis
(Beach, 1966). Por el contrario, la hembra gonadectomizada en la etapa
critica no sufrird alteraciones en su conducta y se comportara como
hembra (Ehrhardt, 1981; McEwen, 1981; McLusky, 1981). Estos resultados
indican que la presencia de ovarios en el animal recién nacido no
desempefia ninguna funcion en la determinacion de la conducta sexual del
aduito normal.

La administracion exégena de esteroides durante este periodo critico (en
la rata este periodo se extiende desde el nacimiento hasta el dia 8,
aproximadamente, con modalidades que después precisaremos) no
provoca en el macho ninguna modificacion de su conducta sexual en la
edad adulta. Por el contrario, las hembras tratadas con esteroides
gonadales durante este periodo de tiempo, no mostraran en la edad adulta
la conducta de lordosis tipica de las hembras, sino que adoptaran la
conducta de monta, tipica de los machos, aun después del tratamiento
hormonal adecuado (Dérner, 1975).

Las observaciones anteriores han sido realizadas fundamentalmente en la
rata, pero otros experimentos han permitido hacer extensivo el fenémeno
de diferenciacion sexual neuronal a otras especies animales, incluyendo al
hombre (Ehrhardt, 1981). Sin embargo, debe mencionarse que se
encuentran grandes diferencias en cuanto a la iniciacion y la extension del
periodo critico en relacién con el desarrollo general de las diversas
espacies animales, asi como también a la susceptibilidad a la aplicacion
exogena de esteroides gonadales, incluyendo el tipo de esteroides, la
dosis aplicada y el esquema de tratamiento (Pfaff, 1986).



El periodo de diferenciacién sexual, {lamado periodo critico, en los
mamiferos varia de especie a especie y serd de acuerdo al nivel de
maduracion del sistema nerviosos central, al momento de nacimiento
puede ser:

a).- Prenatal

b).- Perinatal

c).- Postnatal temprano.
Al igual que en otras especies estudiadas, la temporalidad de la
diferenciacion sexual en la rata presenta diferencias importantes en
relacion al sexo, particularmente obedeciendo a modificaciones de la
sensibilidad al estimulo hormonal y también a la identidad de los
esteroides gonadales especificos responsables de la diferenciacion
(Christensen, 1978; Gorski, 1981). Por ejemplo, la sensibilidad en la rata
hembra persiste hasta los 7-10 dias después del nacimiento, mientras que
en el macho la sensibilidad se pierde rapidamente después del quinto dia.

En la rata, este periodo critico de sensibilidad neuronal se presenta en el
periodo neonatal temprano, extendiéndose, con algunas fluctuaciones,
desde el nacimiento hasta el dia ocho de la vida extrauterina, mostrando el
animal mayor susceptibilidad entre los dias 30. y 50. después de nacido
(McLare, 1972; Goy, 1980). Sin embargo recientemente se ha precisado
que existen en la rata dos periodos verdaderamente criticos que coinciden
con sendos picos de secrecion de testosterona por los testiculos fetales.
De estos, uno ocurre alrededor del dia 18 de vida intrauterina (Weiz y War,
1980) y el otro inmediatamente (dos horas) después del nacimiento(Rhoda,
1984).. N
Aunqgue la experimentacion en el humano es particularmente dificil, las
observaciones de conducta sexual en hombres afectados por algunas
enfermedades congénitas que modifican la actividad de los esteroides
gonadales (Erhardt, 1981), ha permitido concluir que en nuestra especie el
periodo critico se presenta antes del nacimiento (Rhoda, , 1984).

Sin embargo, el desarrollo de las diferencias sexuales en el humano, estan
de acuerdo con el desarrollo de mecanismos basicos y que pueden ser los
mismos que operan para otras especies (Amurra, 1987).



Hay esencialmente tres argumentos en favor de esta hipotesis:

a.- La presencia de numerosas funciones asi como caracteristicas
morfologicas que son sexo-especificas en el hombre y que se
correlacionan con otros animales.

b.- La sensibilidad del desarrollo cerebral humano a esteroides sexuales
y su correlacién con drogas. Existen varios tipos de desordenes que
indican disturbios de los procesos de diferenciacion sexual por
factores genéticos y ambientales que pueden dejar anormalidades
morfoldgicas y funcionales del cerebro humano.

c.- La existencias de periodos criticos distintos para la diferenciacién
sexual del cerebro humano, y se han extrapolado a animales de
experimentacion. Esta nocién se soporta por el hecho de que la
produccion de testosterona en el feto macho, empieza a las 8
semanas después de la concepcion y el pico es alrededor de las 20
semanas (Reinisch 1984).

Otros han sugerido que la pubertad es otro periodo de desarrollo sensitivo
(Feder, 1984). Sin embargo, la posibilidad de que podria ser considerado
de que existen mas de “ventana abierta” a la sensibilidad y que de acuerdo
al grado de sensibilidad y el tiempo exacto de la presencia del periodo
critico puede ser sexo-especifico y podria variar dependiendo de ciertos
circuitos neuronales determinados.

Existen dudas, en el caso de algunas de las especies en listadas, para
precisar la duracion precisa del periodo sensitivo del SNC a las hormonas
gonadales. En estos casos, la infformacion dada (Rre o postnatal, pre o
post anidacién) indican el momento en que la administracion exégena de
hormonas gonadales ha demostrado algun efecto sobre la diferenciacion y
la organizacién del SCN.

Es conveniente mencionar que no todas las diferencias encontradas en el
funcionamiento cerebral relacionadas con el sexo pueden ser explicadas
por el efecto de los esteroides gonadales sobre la diferenciacion
neurobiologica.



TABLA Il

RELACION ENTRE EL PERIODO DE GESTACION Y EL PERIODO
CRITICO DE DESARROLLO PARA LA DIFERENCIACION
SEXUAL DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

TIEMPO DE
ANIMAL GESTACION

MAMIFEROS

PERIODO CRITICO

(Dias después de la
Concepcion)

Goy, R. W. Ed. Sexual Differentiation of the brain.

(MIT Press, Cambridge, Mass, 1980).

MacLaren, A. Reproduction in Mamals, Austin, C. R. Eds.
(Cambridge Univ. Press. New York, 1972) vol. 2.

[Rata 20 a 22 8a2r |
Ratén 19 a 20 Postnatal
Hamster 16 Postnatal
Conejo de Indias 63a70 30 a 37
Hurén 42 Postnatal
Perro 58 a 63 Pre y post natal
Oveja 145 a 155 30a90
Mono Rhesus _ 146 2 180 _ 40 a 60 "
Codornis Japonesa 17a18 Pre-anidacion
Pollo doméstico 22 Pre-anidacion
Zebra 12a 14 Post-anidacién
Pich@ _ 14 __Post-anidacion

Modificado de:



Algunos experimentos han demostrado que otros factores pueden
participar de manera importante en la determinacion de estas diferencias.
Por ejemplo, es conveniente mencionar los experimentos realizados por
Arnold y Breediove (1985), a fin de discriminar entre los efectos
relacionados con el sexo de las hormonas gonadales, y el efecto de otros
factores H

Usando cultivos de tejido neuronal sexo-especifico obtenido de varias
regiones cerebrales durante el dia 14 de la vida embrionaria, es decir
antes de que se presente el primer pico de secrecion testicular de
testosterona, Armold y Breedlove (1985) demostraron que las neuronas
catecolaminérgicas de ratén desarrollan, en ausencia de hormonas
gonadales, diferencias funcionales y morfolégicas especificamente
relacionadas con el sexo del animal de donde proceden. Estos
experimentos permiten concluir que la diferenciacion ligada al sexo de
ciertos fenotipos neuronales puede ser inicialmente independiente de la
presencia de hormonas gonadales.

Es importante considerar cuales hormonas esteroides son capaces de
inducir los cambios descritos con anterioridad y revisar muy someramente
cuales son las estructuras cerebrales, particularmente hipotalamicas,
sobre las cuales ejercen su accion. También haremos algunas
consideraciones sobre la relacion dosis/ tiempo de administracion de las
hormonas activas sobre la diferenciacién neuronal.
- -

Aunque en los primeros experimentos se usé casi exclusivamente la
testosterona, originandose los conceptos de androgenizacion o
masculinizacion, actualmente se sabe que el estradiol es tan efectivo, o
mas efectivo, que la testosterona para producir los efectos de
“Masculinizaciéon Hipotalamica" (Gorski, 1966; Sutherland, 1972). Estos
resultados se han confirmado por que algunos compuestos anti-
estrogénicos o inhibidores de la aromatizacion son inhibidores muy
eficaces de la actividad masculinizante de la testosterona (McEwen, 1977;
Vreeburg, 1977). También se ha comprobado que el encéfalo,
particularmente el hipotdlamo, como muchos otros tejidos periféricos, son
capaces de metabolizar los esteroides, una de estas reacciones implica la
aromatizacion de la testosterona para formar estradiol (Selmanoff, 1977).
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TABLA Il

LA AROMATIZACION DE LA TESTOSTERONA A ESTRADIOL
DESEMPENA UN PAPEL FUNDAMENTAL EN EL PROCESO DE

LA DIFERENCIACION SEXUAL HIPOTALAMICA

La evidencia para esta propuesta ha sido cada vez mas convincente:

1.- Administrado en la etapa neonatal, el Benzoato de estradiol es mas potente que el
propionato de testosterona para inducir cambios masculinizantes en la conducta y
en el patréon de secrecién de gonadotrofinas en la edad adulta. Al parecer, la
aromatizacion de testosterona a estradiol es un paso intermedio necesario (Gorski,
1971).

2.- Los metabolitos reducidos de la testosterona que no tienen la capacidad de ser
aromatizados, tales como la Dihidrotestosterona, parecen ser incapaces de producir
cambios masculinizantes, o por lo menos son considerablemente menos
efectivos.(Whalen, 1974).

3.- La presencia de una enzima, la aromatasa, que esta presente en el cerebro en la
edad perinatal, parece ser determinante para que la testosterona sea activa. Esta
enzima seria responsable de convertir la testosterona a estradiol (Naftolin. 1975,
Selmanoff . 1977). El complejo enzimatico que funciona como aromatasa, muestra
una distribucion neuroanatémica 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, es decir coincide con los sitios en que es esperada
la accion de los esteroides sobre el patron de diferenciacién sexual cerebral
(Roselli, 1985). En los roedores, la actividad de la aromatasa, es sexualmente
dimérfica en la edad adulta, la actividad enzimatica es 2-3 veces mas grande en
machos que en hembras en areas blanco a esteroides, tales como en el area
predptica.

4.- Mediante la aplicacion perinatal de antiestrégenos es posible bloguear la
diferenciaciéon sexual masculina inducida por testosterona (Booth , 1977; Doughty
1974).

5.- La administracién perinatal de inhibidores de la aromatasa previene Ia
masculinizacién inducida por la testosterona (Booth, 1977; McEwen,. 1977;)

6.- Los antiandrégenos, como el acetato de ciproterona, también inhiben Ila
diferenciacion masculina (Naeumann, 1967). Estos resultados pueden ser
interpretados como un apoyo al papel directo de la testosterona, pero ha sido
reportado que el acetato de ciproterona también inhibe la aromatizacién en el
hipotalamo (Naftolin, 1975).

10




11

Finalmente, la dihidrotestosterona, la cual es un andrégeno que no puede
ser aromatizado, es incapaz de provocar la masculinizacion del
hipotalamo. De esta manera, podemos llegar a la curiosa conclusion de
que son los estrogenos las sustancias activas en provocar la
“masculinizacion” del cerebro, situacién que es similar a la también
demostrada actividad de los estrégeos en relacion a la conducta sexual*
(Crews, 1979).

Estos hallazgos no parecen ser correlacionables con la ineficiencia del
ovario para regular la diferenciaciéon sexual cerebral y lo son todavia
menos cuando se sabe que la concentracion de estrégenos en la sangre
periférica de la rata hembra recién nacida, es bastante alta. De hecho se
ha demostrado que la concentracion mas alta de estrégenos durante la
vida de un animal se alcanza, precisamente, durante el periodo critico
neonatal (Gunsalus, 1973; Dohler, 1974, Ojeda, 1975).

Esta discrepancia fundamental ha sido explicada por la presencia en las
ratas recién nacidas de una proteina fetal que de una manera muy
eficiente y especifica fija estrégenos (la afinidad de esta proteina para fijar
andrégenos es unas 100 veces menor que para fijar estrogenos) (Raynaud,
1971; Paplinger, 1973), de esta manera se asume que los altos niveles de
estrogenos plasmaticos presentes en la rata recién nacida se encuentran
secuestrados por su union a esta proteina fijadora de estrogenos
(Estrogen Binding Protein) y por lo tanto no son capaces de ejercer su
accion sobre el sistema nervioso central. Por el contrario, aun
concentraciones bastante menores de testosterona, pueden ser
funcionalmente capaces de provocar la “androgenizacion” del hipotalamo
(Gorski, 1979).

Por otro lado, los progestagenos parecen ser antagonistas del efecto que
los andrégenos y los estrogenos poseen sobre la diferenciacion cerebral.
Los cambios permanentes provocado en el patrén de secrecidn de
gonadotrofinas por la inyeccion neonatal de andrégenos o estrégenos
pueden ser prevenidos, al menos en parte, por la administracion
simultanea de dosis muy elevadas de progesterona (Dorfman, 1967),
Dérner, 1970). Por lo tanto, los progestagenos parecen tener un efecto
protector sobre la especificidad sexual de la diferenciaciéon cerebral, |la cual
se ha relacionado con su actividad de competencia sobre los receptores
hormonales intracelulares (Etgen, 1984).



12

Experimentos realizados por Barraclough (1967), para demostrar el efecto
de una misma dosis de andrégenos aplicados en diferentes dias del
llamado periodo critico, han demostrado, que la aplicacion a ratas y
ratones hembras de 1.25 mg de propionato de testosterona (TP) en los
dias 20., 50., 100. y 200. de edad, provocaron los siguientes cambios:

-100% de los animales presentaron androgenizacion completa, con
esterilidad y estro persistente, cuando la aplicacion se realizo entre
los dias segundo y quinto.; 4

-40% de los animales mostraron androgenizacion total o parcial
cuando la TP fue aplicada en el dia décimo de vida y finalmente,

-Ausencia casi total de efecto en los animales inyectados a los
veinte dias de edad (Barraclough, 1967).

De estos experimentos se concluyd que el periodo critico en los ratones y
en las ratas se extiende del nacimiento al décimo dia de edad, siendo los
animales de esta especie notablemente mas susceptibles entre los dias
segundo y quinto.

Cuando se inyectaron diferentes dosis de TP a ratas hembras de cinco
dias de edad (Barraclough, 1967) se observo que 1.25 mg de hormona
produjo esterilidad permanente en el 99.8% de los animales, 10 ug, fueron
capaces de inducir esterilidad en el 70.6% de las ratas, 5 ug. en el 44 y |
ug en el 30%. Richarson, y Barker en 1966, observaron estro persistente en
el 80% de las hembras tratadas con |0 ug de TP en el quinto dia de vida.
Sin embargo, algunos de estos animales fueron capaces de ovular y ser
embarazadas. Swanson y Van der Werff-Ten Bosch (1964) demostraron
que la aplicacion de 5 ug de TP en el dia 30. de vida fue capaz de producir
esterilidad y anovulacién en el 100% de los animales tratados.

La rata hembra presenta un ciclo estral caracteristico que dura 4 a 5 dias.
Durante este ciclo estral podemos considerar que el mecanismo
reproductivo se inicia con una elevacion progresiva en los niveles
periféricos de estrogenos, los cuales producen un estimulo neural ciclico
que termina por disparar la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH) en el hipotalamo (Kelly, 1984, Everett, 1988). El
periodo critico del ciclo en el cual esto ocurre se inicia en el dia del
proestro, aproximadamente 2 horas después del medio dia. La liberacion
de GnRH estimula la secrecion de hormona luteinizante (LH) por la
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pituitaria, la cual resulta en la puesta ovular que se realiza un poco
después de media noche. El pico de LH produce también un aumento en
la secrecion de progesterona y, unas horas después se puede determinar
la expresion de la conducta sexual caracteristica, es decir la adquisicién de
la postura de lordosis cuando la hembra es montada por el macho.

Es probable que la secuencia de altos niveles de estrégenos seguidos de
niveles crecientes de progesterona participe en la facilitacion de la
lordosis, porque esta secuencia de eventos no se presenta en ninguna otra
fase del ciclo estral.

En el caso de la rata hembra es posible precisar que una secuencia ciclica
de fluctuaciones hormonales culmina con la produccién de la ovulacién y la
expresion de la conducta sexual de lordosis que son requerimientos
indispensables para la relacion sexual exitosa y por lo tanto para la
preservacion de la especie. En contraste, la rata macho no presenta
ninguno de estos cambios ciclicos en las concentraciones hormonales ni
en la expresidon de la conducta sexual, observandose la conducta de
monta cada vez que el macho tiene la oportunidad de hacerlo.

Se han observado, ademas, los siguientes efectos en ratas hembras
androgenizadas neo-natalmente:

1.- La administracion de TP durante los primeros 3 dias de vida inhibe o
demora la apertura vaginal, en contraste, la administracion durante
los siguientes dias puede provocar apertura vaginal precoz.

2.- El. contenido de gonadotrofinas hipofisiarias y secrecion de
gonadotrofinas son disminuidas en hembras altamente
androgenizadas.

3.- La androgenizacion de ratas hembras neonatales muestran un
incremento en el desarrollo corporal.

4.- La fijacion de estradiol en el hipotalamo medio y anterior es
significativamente reducida en ratas hembras androgenizadas.

5.- La ovulacion puede ser inducida en las ratas hembras
androgenizadas por la administracion ciclica de gonadotrofinas, un
efecto similar fue observado por la estimulacion eléctrica del
hipotalamo.
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6.- Los ovarios de ratas hembras androgenizadas muestran incremento
en la produccion de andrégenos.

7.- Una sola aplicacion de TP en los primeros dias de vida causa
cambios permanentes del metabolismo en el higado y en la glandula
pituitaria (Doérner, 1981).

MODELOS NEURONALES DIMORFICOS

Se podria proponer que la diferenciacion sexual es la consecuencia de una
expresion diferencial del genoma neuronal en los machos y en las
hembras. Sin embargo, ha sido demostrado que la capacidad funcional del
cerebro en la rata adulta depende del ambiente hormonal en que se
encuentra este 6rgano durante el periodo de diferenciacion sexual, el cual
ocurre en la rata durante los primeros dias después del nacimiento. Se ha
demostrado que la rata macho nace con la potencialidad de desarrollar
una conducta ciclica de secrecion hormonal, capaz de apoyar el
funcionamiento ciclico del ovario. Si el macho es castrado durante las 72
horas posteriores a su nacimiento, posteriormente sera capaz de inducir la
formacion ciclica de cuerpos liteos en ovarios injertados y mostrara la
conducta de lordosis tipica de las hembras. Si a este macho castrado se le
aplica una sola inyeccion de 10 pg de propionato de testosterona 24 horas
después de la castracion, las propiedades de apoyar la luteinizacion y de
presentar conducta sexual femenina son totallpente abolidas. Un
tratamiento similar de la hembra recién nacida con propionato de
testosterona resulta en la abolicion permanente de la ovulacion
espontanea en la rata adulta. Estas ratas androgenizadas presentan
ausencia de variaciones ciclicas en la citologia vaginal, manteniéndose en
estro vaginal permanente, ovario poliquistico o polifolicular y ausencia total
de cuerpos luteos.

Estas observaciones demuestran que la diferenciacion sexual en la funcién
reproductora de la rata no obedece a diferencias sexo-especificas en la
expresion del genoma neuronal, sino que este dimorfismo se establece a
consecuencia de variaciones en la presencia y concentracion de hormonas
esteroides en el medio en que se realiza el desarrollo de algunas areas del
sistema nervioso central, principalmente el hipotalamo. Estos hechos
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llevaron a C.F. Phoenix y colaboradores (1959) a proponer que durante el
desarrollo perinatal de la rata la presencia de hormonas esteroides es
capaz de propiciar una modificacion en la organizacién, anatémica y
funcional, de los circuitos neuronales que participaran en la regulacion de
la funcidbn neuroendocrina en el animal adulto. De acuerdo a esta
hipétesis, la secreciéon de hormonas esteroides en el adulto tendra una
funcion fundamentalmente activacional, es decir, tendran la funcion de
activar, modular o inhibir, selectivamente, la funcionalidad de los circuitos
neurales ya existentes, organizados de una manera sexo-especifica
durante la diferenciacién sexual del encéfalo.

Se acepta de manera general que las diferencias sexo-especificas en la
fisiologia sexual y reproductora en los roedores, y en otras especies de
animales, es debida a la diferenciacion sexual de los substratos
neuronales, agrupaciones celulares y alargamientos dendriticos, que
regulan la actividad hipofisiaria y la conducta sexual. El concepto de la
existencia de centros neuronales “reproductores’, es decir,
especificamente relacionados con la fisiologia reproductiva, obedece a la
demostracion de que ciertas areas neurales susceptibles a la presencia de
hormonas gonadales, son indispensables para la liberacion ciclica de
hormonas ovulatorias en la hembra y para la expresién de la conducta
sexual tanto en las hembras como en los machos

Numerosas investigaciones han presentado evidencia de la existencia del
dimorfismo sexual en la estructura y funcionalidad del cerebro (Pfaff, 1980;
Goy, 1980; Gorski, 1983, Lustig, 1993) (Ver Tabla 1V) sefialando la
presencia de diferencias morfoldgicas, farmacologicas y fisiolégicas, asi
como la existencia de circuitos neuronales sexualmente especificos que
van a formar parte de las bases somaticas que podrian explicar la
importancia de la participacion de la funcion cerebral en el mecanismo
reproductivo de los animales superiores.

El dimorfismo neuro-anatémico ligado al sexo debe ser relacionado con
diferencias en la funciones cerebrales relacionadas con el componente
neuroenddcrino de la actividad sexual en la rata:

El nucleo dimérfico sexual del area predptica, es significativamente
mayor en los machos adultos que en las hembras, reflejando la
existencia de un mayor nimero de neuronas. Este ntcleo ha sido
claramente relacionado con el dimorfismo sexual en el patrén de



16

TABLA IV

El DIMORFISMO SEXUAL DEL HIPOTALAMO INCLUYE:

a).- Tamafio del llamado nucleo dimoérfico sexual de la regién
predptica (SDN-POA) (Gorski, 1980).

b).- Tamano nucleolar. Diferencias dimérficas en el ntcleo
supra-quiasmatico (Dorner, 1968; 1973; Robinson, 1986)

c).- Numero celular y tamafo individual de las neuronas
(Gleier, 1982: Hammer, 1984)

d).- Conectividad sinaptica en los nucleo ventromedial y
arqueado del hipotdlamo (Raisman, 1973; 1990;
Matsumoto, 1979, 1991; Lustig, 1993)

e).- Modelos de respuesta funcional en las neuronas
(Sakima, 1984)

f).- Diferencias en el desarrollo dendritico del area predptica
(Greenough, 1977).

g).- La distribucién de neuronas, fibras nerviosas, receptores
y los niveles de recambio de los neurotransmisores,
particularmente en su accién sobre los sistemas
monoaminérgicos. (Resiert, 1991).

h).- Diferencias significativas en el nimero de sinapsis en los
nucleos dimorficos (Raisman, 1973).

1).-  Actividad enzimatica del hipotalamo (Griffiths, 1976).

i)-- Actividad de las enzimas relacionadas con marcadores
colinérgicos (Luine, 1983),
j)-- Diferencias en el papel desempefiado por las neuronas

peptidérgicas y los receptores neuropeptidicos en los
procesos de diferenciacion (Haussler, 1990; Alexander,
1991).

k).- La presencia de otros nucleos hipotalamicos dimérficos,
distintos al sefialado por Gorski y su grupo (Rainbow,
1982), a saber, la parte ventrolateral del nucleo
ventromedial y el nacleo arqueado.

1).- La cromatina unida pueden mostrar un importante
dimorfismo sexual en las células que constituyen los
nucleos mencionados(Olsen, 1980).

16
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secrecion de LH y la presencia de la conducta de lordosis en las
hembras.

Los machos también poseen un mayor numero de conexiones
sinapticas en la amigdala media

La corteza del cingulus, asi como también la corteza frontal y ia
corteza visual son mas gruesas en la rata macho que en la hembra.
Estas diferencias pueden explicar las diferencias sexuales
especificas en la agudeza visual y en la recuperacion post-
traumatica

Otras areas que muestran dimorfismo sexual en la rata y que
pueden relacionarse directamente con la fisiologia y la conducta
reproductiva, son la parte ventrolateral del nticleo ventromedial y el
nucleo arqueado del hipotalamo

Existen fundamentalmente tres sistemas neuronales, estrictamente
relacionados con el funcionamiento sexual, en los que se ha demostrado
claramente la presencia de dimorfismo sexual, es decir la presencia de
claras diferencias relacionadas con el sexo del individuo en el numero,
tamario y agrupacioén de las células, asi como en la estructura de sus inter-
relaciones dendriticas:

l.- Regiones del control del canto en el cerebro de los pajaros.

ll.-  El grupo de nucleos con dimorfismo sexual en el hipotalamo de la
rata, es decir el propiamente llamado nucleo dimérfico del area
preodptica, el nucleo ventromedial y el nicleo ajqueado.

lll.- El nucleo espinal bulbocavernoso en la rata.

Para nosotros es particularmente importante el segundo modelo, en
particular el Nucleo dimérfico sexual del area predptica medial (MPOA) del
hipotalamo de la rata. Esta region se ha considerado el sitio donde
probablemente reside el mecanismo de regulacién diferencial de las
caracteristicas dimorficas relacionadas con el sexo, incluyendo el control
de la conducta sexual y la liberacion ciclica de gonadotrofinas, mecanismo
necesario para la ovulacion.

El area predptica es una area densamente poblada de neuronas. Es
notable que la densidad neuronal en esta regiébn es varias veces mas
grande que en otras regiones cercanas. En base a esto, Gorski y col. en
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1980, definieron esta area como un nucleo, el nucleo dimarfico sexual del
area predptica (SDN-POA). La importancia de éste nucleo reside en el
hecho de que se ha observado que es 3 a 6 veces mas grande en los
machos que en las hembras adultos. Los resultados obtenidos mediante la
provocacion de lesiones, asi como también los observados como
consecuencia de la accién directa de implantes de esteroides en el area
predptica de neonatos femeninos han demostrado de una manera
bastante clara el papel que este nucleo desempefia en el establecimiento
de la regulacién sexual especifica en la rata,

La castracién de ratas macho recién nacidas produce una reducciéon
significativa (cerca del 50%) en el volumen del SDN-POA en la edad
adulta, este efecto de la castracién puede ser completamente prevenido
por la administracion exégena de andrégenos aplicados un poco después
de la realizacion de la orquidectomia. Por el contrario, la administracion
exdgena, por via subcutanea, de propionato de testosterona a hembras
recién nacidas, incrementa de una manera significativa el volumen del
SDN-POA en la rata adulta.

Aunque las neuronas del SDN-POA son capaces de acumular esteroides
mas rapidamente, que las neuronas situadas en otros nucleos cercanos, el
volumen de este nucleo no aparece ser sensible a la accion de los
esteroides gonadales en el adulto. Asi, el tratamiento de adultos
gonadectomizados, tanto hembras como machos, con hormonas
esteroides exogenas, restaura la conducta copulatoria tanto masculina
como femenina, sin modificar el tamario del SDN-POA. Por otro lado, se
ha observado que los esteroides si son capaces de modular la morfologia
neuronal en los pajaros adultos, asi como el aspecto morfol6gico del
nucleo dimorfico demostrado en la espina cordal de la rata, es decir el
llamado nucleo dimérfico espinal bulbo cavernoso (SNB).

El SDN-POA es un modelo importante en el estudio de la diferenciacion
sexual, porque las diferencias sexuales en el volumen del SDN-POA
quedan definitivamente establecidas durante la primera semana de vida
postnatal, de manera casi simultanea al periodo en que tambien queda
establecida la diferenciacion sexual funcional del cerebro. Aunque el
nucleo es ya claramente demostrable en el dia 19 después de la
fertilizacion, no presenta diferencias sexuales significativas en su volumen
sino hasta el dia del nacimiento (aprox. 3 dias mas tarde). Aunque al
nacimiento el volumen del niucleo SDN-POA es casi el doble en las
hembras, durante los siguientes 10 dias hay un incremento gradual en el
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volumen del SDN-POA en los machos, mientras que no hay cambios
estadisticamente significativos en el tamafo del nucleo en la hembra
(Jacobson, 1980). Esta diferencia en el patron de crecimiento es
aparentemente debida a las hormonas de origen testicular que actuan en
el macho

Como mencionamos arriba, el crecimiento del SDN-POA, inducido
inicialmente por la presencia de esteroides, parece realizarse durante los
primeros 10 dias de vida postnatal. Sin embargo, la maduraciéon neuronal
en el area preoptica, en términos de conectividad dendritica, se prolonga
hasta la 3% semana de desarrollo postnatal. Se ha propuesto que el
establecimiento de las conexiones neuronales del SDN-POA deben
continuar después de la terminaciéon del periodo critico para confirmar la
organizacion funcional definitiva de este nucleo,. Esto es compatible con el
hecho de que los esteroides actuan tnicamente durante el periodo critico
promoviendo el desarrolio de un mayor nimero de neuronas, ya que este
aumento en la cantidad de células es necesaria para el establecimiento de
las conexiones neuronales que se utilizaran posteriormente para el
adecuado funcionamiento neuronal (Lawrence, 1980).

Aunque aun en el momento actual existe la necesidad de un mayor
esfuerzo experimental para identificar la(s) funcion(es) de las neuronas en
el SDN-POA, y para identificar sus conexiones y especificidad
neuroquimica, este nucleo ha ofrecido a numerosos investigadores un
valioso modelo para estudiar la diferenciacién sexual hipotalamica.

Es bien conocido que el principal mecanismo de accién de las hormonas
estrogenicas, y de otras hormonas esteroides, se realiza mediante su
fijacion a receptores citoplasmicos especificos que posteriormente son
transportados al nticleo celular en donde funcionan como modificadores
del proceso de transcripcién genética. Los receptores citoplasmicos para
las hormonas esteroides, inicialmente descritos por Jensen y Jacobson
(1962), estan formados por ligandos de alta afinidad (Kd =~ 1070 M) para
las hormonas y se encuentran presentes en baja cantidad (2-6 x 10*
moléculas por célula) especificamente en las células blanco. Después de
fijar a los esteroides estos receptores experimentan un cambio
conformacional que forma parte de una secuencia de “activacion”, la cual
aumenta la afinidad del complejo hormona-receptor por el DNA presente
en los cromosomas en interfase. La fijacion del complejo al DNA se realiza
con gran afinidad en lugares particulares del genoma localizados
relativamente lejos (-222 a -95 pares de bases) de la llamada “caja TATA”,
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secuencia que se acepta como parte del promotor en las células
eucariotas (O'Malley,1986). Estos sitios de fijacion se caracterizan por la
presencia de secuencias especificas en el extremo 5-terminal. La
interaccion del complejo con el DNA y la RNA polimerasa |l induce la
sintesis de moléculas precursoras (RNAhn) de RNA mensajeros
especificos, esta estimulacion es ya demostrable dentro de los 30 min.
siguientes a la penetracion del esteroide al citoplasma celular.

Se ha observado que en respuesta a la penetracion de los esteroides se
produce dentro del nucleo de las células blanco una acumulacién del
llamado RNA heterogéneo nuclear (RNAhn) y un poco después el
aumento en la concentraciéon de RNAm tanto en el nucleo como en el
citoplasma. Este ultimo hallazgo ha llevado a considerar que los
receptores especificos, activados por la fijacibn de las hormonas
esteroides, pueden funcionar como estabilizadores del RNAm y de las
moléculas precursoras del RNA mensajero (RNAhn), tanto aquellas
presentes en el momento de la penetracién del esteroide, como de
aquellas cuya sintesis se induce mediante la interaccién
receptor/hormona-DNA, tal sucede, por ejemplo, en el caso de la
vitelogenina.

Asi pues, se acepta en el momento actual que la fijaciéon del estradiol a
receptores intranucleares, que funcionan como factores reguladores de la
transcripcion, induce tanto cambios en la expresion del material genético,
como un aumento en la estabilidad de los RNAm y de sus precursores
(Rainbown, 1988). Hasta el momento actual se han podido identificar un
numero considerable de proteinas y RNAmM que son regulados por la
presencia de estrégenos (Romano, 1989; Law, 1994), Algunas de estas
proteinas, que dependen de la presencia de estrogenos, participan de una
manera directa en el mecanismo de transmision del impulso nervioso
(Romano, 1989; y Law 1994) y pueden seguramente constituir parte
importante de los cambios de comunicacion inter-neuronal inducidos por la
presencia de hormonas esteroides.

Curiosamente se ha demostrado, usando el procedimiento de hibridizacion
in situ, que los receptores estrogénicos son regulados a la baja por la
presencia de estradiol en algunos nucleos encefalicos, tales como el
segmento ventrolateral del nucleo ventromedial (VLVM), y el nucleo
arqueado del hipotalamo. Estos dos agrupamientos celulares contienen,
en condiciones basales, concentraciones altas de receptores estrogénicos
y participan de una manera muy importante en el control neural de la
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conducta de lordosis (VLVM) y en la regulacion de la secrecion de
hormonas esteroides en las hembras (ntcleo arqueado) (Déhler, 1984a).

Se ha demostrado que subsecuentemente a la modificacion genémica
inducida por los estrégenos es posible observar cambios morfolégicos en
las neuronas que acumulan estas hormonas esteroides, tales como el
nucleo ventromedial (VMN) del hipotalamo. Los cambios observados
incluyen: aumento en la concentracion intracelular de RNA y
consecuentemente, en el nimero de ribosomas y en la cantidad de reticulo
endoplasmico, aumento en el numero de vesiculas de secrecién y en la
sintesis de proteinas importantes para la funcién nerviosa, tales como los
receptores para progesterona, algunos neuropéptidos como las
encefalinas y la proteina de 70 kDa, llamada por este hecho, dependiente
de estrogenos. Esta ultima proteina, que es sintetizada en el VMN, es
posteriormente transportada a los nucleos grises centrales.

Estas observaciones corroboran, a un nivel mas molecular, los resultados
de estudios anteriores, que habian demostrado que la sintesis de RNA y
de proteinas inducida por los estrogenos es indispensable para la
induccién de la diferenciacion sexual hipotalamica.

Para poder tener una visiébn adecuada del mecanismo por el cual la
presencia de hormonas esteroides es capaz de modular la actividad y la
diferenciacidon neuronal es necesario identificar los productos de la
actividad gendémica que son modificados por la presencia de las hormonas
esteroides y tratar de determinar la funcionalidad de tales productos en la
determinacion de Ila diferenciacion neuronal, fundamentalmente
hipotalamica. .
Un gene puede ser definido como una unidad especifica de DNA en un
cromosoma, que puede ser transcrita y producir RNA que servira para
funciones particulares en tipos determinados de células. Este RNA puede
ser de varias clases: ribosomal, de transferencia cuya funcion es directa, o
mensajero, este ultimo es el que puede ser traducido por el mecanismo
citoplasmico y dar origen a una proteina. Una de las mas importantes
observaciones recientes es que la mayoria de los genes de animales
eucariotes codifican a las moléculas del RNAmM como transcritos primarios
de gran tamano, los cuales deben ser procesados para constituir
moléculas maduras de RNAm. Estos productos primarios de la
transcripcion genética, de gran longitud, se encuentran en el nucleo y se
conocen como RNA nuclear heterogéneo (RNAhn) (Korack, 1994)..



22

Ya que el RNAhnN se sintetiza y se modifica en el nucleo, y el RNAm debe
ser utilizado y traducido en el citoplasma, el procesamiento del RNAhn va
seguido del transporte del RNA resultante a través de los procesos de
unién y separacion de sitios especificos de la matriz nuclear, envoltura
nuclear y del citoesqueleto (Shroder, 1987) poros de la membrana nuclear.
La separacion compartamentalizada de los procesos de transcripcion y
traduccion en los eucariotes, tiene algunas desventajas puesto que el
transporte del RNAm del nticleo al citoplasma aumenta el tiempo durante
el cual dichas moléculas de RNAm se encuentran expuestas a la accion de
nucleasas degradativas. Sin embargo, la separacién es muy ventajosa
para la regulacion estricta del metabolismo celular en tanto que permite
que el procesamiento se complete en el nicleo antes de que el RNAm
interaccione con la maquinaria de traduccion.

Las modificaciones que debe experimentar el RNAhn eucaridtico pueden
ser parcialmente explicadas por la necesidad de darle estabilidad al
producto final: puesto que gran parte 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
accesible al ataque por parte de estas enzimas.

La maduraciéon post-transcripcional del RNAhn a RNAm involucra una
serie de modificaciones, todas las cuales parecen ser indispensables para
que el transporte al citoplasma del producto resultante sea posible(Shoder,
1987; Bruce , 1994.).:

a).- Splicing ~
b).- Introduccion de la estructura llamada cap

c¢).- Metilacion interna

d).- Poliadenilacion del extremo 3.

a).- Splicing

Proceso de corte, eliminacion y adicion, mas brevemente conocido como
esplaicing (Splicing).

Aunque los transcritos primarios de un gen contienen secuencias tanto de
exones como de intrones, los mRNA maduros contienen secuencias
derivadas tnicamente de la parte exonica del DNA, por lo tanto uno de los
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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 una especie de
RNA a otras, pero el proceso es siempre secuencial y la fidelidad con que
se realiza el esplaicing de las uniones exén-intron debe ser considerado de
la mayor importancia. La eliminacién de intrones y la unién de exones, es
catalizada por pequefias particulas nucleares ribonucleoproteicas
(snRNPS) junto con un numero variable de factores proteicos que no
contienen RNA. La unién de estos factores con el RNAhn forman un
complejo molecular que ha sido llamado esplaiceosoma.

Algunos genes son capaces de codificar para mas de una proteina,
dependiendo de como el producto primario de transcripcion es procesado
al RNAm maduro. Algunos precursores del RNAm que contiene un gran
numero de exones pueden sufrir un procesos de “esplaicing” que da como
resultado la produccion de distintas moléculas de RNAm capaces de
codificar moléculas proteicas diferentes. Este fenbmeno se conoce como
“esplaicing _diferencial”. Por ejemplo, el gene de la tropomiosina | en la
Drosophila codifica para dos proteinas musculares relacionadas, una se
expresa durante el desarrollo embrionario y la otra unicamente se
encuentra en el musculo toracico de las moscas adultas. Estas proteinas
difieren al menos en 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 “esplaicing” Otros productos primarios de transcripcidon que
pueden sufrir “esplaicing” diferencial para generar proteinas distintas son,
por ejemplo, los de los genes que codifican el mensajero para la sintesis
de la fibronectina, la troponina y la cadena ligera de la miosina en la rata.
Todavia .no se conoce la razén fundamental por la_cual ciertos intrones
pueden perderse o no durante el procesamiento de los precursores del
mRNA (Bruce, 1994, Schroder, 1987),.

b,c).- Estructura Cap (cachucha, gorra). Metilacion Interna

Los extremos 5'-terminales de los transcritos primarios del RNAhn
eucariético son modificados covalentemente antes incluso de que la
transcripcion haya finalizado completamente. El extremo 5’-terminal del
producto primario del transcrito contiene un residuo de nucledcido trifosfato
(en general purina) que actia como cebador para que la RNA polimerasa
Il leve acabo el proceso de transcripcion. Asi, la modificacion del extremo
5'-terminal comienza con la excision del grupo fosfato terminal de este
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resto trifosfato por accion de una fosfohidrolasa. El grupo 5'-difosfato
resultante reacciona entonces con el 5-5-trifosfato. Esta reaccion esta
catalizada por la enzima guaniltranferasa, y la estructura resultante recibe
el nombre de "cap".

Dicha estructura "cap" puede ser posteriormente modificada de diversas
formas. En algunas especies de eucariontes, la mayor parte de los
precursores del RNAm son maodificados 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 segun la especie que se
trate, para formar otras estructuras derivadas. Asi la metilacion del grupo
hidroxilo del ultimo nucleétido del transcrito original da lugar al "cap"1,
mientras que la metilacion de los grupos 2’-hidroxilo de los dos ultimos
nucledtidos del transcrito original generan el "cap"2.. Unicamente los
precursores del RNAm resultan modificados de esta manera.

Las estructura "cap" intervienen en diferentes procesos. 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
precursores del RNAm en sustrato de las siguientes etapas nucleares del
procesamiento, incluyendo el "esplaicing”. Ademas las moléculas de
RNAm maduro conserva el "cap" ya que sirve de centro de anclaje a los
ribosomas durante la sintesis de proteinas(Bruce, 1994; Shroder, 1987),

d).- Poliadenilacion del extremo 3".

Los precursores del RNAm eucariético resultan también modificados a
nivel de sus extremos 3’-terminales. Una vez que la RNA polimerasas Il ha
sobrepasado el extremo 3’-terminal de la region codificadora del DNA, el
RNA recién sintetizado es escindido por una endonucleasa cerca de un
sitio especifico cuya secuencia consenso es AAUAAA o AUUAAA. Este
proceso suele tener lugar a una distancia de unos 10 o 20 nucledtidos mas
abajo de esta secuencia consenso y depende probablemente tanto de
otras secuencias adicionales, como de las estructura secundaria del
precursor del RNAm. El extremo 3'-terminal asi generado en la molécula
de RNA puede ser utilizado como cebador para la adicion de un gran
nimero de residuos de adenosina en reaccion catalizada por la poli A
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polimerasa. En este proceso, que requiere ATP, se pueden afadir hasta
250 nucleétidos 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 transcripcién puede continuar
cientos y cientos de nucleétidos mas lejos del sitio de ruptura 3’-terminal.
Sin embargo, en algunas especies de levaduras, los sitios de terminacién
de la transcripcion suelen estar situados cerca de los sitios de
poliadenilacion, lo que sugiere que en dichos organismos ambos procesos
se encuentran acoplados.

Existe la evidencia de la presencia en algunos tejidos de RNAm sin la
cadena de poli-(A), o con una cadena caracteristicamente pequefia. A este
tipo de RNAm se le ha designado, en general, como RNAm poli (A)-
(mensajero poli-(A) menos). Este tipo de RNA poli-(A) menos parece ser
de la mayor importancia en el funcionamiento del tejido nervioso, ya que
se ha encontrado una relacibn de mensajeros poli-(A)- / poli-(A)+
desusadamente grande en varias regiones del tejido neural,
particularmente en aquellos casos en que las células se encuentran en un
periodo activo de sintesis de proteinas (Wickens, 1990). Sin embargo, debe
reconocerse que, con muy pocas excepciones, toda las moléculas
maduras del RNAm contienen colas de poli-(A) cuya longitud es variable.

Cambios en la translacién junto con la destruccién de ciertos RNAm,
determinan que proteinas son sintetizadas en que células y en que
momento. Las colas de poli-(A) de ciertos RNAm son prolongadas,
mientras que las colas de otros RNAm son eliminadas, La adicion selectiva
de poli-(A) es regulada por una secuencia corta en la regién 3’-terminal del
mensajero que finalmente no se utiliza directamente durante la traduccion
del mensaje genético. Estos cambios regulados en la longitud de poli-(A)
parecen desempefiar un papel importante en la regulacién de la traduccion
(Wickens, 1990).

La adicion de colas de poli-A constituye otra etapa de la maduracién que el
organismo puede utilizar para alterar el destino final del RNAhn primario.
Por ejemplo: el gen de la calcitonina (una hormona paratiroidea) en la rata,
codifica también para una proteina que se encuentra implicada en la
percepcion del sabor y que se localiza en el cerebro. Esta segunda
proteina se denomina proteina relacionada con el gen de la caicitonina
(CGRP) y se distingue de la proteina original no sélo por “esplaicing”
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diferencial, sino también porque se emplea un sitio de poliadenilacion
alternativo (Bruce, 1994).

Como se mencion6 anteriormente, la poliadenilacion y el esplaicing
pueden ocurrir independientemente, y la poliadenilacion no es un pre-
requisito para el transporte, porque algunos RNAm no poliadenilados se
pueden transportar eficientemente. Desde este punto de vista, es
importante  mencionar que algunos RNAm virales son sintetizados
exclusivamente en el citoplasma y ahi mismo son poliadenilados, lo que
indica un mecanismo y un papel extranucleares para el poli (A)( Shréder,
1987).

Se ha llamado PABP a un complejo de proteinas unidas a la cadena
terminal de poli (A) del RNAm, EIl peso molecular del complejo PABP varia
segun la especie animal de que se frate, en los mamiferos es de
aproximadamente 72 000. El PABP interactia con el poli (A) formando un
complejo parecido al nucleosoma cuya afinidad para el poli-(A) es 100%
mas grande que para otros polinucleétidos. El PABP puede migar de una
molécula de poli (A) a otras, lo cual puede constituir un factor importante,
en términos de funcionalidad, como determinante de la selectividad y
estabilidad de ciertos mensajeros. La importancia de este complejo PABP
ha quedado demostrada por el hecho de que la delecion del gen que
codifica para el PABP (PAB) es letal, lo que parece indicar que este
complejo es esencial para la sintesis de proteinas (Baer, 1983; Sachs,
1987).

Se ha visto, que un aumento en la longitud de la cola de poli (A), se
correlaciona con un incremento en la estabilidad de diversos RNAm como
los que codifican para la insulina y para la vasopresina. En estos casos la
eliminacién de residuos de la region 3'-terminal acelera el ataque de las
enzimas hidroliticas. Cuando la longitud de la cola de poli (A) es menor de
20-30 nucledtidos las proteinas protectoras que forman el complejo
anteriormente sefialado (PABP) no se unen al mensajero, resultando en
una rapida degradacion de la region 3'-terminal del RNAm (Nielsen, 1990)..

De acuerdo a todo lo mencionado anteriormente podemos concluir que los
estrogenos parecen regular el funcionamiento neuroenddcrino vy
consecuentemente la conducta sexual, mediante la modificacion de la
eficiencia con que se realiza la inter-comunicacion entre las neuronas que
participan en la regulacion de estos procesos. La participacion de los
estrégenos en estos procesos de diferenciacion sexual ha quedado bien
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establecida por los siguiente experimentos: la castracion neonatal, la
administracion sistémica de 1,4,6-androstatriene-3,17-dione (ATD) un
inhibidor competitivo de la aromatasa (McEwen,1979), la aplicacion de
tamoxifen (TAM) un compuesto antiestrogénico que se fija a los receptores
(Déhler, 1984b, 1986) o la administracion intracerebral de oligonucledtidos
anti-sentido contra el receptor citoplasmico para estrégenos (McCarthy,
1992). Todos estos tratamientos experimentales modifican el numero de
neuronas Yy/o la densidad sinaptica de los nucleos dimorficos
mencionados, asi como el desarrolla normal de la conducta y fisiologia
reproductiva en la rata.

Es evidente que este papel de los estrégenos como reguladores de la
intercomunicacion neuronal puede realizarse, fundamentaimente,
mediante su participacion en dos tipos de procesos: B

1).- Los esteroides gonadales influyen en la determinacién del niumero de
neuronas que componen algunos nucleos dimoérficos centrales,
particularmente del SDN-APO de la rata aduita.

Seis posibles mecanismos pueden ser sugeridos:

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

b) Los esteroides pueden modular la migracion de neuronas
recientemente formadas a la region del SDN-APO.

c) Los esteroides pueden promover la sobrgvivencia durante el
proceso de migracion y prevenir la muerte celular programada
genéticamente (Apoptosis)

d) Los esteroides pueden modular el reconocimiento de la superficie
celular sobre los sitios de inmobilizacion migratoria de las neuronas,
determinando la agregacion de las neuronas en el SDN-APO.

e) Los esteroides pueden prevenir la muerte celular por necrosis.

f) Los esteroides pueden influir sobre la localizacidon neuronal, en
términos de funcionalidad y/o identificacién neuroquimica.
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Datos publicados sobre el tiempo en el cual se realiza la
neurogénesis del area predptica medial (APOM), indican que se
realiza, fundamentalmente, alrededor del dia 16 después de la
concepcion (Altman, 1978, Anderson, 1978). La administracion de
Timidina->H a hembras en diferentes dias de la gestacion, seguida
del sacrificio de sus crias 30 dias después del nacimiento,
demuestra por medio del analisis autoradiografico de los cerebros
(Jacobson, 1981) que la neurogénesis en el APOM cesa, en general,
a los 16 dias postconcepcion. Sin embargo, la neurogénenesis de
aquellas neuronas que forman el SDN-APO fue especificamente
prolongada, observandose que contintia hasta el dia 20 después de
la gestacion. Jacobinos y colaboradores. (1982) encontraron dos
diferencias importantes, dependientes del sexo de la cria, en la
aparente neurogénesis del SDN-APO: cuando la inyeccién de
Timidina® H se realiza en el dia 14 de la gestacion, el indice de la
marca del SDN-APO es inicialmente mayor en las hembras que en
los machos. Esta diferencia sexual se revierte a los 17 dias de la
gestacion (Jacobson, 1981), momento que coincide con Ia
presentacion del primer pico de secrecion de testosterona durante el
desarrollo embrionario (Weisz, 1980). Sin embargo, estos resultados
deben ser considerados con cuidado, ya que en estos trabajos las
ratas fueron sacrificadas hasta el dia 30 de vida extrauterina, por lo
que los resultados pueden ser modificados por otros factores
diferentes a la neurogénesis propiamente dicha, tales como Ia
migracion y la sobrevivencia.

Para identificar las vias de migracion, se inyecté timidina radioactiva
a una serie de ratas embarazadas el dia 18 de gestacion y se
sacrificaron sus crias a diferentes edades (Jacobson, 1985). 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 siguientes las células marcadas parecen emigrar del
cerebro medio a la base del tercer ventriculo, y después se
lateralizan y se colocan en forma dorsal para alcanzar al SDN-APO.
El destino final de estas neuronas es desconocido, ya que se ha
observado que ellas pueden continuar su migracion hasta mas alla
de los bordes laterales def APOM. Estos resultados han ilevado a la
propuesta de que existen sustancias neurotropas especificas
capaces de determinar la migracion de grupos celulares
(Hamburgen, 1982; Williams, 1988).
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2).- Su participacion en la organizacién del arbol dendritico de algunas
regiones neuronales ha sido también bien demostrada, siendo de
particular interés para nosotros el caso del area ventromedial del
hipotalamo.

Recientemente se ha demostrado que los estrégenos son capaces
de modular la sinaptogénesis en ia rata hembra adulta. En efecto se
ha encontrado que la ovariectomia disminuye drasticamente
(alrededor del 50%) el numero:y la densidad de las sinapsis, asi
como la estructura morfolégica de las uniones nerviosas en los
nucleos del area hipotaldmica ventromedial, por el contrario, la
aplicaciéon de benzoato de estradiol es capaz de restaurar el nimero
y la densidad sinaptica en las areas afectadas por la ovariectomia.
También en la rata adulta se conoce el efecto de los estrogenos
sobre la sintesis de RNAm especificos, particularmente aquellos
relacionados con la sinaptogénesis (Lustig, 1991; Law, 1994).

Parece evidente aceptar que para realizar las anteriores acciones las
hormonas deben participar activamente en la modulacion de las
actividades que participan en la duplicacion del DNA y en la cesion de la
informacién genética almacenada en esta molécula, para terminar en la
sintesis de proteinas especificas necesarias para el crecimiento y el
matabolismo celular. Basados en los descubrimientos de algunos
investigadores que demostraron que la administracion de algunos
inhibidores especificos de la sintesis de RNA y de proteinas, tales como la
actinomcina D o la cicloheximida atentian o evitan por completo el efecto
del TP, puede aceptarse, como era intuitivo hacerlo, que la sintesis de
proteinas debe estar involucrada en la generacién dgl dimorfismo sexual
neuronal (Gorski, 1971). Sin embargo nuestro avance en el entendimiento
cabal de los procesos moleculares que subyacen en la generacion
ontolégica de este proceso ha sido extraordinariamente lenta y solo
recientemente ha podido empezarse a conocer su biologia . Sin embargo,
aun ahora nuestros conocimientos sobre este aspecto particular del
dimorfismo sexual distan mucho de ser completamente satisfactorios y
fundamentalmente se han basado en extrapolaciones de nuestro
conocimiento acerca de la biologia molecular del funcionamiento neuronal,
hipotalamico, en la rata adulta. Recientemente Lustig y colaboradores
(1994) han estudiado la ontogenia de algunos tipos especiales de RNAm,
particularmente el relacionado con la proteina de crecimiento llamada
GAP-43 (también conocida como B-50, F1, pp46, Neuromodulina) y el
mensajero de la enzima gliceraldehido-3-P deshidrogenasa, asi como las



30

modificaciones experimentadas por estos mensajeros durante el
tratamiento hormonal de los recién nacidos.

En el presente trabajo nosotros decidimos contribuir al conocimiento de las
bases moleculares de la generacion del dimorfismo sexual, estudiando, en
el hipotdlamo de la rata, las modificaciones experimentadas por la
concentracién total de RNAm, asi como su distribucién en RNAm-Poli-A
menos y RNAm-Poli-A mas, a diferentes tiempos (1, 3, 6, 12, 24 y 48
horas) después del nacimiento, tanto en las ratas normales, como en las
hembras tratadas con propionato de testosterona y los machos sometidos
a tratamiento con tamoxifen.

HIPOTESIS

EL Patron de RNAm es importante en la diferenciacién sexual hipotalamica
en la rata recién nacida.

OBJETIVOS

Estudiar el patron de RNAm Poli A+ y Poli A- durante la diferenciacién
sexual hipotalamica.

30
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MATERIAL Y METODOS

El material biolégico 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).- Condiciones constantes de luz-oscuridad (12 hrs de luz-12 hrs de
oscuridad)

b).- Temperatura21+1°C

c).- Humedad controlada.

d).- 11 a 15 cambios de aire por hora

d).- Sanitizacién programada

e).- Aguay purina “ad libitum”.

Como nuestro principal propésito 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 fecundacién 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

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

2).- Las ratas cuyo ciclo estral presenté caracteristicas normales fueron
colocadas en presencia de machos para permitir una primera
gestacién. Esta primera camada no fue utilizada y se permiti6 la
gestacién solo para demostrar la capacidad reproductiva de las ratas
seleccionadas, asi como para realizar una segunda seleccién de
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acuerdo al comportamiento maternal observado. De acuerdo a estas
observaciones se seleccionaron finalmente solo aquellas ratas con
apropiada ciclicidad estral, con gestacién 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 verifico la presencia de espermatozoides por la
aparicién del tapon vaginal y/o por frotis vaginal, considerandose
como inicio de la gestacion el momento en que se detecta un tapén
vaginal claro o la presencia de espermatozoides en la cavidad
vaginal.

Es importante mencionar que bajo estas condiciones de observacién
se encontrd que el tiempo de gestacién es de 502 + 3 horas.

CRIAS

a).-

b).-

c).-

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

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 predefinido, de acuerdo al
siguiente esquema:

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

Machos
Controles: 20 pl de aceite de girasol
Tratados: Tamoxifen 200ug en 20ul de aceite de
girasol.

La via de administracibn que se utilizé fue la subcutanea,

aplicandose el tratamiento en la zona dorsal. Una vez realizada la
inyeccién la parte afectada del animal se cubre con vaselina.
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d).- Las ratas se sacrificaron después del tratamiento a los siguientes

tiempos:
| Hora
3 Horas
6 Horas
12 Horas
24  Horas
48 Horas.

e).- Inmediatamente después del sacrificio se realiza la obtencién del
tejido hipotalamo.

OBTENCION DE LOS HIPOTALAMOS

El aislamiento de los hipotdlamos se efectia a 4°C, realizando
cortes a los siguientes niveles (Vangala, 1973):

Corte Anterior Limite anterior del quiasma Optico
Corte Posterior Cuerpos Mamilares

Corte Lateral Surcos Hipotalamicos Laterales
Corte Superior Comisura Anterior.

U ; I1l Ventriculo

Comisura
Anterior

Quiasma
Optico Mamilar

Una vez extraidos los hipotalamos se pesan, se congelan en
nitrégeno 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

EXTRACCION DE RNAm POLI A" Y POLI A’

SELECCION DE LAS RATAS MADRES
SELECCION DE LAS DE CRIAS

o .
OBTENCION DEL HIPOTALAMO
(Vangala, 1973)

RNA Total
{Chomzcinsky, 1987)

CromatograJa por Afinidad
Oligo (dT)
(Mani1is, 1989)

RNAm Poli A+ RNAm Poli A-y otros RNAs

Cromatografia Intercambio I6nico

(Celulosa Benzoilada).
(Van Ness, 1979)

| I

RNAm Poli A- Otros RNAs
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" EXTRACCION DE RNA TOTAL
(Chomczynski, 1937_)

-

Tejido hipotalamico (100 mg) suspendido en 1ml. de Solucion D
Homogeneizar y adicionar
0.1 ml. Acetato de Sodio
1.0 ml. Fenol
2.0 ml. de cloroforrlno-Alcohol Isoamilico
Agitar 15" vortex
Agitar 15° agitador de columpio, 4°C
Centrifugar 10 000g 20 min, 4°C

| |
Fase Organica Fase Acuosa*
1.0ml. Sol. D
0.1 ml. Acetato de Sodio

Agitar 15” vortex
Agitar 15° agitador de columpio, 4°C
Centrifugar 10 000g 20 min, 4°C

I 1

Fase Organica Fase Acuosa*

Mezclar las dos Fases Acuosas*
Agregar 1 vol. Isopropanol
[T Centrifugar 10 000g 20 min, 4°C__|

Precipitado Sobrenadante
Disolver en 1.0 mi. Sol. D
| vol. isopropanol

| Centrifugar 10 000g 20 min, 4°C ]

! ]
Precipitado Sobrenadante

ETOH 75% 2.5 vol.
(Dos veces)



36

METODOLOGIA.

EXTRACCION DE RNA TOTAL
{Chomczynsky, P. (1987)162:156-159.)

Reactivos -Solucion D, contiene:
Tiocianato de Guanidina 4M (Sigma Chemical Co.)
Citrato de Sodio 25 mM pH 7.5 (Merck-Schuchardt)
Sarcosil 0.5% (Sigma)
2-Mercapto Etanol 0.1 M (Merck-Schuchardt)

Acetato de sodio 3M pH4 (Merck-Schuchardt)

Fenol Saturado con agua estéril (Sigma Chemical Co.)
(99% pureza. Se destila cada 30 dias)

Cloroformo:alcohol isoamilico 49:1Merck, grado analitico)

Material Equipo Centrifuga Beckman Damon IEC B-204.
Vortex
Agitador de Columpio
Espectrofotometro Beckman DU 640
Potencidémetro Beckman Expandomatic SS-2.

Cristaleria Pipetas, Tubos de 3ml. de polipropileno, puntas para
pipetas de 200 y 1000 pl. matraces 250 ml. con
tapén de rosca, puntas pasteur con punta roma,
todo este material esta estéril, ( 20 min. a 15 Ibs).

Los hipotalamos aislados, segun la técnica descrita, se almacenan a -70°C
los cuales son homogenizados. Se homogenizan en Solucién D (Relacién
1:10 p/v), en un homogenizador Potter-Elvehjem (vidrio -teflén). Los
homogenizados son transferidos a tubos de polipropileno estériles y
enseguida se les adiciond, en forma secuencial, los siguientes reactivos
(relacién a 100 mg de tejido), agitando después de cada adicion:

0.1 ml. de Acetato de Sodio 3M pH4,
1.0 ml. de fenol Saturado con agua, y
0.2 de Cloroformo-Acohol Isoamilico.(49:1).
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La suspension final se mezcld perfectamente por 15 seg en un agitador
vortex, y después se colocd en un agitador de columpio durante 15 min en
la camara fria a 4 °C. Las suspensiones se centrifugan a {0 000 g/20 min a
-4°C. Después de la centrifugacion, el RNA estuvo presente en la fase
acuosa, mientras que el DNA y las proteinas se localizaron tanto en la
interfase como en la fase organica, que contiene el RNA se extrajo
cuidadosamente usando pipetas pasteur.

La fase organica es extrajo una segunda vez adicionando en forma
secuencial los siguientes reactivos y agitando después de cada adicion:

1.0 ml. de Solucién D,
0.1 ml. de Acetato de sodio 3M pH 4.

Se agito6 finalmente en vortex durante 15 seg y después 15 min en agitador
de columpio en camara fria a 4 °C . Se centrifugé a 10 000 g/20 min. a -
4°C. Se extrae la fase acuosa que contiene el RNA residual que no fue
extraido en la primera extraccién.

Las dos fase acuosas obtenidas se reunieron, se transfirieron a un tubo
estéril y se les afiadi6 un volumen de isopropanol. La suspensién se
incubo a -20 °C durante una hora. Posteriormente se centrifugo bajo las
condiciones mencionadas anteriormente, y el paquete se disolvié con
Solucion D, y se re-precipité con un volumen igual de Isopropanol durante
1 hora, a -20°C.

El precipitado se recuperd por centrifugacion y se lavé dos o tres veces
con 2.5 volumenes de etanol al 75% recuperando el precipitado en cada
ocasion por centrifugacién bajo las condiciones mencionadas. El
precipitado final que contiene el RNA se conservé a -70 °C hasta su
utilizacién para el aislamiento de los diversos tipos de mensajeros.
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SEPARACION DE RNAm Poli-A+
(Maniatis, 1989)

Reactivos
Agua Estéril
Etanol (Merck)
Oligo (dT) (sigma)

Béfer de Cargado 1X
Tris HCI 20 mM (Sigma)
NaCl 0.5M (Baker)
EDTA 1mM. (Sigma)
Sarcosil 0.1% (Sigma)

Boéfer de cargado 2X
Tris HCI 40 mM (Sigma)
NaCl 1.0M (Baker)
EDTA 2mM. (Sigma)
Sarcosil 0.2% (Sigma)

Bofer de Elusion
Tris HC! 10 mM (Sigma)
EDTA | mM (sigma)
Sarcosil 0.05% (Sigma)

Preparacién 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 béfer de cargado 1X .
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Inicialmente la muestra de RNA total se disolvi6 en 1.0 ml de agua
destilada estéril, se realiz6 un espectro de U.V. para conocer la
concentracion inicial del RNA, se calento 3 min a 65 °C, se enfrio
rapidamente a temperatura ambiente y se le adicion6 un volumen igual de
béfer de cargado 2X. La solucién asi obtenida se aplico sobre la columna
de afinidad de Oligo (dT) Celulosa

Una vez adicionada la solucién problema a la columna y permitida la
interaccidén adecuada se adicion6 un volumen de bofer de cargado 1X y se
colectd el filtrado en un tubo estéril, se calienta huevamente a 65°C, se
enfrio a temperatura ambiente y se reaplico a la columna.

Se colecto el filtrado y se lavé la columna con 5 volimenes 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-).

La elucién del RNAm poli A+ retenido por la columna de oligo (dT)
celulosa, se realizé con béfer 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 volimenes 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
concentracién.
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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)

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

Bofer de disolucion Tris 0.01 M (sigma)
EDTA 0.001M pH 7.4 (Sigma)

Béfer 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
I 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 sea de 0 6 muy cerca de cero.

El RNA problema se disolvid en béfer de disolucidon y se realizd un
espectro de U.V., se calenté a 67°C durante 3 minutos y se le adiciono
NaCl hasta alcanzar una concentracion final de 0.3 M.

Se enfridé rapidamente a temperatura ambiente y la soluciéon se adicion6 a
la columna.



41

222269

Se lavé la columna con béfer de lavado colectando fracciones de 1.0 mi.
hasta que la lectura de las fracciones a 260 nm sea muy baja o nula (aqui
estan presentes el RNAr y el RNAt).

Se eluyé el RNAm 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.

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 almacen6é a -20°C,
posteriomente se centrifugo, se decantd, y se secé, finalmente se disolvidé
para determinar su concentraciéon espectrofotométricamente a 260 nm.
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RESULTADOS

En la fig. |, 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 relacién 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 manipulacion
de las crias durante la administracién 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 hipotalamo es notable observar que, segun 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 demas
tiempos estudiados, esta diferencia ha desaparecido. También es
importante observar que en las ratas hembras tratadas, una hora después
de la aplicacién 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 concentracién de esta macromolécula en el
hipotalamo de las ratas hembras controles presenta un patron
notablemente diferente al patrédn 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
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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 encontré6 la presencia de un patrén
feminoide en las modificaciones de la concentraciéon de RNA total, con una
paulatina disminucién 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 patrén irregular
de cambios en la concentracién de RNA total que no es semejante a
ninguno de los sefialados anteriormente, pero con una tendencia general a
la disminucién, 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 inyeccidén 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 contintua
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 aplicacién 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 concentracién de
uno de los componentes del RNAm, el RNAm poliadenilado (Poli A+). En
este parametro es posible observar una impresionante diferencia entre
hembras y machos controles a las dos horas después del nacimiento,
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siendo la concentracion en el hipotalamo de las hembras 6-7 veces mayor
que en el hipotdlamo de los machos (Fig.5a). A pesar de que la
concentracién 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
disminucién 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 hipotalamo del
macho es 3-4 veces mayor que en el hipotalamo 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
concentracibn 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 patrén 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 patrén 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 relacion entre las concentraciones de RNAm Poli-A- entre hembras y
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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 (0o 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 sefialados para los machos controles. Por el contrario, en las
hembras tratadas (pseudomachos) las concentraciones hipotalamicas 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 concentraciéon de Poli-A-
a las 6 horas después de la aplicacidn del esteroide, esta conducta no es
observable en ningun 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
qgue en las ratas hembras controles, con la Unica excepcion de los
resultados encontrados a las 24 horas, existe una predominancia clara de
RNAmM 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 excepcidn 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 concentraciéon de RNAm Poli-A+ (Fig. 7a).

En los machos tratados (0 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 masculinizacién de las relaciones RNAm Poli-
A+ / RNAm Poli-A-, alcanzando valores cercanos al 50% durante las
primeras 6 horas siguientes a la aplicacién 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.
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HEMBRAS CONTROL :
RNA Total RNAm Total | Poli A" ug/g Poli A" ug/g

mg/g tej. % Tej. Tej.
1 3.33+/-0.8 10.7+/-1.0 299.2+/-170.0 93.9+/-39.3 3.6+/-0.9
3 3.84+/-1.1 6.8+/- 0.9 150.3+/-21.5 9.7 +/-4.7 1.5+/-0.3
6 2.07+/-1.0 10.3+/-1.3 155.7+/-106.3 60.9+/-24.6 2.2+/-1.2
12 1.34+/-0.4 16.7+/-2.3 32.7+/-2.6 65.1+/-18.1 0.5+/-0.2
24 1.61+/-0.4 8.8+/-0.9 28.5+/-9.2 86.8+/-42.8 0.3+/-0.1
48 2.86+/-1.0 6.64/-0.6 57.5+/-9.3 86.3+/-19.3 0.7+/-0.3

HEMBRAS TRATADAS
Hora RNA Total RNAm Total Poli A" ug/g Poli A" ug/g Poli A" /Poli A

mg/g tej. % Tej. Tej.
1 3.10+/-0.8 6.8+/-0.9 126.8 +/- 38.8 353 +/- 83 3.9+/-2.4
3 2.31 +-0.9 7.3+/-1.0 100.5 +/- 27.7 98.9 +/-12.7 1.0+/-0.2
6 240 +/-06 15.8+/-1.2 194.6 +/- 44.5 1561.2 +/-35.3 1.3+/-0.4
12 273 +/-03 18.4+/-1.4 104.1 +/-22.8 | 100.8 +/-37.0 1.1+/-0.6
24 237+-04 6.0+/-0.5 67.3+/-21.9 879+- 97 0.8+/-0.3
48 L 1.96 +/- 0.7 8.7+-0.7 416 +/- 94 62.1 +/-19.6 0.7+/-0.3

MACHOS CONTROL

RNA Total RNAmM Total Poli A" ug/g Poli A" ug/g Poli A" /Poli A’
mglg tej. % Tej. Tej.
1 142 +/-1.4 10.1+/-0.1 47.8 +/-19.8 50.1 +/- 27.8 0.8+/-0.3
3 222 +/-0.5 7.3+/-0.4 90.7 +/-22.6 80.5 +/- 38.8 1.2+/-0.6
6 2.31 +/-0.3 4.9+/-0.8 77.6 +/-6.5 67.3 +/-23.2 1.2+/-0.5
12 2.89 +/-1.8 6.9+/-0.4 140.0 +/-82.0 974 +/-1.4 1.4+/-0.8
24 1.79 +/- 0.8 6.9+/-0.6 26.5+/-9.2 459 +/-156.2 0.6+/-0.1
48 3.68+/-0.9 8.4+/-1.0 119.2 +/-425 108.0 +/- 23.4 1.2+/-0.5
MACHOS TRATADOS
Hora RNA Total RNAm Total Poli A" ug/g Poli A" ug/g Poli A" /Poli A
mg/g tej. % Tej. Tej.
1 2.95+/-0.6 13.1+/-1.0 202.9 +/-106.3 105.8 +/-10.7 2.6+/-0.7
3 2.44 +/-1.6 6.3+/-0.6 73.6 +/-23.0 67.7 +/-17.1 1.0+/-0.2
6 2.20+/-0.4 9.5+/-0.8 158.2 +/- 33.4 87.1+/-17.2 1.8+/-0.3
12 2.27 +/-0.8 9.1+/-0.9 103.4 +/-12.0 68.6 +/-47.9 1.5+/-0.5
24 1.64 +/-0.7 7.4+/-0.7 429 +/- 5.2 99.0 +/- 29.8 0.5+/-0.2
48 277 +/-0.6 9.4+/-0.9 96.7 +/-2.5 111.8 +/-26.2 0.9+/-0.2
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DISCUSION

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

El tratamiento postnatal con tamoxifen interfiere con el crecimiento y
diferenciaciéon del SDN-POA. Se ha observado que la aplicacién de 10 -
100 ug de tamoxifen reduce el volumen del SDN-POA de un 26 a un 40%
en la rata macho. Pero no sélo se ve afectado el macho, sino también la
hembra. Se ha visto que el tratamiento postnatal con tamoxifen induce
esterilidad anovulatoria en forma permanente, en la hembra, ademas de la
reduccién en el volumen del SDN-POA.

Ha sido demostrado que el tamoxifen en el organismo adulto se une a
receptores estrogénicos intracelulares, previniendo que estos sean
ocupados por el estradiol. EI tamoxifen actua en forma similar en el
organismo en desarrollo (Déhler, 1984). Después de la aromatizacidn de
andrégenos testiculares a estrégenos, el tamoxifen impide que se forme el
complejo receptor estrégenos, de esta manera, en presencia de tamoxifen,
los estrégenos no serian capaces de interaccionar con sus receptores
especificos intracelulares y consecuentemente no podrian tener ninguna
actividad sobre la sintesis de macromoléculas en el nucleo de las células
que componen el SDN-POA. El efecto inhibitorio del tamoxifen en la vida
postnatal sobre el desarrollo y diferenciacién del SDN-POA en ratas
macho parece efectuarse por su actividad sobre dos puntos claves del
metabolismo hormonal en el hipotalamo: se realiza mediante un efecto
inhibitorio sobre la aromatasa, impidiendo la aromatizacién de los
andrégenos testiculares a estrogenos y fundamentalmente, interfiriendo
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con la subsecuente interaccién de estos estrégenos con el material nuclear
(Ddhler, 1984).

El efecto desfeminizante de la accién de los antangonistas estrogénicos
sobre la diferenciacion de las funciones sexuales cerebrales, podria
atribuirse a una posible actividad estrogénica de estos compuesto (Arnold
y Gorski, 1984). Sin embargo, se ha visto, que los estrogenos perinatales
estimulan la diferenciacién del SDN-POA en ratas hembras, mientras que
el tamoxifen inhibe su diferenciaciéon (D&hler, 1984), por lo cual parece
claro que el tamoxifen no actia como estrogénico sobre la diferenciacion
del SDN-POA. Asi mismo se ha demostrado que el tratamiento postnatal
de ratas hembras con tamoxifen, inhibe la diferenciacién de los modelos
de conducta sexual femenina, pero sin inducir la aparicion de los modelos
conductuales sexuales del macho.

El tamoxifen, puede tener influencia sobre el desarrollo y la diferenciacién
del SDN-POA, via una accién directa sobre el sistema nervioso central
(SNC). Sin embargo, no se ha podido demostrar que el tamoxifen tenga
un efecto téxico. En estudios realizados por Déhler (1984) para tratar de
demostrar el posible efecto toxico general del tamoxifen sobre el sistema
nervioso, se tomaron como control los nucleos supraquiasmaticos, los
cuales no se ve afectado por el tratamiento con este agente. Asi, la
influencia inhibitoria de este antagonista sobre el SDN-POA en areas
cerebrales en donde se conoce la sensibilidad a estrégenos, parece
deberse a una interferencia local con la actividad estrogénica (Déhler, 1984
b).

Segun estudios realizados por Déhler (1986), en los cuales ratas hembras
embarazadas fueron tratados con tamoxifen a dosis de 200 ng diarios a
partir del dia 16 de gestacion, y al finalizar el embarazo las crias se tratan
con 10 ug de tamoxifen durante diez dias, el tratamiento pre y postnatal de
ratas machos con tamoxifen, reduce el peso corporal y el peso testicular,
pero no influye 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. Nuestros resultados, con
respecto al peso corporal, muestran que una sola dosis de tamoxifen es
capaz de provocar un retardo pequerio, pero evidente, en el crecimiento
ponderal de los machos observable ya después de 48 horas de la
aplicacion del farmaco. Este efecto no es encontrado en las hembras, en
donde se observa un crecimiento que no es estadisticamente diferente del
registrado en el caso de las hembras controles (Fig. 1a y b). Con respecto
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al peso de los hipotalamo en los animales de 48 horas de edad, no se
encontraron diferencias significativas en ningun de los grupos estudiados.

Los esteroides gonadales, principalmente los estrégenos, participan
activamente en la regulacién de muchas funciones cerebrales y se ha
descrito la presencia de células con receptores estrogénicos especificos
en numerosas regiones del encéfalo (Pelletier y col, 1988). Particularmente
en el hipotalamo se ha descrito la eficiente capacidad de los estrégenos
para inducir la sintesis de varias especies de proteinas importantes, entre
ellas las llamadas proteinas reguladoras PR y c-fos, algunas enzimas que
son pasos limitantes en caminos metabdlicos indispensables para el buen
funcionamiento del hipotadlamo, como la tirosina hidroxilasa, la sintesis de
algunos otros neurotransmisores como la neurotensina y la neuromedina,
la somatostatina, la hormona liberadora de la GnRH (proGnRH-GAP), la
proencefalina, asi como la sintesis de varios receptores, entre ellos del
receptor a la oxitocina, a la progesterona y, probablemente, a los
andrégenos (Law y col, 1994).

Morfologicamente, 30% de las neuronas pertenecientes al nucleo ventro-
medial del hipotalamo respondieron a la estimulacién con estrégenos
mostrando un aumento significativo en todos los componentes celulares,
nucleo, nucleolo y soma celular, un incremento notable en la cantidad de
reticulo endoplasmico y en el nimero de polirribosomas, indicadores de
una aceleracion en el metabolismo celular y particularmente en la sintesis
de proteinas (Carrer y Aoki, 1982). Las hormonas sexuales parecen
participar en el crecimiento neuritico y en la sinaptogénesis de las regiones
cerebrales que muestran receptores especificos para estas hormonas,
sobre todo en la etapa prenatal, aunque también se ha referido esta
actividad remodeladora de la sinapsis en algunas regiones del cerebro
adulto, tales como el nucleo arqueado y el ventro-medial del hipotalamo
(Milner, 1988; Lustig, 1993; Law, 1994).

Algunas proteinas que se han asociado con la modulacién del crecimiento
neuronal y con la sinaptogénesis (GAP-43, SCG-10 y SNAP-25) muestran
dimorfismo sexual en la rata recién nacida siendo mas activas en el macho
gue en la hembra (Relacién M/H= 1.76 para GAP-43, 1.46 para SCG-10 y
1.44 para SNAP-25). En el macho recién nacido que es tratado con
inhibidores de la aromatasa o con antagonistas de los estrogenos, como el
tamoxifen, se encontré una disminucion del 30% en los niveles de RNA
mensajero que codifican para la sintesis de estas tres proteinas
reguladoras del crecimiento dando niveles intracelulares semejantes a los
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al peso de los hipotalamo en los animales de 48 horas de edad, no se
encontraron diferencias significativas en ninguin de los grupos estudiados.

Los esteroides gonadales, principalmente los estrogenos, participan
activamente en la regulacién de muchas funciones cerebrales y se ha
descrito la presencia de células con receptores estrogénicos especificos
en numerosas regiones del encéfalo (Pelletier y col, 1988). Particularmente
en el hipotalamo se ha descrito la eficiente capacidad de los estrogenos
para inducir la sintesis de varias especies de proteinas importantes, entre
ellas las llamadas proteinas reguladoras PR y c-fos, algunas enzimas que
son pasos limitantes en caminos metabdlicos indispensables para el buen
funcionamiento del hipotalamo, como la tirosina hidroxilasa, la sintesis de
algunos otros neurotransmisores como la neurotensina y la neuromedina,
la somatostatina, la hormona liberadora de la GnRH (proGnRH-GAP), la
proencefalina, asi como la sintesis de varios receptores, entre ellos del
receptor a la oxitocina, a la progesterona y, probablemente, a los
andrégenos (Law y col, 1994).

Morfologicamente, 30% de las neuronas pertenecientes al nucleo ventro-
medial del hipotdlamo respondieron a la estimulacion con estrégenos
mostrando un aumento significativo en todos los componentes celulares,
nucleo, nucleolo y soma celular, un incremento notable en la cantidad de
reticulo endoplasmico y en el numero de polirribosomas, indicadores de
una aceleraciéon en el metabolismo celular y particularmente en la sintesis
de proteinas (Carrer y Aoki, 1982). Las hormonas sexuales parecen
participar en el crecimiento neuritico y en la sinaptogénesis de las regiones
cerebrales que muestran receptores especificos para estas hormonas,
sobre todo en la etapa prenatal, aunque también se ha referido esta
actividad remodeladora de la sindpsis en algunas regiones del cerebro
adulto, tales como el nucleo arqueado y el ventro-medial del hipotalamo
(Milner, 1988; Lustig, 1993; Law, 1994).

Algunas proteinas que se han asociado con la modulacién del crecimiento
neuronal y con la sinaptogénesis (GAP-43, SCG-10 y SNAP-25) muestran
dimorfismo sexual en la rata recién nacida siendo mas activas en el macho
que en la hembra (Relacién M/H= 1.76 para GAP-43, 1.46 para SCG-10y
1.44 para SNAP-25). En el macho recién nacido que es tratado con
inhibidores de la aromatasa o con antagonistas de los estrogenos, como el
tamoxifen, se encontré una disminucién del 30% en los niveles de RNA
mensajero que codifican para la sintesis de estas tres proteinas
reguladoras del crecimiento dando niveles intracelulares semejantes a los
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observados en las ratas hembras controles. El descenso en la
concentracién de estos mensajeros fue notable sobre todo alrededor del
dia 2 después del nacimiento. Estos resultados estan de acuerdo con los
nuestros en mostrar dimorfismo sexual en los niveles de RNA mensajero,
susceptibles de ser modificados por el tratamiento hormonal adecuado.

Dentro del dimorfismo sexual del cerebro, se involucra el dimorfismo
sinaptico, y esta diferencia es iniciada por la accién del estradiol en la
infancia, la diferenciacién depende de modelos coordinados, complicados,
de biosintesis de proteinas. Recientemente se ha demostrado que el
estradiol induce biosintesis de proteinas especificas relacionadas con la
formacion de sinapsis y sus interacciones, en el cerebro neonatal. Esta
induccion esta relacionada a la diferenciacion sexual (Ani, 1980).

Se han descrito cambios en la distribucion de mRNA del cerebro de rata
en especial en el area preoptica e hipotalamica (Mouri-Yamada, 1994).
Segun este investigador, los niveles aumentan en dos ocasiones: el primer
aumento claro ocurre en la etapa post-embrionaria (18-20 dias del
embarazo) y el segundo después del nacimiento, alcanzado en este caso
el maximo nivel a los 2 dias, a este ultimo aumento sigue una notable
disminucién en los niveles de RNAm que comprende 4 a 8 dias
postnacimiento en las ratas hembras (Mouri-Yamada, 1994). En nuestros
experimentos (Fig 4 ) la maxima concentracion de RNAm ocurre en las
hembras alrededor de las 12 horas después del nacimiento y es seguido
de una notable disminucion que continlia hasta las 48 horas. La conducta
es totalmente diferente en el macho. En este caso la concentracion de
RNAm es practicamente invariable desde una hora post-nacimiento hasta
48 horas después, existiendo una concentracion significativamente mayor,
desde el punto de vista estadistico, inmediatamente después del
nacimiento (Fig.4).

A este respecto es importante mencionar los resultados obtenidos por Law
y col. (1994) quienes encontraron que Ia activacion de genes
hipotalamicos por estradiol en la rata hembra alcanzé la cifra récord de 21
nuevos RNA mensajeros. Esta cantidad de nuevos RNAmM inducidos
constituye una cifra récord para cualquier otro tipo de tejido o cualquier
otro tipo de hormona. Muchos de estos mensajeros mostraron una
sorprendente magnitud de inducciébn y sus niveles inducidos se
mantuvieron estables durante un tiempo prolongado. Entre los genes
activados, varios correspondieron a la produccién de enzimas importantes
en el metabolismo celular y pueden facilmente explicar algunos de los
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cambios morfolégicos observados en las neuronas hipotalamicas
estimuladas por esta hormona.

Es notable mencionar que en el caso de las hembras tratadas con
testosterona el patron de modificacion de las concentraciones de RNAm
unicamente sufre modificaciones importantes una hora post-tratamiento,
en cuyo caso la concentracion de RNAm es practicamente la mitad de la
concentracion encontrada en este tiempo en las hembras controles. En los
machos, por el contrario, el tratamiento con tamoxifen muestra aumentos
en la concentracion de RNAm a las 6 y a las 12 horas post-tratamiento
tendiendo a simular el patrén encontrado en las hembras control, sin llegar
en ningln caso a mostrar incrementos tan notables en la concentracion de
mensajeros. Seria posible concluir, de estos resultados, que, en el caso de
los machos normales, las principales modificaciones en la sintesis de
proteinas especificas deben ocurrir de manera muy temprana después del
nacimiento, mientras que en las hembras estos cambios ocurren un poco
mas tardiamente, entre las 7 y las 12 horas post-nacimiento.

Los cambios observados en nuestro trabajo en la concentracion de
mensajeros pueden también ser correlacionados con las observaciones de
Lustig y col (1993) y Law y col (1994) que muestran que la presencia de
diferentes RNAmM especificos muestra modificaciones especiales para
cada una de las proteinas, asi por ejemplo, Lustig y col (1993) sefialan que
los niveles de RNAm del nuicleo ventro-medial que codifican para la
GAP43 muestran un aumento notable alrededor del tiempo sefialado como
el periodo critico de la diferenciacion sexual y después disminuyen
rapidamente con la edad, mientras que los que codifican para la SNAP-25
disminuyen primero y luego aumentan. EI RNAm que sirve como templado
para la sintesis de la SCG-10 permanece relativamente constante a través
de todo el desarrollo postnatal.

Algunos de nuestros resultados parecen apoyar la idea de que el sexo que
se diferencia podria ser el femenino. Estos resultados parecen estar en
contradiccion con la idea, sostenida por varios de los grupos que se
ocuparon inicialmente del estudio de la diferenciacién sexual hipotalamica,
de que el sexo que se diferencia es el masculino, mientras que si el
organismo no experimental ninguna influencia exterior tiende a
permanecer inminentemente femenino.

Sin embargo, recientemente algunas evidencias parecen apoyar la idea de
que el individuo que se diferencia activamente es el femenino, o bien que,
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por lo menos, los dos sexos deben ser susceptibles a efectores
caracteristicos. Por ejemplo, DonCarlos y Handa (1994) estudiaron el
patron de desarrollo del RNA mensajero que codifica para el receptor
estrogénico en el area preoptica de la rata recién nacida encontrando que:
a) el gene que codifica para la sintesis del mensajero es transcrito
activamente durante todo el periodo neonatal. b) existe un evidente
dimorfismo sexual en la expresion del mensajero el cual presenta las
siguientes caracteristicas: la cantidad de RNAm para el receptor
estrogénico es significantemente mayor en las hembras que en los
machos en los dias 2, 4 y 7 después del nacimiento. La densidad de
hibridizacion fue 2 a 3 veces mayor en las hembras que en los machos.
Mientras que la cantidad de este mensajero en el area preoptica se
mantuvo constante durante el periodo estudiado en los machos, las
hembras presentaron una elevacion significativa e importante de la
expresién del gene en el dia 2 de la vida extrauterina, seguida de un
descenso hasta su nivel mas bajo en el dia 10.

Anteriormente, estudiando la fijacibn de estrégenos en bloques del
hipotalamo y del area predptica, se habia encontrado un rapido aumento
en la fijacion del esteroide entre los dias 2 y 4 después del nacimiento,
que era, aparentemente, de la misma magnitud en ambos sexos o mayor
en el macho que en la hembra (Vito y Fox, 1982). Nuestros resultados
(Fig. 4) se encuentran mas de acuerdo con la evidencia presentada por
DonCarlos y Handa (1994).

Las moléculas de RNA transcritas directamente del DNA por la actividad
de la RNA polimerasa I, deben sufrir una serie de transformaciones
importantes antes de ser transportadas del nucleo al citoplasma de la
célula. En el caso del RNA mensajero, se ha descrito que la gran mayoria
de los pre-mensajeros inmediatamente después de su sintesis deben
experimentar un proceso de maduracién que comprende el bloqueo del
extremo 5" (capping), el corte y supresion de las regiones que provienen
de las regiones sin codigo del DNA (intrones) y la union de las secuencias
resultantes, proceso que en conjunto recibe el nombre de edicion
(“splicing”) y finalmente la adicion de numerosas moléculas de adenosina,
poliadenilacién, en el extremo 5’-terminal de la molécula.

Se ha establecido que la importancia de la cola de poli A de los RNAmM de
células eucarioticas, radica en:

a).- Transporte del mensajero del nucleo al citoplasma
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b).- Control de la estabilidad del RNAm

c).- Compartamentalizacion del RNAm en el citoplasma y su asociacion
con el citoesqueleto.

d).- Como posible mecanismos de regulacién de la traduccién del
mensajero

Durante el transporte del mensajero al citoplasma, la cola de poli-A parece
sufrir un ligero acortamiento pero todavia muestra una pequena
distribucién en tamafo. Asi, la longitud, llega a ser mas corta y mas
heterogénea, 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 mMRNAs son prolongados mientras que las
colas de otros mRNA son eliminadas. La adicién selectiva de poli (A) es
regulada por una secuencia corta en la regién 3’sin traducir(Pandey,
1987), mientras que la eliminacion de poli (A) de mMRNAs especificos es un
‘estado de falla” en la que se encuentran ausentes estas secuencias
especificas. Se ha postulado que estos cambios regulados en la longitud
del poli(A) juegan un papel importante en la regulacién de la traduccién del
mensajero (Wickens, 1990).

El mecanismo de transporte de los Poli A+, es modulado por la actividad
de la NTPasa, asociada al complejo nuclear, sin embargo, el RNA poli A-,
no esta asociado a dicho complejo, por lo que inicialmente, se sugirié que
los Poli A- estaban restringidos exclusivamente al nucleo. Sin embargo, la
demostracion de que en el cerebro las poblaciones de Poli A-
corresponden alrededor de un 50% del total de RNAmM o aun mas,
dependiendo del sexo y el dia del desarrollo (Fig.7), no apoya esta ideay,
por el contrario, requiere de una explicacién acerca del mecanismo por el
cual este tipo de mensajeros sufren su exportacién fuera del nucleo. Se
ha sugerido, que el transporte de los mensajeros no poliadenilados, sea un
mecanismo especifico del tejido neural, ya que la actividad de la NTPasa,
disminuye significativamente en la etapa postnatal, tan pronto como
aumentan los RNA Poli A-. Ademas se ha demostrado que la estabilidad
de estos mensajeros no se encuentra drasticamente afectada, ya que
muchos de ellos pueden estar presentes en el citoplasma por varios dias
(Schréder, 1987).
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Se ha considerado, que existen RNAmM que se encuentran presentes en
dos formas: mensajeros poli A+ y poli A-. Estos dos tipos de mensajeros
pueden llevar la informacién requerida para inducir la sintesis de un mismo
producto o iso-producto, como ocurre con los mensajeros de histonas y
beta-actinas (Van Ness, 1979). Ambos poli A+ y Poli A- son
heterodispersos en tamario y se ha visto, en cultivos de células Hela, que
ambos codifican para caseina, globina, protaminas, histonas, actinas, por
lo que se han sugerido que puedan ser homoélogos con respecto a su
composicién secuencial. Sin embargo se ha visto, que muchas de las
secuencias presentes en los hnRNA poli A-, no estan presentes en las
secuencias de los hnRNA poli A+ (Hahn, 1979). Estas diferencias en la
presencia de secuencias que podrian indicar que los mensajeros Poli A-,
juegan un papel importante en la sintesis de proteinas especificas en
periodos determinados y cuya expresiébn durante los procesos de
diferenciacion sexual, ocasionaria modificaciones permanentes en la
estructura de los nucleos involucrados asi como de sus relaciones
sinapticas con el ambiente nervioso que posee funciones relacionadas con
la diferenciacién sexual.

Aun ahora, veinticinco anos después de su descripcion inicial, todavia no
se tiene una idea cierta acerca de la importancia in vivo de la cola de
Poli(A) que se afade a los mensajeros como parte de su proceso de
maduracion. Se ha sugerido que la riqueza en Poli(A) es critica durante el
mecanismo de transporte nucleo-citoplasmico, o bien como un mecanismo
de estabilizacibn de la molécula (Bernstein, 1989) o, aun, que es
indispensable durante el mecanismo de traduccidon del mensajero
(Wickens,1990). Sin embargo todo esto tiene que ser comprendido en
presencia de la evidencia de que RNAm no poliadenilados, funcionales,
parecen ser importantes para el metabolismo de algunos tejidos.

El RNA mensajero poliadenilado parece formar un complejo especifico con
la proteina llamada por este hecho proteina fijadora del Poli-A PABP (Poly-
A binding protein), cuya presencia es esencial para la viabilidad de algunos
organismos como la levadura de cerveza (S. cerevisiae). La importancia
de esta interaccion ha sido sefialada en varios aspectos del metabolismo
del RNAm, incluyendo su estabilidad, la biogénesis del ribosoma y el
proceso mismo de biosintesis de proteinas (Gérlach,1994). Se ha descrito,
sin embargo, que la PABP posee cuatro regiones de fijacion de RNA, de
las cuales solo dos muestran alta afinidad por la cola de Poli(A) del
mensajero, por lo cual es posible que las otras dos regiones de fijacion
puedan interactuar con otras secuencias del mensajero diferentes de la
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region de poli(A), sugiriéndose (Gorlach et al, 1994), que esta proteina
pueda ejercer, in vivo, funciones de regulacién de la transcripcion hasta
ahora desconocidas mediante su interaccién con moléculas de mensajero
desprovistas de la cola de Poli(A).

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

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

Se sabe que la mayor cantidad de RNAm Poli(A)- aparece en el tejido
cerebral de manera post-natal y que el numero, variedad y complejidad de
esta poblacion de mensajeros aumenta con la edad, alcanzando un
maximo a los 30-45 dias después del nacimiento (Chaudhari y Hahn,
1983). A pesar de que este tipo de mensajeros ha sido utilizado en la
generacion de cDNA (Hahn, 1983; Briliant et al, 1984) su funcion
especifica es todavia desconocida (Milner, 1987) y las proteinas que son
codificadas por este importante material genético no han podido ser
caracterizadas en su totalidad.

. AT -
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En relaciéon a estos puntos es importante discutir la evidencia reciente de
que algunas hormonas esteroides no solo funcionan como inductoras de
mensajeros especificos a nivel nuclear, sino que también tienen una
funciéon como reguladoras de la estabilidad y la degradacion de un numero
importante de RNA mensajeros. La administracién de estrogenos induce la
estabilizaciéon del mensajero que codifica para la vitelogenia en las aves.
La supresidon de la hormona conduce a la rapida degradaciéon del
mensajero. Se ha demostrado que la presencia de corticoides es
indispensable para la estabilidad del mensajero que codifica para la
hormona de crecimiento en el humano, y se ha descrito que esta
estabilizacién se debe a un aumento en la longitud de la cola de Poli(A) del
RNAm (Nielsen y Shapiro, 1990). También es importante mencionar que el
mensajero que codifica para la sintesis de albumina en el Xenopus y que
es desestabilizado por la presencia de estrogenos, posee una cadena
terminal muy corta de Poli(A) (Reigel et al, 1986).

Estos hallazgos hacen particularmente importantes las diferencias en la
proporcion de RNA mensajero Poli(A)+ / Poli(A)- (Fig. ), que parece ser
caracteristica de hembras y machos durante las horas iniciales, 2 a 13,
después del nacimiento, sobre todo porque el patron caracteristico de
cada sexo tiende a ser modificado por el tratamiento hormonal, de manera
de semejar el del sexo contrario (Fig. ), siendo esta una evidencia clara del
papel del ambiente hormonal sobre la constitucién macromolecular de las
células hipotalamicas.

En suma, el dimorfismo sexual en los parametros cuantificados por
nosotros en este trabajo y sus modificaciones con el tratamiento hormonal
son consistentes con la hipbtesis de desfeminizacion y masculinizaciéon y
constituyen una de las primeras evidencias de alteraciones moleculares
relacionadas con el fenémeno de diferenciacion sexual hipotalamica. La
relacibn mostrada por nuestros datos y la encontrada por Lustig y col
(1993) en relacién a la sintesis de las proteinas llamadas GAP-43 y SNAP-
25 muestran que algunos de los parametros sefalados en este trabajo son
de la mayor importancia en la determinacién de la organizacién neuronal y
en la remodelacion del patrén sinaptico que forma la base de este proceso
dimérfico de diferenciacion hipotalamica.
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