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RESUMEN 

Los eventos reproductivos de la mayoría de los v ~rtebrados dependen de la 
expresión armónica de las conductas estereotípicas ae cada sexo, comprenden 
eventos fisiológicos que integran coordinadamente la información sensorial y 
hormonal indispensable en este proceso y que aún es muy difícil de explicar. 

Los estudios iniciales precursores del concepto actual de la diferenciación 
sexual cerebral, mostraron que, además del sexo genético, el ambiente hormonal 
que rodeaba el tejido cerebral era también indispensable. En este sentido, los 
testículos juegan un papel crucial , ya que sus secreciones hormonales 
(testosterona) en una fase específica del desarrollo cerebral "período crítico" son 
capaces de ejercer cambios morfo-anatómicos, farmacológicos, bioquímicos y 
fisiológicos que dan lugar a cambios permanentes estableciendo estructuras 
sexualmente dimórficas. 

La posibilidad de que el RNA total y el RNAm del citocrómo P450 arom, 
presenten diferencias sexuales en su concentración o expresión (asimetría 
funcional) en el hipotálamo, como resultado de fenómenos de masculinización 
(presencia de la aromatización de andrógenos) y feminización (ausencia de la 
aromatización de andrógenos), son discutidos en esta tesis. 

Los resultados obtenidos en cuanto a concntración de RNA total y 
concentración de citocromo P450 aromatasa en hembras y machos tanto tratados 
como controles resaltaron el hecho de que la diferenciación sexual del cerebro 
como la desfeminización y masculinización, asociados ,n la biosíntesis de 
proteínas que dan lugar a las funciones sexuales del ~uro de la rata son 
irreversibles una vez que el proceso ha sido completado. 

Este acontecimiento fue confirmado con los datos presentados en esta tesis 
ya que la mayor concentración RNA total se encontró en ratas hembras tratadas 
neonatalmente con PT que en ratas las controles, y viceversa en los machos, la 
mayor concentración se observó en los machos controles que en los tratados con 
tamoxifén. Ambos eventos son indicadores de que la modificación del ambiente 
hormonal durante el período crítico de la diferenciación sexual hipotalámica 
produce cambios irreversibles sobre la transcripción de la información genética de 
las células hipotalámicas involucradas. 

La concentración de RNA demostró la presencia de asimetría funcional en 
la concentraaón de RNA entre los hemisferios hipotalámicos en casi todos los 
tiempos estudiados al compararse con el de los hemisferios de los animales 
controles. El hemisferio hipotalámico derecho (hhd) de los machos controles 
recién nacidos presenta un pico máximo en la concentración del RNA total (22.53 
+/- 1.0 µg/mg de tejido hipotálamico), a la 3 h para posteriorme.- te mantenerse en 



una concentración sin diferencia significativa en cuanto a concentración a las 6, 12, 
24 y 48 h. 

En el caso del hemisferio hipotalámico izquierdo (hhi) de los machos 
controles, la máxima concentración del RNA se observó la las 1 y 12 h (24.07 +/-
1.0 y 22.60 +/- 1.21 µg/mg de tejido hipotalámico) . La administración de tamoxifen 
provocó un significativo decremeto en la concentración del RNA total, en el hhd a 
la hora post tratamiento para decrecer a valores significativamente menores en los 
otros tiempos estudiados, en el hhi se da una conducta similar al estudiar los 
distintos tiempos. 

En el caso de las hembras tratadas, existe también una tendencia a 
presentarse una respuesta asimétrica en la concentración del RNA total en todos 
los tiempos estudiados. La máxima concentración en el hhd se presentó a la hora 
del tratamiento (27.66 +/- 1.25 ug/mg de tejido hipotalámico) . mientras que en el 
HHI se dio a las 6 h post tratamiento (18.31 +/- 1.08 ug/mg de tejido hipotalámico). 

Lo anterior está relacionado con la expresión en la edad adulta de conducta 
pseudomasculina de las ratas hembras tratadas con andrógenos durante su etapa 
neonatal y que se conoce desde hace años 

En cuanto a la existencia de asimetría funcional en la expresión del 
RNAmP450arom entre los hipotálamos de la rata macho, en los machos controles 
la máxima expresión del RNAmP450arom en el hhd, se presenta entre las 3 Y 12 
horas (neonatos) y 90 días posteriores al tratamiento (+++) mientras que en los 
otros tiempos 1, 24 y 48 h se observa una menor expresión del RNAmP450arom 
(+) . 

En el caso de las ratas hembras control , observamos también una 
conducta de asimetría funcional en la expresión del RNAmP450arom, se observa 
además, que los niveles de expresión del RNAmP450arom en ambos hemisferios 
nunca alcanzan el nivel de expresión de los hemisferios de los machos control 
(+++), es decir, su nivel de biosíntesis de RNAm P450arom, es m nor. 

Por otro lado, la administración neonatal de propi 1ato de testosterona 
modifica la expresión del RNAmP450arom en las hembras en ambos hemisferios 
hipotalámicos, en todos los tiempos estudiados, de hecho los patrones de 
expresión son más similares a los de los machos control que al de sus propios 
controles en ambos hemisferios. 

Nuestros datos proponen la existencia de asimetría funcional en la 
concentración de RNA total y de la expresión del RNAm citocromo P450 aromen 
el hipotálamo durante la diferenciación sexual hipotalámica y el estado adulto de la 
rata. 



1.0 HIPOTÁLAMO 

1.1 Localización 

ANTECEDENTES 

El hipotálamo deriva de la vesícula cerebral secundaria denominada 
diencéfalo, se encuentra en el piso y paredes laterales del tercer ventrículo el cual 
lo divide en una porción derecha y otra izquierda. Se encuentra separado de el 
tálamo por el surco hipotalámico. En su cara basal se encuentran dos eminencias: 
los cuerpos mamilares. La región limitada por los cuerpos mamilares, quiasma 
óptico y cintillas ópticas se denomina tuber cinereum o tubérculo ceniciento. En 
dicha región se localiza el infundíbulo del hipotálamo (tallo hipofisiario), que 
emerge de la eminencia medial inmediatamente por detrás del quiasma óptico y se 
continua con la porción nerviosa de la hipófisis o proceso infundibular. De hecho, 
el tallo infundibular, la eminencia medial y el proceso infundibular forman el lóbulo 
posterior de la hipófisis o neurohipófisis (Barr y Kierman., 1986). 

El hipotálamo puede ubicarse fácilmente desde la cara inferior de los 
hemisferios enmarcado por el rombo opto peduncular formado por las cintillas 
ópticas (que salen hacia atrás desde el quiasma óptico y de los nervios ópticos) y 
los pedúnculos cerebrales o Mesencéfalo (Joseph y Knigge, 1978). 

FIGURA 1. 

LÍMITES HIPOTALÁMICOS: 

1. Bulbo Olfatorio 2. Cintilla Olfatoria 3. Surco en H 4. 
Surco Oribitario 5. Nervio Óptico 6. Quiasma Óptico 
7. Circunvoluciones Orbitales 8. Estria Olfatoria 
externa 9. Trigono Olfatorio 10. Gancho del 
Hipocampo 11 . Surco Rinal 12. Cinrcunvolución 
Parahipocampica 13. Lóbulo Occipital 14. 
circonvolución lingua. 15. Circunvolución Fusiforme 
16. Tallo de la Hipófisis 17. Eminencia Media o Tuber 
18. Cuerpos Mamilares 19. CTBLP 20. Acueducto 
Cerebral 21 . Parte lateral de la hendidura cerebral de 
Bichat 22. Esplenio del cuerpo calloso 23. Cisura 
lnter hemisférica 

•cic 
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1.2 División hipotalámica 

En el hipotálamo podemos reconocer distintas agrupaciones celulares 
llamados núcleos hipotalámicos que presentan características neuronales 
específicas, capaces de modificar el patrón de secreción hormonal de su órgano 
blanco (Nauta y Haymaker, 1969). 

Las columnas del fórnix que vienen del hipocampo al lóbulo temporal, 
atraviesan el hipotálamo para llegar a los cuerpos mamilares y sirven como punto 
de referencia para trazar un plano parasagital que divide a ambas regiones 
derecha e izquierda del hipotálamo en una zona medial y otra lateral (figuras 1 y 2) 
(Joseph y Knigge, 1978). 

Zona medial: la zona medial está constituida por núcleos subdivididos en 
tres regiones: supraquiasmática, tuberal y mamilar. Delante del hipotálamo se 
encuentra el área preóptica, la cual embrionariamente y anatómicamente 
pertenece al prosencéfalo. Sin embargo el área preóptica pertenece 
funcionalmente al hipotálamo (Nauta y Haymaker, 1969; Barr y Kierman, 1986). 

Región supraquiasmática 

- Núcleo supraóptico 

- Núcleo supraquiasmático 

- Núcleo paraventricular 

- Núcleo anterior 

Región tuberal 

- Núcleo ventromedial 

- Núcleo dorso medial 

- Núcleo tuberal 

- Núcleo periventricular 

Región mamilar 

- Núcleo mamilar 

- Núcleo hipotalámico posterior 
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Zona lateral: Se localizan células nerviosas grandes, dispersas que 
constituyen el núcleo lateral del hipotálamo. Entre las células nerviosas se 
encuentran fibras nerviosas longitudinales, que comunican a los núcleos 
hipotalámicos, o bien simplemente atraviesan al hipotálamo. En esta zona también 
se localiza el núcleo tuberal lateral, cerca de la superficie del tuber cinereum 
(Nauta y Haymaker, 1969; Barr y Kierman, 1986). 

1.3 Tractos aferentes del hipotálamo 

FIGURA 2. 

SECCIÓN MEDIAL DEL HIPOTÁLÁMO 

Al : agujero interventricular F:Fornix T: Tálamo 
P:pineal CM: Comisura Posterior 1. Área 
Preóptica 2. Núcleo Paraventricular 3. Núcleo 
anterior 4. Núcleo.Supraquiasmático 5. Núcleo 
Supraóptico 6. Quiasma Óptico 7 Tallo Pituitario 
8. Núcleo Dorso Medial 9. Núcleo Ventromedial 
1 O. Núcleo Perifornical 11 . Núcleo Posterior 12. 
Núcleo Gémini 

El hipotálamo recibe información de varios tractos nerviosos para poder 
regular funciones neurovegetativas. Fibras viscerales ascendentes a través de la 
formación reticular del tallo cerebral y del fascículo longitudinal dorsal llegan al 
hipotálamo, proporcionándole información visceral y gustativa. El tracto medial 
teleencefálico que se origina de las cé ulas localizadas en la región septal o medial 
se extiende por la zona lateral del hipotálamo enviando fibras a los núcleos 
hipotalámicos. Otras fibras de este tracto se extienden caudalmente hasta los 
núcleos del rafé de la formación reticular del mesencéfalo y puente. Las aferencias 
que conducen este tracto son de tipo olfatorio y emocional (Ju G y col. , 1991). 

La estría terminal es un tracto que se origina en el núcleo amigdalina, el 
cual se encuentra localizado en el uncus del lóbulo temporal. La estría terminalis 
se arquea sobre el tálamo junto al lado medial del núcleo caudado y termina parte 
en el área preóptica y en el núcleo anterior del hipotálamo. Se encuentra 
relacionada con información olfatoria y conductas afectivas, el fórnix se origina en 
la formación hipocampal del lóbulo temporal. Se arquea sobre el tálamo y cruza el 
hipotálamo. El fórnix es un tracto importante del sistema límbico, por lo que está 
relacionado con respuestas afectivas e instintivas y con el proceso de 
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memorización. El hipotálamo recibe tractos aferentes del núcleo talámico 
dorsomedial, el cual presenta conexiones recíprocas con la corteza prefrontal, 
dichas estructuras constituyen la base anatáomica que controla los estados de 
ánimo o afecto del individuo (Nauta y Haymaker, 1969). 

1.4 Tractos eferentes del hipotálamo 

Entre las fibras descendentes del hipotálamo se encuentran las fibras 
periventriculares, que se continúan con el fascículo longitudinal dorsal en la 
sustancia gris central del mesencéfalo. Estas fibras terminan en los núcleos 
salivales, dorsal del vago y columnas intermediolaterales de la médula espinal. De 
esta forma el hipotálamo puede actuar sobre las neuronas preganglionares 
parasimpáticas y simpáticas del sistema nervioso motor visceral (Chiba y Murata 
1985). 

Otras fibras descendentes del hipotálamo, el tracto mamilotegmental, se 
curvan en dirección caudal y terminan en los núcleos de rafé de la formación 
reticular del tallo cerebral y médula espinal, el tracto mamilotalámico conecta en 
ambos sentidos al cuerpo mamilar con los núcleos anteriores del tálamo, que a su 
vez tiene conexiones recíprocas con el giro del cíngulo, todos son componentes 
del sistema límbico con la responsabilidad de las emociones y aspectos de la 
conducta relacionadas con la conservación del individuo y de la especie (Chiba y 
Murata 1985; Nauta y Haymaker, 1969). 

2.0 FUNCIÓN HIPOTALÁMICA 

Las funciones del hipotálamo no guardan proporción con su tamaño, pues 
regulan funciones vitales para el organismo. Una de las principales funciones del 
hipotálamo es el controlar la hipófisis, glándula endocrina que participa en la 
regulación de diversas funciones del organismo, muchas de ellas también 
relacionadas con la homeostasis (regulación de la glicemia, de la osmolaridad) 
(Ben-Jonathan, 1985). Pero el hipotálamo también es el centro coordinador del 
sistema nervioso autónomo e integra eñales que vienen del medio ambiente y del 
medio interno modulando así las respuestas viscerales y las somáticas (Everett, 
1978), por lo que dividiremos las funciones del hipotálamo en endocrinas y no 
endocrinas con el fin de facilitar su comprensión . 

rr 

2.1 Endocrinas 

Con funciones endocrinas nos referimos tanto al tipo de estímulo como al 
forma de respuesta, ambas de carácter hormonal que ejerce sobre la hipófisis 
mediante dos mecanismos, uno que corresponde a conexiones directas que 
establece con la neurohipófisis a través del tracto supraóptico-hipofisiario para 
producir y liberar oxitocina y vasopresina, estas hormonas son transportadas por 
flujo axoplásmico a través de fibras en el tracto supraóptico hipofisiario en axones 
terminales en el lóbulo neural y liberadas bajo condiciones fisiológicas apropiadas 
hacia el seno cavernoso (Palkovits, 1986). El otro mecanismo libera mensajeros 
químicos desde axones terminales en la eminencia media hacia capilares 
fenestrados y transportados por flujo ·axoplásmico a través de fibras en el tracto 
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Q.O 

supraóptico corresponde a un sistema porta de vasos sanguíneos que pasan del 
hipotálamo a la adenohipófisis y que transportan fact res liberadores u hormonas 
(Sétalo y col. , 1978). 

FUNCIÓN ENDOCRINA DEL HIPOTÁLAMO 

N. PARAVENTRICULAR 

/ 
- .... ,/ 

• N. ARQUEADO 

E.M 

hipofisiaria 
superior 

L.A 

A 

L.P 

8 

FIGURA 3. A. La neurosececión provee el mecanismo por el cual el hipotálamo control~t1\'funciones del lóbulo anterior de la hipófisis 
(L.A) a través de una comunicación neurovascular. B. por otra parte, las neuronas de los núcleos supraóptico y paraventricular sintetizan y 
liberan hormonas como la oxitocina y vasopres ina que son transportadas por flujo axoplásmico hacia el lóbulo psterior (L.P) de la 
hipófisis 

La función de la hipófisis está controlada por hormonas reguladoras 
producidas por el hipotálamo. Estas hormonas liberadoras e inhibidoras son , en su 
mayoría, polipéptidos sencillos, de los cuales muchos se han identificado y 
sintetizado (Everett, 1978). 

Las hormonas liberadoras de gonadotrofinas (GnRH) se encuentran en el 
caso de los humanos en el área preótica medial y en las ratas en el núcleo 
periventricular y también en el área preótica medial , estas regiones hipotalámicas 
son las encargadas de estimular tanto la secreción de la hormona estimulante del 
folículo (FSH) , como la hormona luteinizante (LH) de las células adenohipofisiarias 
(Merchenthaler y col. , 1988). La secreción de la hormona liberadora de tirotropina 
(TRH) por parte de los núcleos paraventricular, supraquiasmático, preóptico, 
dorsomedial y porción laterobasal del hipotálamo estimulan la liberación de 
tirotropina (TSH) por los tirotropos (Brownstein, 1982). Las neuronas encargadas 
de liberar la hormona liberadora de corticotropina (CRH) se encuentran 
distribuidas extensamente en el núcleo paraventricular y estimulan la liberación de 
corticotropina (ACTH) por los corticotropos (Merchenthaler y col. , 1984). La 
hormona liberadora de la somatotropina (GHRH) y la hormona inhibidora de la 
liberación de somatotrofina (GRIF, somatostatina) se encuentran principalmente 
en el núcleo periventricular y el área preóptica, y estimulan la liberación de la 
hormona del crecimiento (somatotropina, GH) de las células somatotropas (Finley, 
1981 ). Las neuronas encargadas de liberar tanto la hormona liberadora de la 
prolactina (PRF) como la hormona inhibidora de la prolactina (PIF) o dopamina y 
que regulan la secreción de la dopamina por las células lactotropas se localizan 
dentro de neuronas dopaminérgicas del tallo infundibular, en el núcleo arqueado y 
en el núcleo periventricular (Goldsmith y Thind , 1990). La hormona liberadora de la 
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hormona estimulante de los melanocitos (MRH o MRF) y la hormona inhibidora de 
la hormona estimulante de los melanocitos (MRIH o MIF) regulan la secreción de 
la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) por las células melanotropas de 
la adenohipófisis (Ben-Jonathan, 1985; Schally y col., 1973). 

La necesidad de hormonas hipotalámicas inhibidoras, así como de 
estimuladoras para la GH, prolactina y MSH, puede ser explicada por la ausencia 
de sustancias con una retroalimentación negativa producidas por sus órganos 
blanco. En el caso de la TSH, ACTH, FSH y LH (corticoesteroides, tiroxina y 
esteroides sexuales) desde los órganos blanco inhiben la secreción de estas 
hormonas de la adenohipófisis por acción de retroalimentación negativa sobre la 
hipófisis, hipotálamo o ambos (Sétalo y col. , 1978). 

Sin duda la rata de laboratorio (Ratus norvegicus) es el mamífero mejor 
conocido en lo que concierne a los mecanismos hipotalámicos reguladores del 
ciclo sexual. Ya hemos visto que estos ciclos cesan si desconectamos 
funcionalmente a la hipófisis del hipotálamo, pero no es necesario cortar el tallo 
hipofisiario para lograr este cambio. Separar las conexiones entre la eminencia 
medial, el hipotálamo anterior y la región preóptica es suficiente, ya sea con cortes 
circunscritos de bisturí (pequeñas islas hipotalámicas) o simplemente con cortes 
transversos frente a la eminencia media. Esto implica que las vías nerviosas de los 
"centros" anteriores son esenciales para la actividad cíclica normal. Uno de los 
descubrimientos más importantes de la fisiología reproductiva en los últimos 30 
años es lo que se llama "fase crítica" en la cual en la rata dura únicamente 
alrededor de dos horas en la tarde del p1 oestro. Durante este período de tiempo se 
generan señales excitantes en el hipotálamo que liberan LH-RF en cantidades 
suficientes para provocar la descarga de una cuota c,11ulatoria de gonadotropina 
hipofisiaria (Schally y col. , 1973). 

Por otro lado, como se ha demostrado los estrógenos ováricos juegan un 
papel importante como mensajeros en la regulación de la liberación hipotalámica 
de LHRH (vía larga) sin embargo, este no es el único mecanismo de regulación 
hipotalámico, pues la hipófisis (vía corta) o el mismo hipotálamo (vía ultracorta) 
podría estar regulando la actividad del hipotálamo sobre los ciclos ováricos. En los 
mamíferos que ovulen "espontáneamente" como la rata, el comportamiento de 
apareamiento está sincronizado con el ciclo estral, lo que hace que los 
espermatozoides estén disponibles en el oviducto antes del desprendimiento del 
ovocito secundario; este comportamiento depende también del hipotálamo. Una de 
las ilustraciones más espectaculares de esto es el hecho de que, la implantación 
de pequeñas cantidades de estradiol cristalino en el :1ipotálamo anterior de ratas 
ovariectomizadas, provoca no sólo la restauración de la conducta sexual, sino un 
incremento en esta (Hardy y De Bold , 1971). 
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2.2 No endocrina 

Mucha de la producción hormonal hipotalámica por razones anatómicas y 
territoriales de contiguidad depende de las funciones que tenga el hipotálamo no 
endocrino; entre ellas destacan: control de la temperatura, del apetito, emoción y 
hábito, funciones autonómicas, ritmos, memoria y sueño (Cooper, 1987; Swanson 
y Van Der Weff, 1980). 

Todas las funciones del cuerpo humano requieren efectuarse a una 
temperatura determinada, cuyo rango de oscilación es muy estrecho; de aquí que 
el hipotálamo necesite aplicar ajustes rápidos y precisos con el propósito de no 
perder energía, ya que las fluctuaciones amplias de temperatura pueden poner en 
peligro la vida. Como se ha demostrado, el hipotálamo preóptico anterior contiene 
neuronas termosensibles que registran la temperatura de la sangre (Cooper, 
1987). 

El hipotálamo también debe regular el balance calórico entre la ingesta de 
alimentos y el gasto de energía. Aquí, el sistema límbico tiene un papel central en 
la traducción e interpretación de necesidades conforme sean percibidos por el 
hipotálamo para influir en conducta acorde con estas mismas necesidades. La 
mayoría de los mecanismos que intervienen en la hiperfagia en obesidad no se 
han establecido, pero se sabe que las neuronas del hipotálamo ventromedial 
detectan los niveles existentes de glucosa en la sangre y coordinan la respuesta 
hipotalámica a la hipoglucemia. En contraste hay iesiones hipotalámicas que 
inducen anorexia y pérdida de peso (Schally y col. , 1973; Swanson, 1980). 

> 

También debe mencionarse el papel de algunos péptidos al parecer un 
tanto ubicuos, como la colecistocinina que, a pesar de saberse su localización y 
efectos en el ámbito intestinal, estimulando la contracción de la vesícula biliar 
principalmente, también se le ha encontrado en el cerebro, donde al parecer 
influye sobre el centro de la saciedad (Joseph y Knigge, 1978). Como se sabe los 
centros que coordinan las emociones y la líbido se encuentran distribuidos en todo 
el cerebro y no necesariamente confinados a un solo punto (Barr y Kierman, 1986). 

Así se ha visto que el sistema :ímbico, los lóbulos frontales y temporales y 
el hipotálamo participan en la regulación de las emociones. Este último el 
hipotálamo (hipotálamo caudal), se considera es vital P n la integración y expresión 
de las conductas de miedo, temor, apatía e ira . Por otra parte, la disminución en la 
libido puede hacerse presente en casos de hipogonadl~mo secundario generado a 
partir de una deficiencia en la producción de la hormona liberadora de 
gonadotropinas hipofisiarias o GnRH (Swanson, 1980). 

El hipotálamo también exhibe un papel prominente en la integración de 
funciones del sistema nervioso autónomo (SNA). Así, en el caso de los efectos 
cardiovasculares el estímulo del hipotálamo anterior en el área preóptica es causa 
de braquicardia e hipertensión de la actividad barorrefleja (Brown-Grant, 1966). 
Por otro lado, los ritmos biológicos relativos a la reproducción en los mamíferos 
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tienen su asiento principal en el hipotálamo. Estos períodos oscilan de segundos 
hasta años (Cooper, 1987). 

Así se denomina ritmo circádico aquel que dura 24 h; ultradiano, aquel con 
períodos menores de 24 h; el infradiano el de períodos mayores de 24 h. Entre las 
moléculas que presentan ritmos biológicos podemos mencionar a las: 
monoaminas y catecolaminas cerebrales, aminoácidos, corticotropinas, GH, 
prolactina, vasopresina, aldosterona, insulina, melatonina, gonadotrofinas y 
hormonas esteroides sexuales (Forman y Jansson, 1986). El hipotálamo también 
está asociado con el ciclo de sueño-vigilia, con reacciones de ira, apatía, 
somnolencia. En el caso de la memoria, suele afectarse sólo aquella de tipo 
anterógrado o para hechos recientes y en el caso del sueño se ha observado en 
pacientes con esclerosis múltiple, abscesos o infartos con afección de la unión 
hipotálamo cerebral , que llegan a presentar hipersomnia o inversión de los ciclos 
vigilia-sueño (Joseph y Knigge, 1978). 

Como se puede apreciar, todas estas instancias relativas al hipotálamo no 
endocrino deben de ser tomadas en cuenta muy en particular en lo que se refiere 
a la biología de la reproducción , puesto que eventos como el de la pubertad, 
ovulación o en los síndromes de hipersecreción hormonal pueden verse influidos 
en su evolución por la participación del hipotálamo desde un episodio febril hasta 
cambios en el patrón de sueño (Cooper, 1987). 

3.0 DIFERENCIACIÓN SEXUAL HIPOTALÁMICA 

La diferenciación sexual hipotalámica es el resultado de la expresión de 
diversos procesos anatómicos, morfológicos, hormonales, genéticos, 
farmacológicos, fisiológicos y sensoriales, que al interactuar en condiciones 
normales son capaces de establecer estructuras sexualmente dimórficas en 
etapas tempranas del nacimiento. 

Estudio cronológico de la diferenciación sexual. 

El estudio de la diferenciación sexual del hipotálamo, se puede dividir en 
cuatro fases o períodos: fenomenológico, crítico, anatómico y molecular. 

3.1 Período fenomenológico 

Este primer período comprende finales de la década de los años treinta y 
principios de la década de los cuarenta, con trabajos de Pleiffer (1936) y de Wilson 
y col. (1940, 1941) quienes proporcionaron la primera evidencia de que las 
hormonas de origen fetal eran capaces de ejercer influencia en las funciones 
neuroendocrinas. Si el tejido ovárico se transplantaba a ratas macho castrados o 
normales en edad adulta el injerto mostraba solo crecimiento folicular, sin 
embargo, si el trasplante se realizaba a machos neonatos, el tejido era capaz de 
presentar ciclos ovulatorios semejante al de una hembra normal. A partir de estos 
resultados Pleiffer concluyó que el agente responsable del efecto inhibitorio eran 
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los andrógenos de orígen testicular.y que la hipófisis, la cuál se creía controlaba la 
ovulación era diferente entre machos y hembras y que ésta diferencia era inducida 
por las secreciones gonadales post-natales. 

Posteriormente los estudios de Harris ( 1964) ayudaron a comprender de 
que era el hipotálamo y no la hipófisis el sitio de control de la secreción de 
gonadotropinas y se desarrolló la idea de que era el hipotálamo el sitio de 
diferenciación sexual involucrado en el control de la secreción de gonatropinas y la 
integración de la conducta sexual. 

Los estudios de Phoenix y col. , (1959) y Barraclough y col. , (1961) fueron 
los primeros en sugerir claramente que los esteroides gonadales actuaban 
directamente en el hipotálamo. 

Phoenix y colaboradores propusieron que los esteroides podrían actuar 
fundamentalmente de 2 formas diferentes: "Organizacional y 
Activacionalmente" , según estos autores los esteroides sexuales actúan 
tempranamente para organizar las vías o sustratos neuronales responsables de la 
conducta reproductiva siendo este efecto diferencial de los esteroides sexuales 
permanente, posteriormente, en el estado adulto, los esteroides sexuales actúan 
sobre las vías o sustratos diferenciados para "activar" las conductas o funciones 
que fueron previamente organizadas, éstas acciones según los autores son 
reversibles y transitorias. 

Lo anterior, sugería que el efecto "organizacional" de los esteroides 
sexuales conducían a la diferenciación sexual del hipotálamo y el efecto 
"activacional" de los mismos regulaban los circuitos neuronales sexualmente 
dimórficos (Phoenix y col. , 1959; Barraclough y Gorski , 1961 ). 

3.2 Período crítico 

El interés sobre el efecto directamente hipotalámico de los esteroides 
sexuales llevó a la segunda fase del estudio de la diferenciación sexual del 
hipotálamo. Entre las décadas de 1960 y 1970, un gran número de trabajos 
permitieron definir, el tiempo o "periodo crítico" en que actuaban los esteroides 
sexuales para organizar la función hipotalámica (Tabla 1) y dieron a conocer 
cuáles esteroides son efectivos y la forma en que las hormonas esteroides actúan 
en términos de mecanismos moleculares (Gorski y Warner, 1965). 

Estos estudios confirmaron que los andrógenos testiculares eran los 
responsables de controlar el desarrollo de la conducta copulatoria masculina y 
femenina . Si la testosterona está presente durante el período crítico ya sea 
proveniente de testículos de un macho normal o mediante la administración 
exógena a una hembra, los animales podrían ser permanentemente 
masculinizados y/o desfeminizados. Refiriéndonos a masculinización 
hipotalámica como la capacidad de mostrar altos niveles de conducta copulatoria, 
secreción tónica de gonadotrofinas o cualquier otra característica que sea típica 
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del macho. Por desfeminización nos referimos a la pérdida del desarrollo de las 
características femeninas como sería la tendencia a mostrar altos niveles de 
conducta copulatoria femenina (lordosis) durante el estado adulto y la capacidad 
de mostrar ciclos ovulatorios de secreción de gonadotropinas (Gorski y Warner, 
1965). 

TABLA 1. PERÍODO CRÍTICO DEL DESARROLLO PARA LA 
DIFERENCIACIÓN SEXUAL DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE 

ALGUNOS VETEBRADOS 

llilWf.QI( 

PERÍODO CRÍTICO 
ANIMAL TIEMPO DE (DÍAS DESPUÉS DE LA 

GESTACIÓN CONCEPCIÓN) 

1 RATA 21 a 22 18 a 27 

1 RATÓN 19 a 20 Post-natal 

1 HÁMSTER 16 Post-natal 

CONEJO DE INDIAS 63 a 70 30 a 37 

1 HURÓN 
i 
1 42 Post-natal 

1 PERRO 1 58 a 63 Pre y Pg_st-natal 

1 OVEJA 1 145 a 155 30 a 90 

1 MONO RHESUS _[ - - 146 a 180 40 a 60 --- -- -

CODORNIZ [_ 17 a 18 Pre-anidación 
JAPONESA 

1 POLLO DOMÉSTICO 1 22 Pre-anidación 

1 CEBRA 1 12 a 14 Post-anidación 

1 PICHÓN 1 14 Post-anidación 

(Goy y Me Ewen, 1980) 

Es indispensable mencionar que las conductas reproductivas del macho 
que no se dan en la hembra no se deben sólo a la relativa ausencia de 
testosterona circulante, ya que cuando son tratadas con altas dosis de 
testosterona estas no son suficientes para mimetizar la conducta de un macho 
normal, ya que el período de sensibilidad a la testosterona (en el caso de que se 
quiera masculinizar a la hembra) o de estradiol (en una hembra gonadectomizada) 
no se da en la etapa adulta, si no en etapa perinatal y post-nacimiento temprano, a 
lo que se le denomina "periodo críticos de diferenciación sexual" (Brown­
Grant, 1974 Swanson y Van DerWerff, 1965; Gay y Me Ewen, 1980). 
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Las diferencias que existen en la extensión del período crítico se deben 
principalmente a la maduración y sensibilidad del Sistema Nervioso Central que 
puede darse en etapas prenatal, perinatal y/o postnatal. En el caso de la rata 
hembra el período sensible o crítico persiste hasta los 7 a 1 O días después del 
nacimiento, mientras que en el macho existen dos períodos críticos de sensibilidad 
neuronal, ambos coinciden con los picos de secreción de testosterona por los 
testículos fetales, uno se da en el día 18 a 19 de vida intrauterina y el segundo se 
da dos horas después del nacimiento, posteriormente esta sensibilidad se pierde 
rápidamente después del quinto día (Goy y Me Ewen, 1980). 

Aunque la experimentación en el humano es particularmente difícil , las 
observaciones de conducta sexual en hombres afectados por algunas 
enfermedades congénitas que modifican la actividad de los esteroides gonadales 
han permitido concluir que el período crítico se presenta antes del nacimiento 
(Breedlove, 1997), sin embargo, el desarrollo de las diferencias sexuales en el 
humano son básicamente los mismosmecanismos de desarrollo que operan en 
otras especies. 

3.3 Período Anatómico 

En 1973 Raisman y Field establecieron la existencia de diferencias 
sexuales en los tipos de sinápsis dendrítica que se encontraban en el área 
preóptica del hipotálamo de la rata hembra, además, se dieron cuenta de que 
dicha diferencia morfológica podía ser revertida por la administración neonatal de 
andrógenos, reflejando una disminución en la capacidad de manifestar durante la 
edad adulta los mecanismos de carácter activacional de estructuras previamente 
organizadas durante el desarrollo embrionario que dan lugar a las conductas 
reproductivas , a las características morfológico-neuronales y de patrones de 
secreción gonadotropa típicas de cada sexo que se basan en el establecimiento 
temprano de estructuras sexualmente dimórficas no sólo a nivel cromosomal y/o 
gonadal, sino a nivel hipotalámico y hormonal, como los esteroides, principalmente 
el 1713 estradiol cuya participación es indispensable en el mantenimiento de la 
conectividad del Sistema Nervioso Central que en la edad adulta requieren para 
presentar un funcionamiento neuroendocrino, así como un patrón de conducta 
típico de cada sexo (Hutchitson y col. , 1999). 

El estradiol que participa en la formación de estas redes neuronales 
indispensables en la formación de estructuras sexualmente dimórficas proviene en 
mayor parte de la aromatización durante y después del nacimiento de los 
andrógenos aromatizables principalmente la testosterona, cuya fuente principal 
son las gónadas de la rata macho (Naftolin , 1994). '

2 

Y aunque en la rata hembra los estrógenos a nivel gonadal son más 
abundantes que en los machos este no es capaz de ejercer sus efectos a nivel 
neuronal, ya que se encuentra secuestrado por una alfa feto proteína altamente 
específica para estrógenos, por lo que no pueden entrar libremente a las 
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neuronas, en cambio la testosterona pasa al interior de ellas fácilmente para ser 
aromatizada a estrógenos y ejercer sus funciones (Taran, 1984; Lephart, 1997) 
(figura 4). 

Las redes estrogénicas interactúan con otros sistemas neuronales 
influenciados por corticosteroides, nr.•1ffoesteroides, progestágenos y junto con 
neurotrasmisores son importantes para inducir cambios en la maduración 
hipotalámica permitendo la formación de núcleos hipotalámicos dimórfico 
sexuales, los cuales presentan diferencias morfológicas, farmacológicas, 
fisiológicas y hormonales entre hembras y machos lo que da como resultado que 
las diferencias no se limiten a procesos fenomenológicos que se aprecian a simple 
vista como los procesos conductuales (Hutchitson y col. ,1996). 

AFP: 
LIBERACIÓN NEURONA 

ALFA FETO PROTEÍNA 

PROTECCIÓN 

PLACENTA 
GÓNADAS 
ADRENAL 

NEURONA 

r E~ 

➔t ESTROGENOS AFP 

L. E _j 
TESTICULOS + T 

FIGURA 4. La paradoja de porque en la hembra y en el m.icho existían diferencias morfológicas y conductuales que 
eran dadas por el ambiente hormonal principalmente por los estrógenos, fue resuelta cuando observaron que los 
estrógenos se unían a una proteína altamente afín a los estrógenos llamada ::,:fa feto proteína, secuestrando a los 
estrógenos y evitando su paso hacia estructuras del Sistema Nervioso Central sin embargo, la testosterona pasa 
fácilmente al interior de este tejido ejerciendo sus funciones. 

El papel de los estrógenos en el establecimiento de estructuras 
sexualmente dimórficas se da a través de los siguientes mecanismos: estimulando 
la neurogénesis (Brinton y col., 1996), modulando el reconocimiento de la 
superficie celular de las neuronas, evitando la muerte celular gracias a sus efectos 
neuroprotectores (Chia-Yi y col., 2000) y potenciando el efecto de 
neurotransmisores (Joels y Karst, 1995). 
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3.4 Período Molecular 

Cuando se comprendió que los estrógenos eran indispensables en 
establecer las estructuras dimórfico sexuales, los i10:izontes se extendieron a 
estudios a nivel genómico ya que se ha demostrado que la modificación del 
genoma inducido por los estrógenos manifiesta cambios morfológicos en las 
neuronas que acumulan estas hormonas esteroides como el núcleo ventromedial 
(VMN). Tales cambios incluyen: aumento en la concentración intracelular de RNA 
y consecuentemente en el número de ribosomas, hay un aumento en el número 
de vesículas de secreción y síntesis de proteínas importantes para la función 
nerviosa, como receptores de progesterona, algunos neuropéptidos como las 
encefalinas y la proteína dependiente de estrógenos indispensables para la 
inducción de la diferenciación sexual hipotalámica (Brinton y col. , 1997; Chowen y 
col. , 1992; Hutchison y col. , 1999). Un trabajo que ha servido como antecedente a 
este período es el de Salaman y Birket (1974), quienes demostraron que la 
administración de fármacos inhibidores de ácidos nucléicos fuéron efectivos para 
prevenir los efectos masculinizantes de los andrógenos en ratas hembras de 4 
días de edad extrauterina. 

La investigación de la expresión de genes indi~iensables en el proceso de 
la diferenciación sexual neuronal involucra el gen responsable del proceso de 
aromatización que convierte la testosterona a estrógenos, es el complejo 
enzimático aromatasa, cuyo sitio catalítico es el citocromo P450 aromatasa 
producto del gen CYP19 (Resko y col. , 2000; Simpson, 2000). 

4.0 NÚCLEOS HIPOTALÁMICOS DIMÓRFICO SEXUALES EN LA RATA 

Desde hace casi dos décadas se han estudiado los dramáticos dimorfismos 
sexuales en el Sistema Nervioso Central que resultan de las acciones de los 
andrógenos durante el período crítiG,o, promoviendc. diferencias morfológicas, 
bioquímicas y de metabolismo de neurotrasmisores específicamente en el área 
preóptica anterior (Tagaki y Kawashima, 1993), tales cambios inducidos por las 
hormonas esteroides gonadales incluyen: incremento en el número y 'tamaño de 
neuronas, diferencias en las conexiones sinápticas, en el número y tipo de 
proyecciones dendríticas, en la densidad e inervación axonal y en el mayor 
volumen de grupos neuronales específicos (Arnold y Gorski 1984; Allen y col. , 
1989; Kawata y col. , 1994). 

El APO fue la primer región dimórfico sexual descrita por Doner y Staud en 
1968 y por Raciman y Field (1973), ellos descubrieron que las dendritas de las 
neuronas de esta región recibían más impulsos sinápticos en la rata hembra que 
en los machos, la magnitud de los impulsos que recibía del SVN a través de la 
estria terminalis, NAM y estria terminalis anterior , posterior eran de mayor 
magnitud en las hembras que en los machos, además de la presencia de una 
extensa variedad de neurotrasmisores, neuropéptidoS.> y por la densa inervación 
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vasotocinérgica, y el volúmen y tamaño de sus neuronas, sin embargo, en 1978 
Gorski y colaboradores encontraron dentro del esta región un núcleo que solo 
existía en los machos pues en la hembra representaba solo vestigios, su tamaño 
era seis veces mayor en los machos y lo llamaron Núcleo Dimórfico Sexual del 
Aera Preóptica (NDS-APO), este núcleo forma una parte densa del ÁPOm, su 
desarrollo se da durante la vida prenatal y depende del ambiente hormonal que lo 
rodea durante el período crítico de la diferenciación sexual que en el caso de los 
machos comienza entre los días 18 y 19 de la gestación hasta el día 5 post-natal 
(Rhees y col., 1990). Las diferencias dimórfico sexuales que presenta este núcleo 
no solo se dan en términos de volúmen, también existen diferencias 
neuroquímicas por su abundante inervación y número de sinapsis, además de 
ejercer influencia dimórfica en cuanto a su actividad sobre los neurotrasmisores 
(Simerly y col. , 1986) ya que sus neuronas tienen receptores de función 
GABAérgica, catecolaminérgica glicinérgica y colinérgica (Davis y col., 1996). Se 
encuentra conectado bidireccionalmete a regiones de las que recibe impulsos 
sensoriales, manda impulsos al sistema vegetativo y tiene neuronas con alta 
actividad de aromatasa constituyendo así un punto clave en la activación de la 
conducta sexual del macho (Lauber, 1996), estos fenómenos han sido estudiados 
ampliamente en esta región debido a su gran magnitud, por su localización en un 
área específica del cerebro y porque se desarrolla rápidamente después de la 
exposición a esteroides (Abe-Dohmae y col. , 1994). 

Otro núcleo dimórfico sexual importante en la reproducción y conducta 
sexual de las hembras es el NPV-APO, esta región es esencial para la secreción 
cíclica de ganodotropinas, contiene una masa muy densa de neuronas que 
expresan receptores a estrógenos y progesterona (50% más en hembras que en 
machos) (Maclusky y col., 1997), el número de neuronas, así como sus 
proyecciones dendríticas son ocho veces mayores en la hembras que en los 
machos, tal característica es indispensable en la integración de la información 
hormonal y sensorial como los impulsos olfatorios que regula la secreción de LH y 
prolactina y de este modo controlar las conductas reproductivas y secreción de 
gonadotropinas (Simerly 1998). 

Existe evidencia de que estos procesos dimórfico sexuales se encuentran 
influenciados por factores tanto genómicos (Lephart y col., 1992) como no 
genómicos (Joels y Karst, 1995), la evidencia de tal aseveración sobre los efectos 
genómicos se basa en estudios de Beyer y colaboradores en 1993 que 
demostraron una marcada diferencia en cuanto a la actividad de la aromatasa, 
punto clave en la activación de la conducta sexual del macho incitada por los 
andrógenos testiculares que forman el mayor sustrato y el mayor regulador de 
este complejo enzimático. Su actividad y concentración es mayor en los machos 
que en las hembras alcanzando su pico en durante el período crítico de la 
diferenciación sexual hipotalámica el día 19 de gestación, lo cual también coincide 
con el primer pico de testosterona (Lephart y col. , 1992). 
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5.0 CARACTERÍSTICAS DIMÓRFICO SEXUALES INVOLUCRADAS EN LOS 
PROCESOS REPRODUCTIVOS 

5.1 Bioquímicas 

1. La expresión y actividad de la enzima aromatasa es mayor en las neuronas den 
los machos que en las neuronas de ratas hembra (Lephart y col., 1992). 

2. Aunque la distribución del RNAm para la aromatasa es el mismo en ambos 
sexos, los niveles de RNAm son menores en las hembras (Lephart y col. , 1992). 

3. La cantidad de RNAm para la aromatasa es mayor en la rata macho adulto que 
en la hembra en el HMB (Roselli y Resko, 1993). 

4. Las conexiones sinápticas en los núcleos ventromedial (NMV) y arqueado son 
más abundantes en las hembras que en los machos (Breedlove, 1992). 

5. La distribución de neuronas, fibras nerviosas y los niveles de recambio de los 
neurotransmisores es diferente dentro de los núcleos hipotalámicos de la misma 
rata y entre ambos sexos (Breedlove, 1997). 

6. Existen diferencias en la concentración y distribuci'ón de la calmodulina la cual 
es mayor en los machos que en las hembras (Rodríguez y col., 1998). 

5.2 Morfológicas 

1. El tamaño del Núcleo Dimórfico Sexual del Area Preóptica (SDN-POA) es seis 
veces mayor en machos que en hembras (Gorski y col. , 1978). 

2. El NPV-APOm es más grande en hembras que en machos (Raciman y Field , 
1973). 

3.- Número y tamaño de las neuronas en todo el hipotálamo es mayor en machos 
que en hembras (Goldstein y col., 1990). 

4. La Base del Núcleo de la Stria Terminalis Medial Anterior es más grande en 
hembras que en machos (Goldstein y col., 1990). 

5. El número de neuronas de la BSTMA y BSTLA es mayor en las hembras que 
en los machos (Kerchner y col., 1995). 

6. El volúmen de la AM es mayor en machos (Kerchner y col., 1995). 
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5.3 Conductuales 

En el Macho: 

1. Cortejo que consiste en la orientación del macho hacia la hembra (Dewsbury 
1969). 

2. Olfateo de la zona genital (Dewsbury 1969). 

3. Persecución a lo largo de la caja de prueba (Dewsbury 1969). 

4. Marcaje de territorio (Dewsbury 1969). 

5. Monta, se caracteriza por el contacto del cuerpo de la hembra con las 
extremidades anteriores del macho. (Dewsbury 1979). 

6. Intromisión, consiste en la inserción peneana. (Dewsbury 1979). 

7. Eyaculación, transmisión de esperma a la vagina de la hembra. (Dewsbury 
1979). 

En la Hembra: 

1. Atractividad (Dewsbury 1979). 

2. Proceptividad: pequeños saltos llamados "karting y doping" (Dewsbury 1979). 

3. Receptividad; cambios de coloración en la región genital (Dewsbury 1979). 

4. Producción de sustancias odoríferas (feromonas) (Dewsbury 1979). 

5. Movimientos rápidos de cabeza y orejas "ear wiggling" (Dewsbury 1979). 

6. Lordosis: arqueamiento del lomo para facilitar la intromisión por parte del macho 
(Dewsbury 1979). 
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6.0 EL ESTRADIOL EJERCE EFECTOS GENÓMICOS Y NO GENÓMICOS 
SOBRE LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL HIPOTALÁMICA. 

6.1 Efectos genómicos 

Los efectos genéticos de los esteroides incitan a respuestas de latencia y 
duración media que pueden durar horas y hasta días (Sutter-Dub, 2002), sus 
efectos comienzan cuando la hormona esteroidea atraviesa la membrana celular 
fácilmente debido a su alta liposolubilidad e interactúan con una familia de 
proteínas solubles citosólicas (que a su vez pertenecen a un grupo de proteínas 
de choque térmico) para ejercer sus efectos genómicops (McEwen, 1988). Este 
reconocimiento es altamente específico, capaces de formar ligandos de alta 
afinidad con las hormonas e interaccionar con el receptor a hormonas esteroides, 
el cual sufre un cambio conformacional que forma parte de una secuencia de 
activación, la cual aumenta la afinidad del complejo hormona-receptor por el DNA 
presente en los cromosomas en interfase en secuencias conocidas como 
elementos de respuesta a la hormona esteroide, mediante uniones electrostáticas 
y puentes de hidrógeno en lugares específicos localizados relativamente lejos (-22 
a -95 pb) de la caja TATA, que en las células eucariotas forman la región 
promotora (Sutter-Dub, 2002). 

Estos sitios de fijación se caracterizan por la presencia de secuencias 
específicas en el extremo 5' terminal , la interacción del complejo con el DNA y el 
RNA polimerasa II induce la síntesis de moléculas precursoras como el RNAhn 
que son productos primarios de la transcripción genética, son de gran longitud, se 
encuentran en el núcleo y son procesados para constituir el RNA mensajero 
específico, esta estimulación requiere de aproximadamente 30 minutos a partir de 
la penetración del esteroide a la célula blanco (Beato, 1989). 

Se ha observado que en respuesta a la penetración de los esteroides se 
produce dentro del núcleo de las células blanco una acumulación de RNAhn y 
poco después el aumento en al concentración de RNAm tanto en el núcleo como 
en el citoplasma (Beato, 1989). Existe un gran número de proteínas las cuales 
pueden ser enzimas, receptores u hormonas y RNAs mensajeros que son 
regulados por la presencia de estrógenos y que participan de manera directa en el 
mecanismo de transmisión del impulso nervioso y logran constituir parte 
importante de los cambios de comunicación interneuronal inducidos por la 
presencia de hormonas esteroides brindando a la célula la adaptación al estímulo 
químico recibido (Brinton y col., 1997). Se ha demostrado que subsecuentemente 
a la modificación genómica inducida por los estrógenos es posible observar 
cambios morfológicos en las neuronas que acumulan estas hormonas esteroides 
(Sutter-Dub, 2002). 

Los cambios observados incluyen: aumento en la concentración intracelular 
de RNA y consecuentemente en el número de ribosomas y en la cantidad de 
retículo endoplasmático, aumento en el número de vesículas de secreción y en la 
síntesis de proteínas importantes para la función nerviosa, tales como los 
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receptores para la progesterona y algunos neuropé tidos como las encefalinas 
(Sutter-Dub, 2002). 

~ - Hormona ·esteroi'deá 

Fig. 5 Los esteroides por su tamaño y liposolubilidad tienen la capacidad de penetrar a la célula e interactuar con 
receptores nucleares y ejercer sus efectos genómicos lo cual implica síntesis de proteínas que participan de manera directa 
en el proceso de la diferenciación sexual hipotalámica. 

6.2 Efectos no genómicos 

A los esteroides producidos en el cerebro se le denomina neuroesteroides 
(NE) , los cuales son capaces de potenciar el efecto de algunos neurotrsmisores 
como los GABAérgicos, glutamatérgicos, glicinérgic11-i.~ y colinérgicos (Gibbs y 
Aggarwal , 1998; McEwen y Alves, 1999; Murphy y col., 1998). Son efectos de 
duración y latencia corta (milisegundos, segundos o minutos) los cuales dependen 
también de la concentración y tiempo de exposición del esteroide al receptor y no 
implican el genoma celular. La interacción de estos NE con receptores 
membranales contribuyen a la regulación de la excitabilidad neuronal alterando la 
conducta iónica o modulando el efecto inhibitorio de los neurotransmisores (Kelly, 
1980; Morley y col., 1992). Estos efectos rápidos son de los más consistentes y de 
clara acción sobre la función del cerebro, por lo que se han considerado para 
determinar posibles modelos de acción del esteroide sexual sobre la diferenciación 
del cerebro (Mermelstein y col., 1996). La actividad de un esteroide a nivel de un 
receptor de membrana depende de su estructura y de los sitios de reconocimiento 
del receptor para el ligando. Los esteroides reconocen a la proteína membrana!, 
eliminando la posibilidad de que el esteroide se intercale con los lípidos y 
modifique la permeabilidad de la membrana (Mermelst~in y col., 1996). 
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La composición de las unidades proteicas expresadas en el receptor define 
la afinidad al esteroide. Sus efectos sobre los receptores son de tipo alostérico, es 
decir, modulan la actividad del neurotransmisor a partir de un sitio distinto ocupado 
por su ligando. Así en el caso de un neurotransmisor excitador como el ácido 
glutámico el esteroide permite un incremento de su actividad y el consecuente 
ingreso de calcio al interior de la célula (Kelly, 1980). El estudio de la interacción 
de los NEs se encuentra en gran expansión dada la amplia gama de procesos por 
ellos regulados tales como la disforia, la depresión, sus efectos ansiolíticos, 
analgésicos, anestésicos, anticonvulsivos o proconvulsivos (Kendall y col. , 1982), 
sobre la memoria (Luine y col. , 1998) o en conductas como el apetito sexual , los 
cambios emocionales durante el ciclo estral y la gestación (Herzog , 1991). 

7.0 BASES HORMONALES DE LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL HIPOTALÁMICA 
DE LA RATA. 

Se sabe de manera general que las diferencias sexo específicas en la 
fisiología sexual y reproductora en los roedores, y en otras especies animales, se 
debe a las diferencias anatómicas, morfológicas, farmacológicas y fisiológicas 
dadas por el ambiente hormonal que predomina en ambos sexos, principalmente 
por el estradiol , que se ha relacionado con la supervivencia y plasticidad de las 
neuronas (Brinton y col., 1997), con la formación de las prolongaciones 
dendríticas, la maduración del SNC, además de estar involucrados en la 
protección de las neuronas de la corteza cerebral contra enfermedades 
neurodegenerativas como Alzheimer (Fillit y col. , 1986; Beyer y col., 1997). Tales 
propiedades les permiten participar en el desarrollo y maduración de las 
estructuras hipotalámicas y extrahipotalámicas que regulan la actividad hipofisiaria 
y por tanto las funciones reproductivas (Beyer y Hutchison, 1997). 

Aunque la testosterona es el mayor producto del testículo se cree que 
actúa directamente a muy pocos sitios durante el esarrollo, no obstante es 
considerada como una prohormona que actúa en muchos sitios solo después de 
su conversión por una aromatasa neural a urr metabolito más activo, 
dihidrotestosterona por la enzima 5a reductasa (Roselli y Klosterman, 1998) o a 
estradiol a través de la acción específica del citocromo P450 aromatasa (Naftolin 
y MacLusky, 1984; Naftolin, 1994). El estradiol es el metabolito más potente 
resultante de la aromatización y juega un papel fundamental en el mantenimiento y 
crecimiento de las neuronas relacionadas con las funciones reproductivas tanto 
del macho como de la hembra (Arnold y Gorski, 1984; Balthazart y Foirdat, 1993). 

El estradiol es capaz de ejercer su efecto tanto en la conducta como en la 
diferenciación sexual del macho así como en el tamaño de áreas relacionadas con 
las conductas y fisiología reproductiva de la mayoría de los vertebrados adultos 
(Hutchison y Steimer, 1984; Hutchison y col. , 1995). 

Las conductas sexuales del macho son depen8ientes de testosterona las 
cuáles desaparecen después de la castración pero que pueden ser restablecidas 
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por un tratamiento con testosterona en períodos críticos de la diferenciación 
sexual hipotalámica (Tabla 1) (Naftolin y col. , 1971 ; Lephart y col. , 2001) 

Los estudios realizados en hembras ovariectomizadas permitieron hacer 
algunas observaciones como la reducción o bien la inhibición de la conducta de 
estro y de lordosis, lo cual llevó a una serie de investigadores a analizar el papel 
de las hormonas esteroides ováricas, sobre esta conducta. De esta manera se ha 
establecido que varias hormonas esteroides incluyendo estrógenos, andrógenos y 
progestinas participan en la regulación de esta conducta y por tanto tienen un 
papel importante en la fisiología de la reproducción de la hembra (Morali y Beyer 
1979; Chowen y col., 1992). La administración repetida de estrógenos a dosis 
bajas puede inducir conducta sexual femenina La conducta de lordosis también 
puede ser inducida por la administración secuencial de una dosis baja de 
estrógenos seguida de la administración de progesterona (Davison , 1969; Arai y 
col. , 1996). 

Las características de la conducta de lordosis han sido relacionadas con la 
cantidad de estrógenos administrados. Al aumentar la dosis de estrógenos, la 
intensidad y la duración de la lordosis aumenta, de la misma manera la conducta 
perceptiva (que consiste en cambiar la coloración de los genitales), parece estar 
relacionada con la dosis de estrógenos (Beyer, 1976). La cantidad de estrógenos 
necesaria para inducir conducta receptiva varía considerablemente entre animales 
de la misma especie. Algunas de estas diferencias podrían deberse a variaciones 
en el esquema del tratamiento como serian la administración de dosis únicas 
versus la administración de dosis repetidas. Sin embargo, otros factores deben ser 
considerados, tales como la edad, la experiencia o la historia endocrina de los 
animales (Daniel, y col., 1997). 

En relación a los estrógenos ha sido establecido que de los tres estrógenos 
que existen naturalmente, el estradiol es el más potente en la inducción de la 
conducta receptiva, seguido de la estrena y el estriol, además de que los 
estrógenos esterificados, como el benzoato de estradiol , son más potentes que los 
estrógenos libres en la inducción de la conducta de lordosis (Hutchison y col. , 
1999). 

8.0 EVIDENCIAS EXPERIMENTALES QUE DEMUESTRAN LA IMPORTANCIA 
DE SUSTRATOS AROMATIZABLES PARA LA FUNCION SEXUAL Y 
REPRODUCTORA DE LA RATA. 

8.1 En el macho Macho 

El efecto estimulatorio de la testosterona sobre la conducta sexual 
masculina en la rata fue cuidadosamente investigado por Beyer y col. (1973). 
Comúnmente la testosterona se administra por un largo período de tiempo (varios 
días) y los efectos que se observan sobre la conducta sexual son el resultado de 
la dosis, el tiempo de tratamiento, el éster administrado y la ruta de 
administración. Así, los primeros efectos después de la administración de 
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testosterona consisten en la inducción de la conducta de monta seguida de la 
conducta de intromisión y finalmente de la de eyaculación (Beyer y col 1973). 

En vista de que la dihidrotestosterona se considera como un metabolito de 
la testosterona en la mayoría de las células andrógeno-sensibles, se supuso que 
ésta hormona podría inducir la conducta sexual masculina. Sin embargo, varios 
grupos de investigadores han demostrado que esta hormona, 5 - alfa reducida , es 
incapaz de inducir conducta sexual masculina (Beyer y col 1973; Tiefer y Jonson, 
1973; Naftolin , 1994). Además de la dihidrotestosterona, se han probado otra 
serie de compuestos no aromatizables sobre la conducta sexual masculina. 
(Lauber, 1996). Los resultados de estos experimentos han demostrado que 
ninguno de estos compuestos es capaz de activar la conducta copulatoria; entre 
los andrógenos probados por Beyer y col. (1973) solamente tres; testosterona, 
androstendiol y androstendiona, todos aromatizables, fueron capaces de producir 
conducta sexual. Sobre la base de estos datos se propuso que la testosterona 
ejerce sus efectos conductuales sexuales y reproductivos a través de su 
conversión a estradiol y no a dihidrotestosterona (Beyer y col. 1973; Abelgadir y 
col. , 1994; Abe-Dohmae y col., 1994). 

Para probar esta hipótesis se desarrollaron una serie de experimentos que 
incluyeron la aplicación de estrógenos solos, así como de estrógenos y 
dihidrotestosterona sobre la conducta sexual , demostrándose que el tratamiento 
con estradiol sólo induce la presencia de conducta de tipo copulatoria (Sodersten, 
1973; Larsson y col. , 1973; Timmers y Lambert, 1987; Hutchison y col. , 1999). Sin 
embargo, las dosis requeridas son muy altas por lo que parece improbable que 
esta hormona actúe sola para inducir esta conducta. Basándose en ello y a otros 
datos anteriores Larsson y col. (1973), propusieron que los andrógenos y los 
estrógenos sinergizan para inducir conducta sexual masculina ( McEwen y Alves, 
1999). 

La inyección secuencial en dosis bajas de estos dos esteroides induce 
conducta sexual normal en animales castrados. Otra línea de investigación que 
incluye el uso de inhibidores de la aromatización apoya la idea que la testosterona 
debe ser aromatizada parcialmente para producir su efecto estimulatorio sobre la 
conducta sexual masculina (Christensen y Clemens, 1975). 

8.2 En la Hembra. 

La idea de que eran los andrógenos aromatizables los responsables de las 
conductas sexuales y las funciones reproductivas fueron apoyadas por dos líneas 
de investigación: a) la administración de andrógenos no aromatizables no induce 
conducta receptiva (Beyer y col. , 1973) y b) La administración de antiestrógenos 
inhibe la conducta de lordosis inducida por andrógenos (Beyer y col. , 1973). La 
conducta sexual femenina inducida por andrógenos es muy parecida a la 
producida por estrógenos, sin embargo, se requieren cantidades más grandes de 
andrógenos para obtener niveles similares de receptividad. Si bien, los estrógenos 
y los andrógenos utilizados aisladamente son capaces de inducir conducta sexual 
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femenina, parece ser que en condiciones fisiológicas, la inducción de ésta 
conducta se debe a la acción combinada de estrógenos y progesterona. Así, la 
ovarectomía realizada antes del pico preovulatorio de progesterona evita la 
manifestación de la conducta sexual femenina (Powers, 1970). 

El efecto facilitatorio de la progesterona esta condicionado a un pre­
tratamiento con estrógenos es decir, la progesterona no facilita la conducta sexual 
a menos que la hembra haya sido pretratada con estrógenos por un período 
mínimo. Una gran variedad de pregnanos, incluyendo algunos corticoides, son 
capaces de inducir conducta de lordosis en animales pretratados con estrógenos 
(Gorski, 1985). Sin embargo, ninguna de las progestinas naturales parece ser más 
efectiva, que la progesterona misma, en la facilitación de la conducta de lordosis 
(Joels y Karst, 1995). 

La progesterona, además de inducir conducta de lordosis, participa en la 
inducción de la conducta preceptiva (Edwards y Pfeiffle, 1983), la calidad 
(intensidad) de la conducta de lordosis parece estar determinada por la cantidad 
de estrógenos administrada, la calidad de los componentes preceptivos parece 
estar asociada con la concentración de progesterona (Whalen, 1974). Por otro 
lado, se ha demostrado que la administración sinergica de inhibidores del sistema 
calcio 2

+ /calmodulina y de progesterona inhibe el efecto facilitatorio de la 
progesterona sobre la expresión de conducta sexual femenina en ratas hembras 
adultas ovarectomizadas pre-tratadas con estrógenos (Canchola y col., 1996). Las 
observaciones en animales adultos son hechas principalmente en factores 
conductuales, que se pueden interpretar de manera objetiva y relacionarlos 
directamente con las funciones reproductivas. 

9.0 EL PROCESO DE LA AROMATIZACIÓN COMO UN PASO 
LIMITANTE EN LA DIFERENCIACIÓN SEXUAL HIPOTALÁMICA DE LA RATA. 

En las neuronas hipotalámicas se ha reportado actividad de aromatasa 
desde el día 16 de gestación, y aumenta paulatinamente hasta llegar a su pico el 
día 19 de gestación lo cual coincide con el primer pico de testosterona en el 
macho y disminuye gradualmente hasta llegar al estado adulto (figura 6) 
(Houtsmuller y col. , 1995). 
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FIGURA 6. La mayor actividad del citocromo P450 aromatasa en el HMB-APO del macho se registra al día 19 de 
gestación. La actividad fue registrada usando testosterona [3 H] como sustrato (Houtsmuller y col ., 1995). 

Ha quedado bien establecido que los efectos de la testosterona sobre la 
diferenciación sexual hipotalámica se dan vía aromatización a estradiol a través 
de los siguientes experimentos: castración neonatal, administración sistémica de 
1,4,6-androstatrieno-3,7-diona (ATO) un inhibidor competitivo de la aromatasa 
dentro del APOm bloqueando la cópula en animales gonadalmente intactos 
(Naftolin y MacLusky, 1984 ), utilizando compuestos antiestrogénicos u 
oligonucleótidos antisentido contra el receptor citoplasmático para estrógenos 
(McEwen, 1992). Todos estos tratamientos experimentales modifican el número de 
neuronas y/o la densidad sináptica de los núcleos dimórficos así como el 
desarrollo normal de la conducta fisiológica reproductiva de la rata (Torán­
Allerand, 1984). 

9.1 Diferencias sexuales en la actividad de la aromatasa dentro de los 
núcleos hipotalámicos 

La actividad de la aromatasa es dimórfica, ya que existe mayor cantidad de 
neuronas con actividad de aromatasa en los machos que en las hembras (Lauber, 
1994) su mayor actividad se encuentra en las regiones hipotalámicas involucradas 
en los procesos reproductivos: en la BNST, el NPm y en la AMYm y AMYCo. Los 
niveles intermedios de actividad de aromatasa se encuentran en el hipotálamo 
anterior y el NVM. En otras regiones como la corteza, y el septum lateral la 
actividad de la aromatasa no se detecta en machos adultos (Roselli y col., 1985; 
Lauber y Lichtensteiger, 1994). ·-
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La actividad del complejo enzimático aromatasa dentro del APO e 
hipotálamo de rata adulta está regulada por los esteroides gonadales a través de 
un mecanismo de receptor específico. Las ratas que son genéticamente 
deficientes en expresar RAsr reducen significativamente la aromatasa 
hipotalámica y no presentan susceptibilidad a mostrar alteraciones por la 
castración o por la administración exógena de testosterona (Rosell i y col. , 1987). 

Las hormonas esteroides gonadales son las encargadas de controlar la 
actividad de la aromatasa en algunas regiones del cerebro, pero no en todas. Los 
resultados de estudios con animales castrados revelaron que las hormonas 
esteroides gonadales ejercen su efecto en el APO, en la BNST y AMYm ya que al 
administrar testosterona lograron restablecer la actividad de estas áreas de modo 
similar al de animales intactos (Roselli y col. , 1984, 1985). La acción de las 
hormonas esteroides es dependiente del receptor de andrógenos a través del cual 
actúan. Los animales que genéticamente carecen del receptor a andrógenos se 
consideran como animales feminizados y presentan baja actividad de la 
aromatasa en el APO y en la BNST. 

Algunas regiones como la AMYCo son independientes de la actividad de los 
esteroides, ya que la castración no afecta la actividad de la aromatasa (Roselli y 
col. 1985). Aunque la distribución regional del RNAm de la aromatasa es igual en 
hembras que en machos, la actividad de esta tiende a presentar grandes 
diferencias ya que el número de células con actividad de aromatasa es mucho 
mayor en los machos en algunas regiones como el AMYm, BNST, APO y NVM 
(Roselli y col. , 1985). 

La manipulación perinatal (día 1-5 postnatal) de las hembras con 
testosterona demostraron que esta hormona participa en la organización del SDN­
POA e incrementa el tamaño del núcleo de las neuronas con actividad de 
aromatasa. Los machos que fueron castrados tuvieron un núcleo de neuronas 
para aromatasa más pequeño que el de machos control. Lo que sugiere que la 
testosterona o su metabolito el estradiol actúa durante el período crítico para 
organizar el desarrollo de las neuronas con actividad de aromatasa en el POAm. 

Como se mencionó anteriormente el NDS-APO juega un papel 
indispensable en la regulación de la conducta copulatoria masculina, cuando ésta 
área es dañada o sufre lesiónes se elimina la expresión de la conducta sexual de 
los machos de la mayoría de las especies (Allen y col. , 1989; Arai y col. , 1996). 

Heimer y Larsson fueron los primeros en demostrar que las lesiones 
bilaterales del APO interrumpen la copula en las ratas , en contraste con lo que 
sucede si se estimula eléctricamente ya que se acelera la eyaculación, además 
de ser el mayor sitio donde la testosterona actúa para facilitar la conducta sexual 
masculina. El APOm presenta alta actividad de la aromatasa así como su RNAm, 
esta región abarca el NDS-APO, por lo que la actividad de la aromatasa es alta 
dentro de un grupo de núcleos del sistema límbico los cuales están 
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recíprocamente conectados con el APOm (Simereli , 1998). Esos núcleos incluyen 
el área medial , el núcleo cortical amigdaloideo y BNST, el cual básicamente 
comprende el SVN que capta la información sensorial exterior para llevarla al 
APOm una vez en el APOm se integran los impulsos olfatorios, los auditivos, 
visuales y táctiles que ayudan a generar la respuesta neuronal (Segovia y 
Guillamón 1997). 

Otras regiones también se han reportado que exhiben alta actividad de 
aromatización como son el NPV-APO y el NVM aunque no están implicadas en la 
conducta copulatoria (Timmers y Lambert. , 1987). 

1 O.O EL SITIO CATALÍTICO DE LA AROMAT ASA ES EL CITOCROMO P450 
AROMATASA 

La aromatasa es un complejo enzimático que se encarga de la 
aromatización de testosterona a estradiol, su componente catalítico del complejo 
enzimático es el citocromo P450 aromatasa (P450arom), el cual es el responsable 
de la síntesis de estrógenos a partir de andrógenos, por lo que este complejo 
enzimático juega un papel único en mantener un balance fisiológico entre 
andrógenos y estrógenos que son esenciales para un adecuado desarrollo y 
funcionamiento reproductivo en los vertebrados (Corbin y col. , 1999). En el 
cerebro existen dos formas de RNA mensajero de P450, uno largo de 430 
nucleotidos y otro corto de 300 nucleotidos y es solo el RNAm largo de 400 
nucleotidos es capaz de formar una proteína completamente funcional (Salah y 
col. , 1994). 

FIGURA 7. Citocromo P450 aromatasa, sitio catalítico del complejo enzimático aromatasa, responsable de la conversión de 
andrógenos a estrógenos. 
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La síntesis de estrógenos a través de la expresión de la aromatasa, 
contribuye significativamente al crecimiento normal tanto en hembras como en 
machos (Hutchison y col. , 1999). El citocromo P450 se encuentra altamente 
conservado, su secuencia peptídica es entre el 50 y 90% idéntica entre 
mamíferos, aves y peces, lo que se conoce acerca de sus propiedades catalíticas 
ha derivado de estudios hechos a partir de placenta humana en donde se expresa 
a muy altos niveles comparada con la placenta de otros animales primates o de 
especies domésticas (Hahn y col., 1985). Se conoce mucho menos acerca de la 
función bioquímica del citocromo P450arom expresado en los tejidos de otras 
especies. 

Este citocromo es codificado por un solo gen (CYP19) (Corbin y col., 1999) 
el cual ya ha sido clonado y secuenciado así como los promotores específicos 
del gen ya han sido demostrados y su actividad enzimática se sabe está 
relacionada con el comportamiento sexual (Resko y col. , 2000). Esta enzima clave 
forma un complejo con el NADPH-citocromo P450 reductasa y se ha demostrado 
su presencia en el sistema neuronal de ratones. Existen diferencias sexuales en la 
concentración de aromatasa en las células hipotalámicas durante la vida pre y 
postnatal del embrión, en el cuál los ratones machos tienen un número más 
elevado de neuronas con actividad de aromatasa ya que la testosterona 
incrementa el número de aromatasas que contienen las neuronas en el hipotálamo 
(Huchitson y col. , 1996). Existen otros complejos enzimáticos por ejemplo, la 
estradiol deshidrogenasa y la estrógeno sulfatasa que aumentan efectivamente 
las fuentes de estrógenos las cuales aún no son entendidas pero que también son 
expresados en cerebro, hígado, tej ido adiposo, el algunos tejidos del feto, así 
como en tumores de seno, gónadas, próstata y en procesos patológicos como la 
leucemia (Corbin y col. , 1999). 

La aromatasa está asociada con los cuerpos celulares de las neuronas 
específicamente en el retículo endoplasmático (RE) y posiblemente en la 
membrana nuclear donde dicha localización es la apropiada para una efectiva 
producción de estrógenos que activan eventos a nivel genómico. Además se ha 
encontrado en las arborescencias dendríticas y nJ.JJY bajas cantidades o la 
ausencia total en las células de la glia (Canick y col. , 1986). 

Su expresión en el cerebro está íntimamente relacionada con efectos 
regulatorios de los andrógenos que ejercen influencia sobre la diferenciación 
sexual , la plasticidad neuronal, la conducta sexual , funciones neuroendocrinas y 
neuroprotectoras debido a la formación de estradiol a partir de su sustrato la 
testosterona por lo que representa una terapéutica para enfermedades 
neurodegenerativas (McEwen y Alves., 1999). 

Existen diferencias en la biología del P450arom dentro de diferentes 
especies, por ejemplo, el cerdo expresa isoenzimas específicas de acuerdo al 
tejido. La placenta del cerdo expresa una isoenzima, las gónadas expresan otras 
y en la etapa temprana de blastocisto la isoenzima es diferente a las anteriores. 
Existen isoenzimas gonadales también en otros mamíferos, se expresan en la 
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teca interna, en las células de la granulosa y en células de Leyding del testículo, 
sin embargo se desconocen las funciones de cada isoenzima y el ambiente 
celular que muy posiblemente tiene influencia sobre la función catalítica. Se han 
hecho pocos estudios que comparen la función de las diferentes isoenzimas, lo 
cual brindaría la oportunidad única de explorar la evolución funcional de una 
enzima tan altamente conservada y critica para procesos reproductivos en los 
mamíferos (Corbin y col., 1999). 

10.1 Mecanismo de acción del citocromo P450 aromatasa 

Estudios de inmunoreacción confirmados por Western-Blot y por inhibición 
de la actividad de la aromatasa usando homogenizados de tejido de ovario de 
ratón, de hipotálamo de macho recién nacido y de cultivos hipotalámicos (Beyer y 
col. , 1994a) donde se conoce actividad de aromatasa han descartado la presencia 
en el caso del cerebro en células de la glía, su actividad y presencia se ha 
detectado únicamente en las neuronas hipotalámicas .y corticales (Beyer y col. , 
1994b). 

El citocromo P450 arom es el producto del gen CYP19, tiene un dominio 
hemo altamente conservado que forma el ligando del sitio aceptor (sitio de unión al 
sustrato) y está además involucrado en la reacción catalizadora de la aromatasa y 
tanto el NADPH como el oxígeno son requeridos para esta reacción. Los 
equivalentes reductores del NADPH se transfieren a través de una flavoproteína al 
citocromo P450 aparentemente la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa es la 
flavoproteína que se encuentra en el retículo endoplásmico de la mayoría de las 
células, incluyendo las células neuronales. Durante la conversión de andrógenos a 
estrógenos se necesitan 3 moléculas de oxígeno y tres de NADPH. Después de la 
unión del andrógeno el oxigeno se inserta dentro de la molécula por tres 
hidroxilaciones secuénciales que sufre la molécula sustrato (el andrógeno). El 
anillo del C19 de la testosterona insaturado sirve de sustrato para la reacción de 
aromatización, no así la dihidrotestosterona (DHT) que aunque es un potente 
andrógeno tiene un anillo saturado el cual no es aromatizable (Resko y col. , 2000). 
La primera hidroxilación se realiza en la posición C19 (grupo metilo) para generar 
el alcohol en la posición C19, la segunda hidroxilación se realiza en esta misma 
posición C19, resultando en la pérdida de agua y la formación de un radical 
aldehído C19 (George y Ojeda, 1982). El mecanismo exacto de la tercera 
hidroxilación no está bien descrito y existe evidencia de que el grupo metilo es de 
nuevo hidroxilado. El paso final de la aromatización al parecer no es enzimática, la 
cual da como resultado la pérdida del grupo metilo del C19 como ácido fórmico y 
al mismo tiempo la aromatización del anillo a una estructura de anillo fenólico por 
la pérdida estéreo específica de los hidrógenos 1 p y 2P como lo muestra lo la. 
Una vez que los andrógenos son convertidos a estrógenos por la P450arom estos 
puede ser metabolizados dentro de regiones específicas del hipotálamo o la 
hipófisis (Aldelgadir y col. , 1997; Corbin y col. , 1999). 
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FIGURA 7. Las tres primeras hidroxilaciones se realizan en el gru ?'etilo (C19), para después perderse como ácido 
fórmico y al mismo tiempo se aromatiza el anillo A por la pérdida de hiórógenos. 

ASIMETRIA CEREBRAL. 

11.0 ASIMETRÍA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

Los vertebrados son animales simétricos desde el punto de vista de su 
configuración externa, de allí que sus cuerpos puedan ser divididos por un plano 
vertical en dos partes iguales, una derecha y otra izquierda, cada una de ellas 
imagen especular de la otra (figura 8) (López y col., 1997). El cerebro es uno de 
los órganos en los que se han estudiado con mayor detenimiento las diferencias 
existentes entre las partes (hemisferios) izquierda y derecha (López y col., 1997; 
Yarh y Greene, 1992). Introducirse en la explicación de estas diferencias y 
consecuencias exige definir, ante todo, que se entiende por lateralización y 
asimetría funcional. Mediante él termino "lateralización" nos referimos al "lado" de 
un órgano que envía un determinado estímulo, y la expresión "asimetría funcional" 
elude a las diferencias puestas en manifiesto, en sus respuestas ante un mismo 
estímulo, por las partes constituyentes de los llamados órganos pares (ovarios y 
testículos por ejemplo) (Me Cormick y Singh, 1996). Aunque la existencia de 
asimetría morfológica cerebral se conoce desde hace más de cien años, y el 
predominio del uso de la mano derecha sobre la mano izquierda había sido 
reconocido desde mucho tiempo antes, solo a comienzos de este siglo llegaría a 
establecerse la vinculación del uso prefernecial de una mano o de una pierna con 
la organización cerebral (Me Cormick y Singh, 1996). "C' ' 
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FIGURA 8. Desde el punto de vista externo I a mayoría de los vertebrados son especies simétricas, su estructura derecha e 
izquierda son imagen especular una de la otra . 

La primera evidencia sobre la laterización de las funciones el cerebro surge 
de los trabajos de Paul Broca, antropólogo y cirujano francés, quien en el año 
1861 describió el caso de un paciente con una lesión en la región frontal del 
hemisferio izquierdo que presentaba perturbaciones en el lenguaje. La hipótesis 
planteada para explicar esta relación sustentaba que la importancia del hemisferio 
izquierdo en el control del lenguaje era consecuencia directa del uso de la mano 
derecha para escribir. Sin embargo, durante el tiempo en el que se descubrió esta 
lateralización de las funciones del cerebro vinculada con el desarrollo del lenguaje, 
la mayoría de la población mundial era analfabeta, por lo que la propuesta careció 
de bases sólidas (Hernández, 1985). 

El estudio de numerosos pacientes que presentaban daños cerebrales 
mostró que, en el ser humano, el hemisferio cerebral izquierdo participa 
preferentemente en la expresión del habla y en la habilidad manual mientras que 
el cerebro derecho está relacionado con las manifestaciones emocionales, las 
aptitudes musicales y la atención. Cabe señalar que ambos hemisferios estarían 
vinculados con la expresión de ciertos estados de ánimo en particular: el izquierdo 
con la alegría y el júbilo y el derecho con la depresión (Hernández, 1985). 

r 
Esta asimetría funcional tiene como sustrato desigualdades en el tamaño o 

la composición • de diversas estructuras cerebrales, en la mayoría de los 
vertebrados estas diferencias dependen del sexo del animal. Sin embargo, la 
asimetría fisiológica puede ocurrir aunque existan similitudes anatómicas. Por 
ejemplo, el canto de las aves paseritas es controlado por el núcleo hiperestriado 
ventral del hemisferio izquierdo, el cual es anatómicamente simétrico del lado 
derecho, lo cual sugiere que las diferencias dadas no solo dependen de la 
morfología sino de las conexiones neuronales y concentraciones hormonales que 
pueden ser asimétricas, permitiendo así el control de diferentes funciones por 
parte de cada lado (Hernández, 1985). 
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FIGURA 9. Aunque externamente la mayoría de los vertebrados son simétricos, no sucede lo mismo internamente, desde 
este punto de vista somos totalmete asimétricos tanto morfológica como funcionalmente 

En los últimos 20 años se ha demostrado que la participación del 
hipotálamo en los mecanismos de regulación neuroendocrina reproductiva, 
también podría presentar conductas de asimetría funcional y lateralización (Harish 
y col. , 1985), Así en el hipotálamo medio basal donde e producen las 
gonadotropinas, la cantidad liberada es mayor por parte del lado derecho que del 
izquierdo, además el hipotálamo derecho parece ser más importante en el control 
de la conducta sexual masculina y el izquierdo en la conducta sexual femenina . 
Por lo tanto se puede considerar que la asimetría funcional y bioquímica del 
hipotálamo es el resultado de diferencias bioquímicas y anatómicas relacionadas 
con las diversas señales neuroendocrinas que regulan la secreción de las 
hormonas hipotalámicas. Por otro lado, el desarrollo dimórfico de la conducta 
sexual y la secreción de gonadotropinas en los roedores, es el resultado de la 
presencia perinatal de andrógenos aromatizables en el hipotálamo (Rhoda y col. , 
1984). 

En 1978 Corballis y Morgan realizaron estudios muy interesantes sobre las 
posibles causas responsables de que exista la lateralización cerebral. Ellos 
postulan que la asimetría es causa de un efecto inhibitorio que ejerce un lado 
sobre el otro, sin embargo, cuando este efecto inhibitorio desaparece por causas 
patológicas el otro lado es capaz de ejercer funciones semejantes a el otro lado, a 
este proceso lo llamaron gradiente rnaduracional pues las diversas funciones 
cerebrales pueden ser ejercidas preferencialmente por el lado derecho y otras por 
el lado izquierdo, sin embargo, en caso de daño este gradiente puede cambiar de 
dirección y dirigir sus funciones hacia el lado opuesto. 

Esta especialización lateralizada puede deberse a que los vertebrados 
ejercen múltiples y complejas funciones que es preciso distribuir en todo el tejido 
cerebral , por lo que el cerebro puede funcionar como un gran sistema que tiene 
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que dividirse en subsistemas necesariamente para que cada lado tenga tareas 
específicas a realizar y que lo haga de manera exacta, aunque ésta 
especialización no exenta al resto de sus subsistemas a ejercer las mismas 
acciones en caso de que este llegara a fallar. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El mecanismo de acción a través del cual actúan perinatalmente los 
andrógenos aromatizables para inducir la organización del hipotálamo en los 
roedores, ha sido objeto de numerosos estudios, la mayoría de estos apoyan la 
idea de que la aromatización de la testosterona es la responsable del desarrollo 
dimórfico de una gran cantidad de conductas reproductivas. 

La existencia de una respuesta diferencial del hipotálamo entre los sexos e 
inclusive dentro del mismo sexo en cuanto a su aspecto organizativo y 
activacoinal , aún debe ser demostrada. 

En este trabajo se propone estudiar la existencia de asimetría funcional en 
la concentración del RNA total y en el patrón de expresión para el citocromo P450 
aromatasa y si existen o no cambios en estadías de la desfeminización y 
desmaculinización sobre la expresión de los anterores parámetros bioquímicos. 

HIPÓTESIS 

Existe asimetría funcional en la concentración de RNA total y en el patrón 
de expresión del citocromo P450 aromatasa en el hipotálamo tanto en la etapa de 
diferenciación sexual hipotalámica como en el estado adulto de la rata. 

OBJETIVO GENERAL 

Demostrar la existencia de asimetría funcional en I a concentración de RNA 
total y en el patrón de expresión del citocromo P450 aromatasa en el hipotálamo 
durante la diferenciación sexual hipotalámica y el estado adulto de la rata . 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar la concentración de RNA total y el patrón de expresión del 
citocromo P450 aromatasa en el hipotálamo de ratas intactas de ambos 
sexos en la etapa neonatal (1, 3, 6, 12, 24 y 48 horas de vida extrauterina) y 
en el estado adulto de la rata (90 días). 

, 

2. Evaluar el efecto de la administración del propionato de testosterona sobre la 
concentración del RNA total y el patrón de expresión del citocromo P450 
aromatasa durante la diferenciación sexual del hipotálamo y el estado adulto 
de la rata hembra. 

3. estimar el efecto de la administración neonatal de tamoxifén sobre la 
concentración hipotalámica del RNA y el patrón de expresión del citocromo 
P450 aromatasa durante la diferenciación sexual hipotalámica y el estado 
adulto de la rata macho. 
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SELECCIÓN DE PROGENITORES 

Se trabajó con ratas de la cepa Wistar del bioterio de la UAM Xochimilco, se 
eligieron madres sanas, multíparas de 220g (+/- 20g) y machos reproductivamente 
probados de 260g (+/- 20g). Las ratas se mantuvieron en condiciones de fotofase 
invertido con 12 horas luz y 12 horas de oscuridad , con agua y alimento ad libitum. 
El ciclo de las hembras se determinó mediante citología exfoliativa y se observó al 
microscopio a 40X. Cuando las ratas se encontraban en período de proestro tardío 
o estro temprano se procedió a colocar 1 hembra por 1 macho en una caja circular 
de arena manteniéndolos con luz roja (la cual no pueden percibir) y se verificó que 
el macho ejecutara la intromisión en la hembra por lo menos tres veces. La 
presencia de espermatozoides se corroboró realizando otra citología a las 
hembras y se mantuvieron en observación hasta el momento del parto. 

ESTRO PROESTRO 

El momento del nacimiento se determinó con exactitud mediante inspección 
visual (la inspección abarcó de las 6 h. a.m. a las 18 h p.m., los partos registrados 
fuera de este horario no fueron incluidos en el experimento a excepción de los de 
12 horas). 
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SELECCIÓN DE CRÍAS Y TRATAMIENTO 
(Rodríguez-Medina, 2001 ) 

Después del parto, madres y críos fueron transferidos a un cuarto con las 
mismas condiciones ambientales. Los críos fueron pesados y sexados 
visualmente, utilizando como criterio la distancia ano-genital (distancia la cual es 
significativamente mayor en los machos por el posterior descenso de los testículos 
hacia esa zona) , posteriormente a cualquier manipulación, se les esparció un poco 
de aceite de sésamo en la superficie corporal de los críos, lo anterior con el 
propósito de ocultar el olor del sudor de las manos que pudiese provocar el 
rechazo del crío por parte de la madre y por el contrario buscando que el 
acicalamiento del cuerpo del crío reforzara la conducta materna. El esquema de 
tratamiento fue el siguiente: 

MACHOS 

GRUPOI: CONTROL 
50µ1 de aceite de sésamo 

HEMBRAS 

GRUPO I: CONTROL 
50µ1 de aceite de sésamo 

GRUPO II: T AMOXIFEN GRUPO II: PROPIONATO 
200µg/50µ1 de vehículo DE TESTO~TERONA 

30µg/50µl de vehículo 

Las hembras se trataron con propionato de testosterona para 
masculinizarlas, los machos con tamoxifén para feminizar, ambos tratamientos se 
aplicaron justamente 1 hora después de su nacimiento en 50 µI de aceite de 
sésamo libre de colesterol como vehículo y los controles solo se trataron con los 
50µ1 del vehículo. 
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OBTENCIÓN DE MUESTRA 

Las ratas crías se decapitaron y las adultas se mataron por dislocación 
cervical a los siguientes tiempos post-tratamiento: 

HORAS: 
DÍAS: 

1, 3, 6, 12, 24 y 48 
90 

Los hipotálamos fueron extraídos (bajo condiciones de esterilidad y sobre 
hielo seco) por una modificación del método de Vangala (1973) utilizando los 
siguientes límites: 

Limite anterior. 
Limite posterior. 
Lateralmente. 

Anterior al quiasma óptico. 
Posterior a los cuerpos mamilares 
Por los surcos hipotalámicos de ambos lados 

QuiasH 

Optico 

Una vez obtenido el hipotálamo, este se dividió en su lado derecho e 
izquierdo, para cada tiempo se colectaron 3 grupos y se almacenaron en pozas 
de 5 mitades en cada tubo previamente esterilizado tanto hembras como machos. 
La muestra se conservó a -70ºC hasta su uso. 
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PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA. 

Esquema de aislamiento del RNA total 
(Método de Chaomzinsky 1987)) 

...................................... 

................ _................ .., .... ~ 
; pesecha bbrenadanRI 
• 1 . ~ . 
~- ····························-.. "' 

1 mi de Trizol por cada 50 
a 100mg de tejido 

' Agregar 200µ1 de } 
cloroformo 

' 

........ ........ ..._.............. . ...... . 
• Jiomoge ar 5· sobre lo i 
· (Heidolph RZR 1) ; 
:.... • ................. ............... 11 • •••••• : 

Agitar vigorosamente 15 • • 
2/3 veces y centrifugar 
14,000 rpm 15· a 4ºC 

Fase acuosa 500µ1 } 
de isopropanol frío Centrifugar 14,000 rpm 4ºC 15· 

' } 
Centrifugar 8,000 rpm 5' 

Precipitado lavar con 1 mi 
de EtOH 75% 

' Secaf vacío } Dilución 1:100 

Cuantificación por 
Espectrofotometría 
260/280 nm (DU 530) 
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La extracción de RNA se hizo mediante la técnica de Chaomzinsky (1987) 
en presentación Trizol, que contiene fenol y tiocinato de guanidina. La muestra se 
homogenizó (Heidolph RZR1) sobre hielo para evitar que se calentara por la 
fricción y que se degradara el RNA. Posteriormente se agregó 200µ1 de cloroformo 
y se centrifugó a 14000 rpm por 15 minutos para separar la fase orgánica 
(contiene el DNA y proteínas) de la fase acuosa que es la que contiene el RNA. La 
fase orgánica se desechó y a la fase acuosa se le agregó 500µ1 de isopropanol 
frío y se centrifugó a 14000 rpm para precipitar el RNA. El sobrenadante se 
desechó y el precipitado se lavó con etanol al 75%, se centrifugó a 8000 rpm, el 
sobrenadante fue desechado, el precipitado se seco al vacío y se agregó 100µ1 
de agua desionizada estéril. Posteriormente se hizo una dilución 1: 100 y se 
cuantificó en el espectrofotómetro a 200 - 300 nm en cuvetas de cuarzo de 1.0 mi, 
ya que el vidrio no trasmite bien la radiación U.V y se tomó la lectura a 260 y 280 
nm 

Se determinaron como criterios de calidad : 

a) Cuantificación del RNA por espectrofotometría a 260 nm. (E.F. BECKMAN DU 
530 UV-VIS) 

b) Relación 260/280 (1.8 -2.0) 

c) Espectro del RNA realizando lectura de 200-300 nm. 

d) Gel de electroforesis en MOPS 
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DETERMINACIÓN DE CRITERIOS DE CALIDAD PARA EL RNA TOTAL 

a) La densidad óptica maxima del RNA se mide a 260 nm y es igual a 40 µg/ml RNA y en 0.5 mi el rango 
es de 2 a 1 O µg, dicho criterio se utilizo para elegir el RNA total que se utilizo. 
La magnitud de la absorción de la luz U.V es directamente proporcional a la cantidad de muestra 
atravesada por la radiación . Esta relación cuantitativa se expresaa mediante la ecuación de Lambert­
Beerr A=r. . c . 1 

A= absorvancia molecular, es una constante característica da cada compuesto a una longitud de onda 
especifica. 
e = concentración de la muestra, mol/litro. 
I = espesor de la muestra atravesado por radiación . 
E = absorvancia de una solución molar de una sustancia que se mide a una longitud de onda especifica 
Los picos de absorción son típicamente anchos. Se registran usualmente con longitud de onda creciente de 
izquierda a derecha y la longitud de onda del RNA es de 260 nm. 
(Stanley, 1982) 

b) la densidad óptico del RNA quen es medido como la absorbancia máxima es de 260 nm y otro no tan 
notable a 280 nm. La relación 260:280 nm de absorbanciano debe ser menor de 1.8, si este rango es 
menor, podemos asegurar que la muestra está contaminda con proteínas ya que se ha demostrado aque la 
densidad óptica de éstas es a 280 nm 

e) El rango espectrofotométrico al que debe visualizarse el RNA es a 200-300 nm 

d) Las moléculas de RNA se separaron en geles de agarosa al 2% (GIBCO BRL, ultra PURE) con formaldehído al 
0.06% para su análisis cualitativo y cuantitativo ya que nos permite apéciar las diferencias de tamaño de las 
moléculas. El gel se corrio a 100 volts y se utilizo MOPS 12X (MOPS 1x Acetato de sodio 1M, EDTA 0.5M. Ajustar 
el pH a 7.0 y no esterilizar) como amortiguador de corrida , 2µ1 de bromuro de etidio y 5µ1 de amortiguador de 
carga (Azul de bromofenol 0.25%; Xileno de cianol 0.25%; Ficoll 400 15%). 

0.500 • 

A8S 

CEL 2 

G: 0026 

S:0001 

0.002 
200 260 300,.. 
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RT-PCR 

La expresión del gen para el citocromo P450 aromatasa se identificó 
mediante la técnica de RT-PCR utilizando 1 µg de RNA total y oligonucleótidos para 
citocromo P450 aromatasa de cerebro de rata: 

1 PRIMER 11 SECUENCIA II CONC. FINAL 

1 1 11 5'ATACCAGGTCCTGG3 ' 11 0.2 µIM 

1 2 11 5'GGTGTCCAGCATG3' 11 0.2 µIM 

(Sahala y col. , 1997) 

Se utilizó el estuche comercial Superscript TM One-Step RT-PCR with 
Platinum Taq Cat: 10928-034 lnvitrogen. La mezcla se realizó en tubos de 0.2µ1 
estériles y libres de RNAsas de acuerdo al siguiente protocolo: 

PASOS COMPONENTES 11 VOLUMEN/50~L CONC. FINAL 

1 2X Reacción Mix 11 25µ1 1X 

2 Temelado de RNA 11 1 1µg 

3 Primer Sence 11 1µ1 0.2µM 

4 Primer Anti-sence "Ji 1µ1 0.2µM 

5 elatinum Tag/Mix 11 1µ1 - 11 1 -
6 Agua Destilada 11 1 Cbe 50µ1 1 

7 Aceite Mineral 11 20µ1 11 1 

Superscript IM One-Step RT-PCR with Platinum Taq Cat: 10928-034 lnvitrogen 

Una vez hecha la mezcla se procedió a agitarla vigorosamente y 
centrifugarla por unos segundos, posteriormente para la síntesis y pre­
desnaturalización del cDNA se colocaron los tubos en un termociclador (geneamp 
PCR System 9600, Perkin Elmer) bajo las siguientes condiciones: 

DI FUNDAMENTO 

11 

PASOS 

11 

NºDE 

11 

TEMPERATURA 11 TIEMPO 1 
CICLOS 

G Síntesis de 

□□□ IEJ cDNA y pre- 50ºC 
esnaturalización 

□ 2 94ºC 2 min. 1 

~ Amplificación 3 35 Desnaturali 

1 

94ºC ~ PCR zar 

□ 1 Anclaje 11 58ºC 30 seg 1 

□ Extensión 11 70ºC 3 min. 1 

@JI Extensión Final 4 1 11 72ºC 8 min . 1 
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La electroforesis de los cDNAs obtenidos se realizó en geles de agarosa al 
1 % utilizando 1 O µI de producto del PCR, 5µ1 de amortiguador de carga y 2µ1 de 
Bromuro de Etidio usando TAE 1X como amortiguador de corrimiento. Las 
muestras se dejaron correr a 1 00Volts durante 1 hora y se observaron usando un 
Analizador de Imagen BIO-RAD 

Gel de í3-actina cDNA de citocromo P450 arom 

ANÁLISIS DE LOS DATOS 

Las concentraciones de RNA total se obtuvieron considerando la 
absorbancia a 260 nm y el factor de dilución (100) de la manera siguiente: 

24UA ___ 1.0 mg de RNA 
100 (abs a 260nm) X 

24 unidades de absorbancia (UA) es una constante que refiere a 1.0 mg de RNA 
total y 100 es el factor de dilución. La concentración final se expresó en µg/mg de 
tejido hipotalámico. 

El análisis estadístico de los resultados consistió en un análisis de varianza 
(ANOVA) de una cola y prueba de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05, 
para lo cual se utilizo el programa estadístico MICROSTAT. 
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RESULTADOS 

Tabla 1. Parámetros generales de ratas machos y hembras controles y 
tratados experimentalmente con propionato de testosterona (hembras) y 
tamoxifen (machos). 

Animales neonatos 

Hembras 
control 

Hembras trata 

n= 15 n= 15 
a 

a 
1 ± 0.03 a 

n= 15 

1.50± .09 

• incluye datos de animales sacrificados: 1, 3, 6, 12 , 24, 48 horas y 90 días después del 
tratamiento. Los números muestran la media ± la desviación estándar del número de casos 
anotado como n (en el caso de los animales neonatos, pozas de 3 hipotálamos fueron 
utilizados para cada determinación). 

• a, b, c: indican diferencia estadísticamentP. significativa (p<0.05) entre los datos de la misma 
fila (ANOVA , una vía y prueba de tuke~:,, excepto en el caso del peso gonadal en el cual se 
utilizó el estadístico de t de Student. 

En la tabla 1 se muestra los parámetros generales de los animales 
utilizados en este trabajo. Aunque el registro de pesos corporales, hipotalámicos y 
gonadales de los animales utilizados en este trabajo no estaba incluido en los 
objetivos de esta tesis, fue de suma importancia registrarlos con el fin de 
corroborar la efectividad de los tratamientos; el propionato de testosterona para 
hembras y el tamoxifen para machos. 

Se trabajó con un total de 15 animales tanto para hembras como para 
machos controles y tratados. Se registró el peso corporal e hipotalámico al 
nacimiento sin encontrar diferencias estadísticamente significativas entre hembras 
y machos controles y tratados. 

En el estado adulto las ratas macho tanto trfiri ,das como control tuvieron 
mayor peso corporal que las hembras tratadas y control. Las hembras controles y 
tratadas no presentaron diferencias estadísticamente significativas en cuanto al 
peso corporal, sin embargo el peso hipotalámico y el peso gonadal sí presentaron 
diferencias estadísticamente significativas, siendo menores ambos parámetros en 
las hembras tratadas que en las hembras control. En cuanto a los machos 
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tampoco se observaron diferencias estadísticas en el peso corporal, en el peso 
hipotalámico no se observaron diferencias estadísticamente significativas aunque 
el peso gonadal fue mayor en los machos controles que en los tratadosUn 
parámetro muy importante fue el índice peso corporal, peso hipotalámico, el cual 
tuvo diferencias significativas entre los cuatro grupos y los valores más altos 
fueron para las hembras controles y tratadas. 

Tabla 2. Concentración de RNA total (µg/mg de tejido hipotalámico) en 
hemisferios hipotalámicos de ratas macho controles y tratados 
neonatalmente con tamoxifen. 

Tiempos Hemisferio Hemisferio Hemisferio Hemisferio 
Post- derecho Izquierdo Derecho Izquierdo 

tratamiento control Control tratado tratado 

1 h .62 ± 1 a1 124.07 ± 1 a2 !135.0 ± 1 a3 !128.9 ± 1.05 a4 

3h b1 b2 b2 b3 

6h c1 b 

12 h 15.57± 1.33 c1 c3 

24 h 15.23±1.21 c1 d4 

48 h 14.08±1 .01 c1 d3 

90 d 5.65±1 .34 a1 7.20±1.05 c2 

Los datos en la tabla 2 indican la media+/- la desviación estándar., El número de repeticiones para 
cada experimento fue de 3. Diferente literal indica diferencia estadística significativa en las 
concentración de RNA total dentro del mismo hemisferio (p<0.05) utilizando un análisis de varianza 
(ANOVA) y prueba de tukey. Diferentes número indica diferencia estadística significativa en las 
concentración de RNA total dentro de un mismo tiempo (p<0.05) utilizando un análisis de varianza 
(ANOVA) y prueba de tukey. 

La tabla 2 muestra las concentraciones de RNfoototal en hemisferio derecho 
e izquierdo de machos controles y tratados obtenidos a diferentes tiempos 
después de la aplicación del tamoxifen . Las concentraciones de RNA total de los 
machos controles fueron asimétricos entre ambos hemisferios en la mayoría de los 
tiempos, a excepción de los machos adultos en los que las concentraciones de 
RNA total no presentaron diferencias estadísticamente significativas entre el lado 
derecho e izquierdo. En el hemisferio derecho de los machos control se 
encontraron concentraciones bajas de RNA a la hora de nacidos y aumentó de 
manera estadísticamente significativo a las 3 horas post-nacimiento para 
posteriormente bajar de manera significativa y mantenerse así durante los tres 
tiempos siguientes de recuperación, para bajar en la vida adulta y alcanzar valores 
similares a los de la primera hora de nacimiento. En el hemisferio · izquierdo el 
comportamiento de la concentración de RNA fue muy diferente, en este hemisferio 
la concentración más alta se encontró en la primera hora de nacimiento, para caer 
posteriormente la concentración de manera significativa en los siguientes dos 
tiempos de recuperación y alcanzando una elevación estadísticamente 
significativa a las 12 horas, posteriormente cae de manera muy importante en los 
siguientes tiempos. 

Cuando se analizaron las concentraciones de RNA total en los animales 
tratados encontramos que la mayor concentración de RNA se presentó 1 hora 
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post-tratamiento en el hemisferio derecho y la menor concentración a las 48 horas 
en el hemisferio izquierdo. Las concentraciones fueron asimétricas a la 1, 3, 6, 24 
y 48 horas y a los 90 días post-tratamiento y fue en el hemisferio izquierdo donde 
las concentraciones de RNA variaban con mayor frecuencia a lo largo de los 
tiempos de exposición al tratamiento con respecto a su hemisferio derecho. 

Tabla 3. Concentración de RNA total (µg/mg de tejido hipotalámico) en 
hemisferios hipotalámicos de Ratas hembras controles y tratadas 
neonatalmente con ro ionato de testosterona 

Tiempos Hemisferio Hemisferio Hemisferio Hemisferio 
Post- derecho izquierdo derecho izquierdo 

tratamiento control Control Tratado Tratado 

1 h 5.51±1 .2 a1 1 10.44±1.66 a2 27.66±1 .25 a3 8.3±1.1 a2 

3h 14.13±1 .11 b1 11 17.67±1.4 b2 9.43±1.2 b3 15.69±1 

6h b1 1 12.26±1 .06 a2 9.70±1 .27 c3 18.31±1.08 b1 

12 h bc1 2.35±.74 11.48±1.09 d3 8.52±1 .03 ac4 

24 h c1 5.59±1 .2 13.52±1 .12 e3 11 .69±1 .33 c3 

48 h bc1 10.51±1 .17 10.71±1 .18 f1 2.72± .67 d2 

90 d 27.27±1 .06 d1 10.36±1 .21 a2 1.76±.19 e3 4.63±1 .39 d4 

Los números en las tablas indican la media +/- la desviación estándar, El número de repeticiones 
para cada experimento fue de 3. Diferente literal indica diferencia estadística significativa en las 
concentración de RNA total dentro del mismo hemisferio (p<0.05) utilizando un análisis de varianza 
(ANOVA) y prueba de tukey. Diferente numero indica diferencia estadística significativa en las 
concentracion de RNA total dentro de un mismo tiempo (p<0.05) utilizando un análisis de varianza 
(ANOVA) y prueba de tukey 

La tabla 3 muestra las concentraciones de RNA total en ambos hemisferios 
a diferentes tiempos post-nacimiento de hembras controles y tratadas 
neonatalmente. La concentración de RNA total entre ambos hemisferios controles 
se comporta de manera asimétrica, sólo a las 48 horas post-nacimiento las 
concentraciones no muestran diferencias estadísticamente significativas. Al 
observar el cambio en las concentraciones de RNA a través de los diferentes 
tiempos post-nacimiento observamos _aumentos significativos hasta las 12 horas 
en el hemisferio derecho, tiempo eri que la concentración fue la máxima. El 
hemisferio izquierdo presentó una mayor concentrac¡iqn a las 3h, disminuyendo 
drásticamente a las 12 y 24 horas para después restablecerse a concentraciones 
similares a 1 h post-nacimiento. Cuando a las hembras se les aplicó el tratamiento 
la mayor concentración de RNA se observó a la hora post-tratamiento del 
hemisferio derecho y la menor concentración a los 90 días en este mismo 
hemisferio. Las concentraciones entre ambos lados fueron casi en todos los 
tiempos asimétricas. 

11. 
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Tabla 4. Patrón de expresión de RNAm para citocromo P450 aromatasa en 
hemisferios hipotalámicos de ratas. 

Machos 

Tiempos Control 
Post- derecho 

tratamiento 

1 h 1 + 

3h 1 +++ 

6h +++ 

12 h ++ 

24 h + 

48 h 1 + 

90 d +++ 

(+) intensidad de la expresión 

Hembras 

Tiempos Control 
Post-

derecho 
tratamiento 

1 h + 

3h + 

6h ++ 

12 h + 

24 h 1 ++ 

48 h 1 ++ 

90 d ++ 

1 

1 

11 

11 

11 

Control izquierdo Tratado 
Tratado izquierdo derecho 

+ + + 

+++ + + 

+++ ++ ++ 

++ + + 

++ ++ ++ 

++ 11 + 1 + 

++ ++ ++ 

Tratado Control izquierdo 
derecho 

Tratado izquierdo 

+ + + 

+ +++ ++ 

++ +++ ++ 

+ +++ ++ 

+-'"+ 11 + 1 + 

+ 11 + 1 ++ 

++ +++ ++ 

(+) intensidad de la expresión 
Intervalos(+) 1724-3456 (++) 3457-5188 (+++) 5189-6919 

La tabla 4 registra el patrón de expresión del citocromo P450 aromatasa de 
hembras y machos controles y tratados de ambos hemisferios. La mayor 
expresión en los machos controles se registró a las 3 y 6 horas post-nacimiento, 
disminuyó a las 48 y en el estado adulto el patrón de expresión vuelve a 
intensificarse casi a los niveles observados a las 3 y 6 horas post-nacimiento. En 
este parámetro podemos observar asimetría a las 24, 48 horas y en la vida adulta, 
siendo el hemisferio izquierdo el de mayor actividad en la expresión de P450 
arom, el tratamiento en los machos con tamoxifen ocasionó la pérdida de 
asimetría en la expresión de P450arom ya que +en todos los tiempos de 
recuperación fueron simétricos los hemisferios. -
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En el caso de las hembras en general se puede decir que tienen menor 
expresión de P450 arom en ambos hemisferios, el patrón de expresión es inverso 
al de los machos. Los niveles más bajos de expresión se registraron en las 
hembras controles de ambos hemisferios a 1, 3 y 12 horas post-nacimiento y los 
niveles medios a las 6, 24, 48 horas y 90 días post-nacimiento. Cuando las 
hembras se trataron con el PT los niveles de expresión aumentaron a las 3, 6 y 12 
horas post-tratamiento, disminuyeron a las 24 y 48 horas post-tratamiento y se 
restablecieron a los 90 días. Es importante resaltar que el patrón de 
comportamiento entre machos control y hembras tratadas fue semejante, 
especialmente en la expresión de P450 arom en el hemisferio derecho, así mismo 
el de los machos tratados tuvo un patrón muy similar en ambos hemisferios al de 
las hembras control ,demostrando los efectos de los tratamiento sobre los niveles 
de expresión del citocromo P450 aromatasa. 

DISCUSIÓN 

Los estudios iniciales precursores del concepto actual de la diferenciación 
sexual cerebral , mostraron que independientemente del sexo genético, la 
presencia de testículo durante una fase específica del desarrollo cerebral, es 
capaz de modificarlo ; en esta fase (período critico) , el desarrollo del cerebro es 
susceptible de sufrir cambios morfológicos que pueden dar lugar a 
modificaciones funcionales permanentes (Beach, F. 1976 ; D, G, Beyer y 
col. , 1993) Durante el desarrollo del cerebro de los mamíferos, los andrógenos 
estimulan la diferenciación de circuitos nerviosos que se ha demostrado participan 
en la regulación de conductas reproductivas (Gorski, R. 1980). En particular, la 
biosíntesis perinatal de estrógenos (aromatización); a través de la enzima 
aromatasa en el hipotálamo, es esencial para el desarrollo dimórfico de la 
conducta sexual y la secreción de gonadotrofinas en los roedores (Arnold, A. y 
Gorski , R. 1984). 

La posibilidad de que el RNA total y el RNAm del citocrómo P450 arom, 
presenten diferencias sexuales en su concentración o expresión (asimetría 
funcional) en el hipotálamo, como resultado de fenómenos de masculinización 
(presencia de la aromatización de andrógenos) y feminización (ausencia de la 
aromatización de andrógenos), son discutidos en esta tesis. Como se observa en 
los resultados de la tabla 1, la administración de los fármacos no modificó, ni el 
peso corporal, ni el peso hipotalámico de las ratas hembras y machos tratadas 
neonatalmente con 30 ug de testosterona (T) o con 200 µg de tamoxifen (Tam) 
respectivamente al compararse con sus respectiyp s controles, lo anterior 
concuerda con el trabajo de Hoepfner, B y Ward , l. 1988, los cuales reportan que 
la administración neonatal de testosterona y tamoxifen, en las mismas dosis 
utilizadas en este experimento (aunque en tiempos más tardíos de 
administración), a ratas hembra y macho respectivamente, no provocó 
modificaciones ni en el peso corporal ni en el peso hipotalámico . Por otra parte, 
en cuanto al peso gonadal durante la etapa adulta (90 días) la tabla 1, nos 
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muestra que la administración de T a ratas hembras o Tam a ratas machos a la 
hora posterior al nacimiento, provocó una disminución significativa en el peso de 
las gonadas al compararse con los controles respectivos (macho control; 1.50 +/-
0.09 g. Macho tratado; 1.23 +/- 0.2 g y hembra control (fase de estro) 56.3 +/-8.7 
mg. hembra tratada 25.4 +/- 9.3 mg. 

El efecto de virilización y feminización del hipotálamo, sobre el peso 
gonadal ha sido ya reportado con estos fármacos y a estas dosis aunque a 
tiempos más tardíos de diferenciación sexual hipotalámica (DSH) por Rodríguez­
Medina, y cols. 1993. 

Lo anterior, junto con la presencia de citología exfoliativa vaginal en estro 
persistente en las ratas virilizadas neonatalmente (Rodríguez-Medina, y cols. 
1993), serian indicadores la eficiencia biológica de los fármacos utilizados en 
nuestra metodología. 

En cuanto a la importancia del ácido ribonucleico (RNA), se ha demostrado 
es esencial para la expresión del genoma, principalmente para la biosíntesis de 
proteínas que se han asociado a la virilización o masculinización hipotalámica 
(Adcock, 1 y Greenstein , B, 1986; Rodríguez -Medina y cols. 2002). 

De hecho desde los trabajos pioneros de Salaman, D y Birkett, S (1974), 
utilizando bloqueadores de DNA, RNA y proteínas, administrados a ratas hembras 
de 4 días de edad, previno (sólo en el caso de la inhibición del ADN Y RNA), él 
efecto de los andrógenos sobre la virilización del hipbtálamo. Lo anterior según 
estos autores propondría un mecanismo genómico, ácidos nucleicos/ dependiente, 
para el establecimiento del fenómeno de virilización hipotalámica, de la rata. 

En la tabla 2 se muestran los datos de la concentración de RNA total (ug de 
RNA/mg de tejido hipotalámico) entre los hemisferios hipotalámicos, durante la 
DSH (1,3,6, 12,24 y 48 h) y el estado adulto (90días), así como el estudio dentro 
del mismo hemisferio (de los distintos tiempos estudiados), de ratas macho recién 
nacidas y adultas, tratadas neonatalmente (1 h post-parto) con 200 ug de 
Tamoxifen, Los datos muestran la presencia de asimetría funcional en la 
concentración de RNA entre los hemisferios hipotalámicos (HH) en casi todos los 
tiempos estudiados al compararse con el de los hemisferios de los animales 
controles. El HH derecho (HHD) de los animales controles recién nacidos presenta 
un pico máximo en la concentración del RNA total (22.53 +/- 1.0 ug/mg de tejido 
hipotálamico), a la 3 h para posteriormente mantenerse en una concentración sin 
diferencia significativa en cuanto a concentración a las 6, 12,24 y 48 h. 

En el caso del HH izquierdo (HHI) de los machos controles, la maxrma 
concentración del RNA se observó la las 1 y 12 h (24.07 +/- 1.0 y 22.60 +/- 1.21 
ug/mg de tejido hipotalámico). La administración de Tam provocó un significativo 
aumento en la concentración del RNA total, en el HHD a la hora post tratamiento 
para decrecer a valores significativamente menores en los otros tiempos 
estudiados, en el HHI se da una conducta similar al estudiar los distintos tiempos. 
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Al respecto cabe mencionar que existen evidencias, de que la administración de 
200 ug/rata a ratas machos recién nacidas de tamoxifen disminuyó 
significativamente la biosíntesis de calmodulina en el HHD e Izquierdo al 
compararse con los valores interhemisfericos de los animales controles 
Rodríguez-Medina y cols. 2002). 

En el caso de las ratas hembra en la tabla 3, se observa la presencia de 
asimetría funcional entre los hemisferios controles y tratados en casi todos los 
tiempos estudiados, en cuanto a la concentración en el HHD de las hembras 
controles existe un pico máximo de concentración a las 12 h (35.64 +/- 1.23 
ug/mg de tejido hipotalámico), mientras que en el HHI la máxima concentración del 
RNA se observa a la s 3 h (17.67 +/- 1.4 ug/mg de tejido hipotalámico) con un 
valor de casi la mitad del encontrado en el HHD. 

En el caso de las hembras tratadas, Existe también una tendencia a 
presentarse una respuesta asimétrica en la concentración del RNA total en todos 
los tiempos estudiados. La máxima concentración en el HHD se presenta a la hora 
del tratamiento ( 27.66 +/- 1.25 ug/mg de tejido hipotalámico), mientras que en el 
HHI se da a las 6 h post tratamiento (18.31 +/- 1.08 ug/mg de tejido hipotalámico). 

Aunque en la literatura no señala con precisión donde actuarían 
específicamente los andrógenos durante la DSH de los roedores, se ha propuesto, 
que los andrógenos actuan sobre el hipotálamo derecho, para organizar la 
expresión de la conducta sexual de la rata macho (Kimura, D. 1987). En el mismo 
sentido, los trabajos de Karolczak, M y Beyer, C, 1998, muestran que existe 
dimorfismo sexual en la concentración del RNAm, para receptores~ a estrógenos 
en el hipotálamo del ratón , siendo el macho recién nacido quien presenta valores 
significativamente mayores del RNAm, es factible pensar que los andrógenos 
actuan sobre el lado derecho del hipotálamo para organizar o estructurar algunas 
conductas de tipo masculino. Lo anterior relacionado con la expresión en la edad 
adulta de conducta pseudomasculina de las ratas hembras tratadas con 
andrógenos durante su etapa neonatal y que se conoce desde hace años (Wilson, 
J y col , 1941 ; Kimura, D. 1987). Las tablas 2 y 3 nos muestran que en el 
hipotálamo de machos y hembras existe asimetría funcional en la concentración 
del RNA total (diferencia significativa en concentración de RNA entre los 
hemisferios hipotalámicos) en todos los tiempos estudiados, de los animales 
controles y experimentales de ambos sexos. Él ¿por qué? Existe una fluctuación 
en la concentración en el HHD o Izquierdo en los tiempos estudiados y no existe 
una tendencia a ser sólo una la concentración de RNA total , es posible que los 
andrógenos masculinicen conductas reproductivas en ambos hemisferios 
hipotalámicos en la rata macho al provocar una expresión génica diferencial en la 
concentración del RNA total a diferentes tiempos por este motivo, es probable, por 
ejemplo, que actúen sobre la parte derecha del hipotálamo en un determinado 
tiempo , para organizar vías o sustratos para el establecimiento de la conducta 
sexual masculina, expresada activacionalmente en la edad adulta ( Kimura, D. 
1987), y actúen perinatalmente también sobre la parte izquierda en otro tiempo en 
el mismo animal , para organizar conductas como la ovulación (López y col, 1997) . 

. .) 
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En particular, resulta interesante mencionar, que existe una concentración 
significativamente más alta de RNA total (27.27 +/- 1.06 ug/ mg de tejido 
hipotalámico) en el HHD de las ratas virilizadas neonatalmente (fase ovárica en 
estro persistente) donde no se presenta la ovulación (ausencia de cuerpos lúteos) 
En cuanto al ¿por qué?, la concentración del RNA total , es significativamente 
mayor interhemisfericamente, en casi todos los tiempos estudiados durante la 
etapa neonatal cuando se compara con el nivel encontrado en la edad adulta, los 
trabajos de Karolczak, M y col , 1998a; Karolczak, M. Y Beyer, C, 1998b, 
demuestran que los máximos valores de concentración del RNA mensajero para la 
biosíntesis de receptores beta a estrógenos, en el hipotálamo del ratón intacto, se 
presentan alrededor del parto, dicha concentración es significativamente menor a 
los 90 días de edad post parto, es decir la concentración neonatal de un tipo de 
RNA, es significativamente mayor cuando se compara con la de la edad adulta en 
el ratón de ambos sexos, esto independientemente de su peso hipotalámico. 

La tabla 4 muestra los patrones de expresión del RNAm para el citocromo 
P450 arom (RNAmP450arom), en hemisferios hipotalámicos de ratas machos y 
hembras tratadas neonatalmente con Tam y T respectivamente. En cuanto a la 
existencia de asimetría funcional en la expresión del RNAmP450arom entre los ..., , 
hipotálamos de la rata macho. En los machos controles la máxima expresión del 
RNAmP450arom en el HHD, se presenta entre las 3 Y 12 horas(neonatos) y 90 
días posteriores al tratamiento (+++) mientras que en los otros tiempos 1, 24 y 48 
h se observa una menor expresión del RNAmP450arom (+) . Como se sabe, en 
condiciones normales, los niveles de testosterona sérica se encuentran elevados 
en las ratas macho alrededor del parto ( Perakis, A y Stylianopoulou, F, 1986; 
Weisz, J. , Ward, 1, 1980) y permanecen elevados 15 días después del mismo 
( Doler, K, y Wuttke,W. , 1975). Sin embargo, algunos datos sugieren que los 
andrógenos, ejercerían su acción inductiva de diferenciación sobre el cerebro 
durante un periodo muy corto de tiempo 12 h o menos ( Arai, Y, y Gorski, A, 1968), 
nuestros resultados son consistentes con la hipótesis de que los andrógenos 
bioquímicamente ejercen su acción promotora de diferenciación cerebral en 2 
fases una corta de 3 horas donde son introducidos a los sustratos neuronales, 
seguida de una segunda fase más prolongada de (aproximadamente 9 h), donde 
actúan masculinizando al hipotálamo (Arai , Y, y Gorski, A, 1968 ; Perakis, A y 
Stylianopoulou , F, 1986; Weisz, J., y Ward , 1, 1980). 

El efecto de la administración neonatal del Tam, en las ratas macho, 
provocó un patrón de expresión del RNAmP450arom, diferente, como se observa 
en la tabla 5 desaparece la conducta de mayor expresión RNAmP450arom del 
entre las 3, 12 h y 90 días post tratamiento. Es interesante mencionar que 
nuestros datos muestran una similitud de expresión del RNAmP450arom con casi 
todos los tiempos estudiados en ambos hemisferios de las ratas hembras control. 

En el caso de las ratas hembras control (tabla 4), observamos también una 
conducta de asimetría funcional en la expresión del RNAmP450arom, se observa 
además, que los niveles de expresión del RNAmP45Qfi rom en ambos hemisferios 
nunca alcanzan el nivel de expresión de los hemisfehos de los machos control 
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(+++), es decir, su nivel de biosíntesis de RNAm P450arom, es menor. Esto 
parece sustentarse con lo reportado por otros autores quienes han sugerido que 
existen un mayor nivel de aromatización y de receptores a andrógenos en el 
hipotálamo de ratas machos durante la diferenciación sexual hipotalámica cuando 
se les compara con las hembras (Von-Ziegler, N, y Lichtensteiger, W, 1992). Por 
otro lado, la administración neonatal de la T modifica la expresión del 
RNAmP450arom, en las ratas hembras en ambos hemisferios hipotalámicos, en 
todos los tiempos estudiados, de hecho los patrones de expresión son más 
similares a los de los machos control que al de sus propios controles en ambos 
hemisferios. 

El HHD de las hembras tratadas muestra una tendencia a mayor expresión 
RNAmP450arom del entre las 3 y las 12 h y 90 días post tratamiento en el caso 
del HHI , este nunca alcanza estos niveles de expresión del RNAmP450arom, a 
ninguna hora estudiada. 

Nuestros datos proponen la existencia de , asimetría funcional en la 
concentración de RNA total y de la expresión del RNAm citocromo P450 arom en 
el hipotálamo durante la diferenciación sexual hipotalámica y el estado adulto de la 
rata. 

Es importante seguir acumulando evidencias para tener una total certeza de 
la existencia de una conducta de respuesta asimétrica del RNA y del RNAm 
citocromo P450 arom, como resultado de fenómenos de virilización y feminización 
(andrógenos aromatizables / dependiente y sus inhibidores) del hipotálamo 
durante su organización neuronal. 

CONCLUSIONES 

1.- Existe asimetría funcional tanto en la concentración del RNA total, como en en 
el patrón de expresión del RNAm para el citócromo P450 arom, en el hipotalamo 
en ratas machos y hembras, durante la diferenciación sexual hipotalámica y en el 
estado adulto. 

2.- La administración neonatal de 30 ug/rata de testosterona, a ratas hembras, 
modifica las concentración del RNA total , así como la expresión del RNAm para el 
citocrómo P450 arom, hacia una un patrón de tipo masculino en los hemisferios 
hipotalámicos, durante la diferenciación sexual hipotalámica y en el estado adulto. 

3.- La administración neonatal de 200 ug/rata de tamoxifen a ratas macho, 
modifica las concentración del RNA total, así como la expresión del RNAm para el 
citocrómo P450 arom, hacia una un patrón de tipo femenino en los hemisferios 
hipotalámicos durante la diferenciación sexual hipotalámica y en el estado adulto. 
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