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Capitulo 1

Determinacion y diferenciacion sexual

La existencia de dos sexos es un hecho generalizado en el reino animal, aunque
Jos procesos de diferenciacion que dan lugar a esta dicotomia no son iguales entre
especies. Los mecanismos de determinacion del sexo pueden clasificarse en tres amplias
categorias: determinacion del sexo por la temperatura (DST), determinacion del sexo por
estimulos conductuales o sociales (DSC) y por ultimo determinacién del sexo por

mecanismos genéticos (DSG) (Crews, 1993).

En la primera categoria se encuadran los reptiles (cocodrilos, tortugas), en los
que la temperatura de incubacion a la que se sometan los huevos sera la que desencadene
la formacion de un sexo u otro, al modificar la distribucion espacial y temporal de los
receptores hormonales y de las enzimas claves en la diferenciacion. Los animales que
pertenecen a la segunda categoria (DSC), que son entre otros varios tipos de peces de
arrecifes de coral, cambian su sexo gonadal en funcién de la percepcion del ambiente
que, mediante estimulos sensoriales. originan cambios hormonales en el individuo para
dirigir la diferenciacion hacia un sexo u otro. Por dltimo en los organismos con
determinacion genética del sexo (DSG), la sexualidad de los individuos se establece en
el momento de la fecundacion, en funcion de la constitucién cromosémica de los

gametos (Crews, 1993).



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos

En mamiferos (pertenecientes a la categoria DSG) el proceso por el cual se
desarrolla un fenotipo sexual resulta de complejas interacciones génicas, celulares y
hormonales. De estas interacciones surgiran seres con diferencias inter e intraespecificas,
como resultado de las multiples posibilidades de combinacion de estas variables génicas,
celulares y hormonales. Una de las diferencias intraespecificas es la que existe entre los
machos y las hembras de una misma especie. En ocasiones estas diferencias son tan
llamativas que algunos taxonomos han llegado a errar en la clasificacion, considerando a
los sexos de una misma especie como pertenecientes a especies diferentes (Wilson,

1980).

Para que se originen los dos sexos, son necesarios una serie de procesos
secuenciales y excluyentes de desarrollo en los que se van determinando y diferenciando

las caracteristicas propias de cada uno de ellos.

En un primer momento, con la fecundacion, se inicia la determinacion sexual.
Esta determinacién sexual trae consigo la determinacion del sexo cromosomico (XX o
XY), segun los cromosomas sexuales existentes y, posteriormente, la diferenciacion
gonadal, en la que las gonadas inician su diferenciacion hacia ovario o testiculo (sexo
gonadal) segun el sexo cromosOmico. Después de la determinacion del sexo en el
proceso de desarrollo, sucede la diferenciacion sexual, que es el mecanismo por el cual
las caracteristicas sexuales secundarias emergen, COmo consecuencia del sexo
cromosémico y del tipo de gonada presente (Crews y Moore, 1986; Habert y cols.,
2001). La diferenciacion sexual continfia en otros niveles del organismo; tal es el caso
del desarrollo del sistema nervioso central (diferenciacion sexual del sistema nervioso).
Como resultado de todo lo anterior, en el futuro comportamiento de los individuos
existiran diferencias entre machos y hembras de una misma especie (diferenciacion

sexual conductual) en distintas expresiones conductuales, tales como la parental, entre

otras.
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1.1. DETERMINACION GENETICA DEL SEXO.

La observacion de los cromosomas sexuales en mamiferos hacia pensar que el
determinismo del sexo tenia una base cromosOmica. En nematodos, moluscos,
equinodermos, artropodos y mamiferos el sistema de cromosomas sexuales es el
XX/XY, siendo la hembra el sexo homogamético (XX), mientras que el macho es el
heterogamético (XY). En lepidopteros, tricopteros, reptiles, aves y algunos anfibios, por
el contrario, el sexo heterogamético es la hembra y el homogamético el macho (ZW

hembra vs. ZZ macho) (Haqq y Donahoe, 1998; Lacadena, 1999; Graves, 2000).

Hasta el afio 1959 se pensaba que en mamiferos, al igual que ocurria en la mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster), €l determinismo del sexo estaba controlado por la
dosis o el ratio de cromosomas X, puesto que las moscas XX son hembras (ratio de uno
o mas cromosomas X) y las X0 machos infértiles (ratio de uno o menos cromosomas X).
La presencia del cromosoma Y se proponia como innecesaria para determinar el sexo.
pero imprescindible para la fertilidad masculina. Posteriormente se publicaron diversos
trabajos sobre el andlisis citogenético de individuos con constituciones de cromosomas
sexuales poco frecuentes, en los que se ponia de manifiesto que los cromosomas
sexuales no funcionaban de la misma manera en los humanos y en el ratén que como se
habia demostrado que lo hacian en la Drosophila (Bullejos, Tesis Doctoral, 1998; Haqq
y Donahoe, 1998; Goodwin, 1999; Capel, 2000). Asi, el descubrimiento de una mujer
45,X0 (sindrome de Turner) (Ford y cols., 1959) y de un individuo de fenotipo
masculino con cariotipo 47 XXY (sindrome de Klinefelter) (Jacobs y Strong, 1959)
dejaron clara constancia de que en la especie humana, en ausencia de cromosoma Y, el
fenotipo sexual es el femenino, de manera que el cromosoma Y debia actuar como
inductor dominante del fenotipo masculino. Esta dominancia pudo demostrarse
definitivamente en humanos con la descripcion de individuos 47 XXY, 48 XXYY, 48
XXXY y 49 XXXXY con fenotipo masculino (Fraccaro y cols., 1960). De esta forma
quedé firmemente establecido que en mamiferos euterianos (placentarios), el
cromosoma Y esta directamente implicado en el desarrollo del fenotipo y las gonadas

masculinas.
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El paso previo a la determinacion sexual, el originario, a partir del cual empieza
la gonada bipotencial en el embrion a diferenciarse hacia un sexo u otro se ha estado
buscando desde hace afios. Ya Aristoteles en el afio 355 A.C. sugirio que el dimorfismo
sexual en humanos se debia a la temperatura del semen en el momento de la
fecundacion, siendo el semen caliente el que originaria a los hombres, mientras que el
semen frio seria el que diese lugar a las mujeres (Haqq y Donahoe, 1998). Las primeras
explicaciones cientificas apuntaban al antigeno Y (H-Y), que fue nombrado por primera
vez por Einchwald y Silmser en 1955 (Eichwald y Silmser, 1955). Este se descubrio
mediante experimentos de transplantes de piel entre animales isogénicos (esto es, que
poseen exactamente la misma informacion genética) para estudiar los factores de
compatibilidad de diferentes tejidos ante los transplantes. Cuando a las hembras se les
trasplantaba las células linfoides de los machos isogénicos, éstas rechazaban los injertos
de piel procedentes de éstos debido a la presencia de un antigeno (una proteina) en la
membrana plasmatica de las células trasplantadas de los machos, al que se le denomin6
antigeno H-Y (del inglés Histocompatibility-Y) (Koo y cols., 1977). Puesto que la unica
diferencia genética entre sexos en mamiferos isogénicos era la presencia del cromosoma
Y, se penso que dicho cromosoma contenia el gen estructural o el gen regulador de la
expresion de dicho antigeno (H-Y). Esta caracteristica, junto con el hecho de que se
encuentra evolutivamente conservado y asociado al sexo heterogamético (Watchel,
1977), llevaron a estos autores a proponer que el antigeno H-Y era el producto del gen
determinante de testiculo y por lo tanto el factor determinante de la formacion de

testiculos (FDT) (Eichwald y Silmser, 1955).

Progresivamente se fueron encontrando contradicciones a esta determinacion
causal entre el antigeno H-Y y la formacion de goénadas masculinas, asi como
debilidades explicativas y contradicciones: en ratones macho que padecen el sindrome
de feminizacion testicular y por lo tanto, presentan genitales externos feminizados, el
antigeno H-Y esta presente (Koo y cols., 1977) y también afiade disonancia el hecho de
que en lemures escandinavos (Myopus schisticolor), individuos XY con el antigeno H-
Y, se desarrollan como hembras normales y fértiles (Wachtel, 1977). Con posterioridad,
se ha puesto de manifiesto que la funcion del antigeno H-Y consiste en un efecto
organizador sobre las células germinativas primordiales (CGP) (Haseltine y Ohno,

1981).
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En la década de los noventa se encontré una region en el cromosoma Y que
parecia ser la respuesta ultima al proceso. El factor determinante de testiculo (FDT)
podria ser el gen SRY (Sex Determining Region Y), situado en el brazo corto del
cromosoma sexual Y y que se expresaba en el raton entre los 10.5 y 12.5 dias post coito
(d.p.c.) (Berta y cols., 1990; Capel y col. 1999; Capel, B. 2000), en la rata entre los 10.5
y 13.5 d.p.c. (Koopman y cols., 1990) y en humanos entre los 41 y 44 dias post
ovulacion (d.p.o.) (Hanley y cols., 2000), siendo todos estos momentos determinantes en
la formacion de gonadas masculinas de cada especie. Las investigaciones de
manipulaciones genéticas de este gen aportaron indicios de su implicacion en la
determinacion sexual masculina y en la formacion de testiculos: el transplante de un
fragmento de 14 kilobases del gen Sry a ratones XX transgénicos era suficiente para
provocar el desarrollo de testiculos (Koopman y cols., 1990; Koopman y cols., 1991)
mientras que la deleccién de este gen del cromosoma Y en ratones transgénicos XY tdym!

provocaba el desarrollo de ovarios (Lovell-Badge y Roberston, 1990).

El SRY codifica una proteina (la SRY) que es la que inicia el camino hacia la
formacion de goénadas masculinas y/o inhibe la formacion de goénadas femeninas,
mediante la regulacion en la transcripcion de otros genes implicados en la gonadogénesis
(Lovell-Badge, 1993; Dubin y Ostrer, 1994). La proteina codificada por este gen, al
igual que sucede con otros genes implicados en la génesis gonadal, contiene una region
conservada evolutivamente (hight mobility group, HMG-box), de 72 a 83 aminodacidos
de longitud y compuesta por tres hélices a. Todas las mutaciones descritas en el SRY que
causan reversion sexual completa en la direccion macho a hembra, se localizan en esta
region altamente conservada (HMG-box) (Haqq y Donahoe, 1998). Esta proteina
reconoce diferentes sitios de unién a distintos genes pudiendo modificar o alterar su

expresion durante el proceso de formacion gonadal (Lee y Donahoe, 1993).

Dos de los genes influidos por la SRY/Sry son el gen regulador de la hormona
anti-Miilleriana o sustancia inhibidora de Miiller (AMH/MIS) (Gustafson y Donahoe,
1994) y el gen regulador de la enzima Aromatasa P4so (Lee y Donahoe, 1993). El primer
gen mencionado es el responsable de la liberacion de la hormona anti-Miilleriana
(AMH/MIS) que fue descrita por primera vez por el profesor Alfred Jost en 1947
(I’hormone inhibitrice). Jost propuso que un factor testicular diferente de la testosterona

durante el desarrollo embrionario masculino, causaba la regresion de los conductos de
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Miiller, precursores de las gonadas femeninas, [Jost, 1947; en (Lee y Donahoe, 1993)].
En posteriores investigaciones, se ha puesto de manifiesto que la actuacion del SRY/Sry
sobre la AMH/MIS se lleva a cabo a través de la participacion de los genes SOX9/Sox9 y
SF-1/Sf-1, asunto que mas adelante abordaremos en detalle (Haqq y cols., 1993; Haqq,
1994; De Santa Barbara y cols., 1998; Barrio y Ezquieta, 2001).

El segundo gen sobre el que la proteina Sry actia es el de la enzima Aromatasa
P4so, que es la responsable de la conversion de la testosterona al estradiol (Roselli y
Resko, 1984). Este proceso de aromatizacion proporciona parte del estradiol con el que

cuentan los organismos para llevar a cabo la diferenciacion sexual a diferentes niveles.

Se ha propuesto que la proteina Sry actia incrementando la actividad de la
AMH/MIS y reprimiendo la actividad de la enzima Aromatasa, provocando asi que haya
mas liberacion por parte de las células de Sertoli d¢ AMH/MIS y que la testosterona
liberada por las células de Leydig no se aromatice a estradiol, al reducirse la actividad de
la enzima aromatasa. Como sintesis de la actuacion del gen SRY/Sry habria mayor
cantidad de elementos “masculinizantes” activos que dirijjan eficazmente la
diferenciacion sexual de la gonada bipotencial hacia la formacion de testiculos (Haqq y

cols., 1992; Gustafson y Donahoe, 1994; Kierszenbaum, 1994; Teixeira y cols., 1999).

Pero existen asimismo otros genes aparte de los comentados, sobre los que la
proteina del gen SRY/Sry esta actuando para modificar o alterar su expresion. La
existencia de estos otros genes, el papel critico de la dosis y del momento de actuacion
para el gen SRY/Sry en su expresion durante el desarrollo gonadal masculino efectivo
(cualquier alteracion en cantidad y momento de expresion modifica su efectividad), la
dilatacion temporal entre su expresion y la activacion d_e‘ sustancias clave en la
gonadogénesis (como la AMH/MIS) y las recientes y abundantes investigaciones
llevadas a cabo sobre la genética de la sexualidad (Haqq y Donahoe, 1998; Capel, 2000;
Vaiman y Pailhoux, 2000), consolidan cada vez mas la idea de que el gen SRY/Sry no
actua aislado y que es necesario, pero no suficiente, para llevar a cabo la cascada de

acontecimientos desde la gonada bipotencial hasta el dimorfismo sexual.

Puesto que las mutaciones en genes implicados en la determinacion sexual no son

letales, como si lo son las relacionadas con organos vitales como el rifion, pulmon o
6
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corazon, ha sido posible el progresivo esclarecimiento de los diferentes genes que actuan
en cascada en la gonadogénesis a través de los pacientes que presentaban infertilidad o
reversiones sexuales por mutaciones o lesiones citogenéticas detectables (Capel, 2000;
Barrio y Ezquieta, 2001). Los genes que actiuan conjuntamente con el SRY/Sry para la
determinacion sexual ain no han sido determinados completamente. En total han sido
aislados unos 138 genes expresados en las gonadas, de los cuales 79 se detectaron
especificamente en las gonadas en formacién y en los conductos sexuales, siendo 21 de
estos 79 de expresion sexodimorfa. Gran parte de estos genes son desconocidos y sus
actuaciones en el proceso de diferenciacion gonadal no han sido determinadas aun
(Wertz y Herrmann, 2000). De entre los que si se han descrito en la literatura, por la
existencia de mutaciones en ellos que alteran la formacion normal de las gonadas, entre
otras razones, nosotros trataremos cinco, el SF-1/5f-1, el WT1/Wtl, el SOX-9/Sox-9, el
DAX-1/Dax-1y el SOX-3/Sox-3. En general, estos genes actiian en cooperacion con el
SRY para activar la hormona anti-Miilleriana o desempefian su funcion en algun punto

intermedio entre la expresion del gen SRY y la liberacion de AMH/MIS.

El primero de los genes que comentaremos es el gen SF-1/5f-1 (steroidogenic
Jactor-1). Se expresa en la rata entre los 10.5 y 11.5 d.p.c. en un grupo de células que
emergen del mesonefros y se separan en dos poblaciones, una que se dirige a las génadas
y otra que se dirige al cortex adrenal (Clarkson y Harley, 2002). Actaa como factor de
transcripcion para modular otros genes que codifican proteinas involucradas en la
formacion de esteroides gonadales y adrenales. El gen SF-1 humano se localiza en el
cromosoma 9q33, tiene 30 kb y esta constituido por 7 exones (para revision, Barrio y
Ezquieta, 2001). Su funcién fue determindda a partir de pacientes XY que presentaban
mutacion en dos pares de bases (pb) de este gen y poseian reversion sexual completa en
la direccion de hombre a mujer. En estudios in vitro, se demuestra que el gen SOX9 (que
se comentara mas adelante) y el SFI estdan implicados en la regulacion de la
transcripcion de la AMH/MIS. Esta actuacion conjunta se ve respaldada por la afinidad
que estos genes presentan hacia el promotor de la AMH/MIS y por la habilidad de
ambos para interactuar efectivamente (De Santa Barbara y cols., 1998; Hiort y

Holtrehus, 2000; Vaiman y Pailhoux, 2000; Barrio y Ezquieta, 2001).

El gen WTI (Wilms' tumor 1), situado en el cromosoma 11 (11pl3), estd

implicado en la etiologia del tumor de Wilms (descrito por Max Wilms en 1889). Se
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expresa en la cresta urogenital del raton XX y XY a partir del dia embrionario 10.5
(E10.5), pudiendo codificar al menos 24 proteinas que pueden regular la transcripcion de
otros genes o el proceso post- transcripcional del ARN (Scharnhorst y cols., 2001). Si se
producen mutaciones en este gen en humanos, se originan hasta cuatro patologias
diferentes de reversion sexual en XY en la direccion hombre a mujer (Vaiman y
Pailhoux, 2000). Se sabe, por el momento y el lugar de actuacién de este gen, que en
humanos regula y precede a los genes SRY y DAX-1 (Kim y cols., 1999; Houssain y
Saunders, 2001). En ratones también se da esta regulacion del Wt/ sobre el Sry, pues se
ha demostrado que en animales XY con el Wt/ mutado la transcripcion del gen Sry era
cuatro veces menor comparado con animales controles no mutados. Este dato indica que,
en el raton, el Wt/ es determinante para la estabilidad en la transcripcion o activacion
del gen Sry. También en ratones el Wl esta regulando la expresion del gen Sox9 (Vidal

y cols., 2001; Clarkson y Harley, 2002)

Otro inductor esencial del gen que codifica la AMH/MIS es el gen SOX9 (Sry-
related HMG box-containing genes-9). Se localiza en humanos en 17q24-q25 y fue
identificado a través de una patologia 6sea, llamada displasia camptomélica, provocada
por mutacion en este gen. En esta patologia se produce, ademas del problema 6seo, una
reversion sexual en la direccion hombre a mujer en el 75 % de los pacientes que la
padecen. Su actuacion parece ir dirigida hacia la expresion de la AMH/MIS, aunque su
funcion en la determinacion sexual se revela cada vez mas importante (De Santa Barbara
y cols., 1998; Wunderle y cols., 1998; Capel, 2000; Barrio y Ezquieta, 2001; Vidal y
cols., 2001). También esta implicado en el desarrollo y formacion de otros tejidos como
el cerebro, el corazon y el rifion (Pompolo y Haley, 2001). Este gen también posee como
el SRY una proteina con una region conservada filogenéticamente (HMG-box) cuya
funcién es la de unirse especificamente al ADN (Vaiman y Pailhoux, 2000) y de ahi su
acronimo (SRY like box containing gene-9). Su funcion en la determinacion sexual
masculina se ha puesto de manifiesto en estudios de manipulacion genética: el Sox9 en
ausencia del Sry, puede iniciar por si solo la ruta de determinacion masculina
provocando en ratones XX transgénicos a este gen la formacion de testiculos. Estos
ratones hembras transgénicos presentan el dia E13.5 unos testiculos histolégicamente
idénticos al grupo XY intacto y en la etapa adulta expresan conducta de monta normal
(Vidal y col 2001; Canning y Lowell-Badge, 2002; Clarkson y Harley, 2002). Su

expresion se inicia en los embriones XX y XY en el 10.5 d.p.c., justo antes o alrededor
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del momento de expresion del Sry, pero a partir del 11.5 d.p.c. se localiza expresamente
en la cresta urogenital de los embriones XY, manteniéndose ya durante toda la
gonadogénesis masculina. Ademas se ha demostrado que su expresion en las gonadas es
sexodimorfa en varias especies analizadas, como el raton, el pollo, la tortuga y el

aligator (Kent y cols., 1996; Canning y Lovell-Badge, 2002).

En recientes investigaciones se ha planteado la hipdtesis de que el principal gen
sobre el que actua el SRY en la determinacion sexual masculina sea el SOX9. Este tras
ser activado por el SRY seria el que pusiese en marcha toda la cascada de
acontecimientos hacia la diferenciacion sexual y gonadal, comportandose el SRY como
un "activador" del proceso. Esta hipotesis es retomada con posterioridad por otros
autores y en general es la mas consolidada en las diversas explicaciones genéticas que
surgen en la literatura al fenomeno de la diferenciacion sexual genética (Canning y
Lovell-Badge, 2002). En el cerebro de la rata y el raton, se ha encontrado la proteina de
este gen en los nicleos de las células de regiones cerebrales tales como el cerebelo
(especialmente en las células de Purkinje), cerebro posterior, diencéfalo y cortex

cerebral, siendo igual entre especies y entre sexos (Pompolo y Harley, 2001).

Existe un gen localizado en la regiéon Xp21 en humanos y Xp24 en cerdos,
llamado DAX-1/Dax1 (dosage sensitive sex reversal locus, adrenal hypoplasia congenita
at chromosome X, number 1), que se expresa en la cresta urogenital igualmente en los
dos sexos los dias 11.5-12.5 y también en el testiculo adulto y glandulas adrenales
(Parma y cols., 1997; Kim y cols., 1999; Merchant-Larios y Moreno-Mendoza, 2001;
Clarkson y Harley, 2002). Esta pequefia zona del cromosoma X corresponde al locus
DSS (reversion sexual sensible a la dosis), ya que cuando esta regioén se duplica por
mutacién, provoca reversiones sexuales en la direccion hembra a macho, debido a la
disfuncién hormonal relacionada con las glandulas adrenales que acompaifia a esta
mutacion (Haqq y Donahoe, 1998; Achermann y cols., 2001). También parece estar
implicado en la funcién testicular, concretamente en la espermatogénesis, al provocar
hipogonadismo hipogonadotropico en el macho con mutacién en este gen, pero los
datos en hombre y en raton, e in vivo € in vitro son discordantes (Capel, 2000; Vaiman y

Pailhoux, 2000; Clarkson y Harley, 2002). Igual que el SFI, el gen DAXI/Daxl se
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expresa en las gonadas, glandulas adrenales e hipotdlamo ventromedial (HVM) entre
otros lugares, los dias E10.5 en raton y 33 d.p.o. en humanos (Achermann y cols., 2001).

Al estar este gen situado en el cromosoma X y al provocar reversion sexual en la
direccion opuesta a la habitual (macho a hembra) se ha sugerido que el DAX-I es
responsable del desarrollo genital hacia hembra inhibiendo el desarrollo hacia macho.
Pero una mutaciéon en el DAX/ en raton XY altera solo la espermatogéneis y no
desencadena la formacion de ovarios ni altera el desarrollo de los testiculos (para
revision, Capel, 2000). En mamiferos euterianos este gen es autosémico, no estando en
los cromosomas sexuales, no pudiendo ser por ello el unico regulador de la
determinacion del sexo de los mamiferos en general. La importancia de la dosis en este
gen respecto a la determinacion sexual, recuerda otros sistemas de formacion de sexos
en el reino animal (partenogénesis diploide) pudiendo tratarse por ello de una

reminiscencia evolutiva o atavismo (Graves, 1998).

El SOX3 (Sry-related HMG box-containing genes-3) es otro gen ligado al
cromosoma X que se ha propuesto como antagonista del SRY (o "SRY femenino"). La
proteina que codifica tiene también la region HMG-box, al igual que el SRY y el SOX9.
El SOX3 ademas se encuentra ligado al cromosoma X en todos los mamiferos estando
ademas altamente conservado, mientras que el anterior (DAX-/) no se encontraba en el
X de los marsupiales (Collignon y cols., 1996). Se expresa en la cresta urogenital en la
etapa crucial de desarrollo embrionario genital como el Sry, desde el dia E11.5 y en las
mismas células que lo hace éste, siendo ademas sus proteinas in vitro afines a las mismas
regiones de ADN que lo son las del Sry, sugiriendo que pueden colaborar o competir por
éstas (Collignon y cols., 1996). A este gen se le ha propuesto como antecesor en la
evolucion del Sry en mamiferos, atendiendo a la similaridad que hay entre las secuencias
altamente conservadas entre las proteinas SOX3 y SRY (Collignon y cols., 1996;
Graves, 1998; Nagai, 2001).

Jennifer Graves en 1998 propuso una hipétesis de actuacion de este gen, tomando
en consideracion sus caracteristicas de expresion en el espacio y en el tiempo, las de
otros genes implicados en la determinacion sexual (el SRY y el SOX-9) y la
aproximacion evolutiva al fenomeno de formacion gonadal. Esta hipotesis compila la
marafia de datos referente a la genética de la sexualidad y explica el fenémeno de

manera integradora. Propone una interaccion entre diferentes genes, el SRY y el SOX3,
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para regular al SOX9. Concretamente sugiere que en hembras, €l SOX3 inhibiria las
funciones del SOX9, mientras que en los machos, el SRY inhibiria al SOX3 permitiendo
asi la actuacion del SOX9 en su funcion determinante de testiculos. La explicacion que
esta autora propone para justificar esta hipdtesis es que al principio en la evolucion, la
determinacion del sexo se llevaba a cabo segun la dosis del gen SOX3. Primitivamente
en los mamiferos homocigoticos sin inactivacion de un X, la dosis del SOX-3 en los dos
cromosomas (uno en cada cromosoma X) seria suficiente para inhibir al SOX-9 y

desarrollarse asi el sexo femenino (genotipo SOX3 SOX3).

Por otro lado en los heterocigédticos, con una sola copia del SOX-3 (el otro alelo
en el cromosoma Y seria nulo, genotipo SOX3 SOX3™), la inhibicion que el SOX-3
ejerciese sobre el SOX9 seria insuficiente y el sexo masculino seria el que prevaleciese al
expresarse el gen SOX9 sin problemas. Pero este sistema de determinacion sexual tan
fragil y vulnerable evoluciond, de manera que el alelo degradado SOX3™° en
heterocigéticos empezd a ejercer un efecto inhibitorio sobre el SOX-3, pasando a
proteger y asegurar la actuacion del SOX9. La determinacion sexual ya no seria
dependiente de la dosis de gen SOX3, sino que dependeria de la inactivacion secuenciada
y en cascada de unos genes sobre otros, asegurando la determinacion sexual de una

manera mas robusta y con mayor probabilidad de ser seleccionada para ser transmitida.

En sintesis, Graves propone que para la determinacion sexual femenina, el gen
SOX-3 inhibe en su actuacion al SOX-9, interrumpiendo con ello la formacién gonadal y
testicular masculina y permitiendo la formacion gonadal femenina. En la determinacion
sexual masculina por el contrario, propone que primero actia el SRY (cuyo antecesor
evolutivo fue el SOX3™) y que éste anula al SOX-3 al competir con él, dejando con ello
via libre de expresion para el SOX-9 y la cascada de acontecimientos que éste origina

(figura 1.1.) (Graves, 1998a; Graves, 1998b; Graves, 2000).
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Q No gen Sry d Gen Sry

So0x3 o, SOX3X
Sox9} SOX‘)-%»

3)("“’% \%;
N\ .

NO desarrollo de testiculos Desarrollo de testiculos

Figura 1.1. Hipétesis de Graves para la determinacion genética gonadal. En las hembras,
el gen Sox3 inactivaria al Sox9 y la cascada de formacion de testiculos no puede llevarse
a cabo. En los machos, por el contrario, el gen Sry actuaria sobre el Sox3, impidiendo asi
que éste anule la expresion del Sox9, pudiendo, por ello, llevarse a cabo la cascada de
acontecimientos que conduzcan al desarrollo de testiculos (Graves, 1998a; Graves,
1998b; Graves, 2000).

1.2. DETERMINACION GONADAL DEL SEXO

El aparato genital se compone de tres estructuras que son las génadas, los
conductos genitales y los genitales externos. Existe un orden en el desarrollo de estas
estructuras y sirviéndonos de éste, expondremos escalonadamente la formacion del
aparato sexual en machos y hembras, comenzando por la formacién de las gonadas en el
desarrollo embrionario y especificando, posteriormente, la génesis de los conductos

genitales y la formacién de los genitales externos.

1.2.1. Gonadas

En vertebrados, las génadas emergen como una estructura dentro del mesodermo
intermedio durante la primera mitad del desarrollo embrionario. En esta region se
distinguen tres segmentos que son de craneal a caudal el pronefros, de caracter vestigial

y que desaparece posteriormente, el mesonefros, que es la region central de donde
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surgiran las génadas y el metanefros, que es la parte posterior mas caudal y de donde

emergeran los rifiones (Kierszenbaum, 1994; Sandler, 1995; Barrio y Ezquieta, 2001).

En el primero de los estadios de desarrollo gonadal, el estadio pregonadal (en la
rata a los 12.5 d.p.c.) las células germinativas primordiales (CGP) se trasladan del
mesonefros a la cresta urogenital, siguiendo tres pasos: la traslocacion del saco vitelino
al intestino posterior, la migracién a través del mesenterio dorsal y finalmente la
colonizacion de la cresta urogenital, que en este momento es un engrosamiento de la
superficie ventral del mesonefros por esta invasion de células (de 49 células en
embriones humanos de 15 dias aumentan a 586 en embriones de 30 dias) (Cafiete y
Jiménez, 2001) (Figura 1.2.). La migracién de las CGP hacia la cresta gonadal depende
de dos factores, que son la interaccion transitoria de moléculas con los receptores de las
CGP y en segundo lugar, la liberacion por parte de la cresta gonadal de sustancias
quimiotrépicas. (Kierszenbaum, 1994; Capel, 2000; Habert y cols., 2001). También han
sido indentificados en el ratén dos genes determinantes en esta migracion de las CGP,
que son el c-kit y steel (Merchant-Larios y Moreno-Mendoza, 2001). El gen Sry se
expresa en abundancia durante esta migracion de células del mesonefros a la cresta

genital en ratones machos, poniendo de manifiesto que su actuacion es clave en este

fenémeno (Capel y cols., 1999).

Intestino Intesting

anterior

Cresta gonadal g -

Intestino

. A\ germinales
Corazén primordiales

Q Cresta gonadal

Mesonefros

Saco vitelino

Figura 1.2: Migracion de las células germinales primordiales (CGP), representadas en
color rojo, a la cresta gonadal, en el estadio pregonadal. Este acontecimiento sucede
alrededor del 12 d.p.c. en la rata. (Modificado de Sadler, 1996)
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En el segundo estadio, el de gonada indiferenciada o bipotencial (a los 13.5 d.p.c.
en rata) se produce el reconocimiento y la interactuacion en la region de la cresta
urogenital entre las CGP que seran los futuros gonocitos, entre las células del epitelio
celomico, que seran los precursores de las células foliculares en la hembra o las células
de Sertoli en el macho y por ultimo, entre las células mesonéfricas mesenquimales que
originaran con posterioridad las células tecales en la hembra y, en el macho, las células
de Leydig junto con las células peritubulares y estructuras vasculares (Kierszenbaum,

1994; Capel, 2000; Nef'y Parada, 2000).

En el tercer estadio de desarrollo gonadal (en la rata del 14.5 d.p.c. al 16.5 d.p.c.),
se produce la definitiva diferenciacion sexual. En este Gltimo estadio, para la formacion
de las gonadas femeninas funcionales, son necesarios una serie de eventos: en primer
lugar, que el cromosoma Y esté ausente y por tanto, el factor determinante de testiculos
(FDT) no se exprese; en segundo lugar para la obtencion de un ovario fértil, es necesario
que existan dos cromosomas X, puesto que en la patologia del Sindrome de Turner
(44X0), se forman los ovarios pero las células germinales degeneran y el ovario se
reduce a un rudimento estéril después del nacimiento (disgenesia ovarica) (Ford y cols.,
1959); y en tercer lugar es necesario que los genes implicados en la formacion gonadal
femenina (e.g. SOX3, DAXI) se expresen en el momento adecuado. Si todos estos
elementos se dan, los conductos de Wolff degeneraran por la ausencia de testosterona y
los conductos de Miiller proseguiran su desarrollo por la ausencia de AMH/MIS,
transformandose con posterioridad en el {tero, los oviductos y la vagina para dar lugar a
las gonadas femeninas, a la vez que la formacion de los gonocitos, las células
foliculares y las células tecales que se iniciaron en el estadio previo, culminan su

formacion en este estadio (Kierszenbaum, 1994; Capel, 2000; Nef y Parada, 2000).

Por otro lado, para la formacion de las gonadas masculinas funcionales, son
necesarios otro tipo de eventos diferentes y excluyentes de los anteriores. En primer
lugar, es imprescindible que el cromosoma Y est¢ presente, puesto que un solo
cromosoma Y lleva a la diferenciacion de testiculos independientemente de los
cromosomas X presentes; en segundo lugar, es necesario que los genes implicados en la
gonadogénesis masculina se expresen en el momento adecuado y siguiendo el orden en
cascada preestablecido (e.g. SRY, SOX9, WTI, SF-1, AMH y el gen del receptor de

androgenos, AR). Si estos dos acontecimientos se producen sin ninguna alteracion,
14
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entonces se formardn los testiculos continuando el proceso del estadio gonadal anterior,
en dos pasos consecutivos: en primer lugar (en el d.p.c. 14.5) se forma el islote
testicular de células agregadas, que seran los futuros tubulos seminiferos. En este islote
habra gonocitos, derivados de la division mitética de las CGP y precursores de las
células de Sertoli, derivados de las células celomicas. Las células mesenquimales
intersticiales originaran las células de Leydig, las células peritubulares y por altimo las
estructuras vasculares. En segundo lugar (el d.p.c.16.5 en rata) se formara la lamina
basal que rodeara al islote de células agregadas. Después de este acontecimiento las
células ya son funcionales y segregaran testosterona (Leydig) y hormona antimiilleriana
(Sertoli), contribuyendo asi a la definitiva formacion de génadas masculinas funcionales
y culminando con esta aportacion hormonal el desarrollo iniciado previamente

(Kierszenbaum, 1994; Capel, 2000; Nef y Parada, 2000; Cafiete y Jiménez, 2001).

1.2.2. Conductos genitales.

En el mesonefros se encuentran los conductos mesonéfricos (conductos de
Wolff) que son los precursores de los organos sexuales masculinos. Los conductos
paramesonéfricos (conductos de Miiller), precursores de los drganos sexuales femeninos.
aparecen entre los 11.5 y 12.5 d.p.c. en la rata. Ambos conductos estan presentes a la

vez en el mesonefros durante un breve periodo de tiempo (Kierszenbaum, 1994; Capel,

2000).

El desarrollo del sistema de los conductos genitales y de los genitales externos
depende de la influencia de hormonas que circulan en el feto durante la vida intrauterina
o embrionaria. En el caso de la formacién de los conductos genitales internos, las
hormonas mas relevantes son la testosterona y la hormona Anti-Miilleriana (AMH/MIS).
El desarrollo gonadal se produce atendiendo al equilibrio que por retroalimentacion las
hormonas llevan a cabo. El hipotalamo del macho y de la hembra segregan la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), de manera tonica y ciclica respectivamente,
que desencadena la liberacion de hormona luteotropica (LH) y de la hormona
estimulante del foliculo (FSH) por la hipéfisis anterior o adenohipdfisis. En el macho, la

LH estimulara la secrecion de testosterona por parte de las células de Leydig, que a su
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vez, llegado a un punto, por retroalimentacion negativa, incidira sobre el hipotédlamo y la
hipéfisis para que cesen en sus emisiones de GnRH y LH respectivamente. En el macho
la FSH estimularé a las células de Sertoli para que segreguen la hormona animiilleriana
(AMH/MIS), activinas, que estimulan la secrecion de FSH por retroalimentacion
positiva, e inhibinas, que inhibirdn las secreciones de FSH por retroalimentacion
negativa. En la hembra por el contrario, la LH estimulara a las células tecales para que
segreguen androgenos y la FSH estimularé a las células granulosas para que segreguen
AMH/MIS, estradiol e inhibinas, ejerciendo estas dos ultimas una funcién de
retroalimentacién negativa sobre la hip6fisis y el hipotalamo (Figura 1.3.) (McEwen,

1978; Nelson, 1996;Traggiai y Stanhope, 2002).

Hembras

“'FsH LH
ﬂ’——— Gonadas
V)

AMH * Androgenos Apmp  Testosterona

- Estradiol Activi
I hb vinas
RIS Inhibinas

Figura 1. 3: Eje de retroalimentacién entre el hipotalamo, la hiptfisis y las gbnadas.
La liberacién de hormonas, por parte de las génadas, también regulan las
secreciones de la hipéfisis y del hipotadlamo, estableciéndose un circuito
interconectado. (Realizado a partir de Nelson, 1996).
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Las células de Leydig del macho muestran en su inicio de liberacion de
testosterona, dos fases distintas de actividad. La primera de estas fases comienza en la
rata alrededor del dia E16 o E18 y finaliza la segunda semana postnatal, produciéndose
una rapida elevacion en la liberacion de ésta entre las 0 y las 2 horas de nacimiento que
posteriormente desciende (Rhoda y cols., 1984). La segunda fase de actividad de células
de Leydig en el macho empieza la tercera semana postnatal y ya continua hasta la etapa
adulta (McEwen, 1978). Esta testosterona tiene como funcion promover el desarrollo de
los conductos de Wolff, que son los precursores del epididimo, del conducto deferente,
de la vesicula seminal y de los conductos eyaculatorios del macho. En el inicio de la
diferenciacion sexual masculina humana, la testosterona es liberada por actuacion de la
hormona coridnica gonadotropica humana (hCG) para posteriormente ser regulada por la
hormona luteneizante (LH) liberada por la hipofisis fetal, actuando ambas sobre los
receptores de membrana LH/hCG que estan presentes en las células de Leydig (Rey y
cols., 1999). Tanto la testosterona como la AMH/MIS son determinantes en el desarrollo
de los conductos genitales internos masculinos, junto con la Insl3 (insuline-like3) que
media el descenso de los testiculos hasta el escroto y se expresa especificamente en

machos (Nef y Parada, 2000; Tomboc y cols., 2000).

Debido a que la cascada de acontecimientos genéticos parece estar encaminada
en ultimo término a la expresion de la AMH/MIS, puesto que esta hormona y su
expresion alterada han sido y son objetos de extenso estudio en la determinacion sexual
y ya que se le asignan otras funciones biologicas relevantes en la formacion del sexo
gonadal diferentes a las clasicas conocidas, nos centraremos en esta hormona y
expondremos de ella las caracteristicas que puedan resultarnos relevantes para

posteriores explicaciones referentes al desarrollo gonadal normal y patolégico.

La AMH/MIS es de expresion sexodimorfa y su momento de actuacion difiere
entre especies: en la rata su actuacion comienza el dia E13, en humanos el d.p.o. 51
(Gustafson y Donahoe, 1994) y en el ratén, el E11.5 (Mishina y cols., 1999). En machos
de rata, el ARNm de la AMH/MIS se detecta en el E13 en la cresta urogenital,
manteniéndose su actividad maxima entre los dias E14.5 y E17.5. Esta liberacion por
parte de las células de Sertoli se mantiene durante todo el desarrollo desde la
diferenciacion testicular hasta la pubertad (Rey, 1998). En la rata hembra, el ARNm de

la AMH/MIS aparece en una capa de las células granulosas, coincidente con la
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iniciaciéon del crecimiento folicular el dia postnatal 3 (P3) y en cantidades
significativamente inferiores a las del macho (Rey, 1998). Esta expresion del ARNm de
la AMH/MIS en las células en division de Sertoli y de las células granulosas es un indice

claro de la actividad mitética (Hirobe y cols., 1992; Gustafson. y Donahoe, 1994).

Esta sustancia no esteroide forma parte de la familia de factores de crecimiento 3
(TGF-P), localizandose su gen en humanos en el cromosoma 19 (19p13.3-13.3) y en el
raton en el cromosoma 10 (Barrio y Ezquieta, 2001). Posee dos tipos de receptores,
desempefiando diferentes actuaciones, aunque relacionadas. Estos receptores son el tipo
I (AMHR-]) y el tipo II (AMHR-II), siendo el tipo I el que mas claramente esta
implicado en la gonadogénesis, localizandose alrededor de los conductos Miillerianos
fetales, en las células granulosas y en las células de Sertoli desde la vida fetal hasta el
periodo adulto en las ratas (Lee y Donahoe, 1993; Di Clemente y cols., 1994a; Di
Clemente y cols., 1994b; Gustafson y Donahoe, 1994; Racine y cols., 1998; Rey, 1998;
Josso y cols., 2001). En recientes investigaciones se ha puesto de manifiesto que también
existen receptores para la AMH/MIS en las células de Leydig del tejido intersticial
testicular, sugiriendo una posible actuacion autocrina/paracrina de esta sustancia sobre

las gonadas (Rey. 1998; Josso y cols., 2001).

Cuando la AMH/MIS actia sobre los receptores AMHR-II que se encuentran en
las células mesenquimales, induce la regresion de los conductos de Miiller en los fetos
masculinos mediante la apoptosis o muerte celular provocada por la acumulacion de B-
catenina en el nucleo peri-Miilleriano. Con esta regresion, el promotor de las gonadas
masculinas (de Wolff o mesonéfricos) puede proseguir su desarrollo normal ya sin la
presencia del conducto miilleriano, asegurando asi que las gonadas femeninas no estén
presentes (di Clemente y cols., 1994; Haqq y cols., 1994; Dutertre y cols., 1997; Allard
y cols., 2000; Hughes, 2001; Josso y cols., 2001).

Esta sustancia fue descrita por Jost en el 1947, tal y como se comentd
previamente, como la sustancia implicada en la formacion de goénadas masculina
diferentes de la testosterona que inducia la desaparicion de los conductos de Miiller
[Jost, A., 1947; en (Lee y Donahoe, 1993)]. También fue propuésta por este autor como
el factor inductor de la masculinizacion en el fenémeno del "freemartinismo” [Jost y

cols., 1975; en (Capel, 2000)]. Este fenomeno se produce en el ganado (vacas, ovejas,
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cabras y cerdos) cuando un feto femenino se ha desarrollado dentro del utero materno
entre dos machos hermanos y por esto se origina una hembra XX infértil y
masculinizada. Esta masculinizacién se produce al haberle afectado las secreciones
hormonales de sus hermanos, puesto que las ha compartido con ellos a través de la
circulacion de los vasos sanguineos de la placenta [Lillie, 1917; en (Nelson, 1996; Lee y
Donahoe, 1993; Di Clemente y cols., 1994; Capel, 2000; Josso y cols., 2001)]. Se ha
encontrado que los niveles d¢ AMH/MIS en plasma en ovejas "freemartin” y en ovejas
normales es similar, aunque el volumen de distribucion de la AMH/MIS en las ovejas

"freemartin” era dos veces superior a las ovejas normales (Vigier y cols., 1984).

El efecto masculinizador de esta hormona ha sido también puesto de manifiesto
en sucesivos trabajos de Vigier y sus colaboradores. Por ejemplo, en 1989 encontraron
que administrando in vitro AMH/MIS purificada bovina a ovarios fetales de rata,
ademas de provocar la formacién de tibulos seminiferos, los ovarios tratados liberaban
testosterona en lugar de estradiol. Tras este tratamiento in vitro encontraron también que
se produce un decremento en la biosintesis de la enzima Aromatasa, reduciéndose con
ello la conversion de testosterona a estradiol (Vigier y cols., 1984; Vigier y cols., 1987,
Vigier y cols., 1989). Tobet y su equipo, a proposito de la Aromatasa, estudiaron en
1985 la posible relacion que podia guardar la posicion intrauterina de las hembras en
relacion a sus hermanos con la actividad de la enzima Aromatasa en los dias
embrionarios E18 y E20 en las regiones cerebrales del hipotalamo y del 16bulo temporal.
Pero pudieron comprobar que no existia correlacion entre el niumero de hermanos

machos adyacentes a la hembra y la actividad de la Aromatasa en estas regiones (Tobet
y cols., 1985).

Los niveles de esta sustancia en plasma varian a lo largo del desarrollo,
dependiendo de diferentes variables, siendo una de ellas el nivel de androgenos, en una
relacion inversamente proporcional, puesto que a menor cantidad de testosterona en
plasma, mayor cantidad d¢ AMH/MIS (Sriraman y cols., 2001). A pesar de que en los
machos los conductos de Miiller han sufrido la regresion correspondiente por la
actuacion de esta hormona en la mitad de la vida fetal, los niveles de esta sustancia en el
plasma se mantienen elevados durante toda la vida intrauterina y luego en la postnatal
hasta la pubertad (Rey, 1998). Parece que esta relacion se produce porque la AMH/MIS

regula la sintesis de testosterona, al suprimir la actividad a nivel transcripcional del gen
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de la enzima P450cl7, una de las enzimas claves implicadas en la sintesis de
testosterona que cataliza la conversion de progesterona a androstenediona (Teixeira y
cols., 1999; Sriraman y cols., 2001). En sucesivas investigaciones y completando las que
ya se habian realizado, se encontraron evidencias de que la AMH/MIS influye sobre los
genes de la enzima Aromatasa y de la hormona luteotropica (LH), provocando un
descenso en la expresion del ARNm de éstos tras la administracion intratesticular de
AMH/MIS en fetos de rata. Postnatalmente este mismo tratamiento hace descender el
numero de receptores para LH tanto en machos como en hembras adultas, aunque este
ltimo resultado producido in vitro, no pudo replicarse in vivo (Vigier y cols., 1989; Lee
y Donahoe, 1993; Di Clemente y cols., 1994a; Di Clemente y cols., 1994b; Gustafson y
Donahoe, 1994; Racine y cols., 1998; Rouiller-Faber y cols., 1998; Nef'y Parada, 2000).
Como resultado de estas variables, los niveles d¢ AMH/MIS en humanos varones
son altos durante el desarrollo gonadal, descendiendo a los 2 afios de vida y
permaneciendo luego estables hasta la pubertad, donde experimentan un nuevo
incremento, para luego en el periodo adulto mantener unos niveles apenas detectables,
mientras que en las mujeres los niveles son mas bajos en los primeros afios de vida,
incrementandose minimamente en la pubertad (Baker y Hutson 1993; Lee y cols,

1996; Lee y cols., 1997; Rey, 1998).

En algunas patologias referidas a la maduracion sexual, se observan ciertas
anomalias en los niveles de la AMH/MIS. Por ejemplo, en el sindrome de pubertad
precoz y pubertad tardia los niveles d¢ AMH/MIS estén en consonancia en ambos casos
con el grado de desarrollo puberal, siendo en la precoz anormalmente bajos comparados
con el grupo normal de la misma edad y en la tardia anormalmente elevada, comparada
igual que la anterior. Parece ademas que los niveles de la AMH/MIS oscilan en los
diferentes estadios vitales, no solo inversamente a como lo hace la testosterona, sino
también inversamente a como lo hacen otras sustancias, tales como las gonadotropinas, u
otros esteroides e inhibinas, cuyos niveles descienden los dos primeros afios de vida,

para posteriormente en la pubertad elevarse (Baker y Hutson, 1993).

En la pubertad precoz, los niveles elevados se producen por un tumor en el
sistema nervioso central que desencadena la activacion anomala del eje hipotalamo-
hipofisis activando el receptor de la LH y provocando con ello una hiperestimulacion de

las células de Leydig para la secrecion de testosterona. Con esta hipersecrecion de
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testosterona y debido a la accion inhibitoria de la testosterona sobre la AMH/MIS, los
niveles de ésta ultima son inferiores a lo normal. Por otro lado, en la pubertad tardia,
causada por diferentes motivos o patologias (Traggiai y Stanhope, 2002) existe la misma
relacion entre los niveles de testosterona y AMH/MIS que en el sindrome de pubertad
precoz, es decir, la AMH/MIS es eclevada debido a la demora de secrecién de
testosterona por parte de las células de Leydig y, por lo tanto, ésta no ejerce la inhibicion

sobre la AMH/MIS (Rey, 1998).

Esta relacion entre AMH/MIS y la testosterona es tan fiable que se ha propuesto
medir la AMH/MIS para determinar patologias relacionadas con la formacion de
gonadas defectuosas y diagnosticarlas, para establecer el grado de desarrollo de las
células de Sertoli, o para comprobar el efecto de la aplicacion de antiandrogenos cuando
no es factible la medicion de la testosterona en plasma (Rey y cols., 1993; Rey y cols,,
1999). El calificativo que Jost propuso para esta hormona (hormona antifemenina) sigue
reflejando la verdad, pero sélo en parte, pues como hemos visto en estas investigaciones,
la inhibicién en la maduracion sexual es también extensible al macho, bloqueando la

diferenciacion de las células de Sertoli y regulando a la baja la hormona masculina por

antonomasia, la testosterona (Racine y cols., 1998)

Los pacientes que padecen el sindrome de insensibilidad a los andrégenos
presentan niveles elevados de AMH/MIS comparados con un grupo control y esto es
debido a que la actuacion inhibitoria que ejerceria la testosterona sobre la AMH/MIS no
puede llevarse a cabo puesto que los receptores de andrégenos no son funcionales (Rey y
cols., 1994). Esta es la misma causa de por qué durante las primeras etapas del desarrollo
gonadal del macho de rata y ratén, tanto los niveles de AMH/MIS como los de
testosterona son elevados no estando contrabalanceados, como lo estan en el resto de las
etapas del desarrollo; y es que los receptores para androgenos no se expresan en las
células de Sertoli hasta el dia postnatal 3 en la rata (Majdic y cols., 1995) y hasta el dia
postnatal 4 en el raton (Al-Attar y cols., 1997) no pudiendo por ello intervenir en la

inhibicion de la liberacion de AMH/MIS (Rey, R., 1998).
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1.2.3. Genitales externos.

Los genitales externos surgen por el desarrollo diferencial de precursores
genitales comunes que existen en los machos y hembras en los primeros estadios del
desarrollo gonadal. Estos precursores comunes son el tubérculo genital, los pliegues
genitales, la prominencia genital y el surco urogenital. En la hembra estas estructuras se
modifican para dar lugar al 6rgano sexual femenino segin estas pautas: el tubérculo
genital se transforma en el clitoris, los pliegues genitales pasan a ser los labios menores
y la prominencia genital dara lugar a los labios mayores. Por otro lado, en el macho, el
desarrollo de los genitales externos sigue otra pauta diferente: el meato uretral se funde,
el tubérculo genital se transformara en parte del pene y el glande, los pliegues genitales
sufriran una fusién que resultara el escroto cuyo contenido més tarde seran los testiculos
y por ultimo la 'prominencia genital experimenta una alargamiento y fusion que dara

lugar al cuerpo del pene (Wilson y cols., 1993).

Mientras que para el desarrollo de los conductos genitales internos, la
testosterona y la AMH/MIS eran cruciales, para la formacion de los genitales externos
masculinos es imprescindible la actuacion de la dihidrotestosterona (DHT), derivada de
la testosterona por actuacion de la enzima 5a reductasa (Wilson y cols., 1993; Celotti y
cols. 1997). En el macho la DHT actua en el seno urogenital para inducir el desarrollo de
la uretra y la prostata y también en el tubérculo genital para provocar la fusion de los
pliegues genitales y la prominencia genital que acompafian a la formacion del pene y del
escroto (Wilson y cols., 1993). La 5 a-reductasa ademas esta implicada en otras
funciones biolégicas como la sintesis de neuroesteroides ansioliticos/anestésicos a partir
de la progesterona y la deoxicorticosterona (Poletti y cols., 1998a; Poletti y cols., 1998b;

Lephart y cols., 2001).

Existen dos tipos de enzimas 5 a-reductasa en mamiferos: la tipo 1y la tipo 2.
Son codificadas por dos genes diferentes y presentan diferente afinidad, siendo la tipo 2
de 10 a 20 veces mas afin a la testosterona, androstenediona, progesterona y
corticosterona que la tipo 1 (Normington y Russell, 1992; Lephart y cols., 2001). Su
actuacién va dirigida a catalizar la reduccion de testosterona en 5a- dihidrotestosterona

(5aDHT), la progesterona en Sa-dihidroprogesterona (5aDHP) y la deoxicortestora en
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Sa-dihidrodeoxicorticosterona (5SaDHDOC), siendo estas reducciones irreversibles
(Rupprecht y Holsboer, 1999). En humanos la tipo 1, cuyo gen se localiza en el
cromosoma 5 (banda p15), se encuentra en pequefia cantidad en la prostata y en mayor
cantidad en tejido no genital, como glandulas sebaceas, el rifion y el cerebro, mientras
que en la rata, esta enzima tipo 1 se distribuye ampliamente por tejido genital y no
genital (Wilson y cols., 1993; Russell y Wilson, 1994; Celotti y cols., 1997; Mensah-
Nyagan y cols., 1999; Lephart y cols., 2001). En ambas especies esta enzima se
encuentra en el cerebro, en zonas ampliamente mielinizadas (sustancia blanca), sin
existir diferencias entre machos y hembras (Tsuruo y cols., 1996; Poletti y cols., 1997;
Poletti y cols., 1998a; Poletti y cols., 1998b; Mensah-Nyagan y cols., 1999). En seres
humanos la actividad de la isoenzima 5o-reductasa tipo 1 ha sido localizada también en
regiones ricas en mielina, como la sustancia blanca subcortical, asi como en el neocortex
cerebral (Steckelbroeck y cols., 2001). Durante la embriogénesis de la rata, en las dos
primeras semanas de vida intrauterina, se produce un pico de actividad reductora de esta
isoenzima en el cortex cerebral y el hipotdlamo, coincidiendo exactamente con el
proceso de mielinogénesis por parte de los oligodendrocitos (Melcangi y cols., 1988;
Celotti y cols., 1992; Tsuruo y cols., 1996). También en ratas adultas de tres meses de

edad se ha detectado su actividad por inmunoensayo en el nervio optico (Poletti y cols.,
1997).

La enzima 5 a-reductasa tipo 1 tiene varias oscilaciones ontogenéticas en ratas.
En primer lugar, de los dias embrionarios E12 al E18, se detecta su actividad en zonas
germinales y ventriculares de desarrollo del SNC. Poco después, durante el periodo fetal
tardio y postnatal temprano, esta actividad en zonas proliferativas decrece, pero aparece
en regiones cerebrales en proceso de diferenciacion y desarrollo, tales como el tadlamo o
el cortex. Por ultimo, en el postnatal P15, su actividad se encuentra en regiones tipicas
de sustanca blanca, como el quiasma Optico, el tracto olfatorio lateral, la comisura
anterior y el cuerpo calloso (Lauber y Lichtensteiger, 1996), permaneciendo ya estable y
en niveles inferiores en su expresion desde el E14 (Poletti y cols., 1998b; Gao y cols.,
2002). Su presencia en lugares de proliferacién y diferenciacion, asi como su capacidad
de sintetizar neuroesteroides que puedan actuar sobre los receptores de canal GABA,,
han hecho pensar a algunos investigadores que esta isoenzima tipo 1 podria tener una

funcién de importancia en el proceso de desarrollo y diferenciacion cerebral (Mellon,

23



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos

1994; Lauber y Lichtensteiger, 1996; Poletti y cols., 1998a; Poletti y cols., 1998b; Zwain
y Yen, 1999).

Otros autores afiaden que esta enzima desempefia una funcién esencial de
proteccion de dafio por exceso de hormonas esteroides en las neuronas mediante

actuacion catabolica (Normington y Russell, 1992).

Para hacer esta afirmacion, se basan en las siguientes evidencias. En primer
lugar, se sabe que la Sa-reductasa tipo 1 metaboliza los androgenos, estrogenos y
corticoides sélo cuando han alcanzado una concentracion elevada y posiblemente dafiina
dentro de la célula, protegiendo de esta manera al metabolizarlas del posible dafio

neurotoxico del exceso de esteroides (catabolismo).

Por otro lado, esta isoenzima también se expresa diferencialmente en los
oligodendrocitos, productores de mielina, tal y como comentamos previamente (Poletti y
cols., 1997). La mielina, aparte de facilitar y hacer mas rdpida y eficiente la
comunicacion entre neuronas, también las protege de posibles dafios de agentes
externos, poniendo de manifiesto de nuevo la funcién protectora de esta enzima (Poletti
y cols., 1998b). Ademas, la progesterona, sustrato preferente de la enzima Sa-reductasa,
es capaz de inducir la proteina basica de mielina (PBM) (Schumacher y cols., 2001), a
través de un efecto genodmico, puesto que se han detectado receptores de progesterona en

los oligodendrocitos (Poletti y cols., 1998a; Chan y cols., 2000; Mercier y cols., 2001).

Y como ultima evidencia de esta funcion protectora de la enzima Sa-reductasa,
los autores apuntan la existencia de una cepa de ratones portadores de una mutacion en
el gen de la isoenzima Sa-reductasa tipo 1 (Mahendroo y cols., 1997). Esta cepa presenta
altos indices de mortalidad en sus crias cuando la madre es homocigética para esta
mutacion. Concretamente las crias fallecen entre los dias embrionarios E10.75 y El1,
justo el momento en el que la expresién de la enzima Sa-reductasa tipo 1 alcanza su
pico, en las dos primeras semanas de vida intrauterina, como previamente comentamos
(Melcangi y cols., 1988; Celotti y cols., 1992; Tsuruo y cols., 1996). El motivo de la
letalidad de esta mutacion es que se concentra un nivel excesivamente alto de estradiol
en las células de las crias de estos animales, puesto que la enzima Aromatasa y no la Sa-

reductasa tipo 1, actia sobre la testosterona, que esta de 2 a 3 veces por encima de su
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nivel normal, metabolizandola a estradiol, que igualmente supera su cantidad normal 2 6
3 veces. Administrando un antiestrogeno (tamoxifén) o un inhibidor de la enzima
Aromatasa, esta mortalidad desaparece (Mahendroo y cols., 1997). Estos datos, junto
con el que se refiere al momento cumbre de actuacion de esta enzima, hacen suponer que
la Sa-reductasa tipol es muy relevante para la proteccion de la toxicidad del estrogeno
durante la gestacion (Mahendroo y cols., 1997). Esta posiblemente sea la razén de por
qué no existen casos en literatura de mutaciones en humanos en el gen de la isoenzima
Sa-reductasa tipo 1, sino sélo de la tipo 2, puesto que la mutacion en la tipo 2 no es
incompatible con la vida, mientras que la 1 si parece serlo (Mahendroo y cols., 1997,

Poletti y cols., 1997)

La enzima 5 a reductasa tipo 2, cuyo gen en humanos se sitiia en el cromosoma 2
(banda p23), se localiza basicamente en tejidos androgeno-dependientes, tanto en rata
como en humanos y su actividad es anabdlica (Normington y Russell; 1992). La
expresion de esta isoenzima empieza a ser detectable en el dia embrionario E18,
alcanzando su pico de expresion el dia postanatal P2, para luego decrecer gradualmente
hasta la etapa adulta. Estas oscilaciones se corresponden con la produccién de
testosterona por parte de los testiculos, aumentando y disminuyendo a la vez, ya que es
la testosterona la que regula la expresion de la enzima 5 a-reductasa tipo 2 en machos
(Poletti y cols., 1998a; Poletti y cols., 1998b). En la hembra de ratén, la que regula
transcripcionalmente esta enzima en el cerebro es la progesterona (Matsui y cols., 2002).
En la época fetal humana esta enzima se localiza en la vesicula seminal, el cuerpo
cavernoso, el cuerpo espongiforme, el complejo venoso dorsal, la piel escrotal y la
prostata, todos ellos lugares de actuacion de la testosterona y la dihidrotestosterona
necesarios para el desarrollo de los genitales masculinos (Wilson y cols., 1993; Levine y
cols., 1996). Esta ubicacién hace suponer que la isoenzima tipo 2 es la responsable de la
culminacion del desarrollo de los genitales externos masculinos (Wilson y cols., 1993;

Russell y Wilson, 1994; Celotti y cols., 1997; Mensah-Nyagan y cols., 1999).

En seres humanos se ha descrito una patologia llamada deficiencia de Sa-
reductasa, que se define por la incapacidad de actuacion de enzima 5 a-reductasa tipo 2.
Hasta 1993, habia 72 casos diagnosticados de esta patologia: 47 miembros de una

familia en la Republica Dominicana, 12 sujetos de origen turco 'y 13 afectados de la tribu
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de Sambia, en la isla de Nueva Guinea (Wilson y cols., 1993; Wilson, 1999). La mayoria
de estos casos se habian producido por una mutaciéon autosémica recesiva en el gen
responsable de la codificacion de la enzima Sa reductasa tipo 2 del cromosoma 2,
habiéndose descrito hasta 45 tipos diferentes de mutaciones que provocan este sindrome
(Wilson, 1999). Todas estas mutaciones originan una enzima no funcional y deficiente,
con lo cual, al no poder actuar, no hay suficiente DHT reducida de la testosterona para
la correcta masculinizacién de los genitales externos. La presencia de la isoenzima tipo
1, debido a la menor afinidad que presenta por la testosterona, no es capaz de reemplazar
las funciones de la tipo 2 y, aunque existe DHT en pequefia cantidad, no es suficiente
para el desarrollo genital masculino normal (Poletti y cols., 1998a). Esta falta de DHT
provoca un tipo de pseudohermafroditismo en el que los genitales son ambiguos y se
produce aplasia en la prostata (Lecqoc, 1986; Wilson y cols., 1993; Poletti y cols,,
1998a; Wilson, 1999; Levine y cols., 2001). Estos chicos son asignados como nifias al
nacer pero al llegar la pubertad, las secreciones de GnRH por parte del hipotdlamo
vuelven a ordenar la liberacion de LH y ésta de testosterona por parte de los testiculos,
provocandose una nueva oleada hormonal, que puede actuar sobre los genitales no
diferenciados de estos chicos, de manera que en ese momento se completa la
diferenciacién hacia hombres (Wilson, 1999). En mujeres, esta mutaciéon es ciega y
provoca en ellas efectos muy leves: vello corporal muy escaso, ausencia de acné,
menstruacion tardia y niveles de testosterona en plasma de normales a elevados (Katz, y
cols., 1995). Estas alteraciones leves hacen suponer que la enzima 5a-reductasa tipo 2
esta implicada en funciones tales como el inicio de la menstruacion femenina, asi como

en el crecimiento del vello corporal o el inicio del acné juvenil (Katz, y cols., 1995).

Se ha estado intentando encontrar un ancestro comun en las mutaciones
encontradas para esta patologia en la Republica Dominicana y en familias francesas y
polacas, pero no ha habido éxito, puesto que son enormemente variables incluso dentro

de la misma rama familiar (Boudon y cols., 1995; Cai, y cols., 1996).

Estas caracteristicas y el hecho de que la mayoria de estos pacientes decidan
optar por el sexo masculino, a pesar de haber sido mujeres y tratadas como tal hasta el
inicio de la pubertad, ha hecho de esta mutacion el objeto de muchas investigaciones

encaminadas a entender los determinantes de la identidad sexual como innata o
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aprendida (Lecqoc, 1986; Wilson y cols., 1993; Russell y Wilson, 1994; Celotti y cols.,
1997; Mensah-Nyagan y cols., 1999).

1.3. DIFERENCIACION SEXUAL DEL SISTEMA NERVIOSO EN
MAMIFEROS.

En la naturaleza se dan dos tipos de reproduccion, la asexual y la sexual. En la
primera de ellas, solo es necesario la participacion de un individuo, sea unicelular, en
cuyo caso se reproducira a través de la biparticion, gemacion o esporulacion o bien sea
pluricelular, reproduciéndose entonces mediante la escision, gemacion y esporulacion.
Sin embargo, para la reproduccion sexual, han de intervenir dos progenitores aportando
cada uno de ellos un gameto haploide para la formacién del nuevo individuo (Fontanillo
y cols., 1985). Mediante ésta Gltima, es posible obtener una mayor variabilidad
interindividual y, con ello, mayores probabilidades de supervivencia para la especie en
ambientes cambiantes. Pero para que la reproduccion sexual se lleve a cabo, es necesario
que las caracteristicas sexuales secundarias adviertan a los miembros de la misma
especie quiénes son machos y quiénes hembras. Es por ello por lo que la diferenciacion
sexual de los individuos de una misma especie, en los diferentes niveles en los que €sta
se produce, es de vital importancia para, en primer lugar, que la reproduccion sexual
devenga y, en segundo lugar, para que s¢ lleve a cabo la seleccion sexual que, aunque es
menos rigida que la seleccion natural, conlleva menos descendencia y por lo tanto menos
éxito evolutivo a los individuos que no sean seleccionados para la reproduccién por

miembros del sexo contrario de su misma especie (Darwin, 1859).

Estas diferencias entre los sexos han estado presentes en multiples especies
animales de reproduccién sexual a través del tiempo. En humanos, asimismo, han
podido detectarse evidencias de que las diferencias morfologicas entre hombres y
mujeres han estado presente desde al menos el Paleolitico medio (Sherry y Hampson,
1997), siendo también detectables en foésiles de nuestros antecesores primates

(Notharctus venticolus) (Krishtalka y cols., 1990).

27



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos

Existen investigaciones que apuntan hacia diferencias sexuales entre hombres y
mujeres en determinadas habilidades, dependiendo en la ejecucion de éstas del estatus
hormonal del individuo que las llevaba a cabo (Sherry y Hampson, 1997; Murkies y
cols., 1998; Hampson, 1999; Lund y cols., 2000). Existen varias hipétesis explicativas
para estas diferencias en habilidades en seres humanos y todas, de una manera u otra, se
remontan a los inicios de la especie humana para referirse a vestigios conductuales
impresos en nuestra evolucion (Sherry y Hampson, 1997). En roedores, se ha detectado
una diferencia sexual en cuanto a la habilidad espacial, siendo los machos mucho mas
eficientes que las hembras en esta habilidad. Esta diferencia entre sexos en cuanto a la
habilidad espacial estd mucho mas pronunciada en ratones de pradera poligamos
(Microtus Pennsylvanicus) que en ratones de arbol monogamos (Microtus Pinetorum)

(Jacobs y cols., 1990).

Existen otros ejemplos de investigacion animal referidas al dimorfismo sexual.
Por ejemplo, en 1849 el médico suizo-aleman Arnold Adolph Berthold, profesor de
fisiologia de la Universidad de Géottingen, llevo a cabo un experimento en pollos,
manipulando las hormonas mediante la castracioén y posterior transplante de testiculos.
Pudo observar que los caracteres sexuales secundarios masculinos, tanto fisicos como
conductuales, se mantenian en todos los grupos excepto en el que no poseian testiculos

ni transplante de éstos [Berthold, 1849; en (Nelson, 1996)].

En ratas, Pfeiffer demostré en 1936 que, en ausencia de testiculos durante el
periodo perinatal, el patron de secrecion de hormonas gonadotrépicas por parte de la
hipofisis en machos era ciclico, como lo seria en la hembra adulta. También pudo
comprobar que si la rata hembra era expuesta en época perinatal a secreciones
testiculares, el patron de secrecion ciclico propio se bloqueaba [Pfeiffer, 1936; en
(Segovia y cols., 1988); Amold y Gosrki, 1984]. Alfred Jost en 1953 observo que al
castrar embriones machos de conejos se desarrollaban como hembras. Si estos
embriones eran tratados con testosterona posteriormente a la castracion, se restauraba
parcialmente el conducto de Wolff, la prostata y los genitales externos. Sin embargo,
embriones hembra castrados y tratados posteriormente con testosterona daban lugar a
conejas hembras adultas con las caracteristicas esenciales femeninas, con la tnica
diferencia de que los conductos de Miiller eran algo menores de lo normal [Jost, 1953;

en (Segovia y cols., 1988; Lacadena, 1999)].
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En 1959 Young y su equipo realizaron un estudio que fue determinante para las
posteriores investigaciones en el campo de la neuroeondocrinologia (Phoenix y cols.,
1959; Young, y cols., 1964). Encontraron que en cobayas, la ejecucion oOptima de la
conducta sexual tipica femenina (lordosis) era inversamente proporcional a la cantidad y
al tiempo de exposicion prenatal a hormonas masculinas. Esta alteracion permanecia en
época adulta en las hembras, aunque se les suministrase hormonas femeninas. De este
resultado extrajeron la conclusién de que existen sustancias hormonales de actuacion
prenatal que tienen un efecto organizador sobre el tejido neuronal, estando esta
capacidad organizativa limitada a determinados periodos vitales (periodos criticos).
Estas mismas sustancias hormonales tienen la capacidad de actuar en época adulta
activando los circuitos neuronales que ya han sido organizados (Phoenix y cols., 1959).
Esta investigacion fue de enorme valor heuristico al establecer conceptos tales como
periodo critico, organizacién y activacion. Sin embargo, estos conceptos han sido
modificados en sucesivas investigaciones. Hoy dia se sabe que no existe un unico
periodo critico en el desarrollo cerebral (McEwen, 1988) e incluso algunos autores
sostienen que las hormonas circulantes adultas vuelven a ejercer efectos
organizacionales sobre el tejido neuronal (Cooke y cols., 1999; McEwen, 1999a;
McEwen, 2001). En otros estudios se pone de manifiesto que la organizacion del tejido
neuronal es muy dependiente de la conducta del individuo (Breedlove, 1997). Los
periodos criticos en neurogénesis se interpretan hoy dia como no absolutos, pues pueden
reabrirse cuando se activen los mecanismos neuroplasticos pertinentes (Arnold y

Breedlove, 1985; Bergado-Rosaro y Almaguer-Melian, 2000).

En los afios 70 se produjo un cambio cualitativo en la direccion de las
investigaciones sobre el dimorfismo sexual, con los trabajos de Raisman y Field del 71y
73 (Arnold y Gorski, 1984; Tobet y Fox, 1992; McEwen, 1999a). En estos trabajos se
puso de manifiesto que la distribucion de las conexiones dendriticas en el area preoptica
medial de la rata era diferente en machos y hembras y ademas, susceptibles de cambio
por tratamiento hormonal neonatal (Raisman y Field, 1973). Esta investigacion aporto la
clave inicial para los posteriores trabajos, puesto que centrd la atencion sobre los
procesos biolégicos y hormonales implicados en las diferencias entre sexos y reflejados
en diferentes morfologias del sistema nervioso central. A partir de entonces la
investigacion se centrd en las diferencias en el sistema nervioso central, hasta entonces

pasadas por alto o inferidas a través de cambios visibles conductuales. Después de este
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trabajo, otras investigaciones han ido encaminadas a encontrar diferencias en los
cerebros de machos y hembras que, en Gltimo término, se traducen de una u otra manera
en conducta sexualmente dimorfa. Nuestra aproximacion a estas investigaciones seguira
un criterio funcional, centrandonos en el dimorfismo sexual encontrado en el sistema
vomeronasal (SVN) y en el nucleo espinal bulbocavernoso (NEB). Esta aproximacion se
desarrollara sobre estos dos sistemas por tres motivos: el primero, por lo minucioso y
exhaustivo de los estudios existentes referidos a estos sistemas y a los procesos
implicados en sus desarrollos sexualmente dimorfos. En segundo lugar, por representar
el primero de los sistemas (SVN) los mecanismos de diferenciacion cerebral y el
segundo sistema (NEB) la diferenciacion sexual a nivel medular, obteniendo asi una
aproximacion global al fenomeno de diferenciacion sexual en el SNC. Y por altimo, por
la relevancia que ambos sistemas han demostrado tener sobre conductas claramente

diferentes entre sexos, como por ejemplo, la conducta maternal y la conducta sexual.

1.3.1. Dimorfismo en sistema vomeronasal (SVN)

En un amplio nimero de especies de mamiferos, las sefiales olfatorias de alto peso
molecular, no volatiles y de contenido proteico, llamadas feromonas, desempefian una
funcion primordial en la comunicacion ectocrina intraespecifica. El término feromona
fue acufiado por primera vez por Karlson y Luscher en 1959 a partir de pherein
(transportar) y horman (excitar) (Carlson, 1994). En los roedores, asi como en otros
6rdenes de mamiferos, estos estimulos quimicos son captados por los receptores
olfatorios de la cavidad nasal, donde se alojan dos tipos de receptores: la mucosa
olfatoria, lugar en el que se encuentran las primeras neuronas del sistema olfatorio
principal (SOP) y el o6rgano vomeronasal (OVN), u érgano de Jacobson, lugar donde
estan las células bipolares que constituyen las primeras neuronas del sistema olfatorio
accesorio o sistema vomeronasal (SVN) (Vaccarezza y cols., 1981; Halpern, 1987,
Doving y Trotier, 1998). Por la existencia de estos dos sistemas olfatorios diferenciados
tanto morfoldgica como funcionalmente se ha empleado el término de sistema olfatorio
dual para referirse a ambos (Winans y Scalia, 1970; Raisman, 1972; Scalia y Winans,
1975). Es importante sefialar que algunos autores han propuesto un efecto sinérgico

entre ambos tipos de sistemas olfativos, el principal y el vomeronasal o accesorio, puesto
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que tras lesionar alguno de ellos, no se ha encontrado una eliminacion absoluta de las
funciones supuestas a ese sistema (Meredith, 1983). Por ejemplo en hamsteres dorados,
al eliminar en machos el OVN, se suprimia la capacidad de distinguir determinados
olores (secreciones glandulares marcadoras del terreno), pero no otras (orina), mientras

en las hembras esta misma lesion no producia ninguna alteracion (Johnston y Peng,

2000).

Las feromonas estimulan al sistema vomeronasal (SVN), existiendo ademas
evidencias experimentales de que estos olores regulan conductas tales como la sexual
masculina y femenina (Powers y Valenstein, 1972; Emery, y Sachs, 1976; Wysocki,
1979; Lehman y cols., 1980; Kelche y Aron, 1984; O’Connell y Meredith, 1984; Saito y
Moltz, 1986a; Saito y Moltz, 1986b; Halpern, 1987; Wysocki, 1987, Wysocki y
Meredith, 1987; Meredith, 1991), también afectan a la gestacion (Wysocki, 1979;
Bellringer y cols., 1980; Keverne y cols., 1982; Keverne, 1983; Rajendren y Dominic,
1986; Halpern, 1987; Wysocki, 1987; Wysocki y Meredith, 1987, Meredith, 1991), al
ciclo estral en la hembra (Johns y cols., 1978; Reynolds y Keverne, 1979; Sanchez-
Criado, 1979; Wysocki, 1979; Mora y cols., 1985; Halpern, 1987, Wysocki, 1987,
Wysocki y Meredith, 1987; Meredith, 1991) y al inicio de la pubertad asi como a los
cambios endocrinos que este inicio conlleva (Wysocki, 1979; Lomas y Keverne, 1982;
Halpern, 1987; Wysocki, 1987; Wysocki y Meredith, 1987; Meredith, 1991). Igualmente
la olfaccion de feromonas a través del SVN esta mediando el despliegue de la conducta
maternal en las ratas (Fleming y cols., 1979; Wysocki, 1979; Fleming y cols., 1980;
Saito, 1986; Halpern, 1987, Wysocki, 1987, Wysocki y Meredith, 1987; Menella y
Moltz, 1988a; Menella y Moltz, 1988b; Numan, 1988; Saito y cols., 1988; Meredith,
1991; Del Cerro, 1998).

La deteccion de olores parece ser especie-dependiente, puesto que las neuronas del
epitelio sensorial de hembras de raza Wistar responden ampliamente ante orinas
secretadas por machos y hembras Wistar, por machos Donryo y por ratones macho
C57BL/6, mientras que la respuesta que evocan ante la orina de machos Sprague-
Dawley y hamsteres sirios machos es mucho menor. Ademas la localizacion de las
neuronas del epitelio que respondian ante orina de la propia especie se localizaban en
una regién concreta (posicion apical del epitelio) y las que respondian a orina de otras

especies se localizaban en otro lugar distinto (posicién basal del epitelio) (Inamura y
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cols., 1999). También se ha podido comprobar muy recientemente que existe diferencia
entre los sexos en cuanto a sensibilidad ante los olores de ratones, ya que las hembras de
raton presentan mayor capacidad de respuesta asi como menor habituacion que los
machos ante olores feromonicos provenientes de orina de raton macho y raton hembra

en estro (Baum y Keverne, 2002).

Algunos de los efectos conductuales que las feromonas son capaces de provocar,
han sido muy estudiados. Entre ellos, podemos citar el efecto Lee-Boot (Lee y Boot,
1955), que consiste en el retraso del ciclo estral de ratas hembra que comparten jaula, o
el efecto Whitten (Whitten, 1959), segun el cual las hembras expuestas al olor de orina
de un macho pueden sincronizar sus ciclos estrales. Otro de los efectos conocidos es el
Vandenbergh (Vandenbergh, 1969), que implica que el olor de un macho adelante la
pubertad en hembras; y por otro lado, el efecto Bruce (Bruce, 1959) segin el cual una
hembra fecundada es incapaz de implantar el 6vulo fertilizado en el ttero si es expuesta
durante un periodo critico posterior a la fecundacion a un macho diferente del que la
montd (Halpern, 1983). Este ultimo efecto de Bruce requiere algin tipo de memoria
olfativa en la hembra, para conservar el olor del macho que la ha fecundado y poder
compararlo con el del macho extrafio. Este efecto de recuerdo o aprendizaje del olor se
ha supuesto como responsable de otro muchos efectos conductuales mediados por

feromonas (Brennan y cols., 1990; Axel, 1995; Keverne, 1995).

La descripcion del SVN y del SOP en rata fue realizada por Scalia y Winans en
1975. Estos hicieron un minucioso estudio sobre la conectividad del sistema olfatorio
principal (SOP) y el sistema vomeronasal (SVN), sentando las bases descriptivas de
estos sistemas olfatorios que tantas veces se usarian en la investigacion posterior. El
SOP se origina en los receptores de la mucosa olfatoria que envian aferencias hacia el
bulbo olfatorio principal (BOP); desde aqui, la informacion olfatoria alcanza, a través
del tracto olfatorio lateral (lo), el nucleo del tracto olfatorio lateral (LOT), el tubérculo
olfatorio (Tu) y los nucleos anterior (Aco) y posterolateral cortical de la amigdala
(PLCo). La via de proyeccion llega, finalmente, al nucleo lateral del hipotalamo (HL)
(Cowan y cols., 1965; Powell y cols., 1965; Scott y Leonard, 1971; Heimer, 1972; Scalia
y Winans, 1975). Por otro lado, las conexiones del SVN se originan en las neuronas
bipolares que conforman los receptores del organo vomeronasal (OVN), que proyecta

sus axones al bulbo olfatorio accesorio (BOA). El BOA proyecta sus aferencias a través
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del tracto olfatorio accesorio, integrado en el tracto olfatorio lateral, hasta el nticleo del
tracto olfatorio accesorio (NTOA), asi como a los nucleos medial (Me) y posteromedial
cortical de la amigdala (PMCo). A través de un componente post comisural de la
amigdala llega informacién vomeronasal hasta el nucleo de la estria terminal medial
posterior (NESTpm), que es continuo al area predptica medial-hipotdlamo anterior
(APM-HA), niicleo ventromedial del hipotdlamo (VMH) y nucleo premamilar ventral
(PMV) (Leonard y Scott, 1971; De Olmos e Ingram, 1972; Scalia y Winans, 1975;
Conrad y Pfaff, 1976a; Conrad y Pfaff, 1976b; Saper y cols., 1976; Krettek y Price,
1978; Kevetter y Winans, 1981; Weller y Smith, 1982; De Olmos y cols., 1985; Simerly
y Swanson, 1986; Tirindelli y cols., 1998; Giorgi y cols., 2000) (Figura 1. 4.).

Figura 1. 4: Esquema representativo de las principales vias de relevo del sistema vomeronasal en la
rata. Las feromonas son captadas por el érgano receptor del SVN, el érgano vomeronasal (OVN).
Después la informacién alcanza las proyecciones vomeronasales primarias (I): BOA (Bulbo Olfatorio
Accesorio). Posteriormente entran en juego las proyecciones vomeronasales secundarias (Il): Me
(amigdala medial), NEST (Nucleo de la Estria Terminal), NTOA (Nucleo del Tracto Olfatorio
Accesorio), PMCo (Amidgada Cortical Posteromedial) y por dltimo, la informacién llega a las
proyecciones vomeronasales terciarias (lll): APOM (Area Preoptica Medial), HVM (Hipotalamo
Ventromedial), PMV (Nacleo Premamilar Ventral), ATV (Area Tegmental Ventral) (Segovia y
Guillamén, 1993: Guillamén y Segovia, 1996). El bulbo olfatorio principal (BOP) es la primera via de
relevo del sistema olfatorio principal, que no esta representado en este esquema.
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Aunque los seres humanos son capaces de reconocer hasta 10.000 olores
diferentes, nuestra habilidad olfatoria es mas limitada que en otros animales y las
conexiones comentadas para las ratas no poseen su equivalente en personas, al menos en
su totalidad (Axel, 1995; Prasad y Reed, 1999). Ademis existen evidencias de
dimorfismo en esta capacidad, siendo las mujeres de diferentes culturas mas habilidosas
o sensibles a determinados olores que los hombres (Doty y cols., 1985). Por ejemplo con
el olor del almizcle, las mujeres son hasta 1000 veces mas sensibles en su deteccion
comparadas con hombres [Koelega y Koster, 1974; en (Nelson, 1996)]. También en
pruebas de reconocimiento del propio olor corporal, donde las estrategias de eliminacién
en la eleccion eran imposibles de aplicar, las mujeres, ademds de considerar sus propios
olores corporales como poco placenteros comparadas con los hombres, demostraron ser

mejores en identificarlos (Platek y cols., 2001).

Existen algunos datos aislados en humanos que apuntan ciertas similitudes con los
efectos antes comentados para ratas de modificaciones conductuales a través de
detecciéon de feromonas. Por ejemplo, se encontré que mujeres que pasaban mucho
tiempo juntas tendian a presentar ciclos menstruales sincronizados mediante la actuacion
de seiiales quimicas (posible efecto Whitten), pero no se demostrd que éstas sefiales se
transmitieran via OVN. También las mujeres que pasaban regularmente cierto tiempo
con hombres tendian a presentar ciclos mas cortos que las que no lo hacian o no estaban
expuestas a su olor (posible efecto Vandenbergh) (Carlson, 1994; Stern y McClintock,
1998; McClintock, 2000).

El OVN en personas existe durante el periodo embrionario, pero en época adulta su
existencia es menos evidente (Wysocki y cols., 1982; Wysocki y cols., 1983). En 1703
Frederic Ruysch descubri6 la cavidad vomeronasal en seres humanos en la parte anterior
del séptum nasal del cadaver de un joven. Algo mds de un siglo después, en 1813,
Ludvig Jacobson describi6é con gran detalle el 6rgano vomeronasal en un gran nimero
de especies de mamiferos y se percatd de que en humanos no estaba bien desarrollado,
concluyendo que podria ser un 6rgano sensorial del que el ser humano no tuviera nocién
(Trotier y cols., 2000). En un estudio reciente plante6 la posibilidad, empleando técnicas
anatomicas, histologicas e inmunocitoquimicas que el érgano vomeronasal existiese en
humanos y no solo en el periodo fetal, como se habia supuesto. Los autores proponen

que la existencia de éste, durante la etapa embrionaria, pudiera tener la funcion de
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contribuir a la migracion de las células neurosecretoras de la hormona LHRH hasta los
lugares definitivos correspondientes en el cerebro. En la época adulta este Organo esta
atrofiado y disminuido, aunque existe, ademas de no poseer neuronas ni conexiones. Su
relevo mas inmediato, el bulbo olfatorio accesorio (BOA) no existe en humanos, al
haber involucionado a partir de la octava semana de gestacion (Keverne, 1999; Trotier y

cols., 2000).

En humanos el epitelio olfatorio esta situado en el techo de la cavidad nasal, con lo
cual, menos del diez por ciento del aire que entra por las fosas nasales alcanza este
epitelio. El hecho de que podamos discriminar entre varios miles de olores diferentes,
pero carezcamos de un vocabulario especifico descriptivo de estos olores y nos
refiramos a ellos segun su similitud en olor con una o otra cosa, nos da a entender que el
olfato no esta tan desarrollado en nosotros como lo estan otros sentidos (Carlson, 1994).
AUn es necesaria mas investigacion para determinar con exactitud las similitudes con
otros sistemas olfatorios de mamiferos asi como las implicaciones conductuales que esta

deteccion sutil de olores en humanos pueda acarrear.

En mamiferos, los olores son captados por el 6rgano vomeronasal a través de los
receptores de membrana de siete regiones transmembranarias, unidos a proteinas G.
Estos receptores son codificados por la familia de genes VIRs y V2Rs y se encuentran
distribuidos por las cuatro subpoblaciones de neuronas quimiosensitivas que existen en
el OVN, permitiendo la sutil deteccion de una amplia variedad de olores. En seres
humanos se han encontrado genes pertenecientes a VIR muy similares a los expresados
en rata, con un 52%-59% de identidad en la secuencia de aminoacidos, distribuidos en
los cromosomas 7, 16, 20, 13, 14, 15, 21 y 22. Este dato sugiriere que, aunque perdida,
el ser humano pudo haber contado con la funcién sensitiva del OVN en algin momento
de su evolucion, al conservar ain vestigios geneticos de aquello (Moss y cols., 1997;
Tirindelli y cols., 1998; Kumar y cols., 1999; Prasad y Reed, 1999; Giorgi y cols., 2000;
Zufall y Munger, 2001).
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1.3.1.1. Dimorfismo sexual en el 6rgano vomeronasal (OVN).

El 6rgano vomeronasal u érgano de Jacobson es una estructura quimiosensitiva
en forma de tubo, situada en la porcion anteroventral de la cavidad nasal, en el hueso
vomer, bilateral al séprum nasal. Este 6rgano convierte estimulos quimicos de alto peso
molecular a través de neuronas bipolares, en estimulos eléctricos, que seran transmitidos
al resto de los relevos que conforman el SVN (Fleming y cols., 1980; Menella y Moltz,
1986b; Saito, 1986; Saito y Moltz, 1986a; Saito y Moltz, 1986b; Saito y cols., 1988;
Halpern, 1987; para revision, Segovia y cols.,, 1988). La activacion del o6rgano
vomeronasal ante feromonas derivadas de la orina ha podido ser demostrada in vitro,
sugiriéndose que la reaccion ante éstas es independiente del resto de conexiones
posteriores (Moss y cols., 1997). Es, ademas, una estructura sexodimorfa en la rata, en
cuanto a los parametros morfoldgicos de volumen estructural, volumen del neuroepitelio
y el nimero de receptores olfatorios (neuronas bipolares), siendo en todos los casos
mayor en machos que en hembras. Estos parametros, ademas, son sensibles a
manipulaciones hormonales, quedando invertidos tras orquidectomizar a machos y
androgenizar a hembras con propionato de testosterona (PT), ambos en el dia de su
nacimiento (P1) (Segovia y Guillamén, 1982). De igual manera se encontré que
manipulaciones hormonales en época adulta, mediante castracion de machos y hembras
de tres meses de edad, provocaban ligeros cambios morfologicos en ambos sexos, pero
sin invertir los pardmetros, dejando entrever que el momento determinante para

establecer el patron sexodimorfo es la época perinatal (Segovia y cols., 1984a).

Este hallazgo encaminé a los investigadores a plantear la hipdtesis de que el resto
de las estructuras o nucleos de relevo neuronales implicados en la deteccion y
procesamiento de los estimulos olorosos del sistema vomeronasal, podrian ser
igualmente sexodimorfos y verse asimismo influidos por los esteroides en época
perinatal (Segovia y Guillamon, 1982). Por ello, desde 1982 se viene investigando el
dimorfismo sexual existente en diferentes nucleos pertenecientes al SVN vy
progresivamente se ha podido vislumbrar que la hipétesis primera de los investigadores
(Segovia y Guillamoén, 1982) era certera. Los trabajos que abordaremos a continuacion

ponen esto de manifiesto.
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1.3.1.2. Dimorfismo sexual en el bulbo olfatorio accesorio (BOA).

Los receptores sensoriales del OVN proyectan sus axones al bulbo olfatorio
accesorio (BOA), donde sinaptan con las dendritas de las células mitrales de esta
estructura. E1 BOA se encuentra en una posicion dorsocaudal dentro del bulbo olfatorio.
Consta de varias capas formadas por varios tipos de neuronas, que son las células
mitrales y las granulares, que en preparaciones histolégicas se representan por tinciones
claras y oscuras, respectivamente (Struble y Walters, 1982). Aparte de diferenciarse por
su afinidad a la tincién, estas dos subpoblaciones tienen diferentes periodos de
neurogénesis, siendo las mitrales de formacion prenatal (E17-E19) mientras que las

granulares son postnatales (P1-P20) (Segovia y cols., 1986).

El BOA de la rata es sexodimorfo en varios parametros, presentando en todos
ellos el macho valores morfométricos mayores que la hembra. Estos parametros son el
volumen total, el volumen de cada una de sus capas, el nimero de neuronas de cada
capa, el tamafio del soma de las células mitrales (Segovia y cols., 1984a; Segovia y cols.,
1984b; Segovia y cols., 1986) y el numero de brazos dendriticos que posee el tallo
dendritico principal (Caminero, Tesis Doctoral, 1989; Caminero y cols., 1991) siendo en
los cuatro primeros casos reversibles tras castrar a machos y androgenizar con PT a
hembras, alcanzando cada grupo, tras éstas manipulaciones, los valores propios del
grupo sexual contrario. Se ha demostrado que el momento de estas manipulaciones es
muy importante, siendo las secreciones de andrdgeno durante el periodo prenatal y
prepuberal criticas para el desarrollo de esta estructura (Segovia y cols., 1984b; Segovia
y cols., 1986; Valencia y cols., 1986; Roos y cols., 1988; Roos, y cols., 1989). En el
BOA existe amplia actividad de ARNm de receptores de androgenos y estrogenos (AR y
ER) (Simerly y cols., 1990)

Ha habido otros tratamientos hormonales que han tenido éxito en cuanto a la
inversion de estos parametros morfoldgicos en machos y hembras. La administracion de
benzoato de estradiol (BE) en el dia P1 a machos castrados que poseian valores
feminizados, logré incrementar hasta valores masculinos propios del macho control el
nimero de células mitrales, mientras que la dihidrotestosterona (DHT) no fue capaz de
provocar este incremento en machos castrados (Pérez-Laso y cols., 1996). Este dato hace

sugerir a los autores que la masculinizacion de las células mitrales del BOA se debe a la
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actuacion del estradiol aromatizado de la testosterona durante la época perinatal (Pérez-

Laso y cols., 1996).

Se han practicado otro tipo de manipulaciones en el BOA, usando ansioliticos
derivados de la benzodiacepina, cuyos efectos sobre el sistema nervioso central son, en
su mayoria, conocidos. Concretamente se procedié a administrar perinatalmente a ratas
diazepam (DZ) en dos momentos: prenatalmente (del E14-E21) y postnatalmente (del
P1-P16). Con esta manipulacion se observo que se habia producido un decremento en el
numero de células mitrales y granulares del macho, sin afectar a la hembra, efecto
similar al que se hubiera producido por castracion temprana del macho (Segovia y cols.,
1991; Pérez-Laso y cols., 1996). Igualmente si lo administrado era picrotoxina (PTX),
un antagonista no competitivo de GABA a las hembras y diazepam (DZ) a los machos,
se pudo observar que, el numero de células mitrales del BOA, se veia incrementado en el
primer caso (PTX a hembras) y disminuido en el segundo (DZ a machos) y todo ello sin
afectar a los niveles en plasma de testosterona, estradiol o progesterona (Segovia y cols.,

1996).

1.3.1.3. Dimorfismo sexual en el nicleo del tracto olfatorio accesorio

(NTOA).

Este nucleo cerebral recibe aferencias mayoritariamente del BOA y esta
implicado en la conducta maternal de la rata, pues se ha demostrado que tras lesionarlo,
se produce una facilitacion del inicio de la conducta maternal, tanto en machos como en
hembras virgenes (Del Cerro y cols., 1991; Izquierdo y cols., 1992). Esta estructura es
igualmente sexodimorfa en varios parametros, tales como el volumen de la estructura,
namero de neuronas y ratio entre neuronas y glias, siendo en todos ellos mayor en los
machos que en las hembras. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre machos y
hembras en cuanto al nimero de células gliales que esta estructura contiene.
Manipulando hormonalmente mediante orquidectomia de machos y androgenizacién de
hembras, ambos el dia postnatal P1, estas diferencias entre sexos quedaban invertidas.
Este tratamiento, sin embargo, no afecta ni modifica a las células gliales de ninglin sexo

(Collado y cols., 1990).
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Se han realizado otra serie de manipulaciones hormonales para estudiar el
proceso de diferenciacion de este nucleo con benzoato de estradiol (BE) y con DHT,
encontrando resultados similares a los que se dieron en el BOA. Administrando BE o
DHT el dia del nacimiento (P1) a machos castrados, cuyos valores morfologicos por esta
castracion serian iguales que los encontrados en las hembras, se pudo demostrar que el
estradiol provocaba un incremento en el volumen y el nimero de neuronas hasta asimilar
estos parametros a los que se daban en los machos controles no castrados, mientras que
la DHT no sélo no tuvo el mismo efecto de masculinizacion del NTOA, sino que se
pudo detectar una disminucion significativa de los parametros citados en éstos machos
castrados y tratados con DHT comparados con los machos controles y los castrados
tratados con BE (Collado y cols., 1993). Con estos datos se demostro que el mecanismo
de masculinizacion del NTOA més probable, es el que esta mediado por el efecto del

estradiol (Collado y cols., 1990; Collado y cols., 1993).

En otro estudio se administr6 DHT a machos postnatalmente (P6-P20) y a
hembras un antiandrogeno, acetato de ciproterona (AC) en el mismo periodo postnatal.
Observaron que la DHT provoc un decremento en el volumen del NTOA de los machos
hasta niveles similares a los de las hembras control, mientras que en las hembras, el AC
provocé un incremento del volumen, pero sin alcanzar los valores de los machos

controles (Collado y cols., 1992).

Respecto al efecto antimasculinizante de la DHT, existe otro ejemplo de éste
sobre otra estructura cerebral de rata, la amigdala medial (Me), en el que la DHT actuo
como un antiestrogeno que repercutié en una masculinizacion deficiente de esta
estructura amigdalina (Malsbury, 1993). La DHT ha demostrado tener incidencia en la
actividad de la enzima Aromatasa, inhibiéndola en ratas macho (Roselli y Klosterman,
1998; Negri-Cesi y cols., 2001). Al inhibirla en su actuacion, habria menos estradiol
aromatizado para realizar la masculinizacién y por ello, un peor e incompleto desarrollo
masculino del NTOA. Por otro lado, también existen ejemplos que hacen referencia a un
posible efecto antiestrogénico de la DHT en relacion, por ejemplo, con células
cancerigenas mamarias, tanto en la mujer como en el ratén (Mclndoe y Etre, 1981;

Casey y Wilson, 1984; Keefer y cols., 1987; Stover y cols., 1987).
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En cuanto al tratamiento con acetato de ciproterona (AC) a las hembras, este
antiandrogeno dificulta la fijacion de los androgenos en sus receptores al ocuparlos. Esta
fijacion en los receptores por parte del AC impide que la testosterona y la DHT
circulante en plasma puedan adherirse a sus receptores ocupados (Nelson, 1996). En los
animales con mutacion en el gen para la isoenzima Sa reductasa tipo I, como
comentamos previamente, los niveles de estradiol aromatizado de la testosterona son tan
elevados que llegan a ser toxico y letales para las crias, puesto que se acumula el
estradiol al no poder reducirse a DHT (Mahendroo y cols., 1997). En la hembra con AC
el incremento de testosterona circulante, que no puede actuar, contaria con una ruta
metabolica util, que seria la aromatizacion a estradiol, que provocaria una
masculinizacion del NTOA en las hembras tratadas con AC, pero nunca hasta asimilar al
macho, puesto que los niveles de testosterona potencialmente aromatizable en plasma de

las hembra, sera necesariamente inferior al que existe en los machos.

El NTOA de ratas machos y hembras presenta un desarrollo ontogenético
diferente en cuanto al nimero de neuronas y al volumen, determinandose en ambos
casos el dimorfismo sexual en época postnatal (Collado y cols., 1998a). La edad a la que
los machos alcanzan el volumen del NTOA adulto es el dia P15. En cuanto al nimero de
neuronas, en un principio machos y hembras ven aumentar la cantidad de sus neuronas
de forma similar, pero en el P15 se produce el punto de inflexion a partir del cual ya
empiezan a diferenciarse sexualmente (Collado y cols., 1998a). Esta diferenciacion en el
desarrollo parece deberse a la actividad apoptotica diferencial en machos y hembras
durante la primera semana de vida, puesto que se pudo detectar una diferencia
significativa en cuanto a la ratio de células apoptoticas por neuronas, siendo en el macho

significativamente mayor (Collado y cols., 1998a).

1.3.1.4. Dimorfismo sexual en el niicleo de la estria terminal (NEST).

La sustancia gris que rodea la estria terminal, fue denominada por primera vez
por Cajal como nucleo intersticial de la Estria [Ramon y Cajal, 1911; en (Ju y Swanson,
1989)]. Posteriormente Johnston, en 1923, le dio el nombre con el que hoy se le conoce

(Nucleo de la Estria Terminal, NEST) y lo definio como una densa coleccion de células
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cercana al punto de contacto de la estria medular y la columna del fornix que continta
por debajo de la comisura anterior y sigue a la columna del fornix hasta el hipotdlamo
(Johnston, 1923).

El NEST forma el suelo del ventriculo lateral y limita dorsomedialmente con la
parte ventral del séptum lateral y la zona limitans y lateralmente con la capsula interna,
que lo separa del complejo caudado-putamen del globo palido. Caudalmente, limita con
la estria medular y en parte con la columna del férnix, rostralmente limita con el nucleo
accumbens y por 1ltimo en la parte ventral desaparece con el area predptica (figura 1.5.)
(De Olmos y cols., 1985). La estria terminal divide el nicleo al atravesarlo en la parte
anterior y posterior, mientras que la comisura anterior divide la parte anterior y posterior
de la ventral (De Olmos y cols., 1985). Aunque esta definicién y sus limites han
parecido ser comun en los diferentes autores que se han ocupado de la nomenclatura de
este niicleo (De Olmos e Ingram, 1972), lo cierto es que no ha habido mucho consenso
en su denominacion. Algunos autores consideraron este niicleo como parte del sisterna
olfatorio subcortical [Allison, 1953; en (Del Abril, Tesis Doctoral, 1988)] y otros lo
consideraron como extension de la amigdala, concretamente del grupo amigdalino
medial y central (Johnston, 1923; De Olmos y cols., 1985; Cassell y cols., 1999). De
hecho, existen evidencias de que en humanos y en monos existe una continuidad en
caracteristicas cito y quimio-arquitectonicas entre la amigdala y el NEST (Martin y cols..
1991). Incluso en la denominacion de sus subdivisiones existe divergencia de criterios,
empleandose en la literatura cientifica las nomenclaturas de dos grupos de autores
diferentes que analizaron y clasificaron las subdivisiones del NEST en ratas Sprague-
Dawley y Long Evans (Ju y Swanson, 1989; Moga y Saper, 1989, respectivamente). En
este trabajo hemos adoptado el criterio clasificador de los siguientes autores: De Olmos
y cols., 1985; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Moga y Saper, 1989; Paxinos y Watson,
1998.
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Figuee 20

Interaural 860 num Bregma-0.40) mm

Figura 1.5.: EL dibujo muestra la situacién del Nicleo de la Estria Terminal (NEST)
con respecto a otras estructuras en un plano coronal. CA: comisura anterior; Cl:
capsula intema; Fx: formix; SLV: Séptum lateral ventral, st stria terminal; VL:
ventriculo lateral. (Tomado del atlax Paxinos y Watson, 1998).

Tradicionalmente el NEST se habia dividido en dos partes fundamentales: la lateral
y la medial (Krettek y Price, 1978; McDonald, 1982). Aunque hay autores que siguen
sosteniendo la existencia de dos divisiones, atendiendo a criterios de aproximacién
rostrocaudal (parte anterior y posterior: Ju y Swanson, 1989), la mayoria de los autores
dividen el NEST en tres partes: parte medial, parte lateral y parte ventral (De Olmos y
cols., 1985; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Moga y Saper, 1989; Paxinos y Watson,
1998). Dentro de estas principales subdivisiones sigue habiendo discordancia en cuanto

a la nomenclatura, aunque basicamente se refieren a lo mismo.

La parte medial del NEST se divide en seis nucleos: medial anterior (NESTma),
medial ventral (NESTmv), posterior medial (NESTpm), posterior intermedia (NESTpi),
subventricular (NESTsv) e intermedial (NESTim). La parte lateral del NEST se divide
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igualmente en seis nucleos: lateral anterior (NESTla), lateral dorsal (NESTId), lateral
ventral (NESTIv), lateral posterior (NESTIp), supracapsular (NESTsc) y juxtacapsular
(NESTjxt). Por dltimo la parte ventral del NEST, se divide en los subnucleos predptico
(PO) y parastrial (PS) (De Olmos y cols., 1985; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Moga y
Saper, 1989; Paxinos y Watson, 1998; Stefanova y cols., 1998; Stefanova y Ovscharoft,
2000).

En estas subdivisiones existen asimismo diferencias en cuanto a las células que lo
componen. Mediante la técnica de tincion de Golgi, se pudo determinar que la
subdivisién medial se caracteriza por poseer neuronas con forma ovoide, de 14- 18 um
de largo y 10 um de ancho, cuyos brazos dendriticos se extienden de 300 a 400 ym y
varian en cuanto a densidad de espinas dendriticas (McDonald, 1983; De Olmos y cols.,
1985). Por otro lado, las células pertenecientes a la subdivision lateral, poseen forma
ovoide con tamafios uniformes de 14-17 um y con 4 6 5 radiaciones dendriticas que se
extienden de 150- 200 pm, teniendo las dendritas secundarias y las mas alejadas mucha
mas arborizacion. La longitud de los axones es de 50 a 100 pm. Dentro de esta
subdivision, la subpoblacién juxtacapsular se caracteriza por poseer neuronas mas
pequefias (9-13 pm) y por la menor distancia recorrida por sus axones (McDonald, 1983;

De Olmos y cols., 1985).

En cuanto a la neuroquimica del NEST, posee células y fibras inmunorreactivas a
varios tipos de neuropéptidos. Estos son la neurotensina (NT-ir), en las subdivisiones
NESTId, NESTsc, PO, NESTla, NESTma, PS, NESTpm y NESTIp; la somatostatina
(SS-ir) en las subdivisiones NESTId, NESTIla, NESTma, NESTpl, NESTpi, NESTpm y
PO; también posee encefalina (ENK-ir) en las subdivisiones NESTId, NESTlv, NESTpl,
NESTsc, NESTma, NESTvm, NESTpm y NESTpi (Moga y cols,, 1989; Lee y Davis,
1997; Erb y Stewart, 1999). En la region NESTpm, existen neuronas que responden
inmunocitoquimicamente a la sustancia P (SP-ir) (Malsbury y McKay, 1994). También
se pudo encontrar factor liberador de corticotropina (CRF-ir) en las células de las
poblaciones pertenecientes al NESTdl, PS, NESTvl, NESTma, NESTIa, NESTpm,
NESTpl y al PO (Moga y cols., 1989; Lee y Davis, 1997; Erb y Stewart, 1999). La
liberacién antes mencionada de CRH por parte del NEST ha sido relacionada con la
funcion que este nucleo parece desempefiar en respuestas de ansiedad ante el estrés

(Marjoleen y cols., 1992; Lee y Davis, 1995; Vankova y cols., 1996; Lee y Davis, 1997;
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Erb y Stewart, 1999; Schulkin, 1999). Existen, igualmente, células inmunorreactivas a la
hormona antidiurética vasopresina (VP-ir) en el NEST, sensible a los esteroides
gonadales, puesto que tras castracion a ratas machos, la VP experimenta un descenso en
su expresion en el NEST mientras que si se administra neonatalmente PT o BE o
propionato de DHT (DHTP) o BE + DHTP se produce en todos los casos un incremento
de células vasopresinérgicas en el NEST (Miller y cols., 1992; De Vries y Boyle, 1998;
Han y De Vries, 2003). Ademas, la expresion de la VP es diferente entre sexos,
existiendo de 2 a 3 veces mas células que la expresan en ratas machos que en hembras
(Planas y cols., 1994; Planas y cols., 1995; De Vries y Boyle, 1998). En el NEST,
conjuntamente con la VP, se expresa la galanina (GAL) y ésta ultima, que es de
expresion similar entre sexos, es la que media la diferencia entre machos y hembras de la
VP por su actuacion en época perinatal (Planas y cols.,1994; Planas y cols., 1995).
También en el NEST existe distincion entre géneros en cuanto a la inmunorreactividad
al GABA, al existir mas neuronas GABA-ir por mm’ en el macho que en la hembra
Sprague-Dawley. Esta proporcion puede invertirse en los machos hasta alcanzar los
niveles de las hembras, tras ser castrados (Stefanova y cols., 1998; Stefanova y
Ovscharoff, 2000). Otra de las hormonas que existen en el NEST, concretamente en la
subdivision dorsal y ventral, es la colecistoquinina (CCK) e igualmente en el NEST del
macho hay mas neuronas inmunorreactivas a ésta que en la hembra (Andres y cols.,
1993; Chung y cols., 2000). También en el NEST se han encontrado receptores para la
oxitocina (Insel, 1992; Insel y cols., 2001; Kendrick y cols., 1997).

Existen asimismo, otros neurotransmisores asociados a esta estructura, como la
noradrenalina (NA), la serotonina (5-HT) y la Dopamina (DA) (Aston-Jones y cols.,
1999; Lonstein y cols., 2000; Stack y cols., 2002). Por esta razon propone al NEST
como sustrato neurologico de respuestas de ansiedad en rata y humanos (Onaka y Yagi,
1998; Kloet, 2000). Otro de los neurotransmisores cuya presencia en el NEST es muy
relevante es la 5-HT, ya que las regiones NESTm y NESTI poseen receptores para ella
(Rainnie, 1999). Por 1ltimo, la dopamina (DA) se incrementa extracelularmente en el
NEST, de manera dosis-dependiente, tras la administracion de drogas de abuso tales
como morfina, nicotina, cocaina y etanol (Carboni y cols., 2000). La funcién que el
NEST desempefia en las conductas de consumo de drogas de abuso parece ser
importante, puesto que tras inyectar metilnaloxonio, un antagonista de los receptores de

opiaceos, en el NEST y el nucleo accumbens en ratas dependientes a la heroina, se
44



Determinacion y Diferenciacion Sexual

redujo significativamente su consumo por autoadministracion de una manera dosis-

dependiente, sin afectar a las ratas no dependientes a la heroina (Walker y cols., 2000).

El NEST posee receptores para los androgenos (Simerly y cols., 1990; Lisciotto y
Morrell, 1994; Bakker y cols., 1997, McAbee y DonCarlos, 1999a; McAbee y
DonCarlos, 1999b), para los estrogenos (Simerly y cols., 1990; Yuan y cols., 1995) y
para la progesterona (Wagner y cols, 1998). El NESTpr (nomenclatura de Ju y
Swanson, 1989, que equivale al NESTpm de Moga vy cols., 1989) posee altas
concentraciones de células inmunorreactivas al receptor de androgenos (AR-ir) (Bakker
y cols., 1997; Lisciotto y Morrell, 1994). La cantidad de receptores de androgenos que
haya en el NESTpr dependen de la actuacion de la testosterona o el estradiol en €poca
temprana del desarrollo. Para demostrar esto, McAbee y DonCarlos en 1999
administraron cinco sustancias diferentes diariamente desde el PO hasta el P5 o P10 a
machos castrados el dia que nacieron y éstas fueron: propionato de testosterona (PT), 0
dietilestilbestrol (DES), o dihidrotestosterona (DHT) o el antiandrogeno flutamida (Flu)
o vehiculo (Veh). Comprobaron que solamente los animales que recibieron PT y los que
recibieron DES experimentaron un incremento en sus expresiones del ARNm del AR en
el NESTpr, disminuidas por efecto de la castracién, hasta asimilarse a los machos
intactos controles, mientras que los demdas grupos presentaba actividad del ARNm del
AR similar a la encontrada en las hembras (McAbee y DonCarlos, 1999a; McAbee y
DonCarlos, 1999b). Estos resultados condujeron a los investigadores a afirmar que son
los estrogenos, directamente o aromatizados desde la testosterona, y no los andrégenos,
los que estan regulando la expresion del AR en estas regiones cerebrales (McAbee y

DonCarlos, 1999a; McAbee y DonCarlos, 1999b).

En cuanto a los receptores de estrogeno en el NEST, en la rata hembra adulta
éstos se expresan acorde al estado ciclico, siendo la ocupacion de receptores de estradiol
(ER) baja durante el estro (del 9%) y ascendiendo hasta el 46 % de ocupacion en
proestro (Yuan y cols., 1995). Tratandose de los machos, la unién del estradiol a sus
receptores varia dependiendo de la region cerebral en cuestion, habiendo en el NEST la
cifra de 55 % de receptores ocupados en machos intactos (Yuan y cols, 1995). Si se
someten a los machos a manipulaciones hormonales, como por ejemplo la
gonadectomia, la ocupacion en el NEST es del 0%, pero si tras gonadectomizarles se les

administra PT, esta cifra de ocupacion asciende hasta el 54 % (casi idéntico al grupo
45



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos

intacto). Si lo que se les administra es BE sin gonadectomizarlos, la ocupacion alcanza el

100% de los receptores disponibles (Yuan y cols., 1995).

Pasaremos ahora a abordar la conectividad del NEST desde la complejidad de su
estructura, con las subdivisiones citoarquitectonicas que la componen. En términos de
conectividad olfatoria, el NEST medial puede considerase como parte del SVN, siendo
el NESTpm vomeronasal por excelencia mientras que el NEST lateral formaria parte del
SOP (De Olmos y cols., 1985; Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988;
Segovia y cols., 1993). Las subdivisiones del NEST medial mantienen conexiones
reciprocas con el BOA y el APM (De Olmos y cols., 1985). Una de las conexiones mas
relevantes por su masividad es la que se establece entre el NEST y la amigdala
(Swanson y Petrovich, 1998; Dong y cols., 2001). El NESTpm recibe y envia
proyecciones al Me e igualmente el NESTma recibe aferencias de la Me (De Olmos e
Ingram, 1972; Swanson y Cowan, 1976, 1979; De Olmos y cols., 1985). Pero
recientemente también se han podido detectar otras conexiones con la amigdala desde el
NEST. Se trata de la subdivision supracapsular (NESTsc), situada sobre de la capsula
interna, que mantiene conexion bidireccional con la amigdala (Shammah-Lagnado y

cols., 2000).

El cortex entorrinal, el cortex insular agranular y el cortex perirrinal,
pertenecientes al bulbo olfatorio principal del SOP, envian eferencias a la parte lateral
del NEST, mientras que éste ultimo (NESTI) envia proyecciones a la sustancia
innominata 'y ésta al nucleo central de la amigdala, estableciendo un continuum (De

Olmos y cols., 1985).

El NEST ventral recibe densas proyecciones noradrenérgicas de la médula
oblongada y del A6 (locus coeruleus) a través de los grupos celulares noradrenérgicos

Aly A2 (Brownstein y Palkovits, 1998; Onaka y Yagi, 1998; Forray y cols., 2000).

En cuanto a las eferencias del NEST, podemos decir que envia proyecciones a la
sustancia innominata, al nucleo accumbens, a varias partes del hipotdlamo incluida el
area preoptica, el area tegmental ventral, el nucleo medio y dorsal del Rafé y el locus

coeruleus (Swanson y Cowan, 1976, 1979). La subdivision NESTpm envia eferencias al
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AVPv vy al area preoptica, siendo la primera de caracter sexodimorfo, al poseer mas

fibras la conexion NESTpm-AVPv del macho que de la hembra (Hutton y cols., 1998)

La subdivision lateral juxtacapsular del NEST (NESTjxt), relacionado con el
control de respuestas viscerales, el control somatomotor y con el control de respuestas
autonomicas proyecta a las siguientes regiones: la Me, la zona subcomisural y lateral
anterior caudal del NEST (nomenclatura de Ju y Swanson, 1989), al complejo caudado-
putamen, al nicleo basolateral anterior amigdalino, a la sustancia innominata, a la
sustancia negra, al nucleo reticular mesencefalico, a la zona limbica, al hipotdlamo, al

talamo medial y a la sustancia gris periacueductal (Dong y cols., 2000).

Pasaremos ahora a tratar el dimorfismo sexual de este nucleo cerebral. En su
volumen global no presenta dimorfismo en ratas Wistar ni en Sprague-Dawley (Del
Abril y cols., 1987; Stefanova y Ovtscharoff, 2000), pero si lo hace en algunas

subdivisiones.

Por ejemplo, el NESTpm presenta un volumen mayor en machos que en
hembras de rata Wistar (Del Abril y cols., 1987), en cobayas (Hines y cols., 1992; Hines
y cols., 1985) y en ratas Sprague-Dawley (Chung y cols., 2000). En ratas Wistar este
dimorfismo quedaba invertido tras castrar a los machos y androgenizar a las hembras el

P1 (Del Abril y cols., 1987).

Por otro lado, la subdivision NESTma presenta el patron opuesto al comentado,
al presentar un mayor volumen las hembras que los machos de ratas Wistar (Del Abril y
cols., 1987; Guillamon y cols., 1988b). El volumen de los machos alcanzaba al de las
hembras si eran gonadectomizados en el P1, pero en las hembras el volumen no
disminuia hasta los niveles masculinos si eran androgenizadas el dia P1 (Guillamon y

cols., 1988b).

En ratas Sprague-Dawley, midiendo el volumen de las subdivisiones NESTm,
NEST! y NESTv sin distinciones, no se encontré dimorfismo sexual en ninguna de éstas
ni a lo largo de diferentes momentos vitales, en las edades de 6, 20, 120 6 360 dias de
vida. Esta similitud se mantuvo a pesar de realizarles manipulaciones hormonales, tales
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como la castracion neonatal o en pubertad, o la administracion neonatal de inhibidor de
Aromatasa o de antagonista de estrogeno (Stefanova y cols., 1998; Chung y cols., 2000;

Stefanova y Ovtscharoff, 2000).

Comentaremos brevemente el dimorfismo existente en el nucleo parastrial (PS),
puesto que algunos autores lo han considerado como parte de la estria terminal
subdivision ventral (NESTv) (Paxinos y Watson, 1998; Stefanova y cols., 1998;
Stefanova y Ovscharoff, 2000). Esta estructura es un grupo de células situadas bajo la
comisura anterior y se compone de un grupo de células rostrales, que fue anteriormente
denominada round nucleus (Raisman y Field, 1973) y un grupo de células fusiformes en
forma ovoide (Simerly y cols., 1984). Este niicleo presenta el mismo patréon de
dimorfismo sexual respecto al volumen que el que presenta la subdivision NESTma, esto
es, las hembras presentan un volumen mayor que los machos. Esta diferencia se invertia
en los machos, hasta alcanzar valores femeninos en el volumen del PS, si eran
gonadectomizados el dia Pl e igualmente quedaba invertido en las hembras,
reduciéndose su volumen hasta los valores masculinos, si eran androgenizadas el dia del

nacimiento (P1) (Del Abril y cols., 1990).

Volviendo al NEST y abordando ahora el dimorfismo sexual referido al numero
de neuronas, diremos que los machos Wistar poseen un nimero mas elevado de éstas en
la subdivision NESTpm, siendo ademas reversible tras manipulacion hormonal, tanto en
el macho tras gonadectomizarlos en P1, como en la hembra tras androgenizarlas el

mismo dia (Guillamén y cols., 1988b)..

En la subdivision NESTma, que presentaba un patron de diferenciacion sexual en
la direccion hembra > macho respecto al volumen (Del Abril y cols., 1987), cuando lo
analizado es el numero de neuronas, sigue existiendo el patron de diferenciacion sexual
de hembra > macho en ratas Wistar (Guillamon y cols., 1988b). Este patron es
susceptible de ser invertido tras orquidectomizar a machos el dia P1, aumentando en
ellos el nimero hasta asimilarse a las hembras, pero no tras androgenizar a hembras el
dia P1, no disminuyendo con esto el nimero de neuronas que las hembras presentan

(Guillamoén y cols., 1988b).

48



Determinacion y Diferenciacion Sexual

También la subdivision NESTIla presenta un patrén de diferenciacién similar al
comentado respecto al mayor nimero de neuronas en hembras que en machos Wistar. En
esta subdivision, sin embargo, si son eficaces los tratamientos hormonales que invierten
los patrones en ambos sexos: tras androgenizar a ratas hembra Wistar en éstas se reduce
su nimero de neuronas en el NESTIa y tras gonadectomizar a ratas macho Wistar, en
éstos se incrementaba hasta valores femeninos el numero de neuronas del NESTIa
(Guillamoén y cols., 1988b). Ni la subdivision NESTma ni la NESTIa han sido estudiadas

en otras razas diferentes de la Wistar.

Lo que si se analizé en ratas Sprague-Dawley fue la densidad neuronal en las
subdivisiones NESTm, NEST! y NESTv, de nuevo sin distinciones, y no se encontro
dimorfismo en ninguna de ellas. Ni las manipulaciones del ambiente hormonal
neonatalmente con la administracion de inhibidor de Aromatasa o de antagonista de
estrégeno, ni la castracion temprana o en la pubertad, tuvieron alguna incidencia
significativa sobre las diferencias entre sexos respecto a la densidad neuronal de ratas

Sprague Dawley (Stefanova y cols., 1998; Stefanova y Ovtscharoff, 2000).

En seres humanos se han descrito diferencias sexuales en la direccion hombre >
mujer en la parte central del NEST (NESTc), que se corresponde con el NESTpm de la
rata, siendo ésta en volumen 2,47 veces mayor en el hombre y existiendo diferencias
significativas en el nimero de neuronas a partir sélo de la época adulta (Allen y Gorski
1990; Zhou y cols., 1995; Kruijver y cols., 2000; Chung y cols., 2002). Este dimorfismo
y su tardia determinacion se relacionaron con tendencias sexuales, puesto que el nimero
de neuronas del NESTc existente en los hombres transexuales (hombre-mujer) era
similar al encontrado en mujeres heterosexuales (Zhou y cols., 1995). Por otro lado, el
numero de neuronas cuantificadas en hombres homosexuales y heterosexuales no se
diferenciaban entre si, pero superaban significativamente a los hallados en hombres
transexuales y en mujeres heterosexuales, habiéndose controlado las posibles

oscilaciones hormonales en todos los grupos experimentales (Kruijver y cols., 2000).
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El dimorfismo encontrado en el NESTpm tanto en numero de neuronas como de
volumen, podria deberse a una diferencia en cuanto a células apoptoticas entre los sexos.
En animales Sprague-Dawley en los que, como comentamos previamente, los machos
poseen mayor volumen que las hembras en el NESTpr, esta diferencia se daria porque
existe un mayor numero de células apoptoticas en la hembra que en el macho (Chung y
cols., 2000). La hembra alcanza su cenit de actividad apoptdtica el P6, aunque el
dimorfismo definitivo se establece a partir del dia P12. El hecho de administrar PT a
machos castrados y a hembras permitia reducir la incidencia de apoptosis en estos
grupos (Chung y cols., 2000). La testosterona o un derivado de ésta parece ser la que
est¢ mediando la diferenciaciéon de esta estructura cerebral, segun los estudios

previamente comentados.

Como dato importante, también, para entender el proceso de diferenciacion
sexual del NEST, afadiremos el trabajo de Zhou de 1996. Detectaron que la
administracion de estradiol a hembras ovariectomizadas, incrementaba la actividad de la
proteina fosforilada pCREB (del inglés cAMP response element-binding protein) en el
NEST en una duracién de hasta 15 minutos seguidos a la administracion (Zhou y cols.,
1996). Este resultado fue detectado en otras regiones cerebrales, como el &rea
anteroventral periventricular (AVPv) y el area predptica (Gu y cols., 1996; Zhou y cols.,
1996). Puesto que esta proteina esta implicada en la supervivencia neuronal (Walton y

cols., 1999) su funcion en la diferenciacion sexual podria ser relevante.

Por ultimo, comentaremos las implicaciones conductuales que este nucleo ha
demostrado tener. Esta relacionado con tareas de ejecucion y aprendizaje motor, puesto
qué tras lesionarlo en machos adultos Wistar, se pudo comprobar cémo su ejecucion
empeoraba en cuanto a un aumento de inmovilidad y a un menor nimero de conductas
de escape (Schulz y Canbeyli, 2000). También esta relacionado con la conducta
agresiva, ya que lesionando a machos el NEST, se disminuia en ellos la agresividad
hacia otro macho intruso (Albert y cols., 1989b). Otra de las conductas en la que este
nucleo se ve involucrado es la conducta maternal. Una de las pruebas de esta
implicacion es que la seccion de la estria terminal facilita la aparicion de ésta conducta
en hembras virgenes expuestas al olor de las ratas (Fleming y cols., 1980). Tras lesionar
el propio nucleo, se pudo comprobar que conductas como la de acarreo (retrieval) y

otras se veian perjudicadas en ratas que habian tenido crias (Numan y Numan, 1996). La
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inmunocitoquimica del c-fos indica actividad de los cuerpos celulares neuronales y ha
sido detectada un aumento de ésta en la subdivision ventral del NEST durante el
despliegue de conducta maternal, indicando una clara implicacion de esta subdivision en
la mencionada conducta (Kalinichev y cols., 1990; Numan y cols., 1998; Komisaruk y
cols., 2000; Lonstein y De Vries, 2000). Por ultimo, el NEST es importante para la
ejecucion de la conducta sexual. Tras lesionar el NEST a machos adultos Long Evans,
que habian tenido experiencia sexual previa, experimentaron un declive y deterioro en la
ejecucion de la conducta de monta, traducido en un enlentecimiento generalizado de
todos los parametros implicados en la conducta copulatoria, como latencia de monta,
latencia de intromision, frecuencia de monta, frecuencia de intromision, intervalo de
interintromision e intervalo post-eyaculatorio (Emery y Sachs, 1976; Valcourt y Sachs;
1979). En un trabajo mas reciente y més preciso en cuanto a la lesion del NEST (se
seleccioné para lesionar especificamente el NESTpm en ratas Wistar) se pudo
comprobar que esta lesion indujo un deterioro en la conducta sexual de ratas machos sin
experiencia, tanto en el inicio de la conducta copulatoria, como en la consecucion de la
eyaculacion, mientras que en machos que si poseian experiencia sexual previa a la lesion
no les afectd al inicio de la conducta copulatoria, pero increment6 la latencia en la
eyaculacion, sugiriendo que esta subdivision del NEST es muy relevante para la correcta
consecuciéon de la conducta sexual masculina (Claro, Tesis Doctoral, 1992; Claro y
cols., 1995). Por otro lado, el Nucleo de la Estria Terminal, sin precisar distinciones,
esta relacionado con la conducta de lordosis femenina, ya que lesionando las fibras
conectadas con la amigdala y el NEST, esta conducta se veia deteriorada (Lopez y

Carrer, 1982; Lépez y Carrer, 1985).

1.3.1.5. Dimorfismo sexual en la amigdala medial (Me).

Esta estructura forma parte de la "amigdala vomeronasal” (Kevetter y Winans;
1981) y esta implicada en conducta maternal y sexual (Fleming y cols., 1980; Kevetter y
Winans, 1981; Lehman y Winans, 1982; Kondo y cols., 1997). La subdivision
citoarquitectonica medial parece ser vital para la conducta sexual del macho,
concretamente para la ereccion del pene (Kondo y cols., 1997). La Me posee receptores
de estrégeno y androgeno (Simerly y cols., 1990) e igualmente presenta dimorfismo
sexual en parametros tales como la cantidad de espinas dendriticas o el volumen de la
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estructura, siendo en ambos mayores en el macho que en la hembra (Nishizuka y Arai,
1981; Mizukami y cols., 1983; Hines y cols., 1992). Sin embargo, estas diferencias son
reversibles con el tratamiento hormonal pertinente. Por ejemplo, ya que el volumen
dimorfo sexualmente de la Me parece quedar definido entre los dias postnatales P21 al
P30, la administracion de BE a ratas hembra del P1 al P10, antes de que se determine el
dimorfismo revierte esta diferencia y, la administracion a hembras de PT el dia PS,
incrementa el numero de espinas sinapticas hasta valores similares al macho (Nishizuka

y Arai, 1981).

Por otro lado, existen otras subdivisiones de la amigdada que presentan patrones
de diferenciacion sexodimorfos. Concretamente la parte posteromedial cortical de la
amigdala (PMCo) presenta un patron diferente entre sexos en cuanto al nimero de
neuronas y volumen de la estructura, siendo en ambos casos mayor en los machos de
rata Wistar (Vinader-Caerols y cols., 1998). Pero si a estos animales se les administra
BE a hembras el dia de nacimiento, sus parametros de volumen y nimero de neuronas se
masculinizan y aumentan ¢ igual sucede si se administra BE el mismo dia postnatal a
machos castrados, que poseen por esta castracion valores feminizados (Vinader-Caerols

y cols., 2000).

En las subdivisiones posteroventral y posterodorsal de la amigdala medial
(MePV y MePD, respectivamente) también existe dimorfismo en la direccién macho >
hembra en parametros de volumen total de la estructura (Kerchner y cols. 1995). Este
dimorfismo no pudo invertirse en los machos hasta valores femeninos tras la exposicion
de estrés prenatal de sus madres (Kerchner y cols. 1995). Puesto que en regiones tales
como el niicleo sexodimorfo del area predptica medial (NSD-APM), el nucleo espinal
bulbocavernoso (NEB) y el ntcleo dorsolateral (NDL), que se comentaran
posteriormente, el estrés provoca una masculinizaciéon incompleta por el déficit en
secrecion de testosterona que dicho estrés conlleva (Grisham y cols., 1991; Kerchner y
Ward, 1992), la masculinizacién completa de las MePV y MePD tras exposicion a estrés
prenatal hizo sugerir a los autores que el efecto de este estrés es selectivo y dependiente

de periodos criticos de desarrollo (Kerchner y cols., 1995).
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Por otro lado, Cooke y su equipo, en 1999, encontraron que realizando una
manipulacion hormonal en época adulta de ratas Long Evans machos y hembras, los
parametros de volumen y tamafio de los somas neuronales del nucleo posterodorsal de la
amigdala medial (MePD), en principio mayores en el macho, quedaban igualados
eliminando su diferencia sexual (Cooke y cols., 1999). Llevaron a cabo su investigacion
castrando a machos adultos y administrando a hembras PT durante cuatro semanas. Esta
manipulacién produjo en el macho una reduccion del MePD, al medirlo cuatro semanas
después de la castracion, hasta valores propios femeninos, mientras que la
administracién de PT a hembras adultas, logrd incrementar el MePD hasta valores
masculinos (Cooke y cols., 1999; McEwen, 1999a; McEwen, 2001). Con este dato los
autores sostienen que los procesos de diferenciacion sexual son extensibles mas alla del
periodo pre y perinatal, al menos en esta regién de la amigdala (McEwen, 1999a;

McEwen, 2001).

1.3.1.6. Dimorfismo sexual en niicleo sexodimérfico al drea preéptica medial

(NSD-APM).

El 4rea preoptica medial (APM) es una estructura hipotalamica ampliamente
estudiada y pionera en cuanto al estudio del dimorfismo sexual. Este nicleo se compone
de tres divisiones citoarquitectonicas, que son la parte central del ndcleo predptico
(NPMc), la parte medial del nicleo preoptico (NPMm) y la parte anterocentral del
nucleo predptico (NPMav) (Gorski, 1984; Bloch y Gorski, 1988). Contiene igualmente
receptores de androgenos y estrogenos (Simerly y cols.,, 1990) y forma parte del
entramado neuronal que compone el SVN. Recibe aferencias del OVN y a través de la
estria terminal, le llegan conexiones de la Me, el NESTma y el NESTpm (De Olmos y
cols., 1985).

La primera referencia que se hizo en cuanto a su dimorfismo sexual tuvo lugar en
1968 por Dormer y Staudt que estudiaron el volumen nuclear en rata de esta estructura y
encontraron que las hembras poseian valores mas altos que los machos, reduciéndose

hasta en un 50% tras orquidectomizar a los machos el P1 (Domer y Staudt, 1968).
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Posteriormente el equipo de Gorski se refirié a un conjunto de células del APM, que era
considerablemente mayor en los machos que en las hembras y denominaron a esta
estructura nucleo sexodimorfo del area predptica medial (NSD-APM) (Gorski y cols.,
1978). Esta region abarca varias subdivisiones del APM, que son la APMc, la APMav y
parte de la APMm (Bloch y Gorski, 1988). Las subdivisiones AMPc y AMPav son
sexodimorfas individualmente y responsables del dimorfismo del NSD-APM (Davis y
cols., 1996). El volumen de este nicieo, medido de varias formas y siempre replicado, es
de tres a cuatro veces superior en machos que en hembras (Gorski y cols., 1980; Déhler
y cols., 1984; Gorski, 1984; Hines y cols., 1985; Meredith y cols., 2001) y también es

mayor en el macho la densidad neuronal y el tamafio celular (Gorski y cols., 1980).

Para averiguar qué provocaba esta diferencia entre machos y hembras se
procedié a realizar diferentes manipulaciones hormonales en diferentes periodos del
desarrollo. Se comprobd que la zona definida como NSD-APM quedaba establecida el
dia embrionario 18 (E18) (Jacobson y Gorski, 1981). El tratamiento con PT a hembras
los dias E16-E17 resultaba ineficaz para aumentar el volumen de este nicleo, resultando
efectivo, sin embargo, para este propdsito la misma administracion de PT durante los
dias E18-E20 (Rhees y cols., 1990). Asimismo, en €poca postnatal, la inyecciéon de PT a
machos castrados el dia del nacimiento en los dias P2 (Jacobson y cols., 1981), P3, P4 o
P5 provocaba un incremento del volumen del NSD-APM, hasta asimilarlos a los machos
control, mientras que en los dias P6, P7 o P8 lo que provocaba era un decremento del
volumen del NSD-APM. En hembras sucedia lo mismo cuando se suministraba PT en
los primeros dias, esto es, se incrementaba el volumen del NSD-APM (Déhler y cols.,
1986), pero en los P6, P7 y P8, el volumen se mantenia igual que sin tratamiento (Rhees

y cols., 1989).

Otras manipulaciones hormonales llevadas a cabo en este nucleo fueron, por
ejemplo, la administracion de tamoxifén a machos, un antiestrogeno, desde el E16 y de
estrogeno sintético dietilestilbestrol (DES) a hembras pre y perinatalmente. A los dos
meses de edad estos animales fueron sacrificados y se observo que el volumen del NSD-
APM del macho tratado con tamoxifén disminuia hasta cantidades propias de las
hembras y a su vez las hembras incrementaban su volumen tras ser tratadas con DES

(Déhler y cols., 1982; Déhler y cols., 1983; Déhler y cols., 1984; Dohler y cols., 1986).
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La masculinizacion diferencial del volumen de este nucleo puede ser debida a
varios factores. En primer lugar, por efecto de la testosterona sobre el incremento del
nimero de neuronas en el macho, mediante la estimulacién de la neurogénesis y/o
afectando a la migracion neuronal. Otra posible actuacion de la testosterona para
provocar la masculinizacion de este nucleo es a través de la prevencion de la muerte
neuronal o apoptosis. Respecto a las primeras opciones, existen evidencias de que en el
APMec Ia testosterona probablemente no actie favoreciendo la neurogénesis (Dodson y
cols., 1993). Por otro lado, el patron de migracion del NSD-APM desde el neuroepitelio
no es diferente en machos y hembras, ni se ve afectada por la castracion de los machos
neonatalmente (Jacobson y cols., 1985). Por lo tanto, el mecanismo explicativo sugerido
para explicar este dimorfismo en el NSD-APM es una tasa diferencial de muerte celular
o apoptosis por efecto de la testosterona o de un derivado de ésta (Davis y cols., 1996).
La apoptosis es un proceso de muerte celular mediante el cual, a través de la degradacion
de la cromatina nuclear por efecto de las endonucleasas, se produce la condensacion del
citoplasma y el nucleo, lo cual conlleva que la célula se fragmente en cuerpos
apoptoticos. El resultado de este proceso origina que el nucleo celular se vuelva
picnético y éste junto con el resto de los cuerpos apoptoticos, sean posteriormente
fagocitados y degradados por macréfagos u otras células vecinas (Kerr y cols., 1972,

Compton, 1992; Sastry y Rao, 2000).

En el APMc se produce una diferencia sexual en cuanto a la incidencia de
apoptosis. Durante los dias postnatales P7 y P10, la incidencia de apoptosis es superior
en la hembra y esta superioridad se mantiene por mas tiempo que en el macho. En éstos
hay un pequefio pico de incidencia apoptética el P6 pero luego desciende (Davis y
cols.,1996). Otros autores encuentran que el nimero de células apoptdticas en rata, tanto
en machos como en hembras experimenta un incremento entre los dias P4 al P7
(Yoshida y cols., 2000). La testosterona administrada a machos castrados inhibi6 hasta
tres veces la incidencia de apoptosis en esta region, hasta situarla al mismo nivel que los

machos intactos (Davis y cols., 1996).

El NSD-APM se ha descrito también como dimorfo sexualmente en humanos,
respecto al volumen y al nimero de neuronas, presentando los hombres en ambos casos
valores mayores que las mujeres (Swaab and Fliers, 1985; Alleny cols., 1989; Hofman y

Swaab, 1989). En humanos se le ha denominado nicleo intersticial del hipotalamo 3
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(NIHA-3) (Allen y cols., 1989) y ha sido relacionado ademas con la homosexualidad
(LeVay, 1991; LeVay, 1995). LeVay defini6 un sustrato biologico para la
homosexualidad, al afirmar que esta subdivision del hipotalamo tenia el mismo volumen
en mujeres y hombres homosexuales, ambos inferiores a los hallados en hombres
heterosexuales (LeVay, 1991; LeVay, 1995), pero estos resultados, asi como el
procedimiento seguido para su obtencion, han suscitado mucha polémica y criticas al

respecto.

1.3.1.7. Dimorfismo sexual en otros nucleos hipotalimicos que reciben

proyecciones del OVN.

El hipotalamo ventromedial (HVM) recibe aferencias de la Me y del NESTpm
(De Olmos y cols., 1985) y esta implicado en el control de la conducta reproductiva
femenina (Pfaff y Sakuma, 1979a; Pfaff y Sakuma, 1979b) y en la conducta de ingesta
(Striker y Verbalis, 1991). Los primeros estudios de esta region apuntaron hacia una
diferenciacion sexual macho > hembra en cuanto al tamafio global de la estructura, que
podia ser invertido tras orquidectomizar a machos en el P1. Esta alteracion en volumen
del HVM tras orquidectomizar al macho tiene, asimismo, reflejo en cuanto a la conducta
sexual, puesto que, tras este tratamiento, aumenta la probabilidad de que el macho
exhiba lordosis y disminuye la misma de desplegar conducta de monta en €poca adulta

(Dorner y Staudt, 1968).

Otros parametros morfolégicos en los que el HVM ha mostrado ser sexodimorfo
son la organizacion sinaptica, la expresion de ARNm de oxitocina (OX) y la
inmunorreactividad de la colecistoquinina (CCK) (Matsumoto y Arai, 1986; Micevych
y cols., 1987; Bale y Dorsa, 1995). En cuanto a la primera, el nimero de espinas
sinapticas del hipotdlamo ventromedial parte ventral lateral (HVM-VL) es mas
abundante en los machos normales, estando éste reducido tras castrarlos el Pl e
incrementado en las hembras tras androgenizacion temprana en el PS5 (Matsumoto y
Arai, 1986). Respecto a la OX y CCK, en ambos casos en los machos, la expresion es

mayor (Micevych y cols., 1987; Bale y Dorsa, 1995).
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Inyectando estrogenos a ratas hembra adultas induce el crecimiento de nuevas
sinapsis en el HVM (Frankfurt y McEwen, 1991), mientras que este efecto estd ausente
en machos adultos castrados (Segarra y McEwen, 1991). Estos datos reflejan la
existencia de plasticidad en época adulta, asi como la existencia de mas de un periodo

critico de actuacion de los esteroides para establecer las diferencias sexuales en el HVM

(McEwen, 1999a).

Por ultimo, comentaremos brevemente el niicleo premamilar ventral (PMV) y el
ntcleo supradptico (SO). Respecto al PMV, que también recibe aferencias del OVN
(Larriva-Sahd, y cols., 1993) se pudo comprobar que mostraba dimorfismo sexual en la
direccion macho > hembra en cuanto al tamafio del nucleo de las neuronas (Dorner,
1976). Por su parte, el SO, mayor en los machos que en las hembras, presenta también
cambios relacionados con la edad en parametros tales como volumen total y volumen

neuronal (Madeira y cols., 1993).

Una vez comentadas las diferencias sexuales existentes en los nicleos
pertenecientes al entramado neuronal del SVN, pasaremos a tratar otros nucleos que han
demostrado ser muy relevantes en el entendimiento del proceso de diferenciacion sexual.
Estas estructuras presentan el patron de hembra mayor que macho y son el nucleo

anteroventral periventricular (AVPv) y el locus coeruleus (LC).

1.3.1.8. Dimorfismo en estructuras en las que las hembras muestran mayor
patrén morfologico que los machos y que estin relacionados con el SVN

(AVPvy LO).

La mayoria de las estructuras del SVN presentan el patrén de dimorfismo sexual
en la direccion macho > hembra, excepto, tal y como se comentd previamente, las
subdivisiones del NESTma y NESTIa, asi como el nucleo PS. En la estructura NESTma
y en el nicleo PS, la hembra posee mayor volumen que los machos (Del Abril y cols.,
1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Del Abril y cols., 1990) y en las subdivisiones

NESTma y NESTIa, el numero de neuronas €s mas elevado en las hembras (Del Abril y
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cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b). Sin embargo,
aunque en el SVN estas estructuras son las {inicas encontradas que presenten este patron
de diferenciacion, en otros nucleos cerebrales, como el AVPv y el LC, este patron esta

presente.

El 4rea anteroventral periventricular (AVPv) de la region predptica es un nucleo
mayor en volumen en las hembras y situado en la parte rostral de la zona periventricular
del hipotalamo (Arai y cols., 1993). Este nucleo es un componente esencial del circuito
neuronal que, mediante las proyecciones que envia a neuronas hipotalamicas que
contienen GnRH, convierte la retroalimentacion positiva de los estereoides ovaricos en
las secreciones fasicas de LH que preceden a la ovulacion. Igualmente media la
secrecion de prolactina mediante las proyecciones a neuronas dopaminérgicas del nicleo

tuberoinfundibular (Gu y Simerly, 1997; Simerly, 1998; Simerly, 1999).

Las principales aferencias de este niicleo son el nicleo arcuato del hipotalamo
(Arc), el nicleo posterior de la amigdala (PA) y la parte medial del 4rea preoptica medial
(APMm), que contienen altas concentraciones de neuronas que expresan ER y PrR
(Simerly, 1998). Otras aferencias son el nucleo dorsomedial del hipotalamo (HDM),
nucleo periventricular del hipotdlamo (PV), nicleo paraventricular del hipotdlamo
(HPV), nucleo premamilar ventral (PMv), sustancia gris periacueductal (SGP), nucleo
paraestrial (PS), niicleo supraquiasmatico (SQ) y parte posteromedial del nucleo de la

estria terminal (NESTpm) (Gu y Simerly, 1997; Simerly, 1998).

De entre todas estas conexiones, cabe destacar la que se establece entre el
NESTpm y el AVPv. El NESTpm, que como se comentd previamente es mayor en los
machos, envia proyecciones masivas al AVPv (Hutton y cols., 1998). Lo llamativo de
esta conexion es que es diferente entre los sexos, puesto que en los machos se produce a
partir del P9 un desarrollo masivo de las proyecciones del NESTpm al AVPv, mientras
que en las hembras estas proyecciones son mds debiles, siendo la densidad de los axones
de esta conexion en el macho de 10 dias, 20 veces mayor que en la hembra (Hutton y
cols., 1998; Simerly, 1999). Este mismo resultado se encontrd in vitro, demostrando que
la exposicion postnatal a testosterona induce una actividad quimiotropica en el AVPv

sobre el NESTpm, que resulta en un patron sexodimorfo de conectividad. Estos datos
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sugieren que los esteroides pueden influir tanto en la supervivencia neuronal, como en su
conectividad y todo dentro de un mismo circuito (Hutton y cols., 1998; Ibanez y cols.,

2001).

La poblacién de neuronas dopaminérgicas en el AVPv es sexodimorfa, siendo de
nuevo mayor el nimero de neuronas inmunorreactivas a la tirosina hidroxilasa (TH) en
el AVPv de las hembras que en los machos (Murakami y Arai, 1989; Simerly y cols.,
1997; Orikasa y cols., 2001). Esta diferencia es dependiente del receptor de estrogeno
ERa, puesto que en ratones machos y hembras con este receptor mutado por knock-out
(ERKOuo), el numero de células inmunorreactivas a la TH era similar al encontrado en
hembras sin mutacion, siendo estos valores hasta tres veces superiores a los hallados en
machos sin mutacién (Simerly y cols., 1997). El hecho de que en ratones macho con el
sindrome de insensibilidad a los androgenos (7fm) por mutacion en el gen del receptor
de andrégenos (4R), no existiese el mismo incremento en la poblacién de neuronas
dopaminérgicas, condujo a los autores a afirmar que es el receptor de estradiol alfa
(ER0) y no el receptor de androgenos (AR) el responsable del patrén masculino de
menor nimero de neuronas dopaminérgicas en el AVPv. Estos datos indican que para el
desarrolio del patrén normal masculino de esta poblacion neuronal es necesaria la
presencia de un ERa intacto (Simerly y cols.,1997, Fannon y cols., 2002). Sin embargo,
dadas las caracteristicas de la mutacién provocada, no es posible delimitar el momento
temporal en que este receptor adquiere protagonismo para este decremento en el macho,
puesto que la mutacion esta presente desde el inicio del desarrollo (Simerly y
cols.,1997). Cabe destacar que las hembras ERKOa poseian niveles de estradiol
circulante en plasma 10 veces superior a las hembras sin mutacién (Rissman y cols.,
1997a), pudiendo haberse producido la actuacion de este estradiol sobre el receptor ERp
y proteger asi a las células de la muerte neuronal (Simerly y cols.,1997). Existe ademas
un patrén diferente entre sexos en cuanto a la expresion de ARNm del ERB, siendo
mayor en las hembras la densidad y el nimero de células ERP positivas que en los
machos, pudiendo aumentarse esta cantidad el P14 en los machos tras

orquidectomizarlos neonatalmente (Orikasa y cols., 2001).

Por otro lado, se ha demostrado que el numero de células apoptéticas en el area

predptica del AVPv es mayor en machos y en hembras androgenizadas (Arai y cols,,
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1994). Tratando a hembras con androgenos perinatalmente se produce un decremento en
el tamafio del AVPv (Murakami y Arai, 1989; Arai y cols., 1994). Estos datos vienen a
confirmar que los andrégenos inducen la diferenciacion sexual en el AVPv prolongando

el periodo de muerte celular en el desarrollo de esta estructura (Arai y cols., 1994).

La mayoria de las neuronas del AVPv expresan genes que codifican receptores
para estrogenos y progesteronas (Simerly, 1998). También hay neuronas que expresan
receptores de glutamato subtipo NMDA (NMDARI) y subtipo AMPA (GIuR1, GluR2 y
GluR3) (Guy cols., 1999).

Otro de los efectos que produce la administracion de estradiol sobre este nucleo
tras ovariectomizar a ratas hembras es el incremento de la actividad de la proteina
fosforilada pCREB (del inglés cAMP response element-binding protein), cuya duracion
es de hasta 4 horas posteriores a la administracion (Gu y cols., 1996). Tratando
previamente con Nafoxidine, un antagonista de estrogenos, este incremento del pCREB
no se producia. La progesterona también, administrada de forma similar que el estradiol,
provocaba primero un decremento y luego un incremento de la actividad de la pCREB,
pero este incremento no duraba mas de 2 horas (Gu y cols., 1996). Este resultado fue
encontrado en otras regiones cerebrales, tales como el area predptica y en el nucleo de la

estria terminal, como comentamos previamente (Zhou y cols., 1996).

Otra de las regiones sexodimorfas en la direccion hembra > macho es el locus
coerules (LC). Este nucleo es un grupo de neuronas situado en la protuberancia o puente,
a lo largo del margen lateral del IV ventriculo y medial al nucleo mesencefélico del
nervio trigémico (Snell, 1994). Envia proyecciones al BOA y al NEST y, a su vez,
recibe aferencias del NEST y del HVM (Swanson y Hartman, 1975; Saper y cols., 1976;
McLean y cols., 1989; Forray y cols., 2000). Este grupo de células es la fuente mas
importante de noradrenalina (NA) del sistema nervioso en el ser humano y la rata
(McLean y cols., 1989; Ordway y cols., 1997; Callado y Stamford, 2000) y presenta
dimorfismo puesto que el volumen y el nimero de neuronas de ratas Wistar es mayor en
hembras que en machos (Guillamén y cols., 1988a; De Blas y cols., 1990; Luque y cols.,

1992). En ratas Sprague-Dawley el LC dorsal posee un volumen mayor en el macho que
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en la hembra (Babstock y cols., 1997). En seres humanos esta estructura €s mayor en las
mujeres, produciéndose variaciones en el numero de neuronas del LC de ambos sexos
asociados con la edad y con patologias tales como el Alzheimer (Zwieten y cols., 1994;

Bush y cols., 1995; Manaye, y cols., 1995; Bus y cols,, 1997; Ohm y cols., 1997).

Por otro lado, la cantidad de neuronas inmnorreactivas a la dopamina -
hidroxilasa es mayor en las hembras (Luque y cols., 1992). En seres humanos, la
cantidad de noradrenalina que sea sintetizada en estas neuronas, esta asoctada a
diferentes patologias, tales como la ansiedad y la depresion. La estimulacion eléctrica
del LC en animales experimentales les induce un estado muy similar a la ansiedad
(Stahl, 1998). En cuadros clinicos de depresion mayor, la proteina de membrana
responsable de dar fin a la actuacion de la NA en el espacio sinaptico del LC, conocida
como el transportador presinaptico o bomba de recaptacion del tipo receptor adrenérgico
a2, esta reducida en comparacién con un grupo sin cuadro depresivo (Klimek y cols,,
1997). Esta reduccion puede deberse a un efecto de regulacion a la baja de esta proteina
transportadora por motivo de una disponibilidad insuficiente de este neurotransmisor en
el espacio sinaptico (Klimek y cols., 1997, Stahl, 1998). Este autorreceptor adrenérgico
0, inhibe la liberaciéon de NA en el LC (Callado y Stamford, 2000), estando situado en
las dendritas (autorrepector somatodendritico o) o en la terminal sinaptica (receptor a;
terminal). Este autorreceptor a, es ademés objeto de terapias farmacologicas tanto por

exceso (ansiedad) como por defecto (depresion) de liberacion de NA (Stahl, 1998).

Tal y como apuntamos previamente, este nucleo es mayor en la hembra
(Guillamon y cols., 1988a; De Blas y cols., 1990; Luque y cols., 1992). Ademas, esta
diferencia se establece postnatalmente, ya que en un principio en el desarrollo en machos
y hembras el crecimiento del volumen y numero de neuronas del LC va al unisono,
estableciéndose las diferencias en volumen el P90 y en nimero de neuronas el P60
(Pinos y cols., 2001). Sin embargo, esta diferencia puede revertirse en la hembra
mediante orquidectomia postpuberal (90 dias de edad), reduciéndose el nimero de
neuronas hasta valores similares al macho, mientras que en el macho orquidectomizado,

esta inversion no se produce (De Blas y cols., 1990). Asimismo, el tratamiento con PT a
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hembras en el P1 produjo una significativa reduccién del nimero de neuronas y volumen

del LC (Guillamoén y cols., 1988a).

Otra de las manipulaciones experimentales que se han practicado y que han
conseguido invertir el patron habitual de dimorfismo sexual en este nucleo, en ratas
Wistar machos y hembras, ha sido la administracion de diazepam (DZ) en diferentes
momentos del desarrollo (Rodriguez-Zafra y cols., 1993). La inyeccién prenatal (E14-
E21) en el macho de DZ produjo un incremento en el nimero de neuronas y en el
volumen del LC adulto (a los 90 dias), mientras que en las hembras, tanto el tratamiento
prenatal como el postnatal (PO-P16) de DZ produjeron un decremento en los parametros

citados (Rodriguez-Zafra, 1993).

Las subunidades de receptor GABA mejor detectadas en los nicleos pontinos y
nervios craneales en la médula, donde se encuentra el LC, fueron las al-, B2 y y2 (Pirker
y cols., 2000). La combinacion de estas tres subunidades en un mismo receptor GABA,
€s necesaria para crear un sitio de unién a las bénzodiacepinas (McEwen, 1991a; Stahl,
1998; Rupprecht y Holsboer, 1999). Las BZD actuarian sobre el receptor GABA, del
LC como moduladores alostéricos positivos, esto es, incrementando y potenciando la
conductancia al Cl ~ a través del canal de cloro del receptor GABA, tras unirse al sitio

receptor para BZD que existe en el complejo GABA, y en presencia del propio GABA
(Stahl, 1998).

Antes de pasar a tratar el sistema del nucleo espinal bulbocavernoso (NEB),
vamos a comentar otras diferencias entre sexos en estructuras cerebrales en la rata y el
ser humano. Por ejemplo, la comisura anterior (CA) es diferente morfoloégicamente entre
machos y hembras de ratas Long Evans, presentando en los machos un tamafio mayor
que en las hembras, aunque el incremento que se produce entre los dias P68 y P175 es
mayor en la hembra (Noonan y cols., 1998). Las regiones supuestamente cognitivas de la
rata, tales como el cortex, hipocampo y cuerpo calloso son sexodimorfas (Juraska,
1991). Diamond en 1987 demostré la existencia de un desarrollo opuesto y asimétrico
para el grosor de la corteza cerebral de la rata (Diamond, 1987). Concretamente

demostré que el cortex derecho en el macho era mas delgado que el izquierdo a la edad
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de 904 dias, mientras que en la hembra, el cortex izquierdo era mas delgado que el
derecho desde la edad de 7 a 400 dias. Ovariectomizando a las hembras el PO se
comprob6 que a los 90 dias, cambiaba su grosor propio por el del macho, siendo el
derecho mas delgado que el izquierdo (Diamond, 1987). Otras diferencias que este autor
encontré se referian a la concentracion en el cortex del receptor de estrogeno (en el
macho concentrado mayoritariamente en el cortex izquierdo y en la hembra en el
derecho) y al niimero de neuronas y glias en la corteza cerebral, teniendo el macho
mayor concentracion de éstos en el cortex del hemisferio derecho y la hembra en el
izquierdo (Diamond, 1987). Teskey y su equipo encontraron en 1999 que en ratas Long
Evans, tras estimularles eléctricamente el neocortex frontal, las hembras presentaban un
descenso en la densidad, longitud y ramificaciones de las espinas dendriticas basilares y
apicales en esta region cortical a los 7 dias de estimulacion, mientras que los machos se
producia el mismo descenso, pero a los 25 dias de estimulacion (Teskey y cols., 1999).
Recientemente se ha podido demostrar que el grosor del cortex cerebral en ratones
machos es mayor que en hembras y ademas, dependiente de los esteroides gonadales y

no de la presencia o ausencia del gen Sry (Markham 'y cols., 2003).

En el ser humano también existen diferencias sexuales en estructuras cerebrales.
Algunas han sido ya comentadas al ser integrantes del circuito del sistema vomeronasal,
tales como el nucleo intersticial 3 del hipotalamo, NIHA-3 (Allen y cols., 1989; LeVay,
1991, LeVay, 1995), el nucleo sexodimorfo del érea preoptica medial NSD-APM
(Swaab and Fliers, 1985; Hofman y Swaab, 1989) y la parte central del nicleo de la
estria terminal (NESTc) (Allen y Gorski 1990; Zhou y cols., 1995; Kruijver y cols.,
2000; Chung y cols., 2002). En humanos también existen diferencias en cuanto al
volumen del 16bulo parietal inferior (LPI), poseyendo los hombres mayor volumen en el
hemisferio izquierdo que las mujeres (Frederikse y cols., 1999). También el splenium del
cuerpo calloso es diferente morfolégicamente entre sexos, siendo mayor en las mujeres
medido in vivo mediante resonancia magnética (Allen y cols., 1991). La simetria
cerebral, asimismo, difiere entre hombres y mujeres, ya que los hombres exhiben
asimetrias mas acentuadas y mayor dominancia del hemisferio derecho que las mujeres,

que presentan patrones de lateralizacion mas difusos (Wisniewski, 1998).
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La mayoria de los estudios de dimorfismo sexual realizados en seres humanos
han ido encaminados a buscar sustratos neurobiolégicos explicativos para la orientacion
homosexual. Otro ejemplo de este interés es el trabajo realizado por Allen y Gorski en
1992 sobre la comisura anterior. Este conjunto de fibras es mayor en las mujeres (Allen
y Gorski, 1991) y se comprobé que en hombres homosexuales era de mayor tamaiio
comparado tanto con hombres como con mujeres heterosexuales, en un 34% y un 18%
respectivamente, sirviendo estas diferencias para explicar las distinciones relativas a
habilidades cognitivas (verbales) que se han encontrado en hombres homosexuales

(Allen y Gorski, 1992; Hampson, 1999).

Sin embargo, relacionar el tamafio de las estructuras cerebrales con la
funcionalidad de éstas, aplicando el principio de masa de Jerison, segun el cual, la masa
de un tejido neuronal que controla una funcion determinada es apropiada con la cantidad
de informacion necesaria para la ejecucion de dicha funcién [Jerison, 1973; en (Jacobs y
cols., 1990)], es, como poco, muy arriesgado. Ya en el siglo XIX, los anatomistas
identificaban el menor peso del cerebro de la mujer y su mayor simetria anatomica como
indicios de la inferioridad del intelecto femenino (De Vries y Boyle, 1998). En el SVN
la mayoria de los nicleos de relevo que lo componen son mayores en €l macho, sin ir
necesariamente asociado a una mejor o mas eficaz ejecucion de las tareas relacionadas

con estos nucleos.

Como veremos con posterioridad, las conductas sexualmente dimorfas en la rata
responden a la activacién de todo el circuito componente del SVN, interrelacionado e
interconectado. Algunos autores incluso sostienen que las diferencias morfoldgicas
sexuales en estructuras pertenecientes al SVN, como el APM, facilitan la expresion de
conductas de manera similar en machos y hembras, en vez de hacerlas divergentes (De
Vries y Boyle, 1998). Si en especies simples como la rata, no es aplicable la correlacion
tamafio de estructura cerebral-funcién, tanto menos lo sera para el ser humano, en
conductas tan sumamente complejas y tan dependientes de variables externas como la
conducta sexual. El significado funcional de las diferencias sexuales morfologicas
cerebrales para la conducta sexual de la rata macho han sido abordadas desde la
perspectiva de que los parametros mayores en éstos servirian para, en primer lugar,
permitirles exhibir la conducta sexual y en segundo lugar, inhibir de manera ténica la

expresion de conductas propias de la hembra tales como la que exhibe durante la
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reproduccion (lordosis) y la conducta maternal (Segovia y Guillamén, 1993). Sin
embargo, es necesaria mas investigacion para determinar el significado funcional de los
mayores parametros morfologicos cerebrales en la hembra (Segovia y Guillamon, 1993;

Del Cerro, 1998; Segovia y cols., 1999).

Otro aspecto en el que difieren los hombres y las mujeres es el relacionado con el
sistema inmune (Klein, 2000; Martin, 2000). Los machos de muchas especies, desde los
nematodos y los insectos hasta los peces, reptiles pajaros y mamiferos tienen una
esperanza de vida mas corta que las hembras (Olsen y Kovacs, 1996; Klein, 2000). Los
hombres son mas susceptibles que las mujeres en desarrollar infecciones tales como
disenteria, gonorrea, meningitis, neumonia, rabia, sifilis, tétano y ciertos tipos de
canceres (Goble y Konopka, 1973). Los linfocitos T, mediante las células T
colaboradoras, supresoras o citotoxicas, tienen la funcion de ser efectores de procesos de
inmunidad por células y la de regular a los lifocitos B plasmaticos y de memoria, cuya
misién es la de producir anticuerpos. Las células T migran de las células primordiales de
la médula dsea y sufren un proceso de destruccion masiva antes de convertirse en células
T maduras. Alrededor del 90% de estos linfocitos son destruidos y gran parte de ellos
por accién de los corticosteroides y los glucocorticoides, a través de la induccion de
apoptosis (Eisen, 1983; Streit y Kincaid-Colton, 1996; Kirsh y cols., 1999). El timo,
formado en su totalidad en el momento del nacimiento por células provenientes del
higado y de la médula 6sea roja, experimenta igualmente una atrofia gradual por motivos
naturales, o bien de forma rapida debida a una exposicion a agentes estresantes

(involucion accidental) (Eisen, 1983).

Esta facilitacion de la muerte celular en los linfocitos ha sido demostrada
también para los esteroides gonadales. Los androgenos aceleran la apotosis del timo, ya
que administrando PT a ratas macho castradas, el tamafio en el timo se redujo entre las 2
y las 4 horas de la administracion (Olsen y cols., 1998). La exposicion de células
inmunes a 5a-DHT in vitro induce la fragmentacion y la apoptosis del ADN de éstas,
pero solo con altas concentraciones de receptor de andrégeno (AR) (Chapman y cols.,
1996). En ratones Ifm tratados con PT, no se observé el incremento mencionado de
apoptosis (Olsen y cols., 1998). Los gatos (F elis catus) machos enfermos con el virus de
inmunodeficiencia felina (VIF) muestran mas apoptosis de linfocitos que las hembras

(Hofmann-Lehmann y cols., 1998). Ademas en las gatas hembra con bajos niveles de
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estradiol en plasma se dio mas apoptosis de células inmunes que en las que tenian los
niveles de estradiol mas altos y castrando a machos no se produjo ninguna variacion en
la apoptosis inducida por el VIF (Hofmann-Lehmann y cols., 1998). Los androgenos y
estrogenos tienen una funcién en la regulacion de la inmunidad y c6mo respondan las
células inmunes a los esteroides gonadales se establece segin la exposicion temprana a
¢éstos durante el desarrollo (Martin, 2000). En ratones macho 7fm, la cantidad de
linfocitos del macho es similar a los hallados en la hembra sin mutacion, superando
ambos en 36 veces a la cantidad existente en el macho sin mutacién (Olsen y Kovacs,

1989; Olsen y Kovacs, 1996; Olsen y cols., 1998).

1.3.2. Sistema del nucleo espinal bulbocavernoso (NEB)

El nicleo espinal bulbocavernoso (NEB) es un grupo discreto de motoneuronas
espinales localizadas en el cuerno ventral medular del asta gris anterior situada entre el
quinto y sexto segmento lumbar en la rata. Estas motoneuronas estan inhervando
mediante sus fibras eferentes a dos musculos estriados perineales que son el levator ani
(LA) y el bulbocavernoso (BC), asi como el esfinter anal. El complejo LA4-BC controla el
reflejo de ereccién del pene del macho durante la conducta copulatoria, activandose
ritmicamente durante la ereccioén y eyaculacion del macho (Bredlove y Amold, 1981;

Nordeen y cols., 1985; Christensen y cols., 1999).

Existe otro grupo de motoneuronas situadas en el mismo segmento lumbar que es
el nicleo dorsolateral (NDL) que inerva al musculo isquicavernoso (IC) (Breedlove y
Arnold, 1981; Tobet y Fox, 1992). En seres humanos el musculo del bulbocavernoso,
inervado por el nucleo de Onuf (homdlogo humano del NEB en la rata), se sita
alrededor de la uretra con la funcién de proporcionar el fluido seminal durante la
eyaculaciéon y contraerse de manera voluntaria al final de la miccion para vaciar

totalmente la vejiga (Forger y Breedlove, 1986; Yang y Bradley 1999).

Las motoneuronas y las dianas musculares del nicleo espinal bulbocavernoso en
roedores machos son muy sensibles a los andrégenos (Fishman y cols., 1990;

Christensen y cols., 1999). Machos genéticos tratados prenatalmente (E11-E21) con
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flutamida, un antiandrégeno y gonadectomizados al nacer, poseen menor nimero de
neuronas en el NEB y el NDL, menor 4rea somal y nuclear en el NEB y menor peso en
los musculos perineales, mientras que a las hembras genéticas este mismo tratamiento no
les produce ninguna variacién (Breedlove y Amold, 1983a; Ward, 1992). Tras castrar a
ratas machos, se observa en el NEB de adultos un significativo descenso del tamafio
neuronal (Breedlove y Arnold, 1981), asi como un decremento de la longitud de las
dendritas (Kurz y cols., 1986) y también una reduccion del niimero y tamafio de las
sinapsis sobre estas neuronas, siendo todas estas reversibles mediante la administracion
posterior de androgenos (Matsumoto y cols., 1988; Tobin y Payne, 1991). Sin embargo,
esta reversibilidad se restringe a un periodo del desarrollo concreto, antes de que se
produzca la muerte de las células, puesto que una vez que Se produce, no pueden ser
rescatadas por los andrégenos (Christensen y cols., 1999). Administrando propionato de
testosterona (pero no dihidrotestosterona ni estradiol) prenatalmente (ultima semana de
gestaciéon) o neonatalmente (dias P1 a P5) a ratas hembra o a machos castrados se
produce un incremento en el nimero de motoneuronas del NEB (Breedlove y cols,,

1982; Breedlove y Arnold, 1983b; Rand y Breedlove, 1992).

La influencia de los androgenos sobre esta estructura medular no se limita a la
contribucion de la supervivencia celular, también influye en el establecimiento de las
conexiones sinapticas del NEB con el LA. Se quiso comprobar cuadl de estos
tratamientos, benzoato de estradiol (BE), o propionato de dihidrotestosterona (DHTP) o
ambos (BE + DHTP), o propionato de testosterona (PT) o por dltimo, vehiculo (Veh),
administrados a machos castrados en el P7 era capaz de inducir la pérdida de inervacion
en el desarrollo de musculos esqueléticos, mediante la eliminacion sinaptica
neuromuscular. Se pudo comprobar que so6lo el PT y la mezcla de DHTP + BE eran

capaces de inducir esta pérdida (Jordan y cols., 1995).

Igualmente se ha podido comprobar en diferentes investigaciones que los
andrégenos regulan la expresion genética de proteinas citoesqueléticas estructurales en
el NEB, tales como la [B-actina y - tubulina (Matsumoto y cols., 1993; Matsumoto, y
cols., 1994) pudiendo estar estas proteinas implicadas en el mecanismo molecular del
mantenimiento de la morfologia adulta del NEB del macho (Christensen y cols., 1999).

En general, parece establecerse que estas proteinas actian so6lo sobre las motoneuronas

67



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos

que inervan musculos esenciales para la conducta sexual del macho (Christensen y cols.,

1999)

El NEB esta presente también en hembras, pero en un tamafio 3 veces menor,
ya que solo poseen de esta estructura las motoneuronas que controlan el esfinter anal. De
adultas no poseen el BC mientras que el L4 es un delgado musculo que rodea el
conducto anal (Breedlove y Armold, 1981; Nelson, 1996; Christensen y cols., 1999). Si a
ratas hembra se les administra perinatalmente estradiol, su NEB a la edad P10 es
idéntico del que tendrian sin ningin tratamiento, pero si lo que se les administra es E
mas DHT, a esta edad poseen el mismo numero de motoneuronas en el NEB que los
machos sin tratar (Goldstein y Sengelaub, 1990). También las hembras experimentan un
incremento del niimero de motoneuronas del NEB tras la administracion de PT durante

los primeros tres dias postnatales (P1-P3) (Fishman y Breedlove, 1992).

Podrian establecerse dos periodos secuenciales en la formacion del NEB en
machos y hembras. En el periodo prenatal no existen diferencias entre los machos y las
hembras en el nimero de neuronas del NEB, incrementando en ambos por igual. Del
E18 al E20 el nimero de motoneuronas del NEB han aumentado similarmente en
machos y hembras, pero en el E22, las hembras se mantienen y en los machos se
produce un incremento (Christensen y cols., 1999). Posteriormente, en el periodo
postnatal, la muerte celular hace decrecer las motoneuronas del NEB en las hembras un
70 % y en los machos en un 25%, estableciéndose las diferencias adultas a partir del P10

(Nordeen y cols., 1985; Tobet y Fox, 1992; Christensen y cols., 1999).

Para explicar esta diferencia entre sexos y teniendo en cuenta la relevancia que
han demostrado tener los androgenos en el desarrollo de esta estructura, se ha recurrido a
la actuacion de los andrégenos sobre el NEB en periodos criticos de muerte neuronal
postnatal. Estos actuarian en el macho protegiendo de esta muerte neuronal o
promoviendo la supervivencia neuronal, permitiendo asi que conserven un mayor
numero de neuronas hasta el estado adulto (Nordeen y cols., 1985; Fishman y

Breedlove, 1992).

El ARNm del receptor de androgenos se empieza a expresar €l E12.5 en la

embriogénesis del raton. Durante el desarrollo de los genitales externos se detecta la
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expresion del AR en el tubérculo genital de ambos sexos, en la prominencia genital, que
posteriormente seran los labios mayores y en el escroto. En el macho se detecta también
en los conductos mesonéfricos (Wolff), en el epididimo, en la vesicula seminal, en los
conductos deferentes y en los conductos eyaculatorios. Otros sitios donde el ARNm del
AR esta expresandose a partir del P10 son la glandula adrenal, el musculo levartor ani 'y
los testiculos, aunque en este Gltimo lugar con menor intensidad (Jordan y cols., 1997,
Crocoll y cols., 1998). En ratas macho adultas, se localiza la presencia del AR en las
motoneuronas del nicleo espinal bulbocavernoso (NEB), del niicleo dorsolateral (NDL)
y del niicleo retrodorsolateral (NRDL), siendo la presencia de AR mas evidente en el
NEB. En ratas macho gonadectomizadas y en ratas macho no tratadas pero portadoras de
la mutacién de insensibilidad a los androgenos (Tfin) no se detectaron receptores de AR
en ninguna de las motoneuronas de las regiones mencionadas (Freeman y cols., 1995).
En estas ratas (Tfm), se ha comprobado que los tamafos neuronales de las
motoneuronas del NEB en machos 7fin eran idénticos a los de las hembras sin mutacion
y ambos significativamente menores que los de los machos sin mutacion. Esto sugiere
que la testosterona efectiia su proteccion sobre las motoneuronas del macho en funcion
de su posibilidad de actuacién sobre los AR en el periodo critico, no siendo efectiva la
testosterona si actiia sobre unos receptores insensibles (Breedlove y Arnold, 1981;
Freeman y col 1996, Watson y cols., 2001). En hembras Tfm mosaicos (X7mX), esto es,
en la mitad de sus células expresan el AR intacto (sin mutacion) y en la otra mitad de sus
células expresan el AR mutado (Tfm), se pudo comprobar que s6lo las motoneuronas sin
mutacién respondian a los androgenos incrementando el tamafio del soma en el NEB
(Watson y cols., 2001) y disminuyendo la expresion del péptido relacionado con el gen
de calcitonina (CGRP, del inglés Calcitonin Gene-Related Petide) (Monks y cols.,
1999).

Otras variables que influyen en el tamafio de las motoneuronas del NEB son la
edad y la experiencia sexual. Respecto a la primera, Matsumoto recientemente
comprob6 que el nimero y el tamafio de los contactos sinapticos de las motoneuronas
del NEB disminuian con la edad en las ratas, probablemente debido a las oscilaciones
descendentes de androgenos circulantes (Matsumoto, 1998; Matsumoto, 2002). Por otro
lado, Breedlove en 1997 demostro como la experiencia sexual adulta alteraba los
parametros de las motoneuronas del NEB. Castro6 a veinte machos Sprague-Dawley a la

edad de 117 a 123 dias y les implant6 una capsula de testosterona para que su ejecucion
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sexual no se deteriorase. Como resultado encontr6 que los diez machos que habian
practicado la copula poseian tamafios de los somas y los nucleos celulares en el NEB

significativamente menores que los machos que no habian copulado (Breedlove, 1997).

1.3.3.Mecanismos explicativos de la diferenciacion sexual.

Con lo expuesto hasta ahora, parece ponerse en evidencia que el dimorfismo
sexual que existe en algunas estructuras del SVN donde el patron que predomina es el de
macho > hembra, se deben a la actuacion del estradiol aromatizado de la testosterona,
como es el caso del BOA (Pérez-Laso y cols., 1996), del NTOA (Collado y cols., 1990;
Collado y cols., 1993), del NSD-APM (Dohler y cols., 1982; Dohler y cols., 1986; Davis
y cols., 1996), de la Me (Mizukami y cols., 1983) y de la PMCo (Vinader-Caerols y
cols., 1998). En otras estructuras del mismo patron, aunque no se haya demostrado el
efecto del estradiol mediante la aromatizacion, éste parece ser el mas probable, como en
el caso del NESTpm (Del Abril y cols., 1987; Guillamén y cols., 1988b) y del HVM
(Dérner y Staudt, 1968). Otras estructuras, sin embargo, parecen ser sensibles al efecto
de la testosterona sin aromatizar, como el caso del NEB y del NDL (Breedlove y Arnold,
1981; Breedlove y Amold, 1983a; Kurz y cols.,, 1986, Matsumoto y cols., 1988;
Fishman y cols., 1990; Tobin y Payne, 1991; Ward, 1992; Jordan y cols., 1995;
Christensen y cols., 1999).

Una vez presentados estos datos que avalan y documentan la existencia de
diferencias sexuales en el sistema nervioso de mamiferos, queda plantearse qué
explicaciones han aportado los investigadores sobre estos hechos. Estas han ido al son
del pensamiento dominante de la época respecto a las posibilidades o imposibilidades de
cambio de las células del sistema nervioso central. Por un lado y siguiendo la inercia del
razonamiento de la determinacion sexual genética, figuran los trabajos en los que se
refleja que los esteroides no son los mediadores principales en las diferencias entre
géneros, sino que lo son los genes. Fue Santiago Ramoén y Cajal quien, haciendo
referencia al crecimiento dendritico en las células de Purkinje, ya sugiri6 que las
posibles modificaciones que se produjeran sobre estas células, habian de llevarse a cabo
sobre un esquema genomico previo (Torand-Allerand, 1986). El entorno historico en el

que esta afirmacion se produjo seguia una linea de razonamiento, que asumia que, una
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vez terminado el desarrollo cerebral, las fuentes de crecimiento y de generacion de los
axones y dendritas se paralizan, siendo las vias nerviosas de los cerebros adultos algo

fijo, terminado, inmutable (citado en Bregado-Rosado y Almaguer-Melian, 2000).

Esta concepcion determinista sobre las células nerviosas se fue desvaneciendo
progresivamente al encontrar evidencias de que sus caracteristicas y su adaptabilidad,
limitada pero considerable, eran incompatibles con esta creencia. A este cambio
contribuyeron, por un lado, los hallazgos encontrados referentes a los ambientes
enriquecidos, que promovian tanto en humanos como en rata el desarrollo exuberante de
neuronas corticales y células gliales. Por otro lado, también la capacidad probada de
ramificacion colateral de neuronas tras una lesion, con el objeto de rescatar funciones
perdidas. Y finalmente y relacionada con la anterior, el cerebro no dafiado también es
capaz de cambios estructurales y plasticos de especializacion sensorial (McEwen, 2001).
Estos hallazgos dieron pruebas de la plasticidad funcional del cerebro, en la que las

hormonas circulantes en plasma juegan un importante papel.

Aunque si bien es cierto que la tendencia actual mas fuerte para explicar la
diferenciacion y el desarrollo de las células neuronales es esta ultima comentada, existen
algunos datos para los que la explicacion del efecto hormonal no es eficaz y para los que
se sigue recurriendo a la explicacion determinista genética. Tal es el caso del trabajo de
Reisert y Pilgrim de 1991, en el que demostraron que neuronas sexodimorfas en cuanto
al patron de secrecion de dopamina, mantenian este dimorfismo en tejido embrionario in
vitro y aisladas de cualquier influencia epigenética hormonal (Reisert y Pilgrim, 1991).
Los autores sostienen que la posible explicacion de este dimorfismo viene dada por la
informacion genética que portan las células y que les induce a sobrevivir o no, pudiendo
incidir en la actividad hormonal que les pueda influir para este fin (Pilgrim y Reisert,

1991; Arnold, 1996).

Existen ejemplos mas recientes de este hecho, empleando animales manipulados
genéticamente, en los que su sexo genético era independiente del sexo gonadal
fenotipico. En estos casos, pudieron comprobar como las células neuronales
provenientes de animales XX o XY diferian fenotipicamente, sugiriendo que la
actuacion inicial del cromosoma X o Y con los genes que estos conlleven, condiciona,

de alguna manera, el desarrollo sexodimorfo de la neuronas (Carruth y cols., 2002; Xuy
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cols., 2002). En otros estudios mas especificos se manipul6 el gen Sry, de manera que
los grupos experimentales eran genéticamente XX y XY con ovarios y XX, XY con
testiculos, pudiendo aislar el efecto de gonadal del cromosémico. Entre otras variables
dependientes registraron el dimorfismo sexual en estructuras neuroanatomicas como el
séptum, el hipotalamo, la espina dorsal lumbar y el grosor del cortex y encontraron que
en la mayoria de los parametros sexualmente dimorfos registrados, lo determinante era
el sexo gonadal, pero respecto al séprum lateral y a la densidad de fibras
inmunorreactivas a la vasopresina en éste, el patron genético XY, con o sin testiculos,
inclinaba la balanza sexodimorfa, teniendo los machos genéticos mas fibras VS-ir en el
séptum que los grupos XX, con o sin testiculos (De Vries y cols., 2002; Markham y
cols., 2003). Este resultado hizo sugerir a los autores que los genes sexuales,
independientemente de la corriente hormonal predominante que exista debido a las

gonadas con las que cuente el organismo, contribuyen a la diferenciacion sexual del

cerebro.

La mayoria de los autores en la actualidad, sostienen, o han sostenido, una
postura integrativa y ecléctica en este punto, considerando que la expresion genética esta
regulando diferencialmente el cerebro, influyendo en su desarrollo y muy probablemente
siendo alterada por el ambiente hormonal durante el transcurso de la vida (McEwen y

Finch, 1992).

En nuestra aproximacion a los mecanismos explicativos de la diferenciacion
sexual del sistema nervioso, nos centraremos en el efecto de los esteroides gonadales,
concretamente del estradiol, sobre las células neuronales en épocas determinadas del
desarrollo. Para tratar este tema seguiremos un criterio ordenado y secuencial en el
tiempo, segun la actuacion de las enzimas y esteroides que tomen parte en este proceso.
Por ello, empezaremos abordando la enzima Aromatasa (Aro) y la proteina a feto-
proteina (AFP), por ser ambas responsables de la cantidad de estradiol (E;) que haya en
plasma durante la diferenciacion sexual en los periodos criticos. Posteriormente
trataremos la actuacion de este esteroide sobre su receptor (ER), para abordar los
cambios gendmicos y no genoémicos que la actuacion del E, ejerce sobre el crecimiento
neuritico y la arborizacion, asi como sobre la neuroproteccion celular en la apoptosis y la
oxidacion. Por dltimo, abordaremos la actuacion no gendémica de neuroesteroides sobre

los receptores NMDA y GABAA.
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1.3.4.1. Hipotesis de la Aromatasa.

La enzima Aromatasa (Aro) es la responsable de la catalizacion de la testosterona
en 17p-estradiol (E;), de la androstenediona en estrona y de la 16a-
hidroxiandrostenediona en estriol (Naftolin y cols., 1982; Naftolin, 1994). Es el producto
del gen CYPI9 que forma parte de la superfamilia de citocromo P-450, situado en
humanos en el cromosoma 15. La Aro es un complejo enzimatico de recaptacion de
membrana, localizada en el reticulo endoplasmatico y en la membrana nuclear del
interior de la célula (Naftolin y cols., 1982; Naftolin, 1994; Roselli y Resko, 1997;
Negri-Cesi y cols., 2000; Lephart y cols., 2001). Su actividad esta presente en varias
regiones cerebrales durante el desarrollo, especialmente en el drea preoptica del
hipotalamo y en el sistema limbico (McEwen, 1978; Balthazart y Ball, 1998; Negri-Cesi
y cols., 2000; Lephart y cols., 2001) y ampliamente en el NEST (Roselli y cols., 1996;
Roselli y Resko, 1997; Negri-Cesi y cols., 2001). Otros lugares donde esta enzima se
expresa son las gonadas, la placenta, la prostata y el tejido adiposo (Lephart y cols,,
2001), asi como en los astrocitos (Zwain y Yen, 1999; Negri-Cesi y cols., 2000) y en el
hipotalamo tras lesion por 4cido kainico, con la consecuente facilitacion de la reparacion

de la zona dafiada mediante la actuacion del E; (Garcia-Segura y cols., 1998a).

En su expresién y actividad, esta enzima es diferente entre sexos, existiendo
niveles enzimaticos mayores en el macho que en la hembra (Abdelgadir y cols., 1994;
Beyer y cols., 1994, Roselli y cols., 1996; Lauber y cols., 1997, Roselli y Resko, 1997,
Roselli y Klosterman, 1998; Negri-Cesi y cols., 2001). Durante la época embrionaria
temprana sin embargo, este dimorfismo aun no esta presente. Concretamente, en el E13
se encontraron neuronas inmunorreactiva a la Aromatasa (Aro-ir) en machos y hembras
en el area predptica (APM), el dia E15 en el NEST, el dia E16 en el nicleo ventromedial
del hipotdlamo (HVM) y el E19 en el nicleo arcuato (Arc), empezando a diferenciarse
sexualmente a partir de los ultimos dias de la gestacion (Tsuro y cols., 1994). Entre los
dias embrionario E18 y E20, la actividad del ARNm del gen de la enzima Aro es
especialmente abundante en las regiones cerebrales del NPM, del NSD-APM, del NEST
y del Me de los machos (Lauber y Lichtensteiger, 1994; Lauber y cols., 1997).
Postnatalmente el ARNm del gen de la Aro en ambos sexos experimenta una elevacion

en el P2 (Raab y cols., 1995), momento en el que su presencia en el NEST y el NSD-
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APM es significativamente mayor en los machos (Lauber y cols., 1997), para descender
en su expresion progresivamente, hasta el estadio adulto, estando practicamente ausente

ya el P20 (Raab y cols., 1995).

Existen diferentes propuestas explicativas respecto a esta diferencia sexual
enzimatica. Se sugirid que los andrégenos eran los reguladores principales de esta
enzima y ya que existe una diferencia en la concentracion de éstos entre sexos, la
actividad de la Aro seria igualmente diferencial. La concentracion de androgenos en
plasma es mayor en los machos que en hembras, por actuacion de las células de Leydig
y corteza suprarrenal. En éstas los andrégenos liberados por la glandulas adrenales, la
placenta y la teca interna del foliculo maduro en los ovarios no alcanzan los niveles en
plasma que existe en los machos. Esta diferente cantidad de androgenos entre los sexos
incidiria en una mayor actividad de la Aromatasa en los machos (Roselli y Resko, 1984).
Se demostro que la testosterona estimulaba la actividad de la Aromatasa en el éarea
preoptica del hipotalamo en un 133%, mientras que la DHT lo hacia en un 92% y la
administracion del antiandrogeno flutamida reducia la actividad de la Aromatasa en la
misma zona en un 42% (Roselli y Resko, 1984). La castracion a machos, igualmente,
reducia la expresion del ARNm del gen de la enzima Aro y su actividad de la enzima
Aromatasa, siendo restituidas tras la administracion de testosterona o dihidrotestosterona
o de E; junto con DHT, pero no de E; s6lo (Roselli y Resko, 1984; Roselli, 1991a;
Abdelgadir y cols., 1994; Roselli y cols., 1997).

Por otro lado, en ratones machos que poseen una mutacién en el receptor de
androgenos que provoca su insensibilidad (7fm), se encontré que la conversion de la
enzima Aro total en el hipotdlamo y el cortex cerebral fue 1.5 veces menor que en los
machos sin mutacion, igualandose al grupo de hembras sin mutacion (Rosenfeld y cols.,
1977). Los tratamientos restitutivos de androgenos, no pudieron incrementar la
actividad de la Aro en estos machos Tfm en las regiones del area preoptica del
hipotalamo y de la amigdala, lugares en los que la actividad de la enzima Aro estaba de
un 40% a un 70% disminuida (Roselli y cols., 1987), poniendo en evidencia que la
concentracion de receptores de androgenos funcionales correlaciona con la induccion de

la actividad de la enzima Aro (Roselli y Resko, 1993).
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En cultivos cerebrales del hipotalamo, aislados de cualquier influencia
hormonal, se pudo comprobar que igualmente existia esta diferencia entre machos y
hembras en cuanto a la actividad de la enzima Aro y a la expresion de células
inmunorreactivas a ésta (Aro-ir) (Beyer y cols., 1994; Negri-Cesi y cols., 2001). Aunque
el nivel de actividad de la enzima Aro era similar en machos y hembras, lo que diferia
era la mayor proporcion de neuronas masculinas que expresaban Aromatasa (Beyer y
cols., 1994). En regiones cerebrales como el APM, el NEST, el area preoptica
periventricular (APOPV), el hipotilamo anterior (HA) y el HVM, la actividad
diferencial de la Aromatasa en machos y hembras se debe a una diferente velocidad
méxima de actuacion de la enzima con la testosterona (Roselli y cols., 1996). Se
observé que esta diferencia se ponia de manifiesto en las regiones APM, HA e HVM de
machos so6lo tras administrar determinadas dosis de testosterona, en un rango de 0.3 a35
ng/ml, mientras que, en el NEST y en el APOPV, cualquiera de las dosis fisiologicas de
testosterona administrada provocaba mayor actividad y velocidad maxima de actuacion
de la Aro (Roselli y cols., 1996; Roselli y Resko, 1997). Esta diferencia de respuesta
ante dosis diferentes de testosterona de la enzima Aromatasa ha hecho sugerir a los
autores que existe dimorfismo sexual en cuanto al mecanismo de induccion enzimatico
influido, por un lado por la cantidad de testosterona que haya circulante en plasma y por
otro lado, por la regién cerebral concreta sobre la que ésta actie (Roselli y cols., 1996;

Roselli y Resko, 1997).

Las propuestas mas recientes sefialan que la testosterona y/o sus metabolitos
acttian en el cerebro en desarrollo para determinar esta capacidad de aromatizacion
especifica de cada sexo (Roselli y Klosterman, 1998). También se ha sugerido una
posible actuacion sinérgica entre los androgenos y los estrogenos, pudiendo adherirse los
esteroides a los AR y ER de las mismas células y regular asi, mediante actuacion
intracrina, la sintesis de Aromatasa (Roselli, 1991b; Balthazart y Ball, 1998). Otras
propuestas interesantes proponen que, puesto que las fibras inmunorreactivas a la
tirosina hidroxilasa (TH-ir) se encuentran cercanas de las células Aro-ir, la dopamina
(DA) o la noradrenalina (NA) pudieran estar estimulando la sintesis de Aromatasa a
través de los receptores D1 en el caso de la DA, que incrementarian la actividad del
AMPc y ésta a su vez a la pCREB, o disminuyéndola tratandose de la NA através del
autorreceptor g, que por el contrario, inhibiria el AMPc (Balthazart y Ball, 1998). Este
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ultimo supuesto alude a posibles mecanismos trans-sinapticos de regulacion de la

enzima Aromatasa.

La Aromatasa metaboliza la testosterona a estradiol y ésta Gltima se ha propuesto
en repetidas ocasiones como la responsable de la existencia de dimorfismo sexuales en
el SNC. Como comentamos con anterioridad, en el SVN el BOA (Pérez-Laso y cols.,
1996), el NTOA (Collado y cols., 1990; Collado y cols., 1993), el NSD-APM (Déhler y
cols., 1982; Dohler y cols., 1986; Davis y cols., 1996), la Me (Mizukami y cols., 1983) y
la PMCo (Vinader-Caerols y cols., 1998) parecen deber su patron sexualmente dimorfo a
la actividad del estradiol. Junto con estos datos, la hipotesis de la aromatizacion se
sustenta en estos principios. En primer lugar, los andrégenos aromatizables mimetizan el
efecto masculinizante que la testosterona efectua sobre regiones del SNC, en ratas
hembras tratadas neonatalmente e impiden la desmasculinizaciéon en ratas machos
castradas neonatalmente. En segundo lugar, un producto intermedio en la metabolizacion
de la testosterona a estradiol, la 19-hidroxitestosterona, es mas efectiva en la
masculinizacion de hembras que la testosterona, al aplicarlas ambas neonatalmente. En
tercer lugar, el estradiol ha demostrado ser eficaz en la masculinizacion de las regiones
cerebrales como las anteriormente comentadas, mientras que los antiestrogenos y los
inhibidores de la enzima Aromatasa en hembras neonatas impiden este efecto
masculinizador. Y por ultimo. el estradiol ha demostrado ser efectivo en la estimulacion
del crecimiento dendritico y en la proteccion de muerte neuronal, mientras que por el
contrario, los andrégenos no aromatizables, como la DHT, han fallado en este propésito

(Negri-Cesi y cols., 2000).

Ratones knock-out para el gen responsable de la aromatizacion, el cypl9, poseen
un anormal desarrollo gonadal. Las hembras ArKO poseen ovarios con numerosos
foliculos y células granulosas, pero no tienen cuerpo luteo y el desarrollo de las
glandulas mamarias es muy tardio (Ficher y cols., 1998). Los machos ArKO son
inicialmente fértiles, pero van volviéndose infértiles progresivamente, pues su
espermatogéneis se ve mermada (Robertson y cols., 1999). Lo interesante de estos
animales es que debido a su mutacién, sus niveles de testosterona en plasma son

elevados, asi como los niveles de las hormonas LH y FSH (Ficher y cols., 1998). Por
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otro lado, animales machos, que han sido inyectados con inhibidor de Aromatasa los
dias E21 y E22, presentan, en estado adulto, un desarrollo gonadal normal respecto a los
testiculos, la vesicula seminal, la préstata ventral y el musculo levator ani, pero solo el
50 % de éstos pueden copular eficazmente, puesto que igualmente en éstos animales, la
espermatogenia experimenta un detrimento. De hecho, el 25% de estos machos, siendo
adultos, no despliegan conducta sexual de monta, sino de lordosis, tras administrarles

benzoato de estradiol (Gerardin y Pereira, 2002).

En seres humanos también se han registrado casos de mutacion en este gen
CYPI9. Dos hermanos gemelos hombre y mujer presentaban la misma mutacion en el
CYP19, en la region altamente conservada, concretamente por una sustitucion en el par
de base 1123 (C — G), originando una cisteina en vez de una arginina en la posicion 375
(R375C) (Morishima y cols., 1995). Durante la gestacion, la madre de estos chicos
presentd signos de progresiva virilizacion (acne severo, hirsutismo, clitoromegalia y su
voz se volvié més grave), que remitieron por completo tras el parto. Como consecuencia
de la mutacion en los gemelos se produjo, en la chica portadora, una masculinizacion
genital parecida a la que presentan las hembras de hiena, debido a una alta concentracion
en plasma de testosterona, androstenediona y 17-hidroxiprogesterona, unido a niveles
bajos de estradiol. En el chico, los niveles hormonales en plasma eran elevados para la
testosterona, la 5-a-dihidrotestosterona y la androstenediona, mientras que el estradiol y
la estrona eran bajos. Este presentaba asimismo una estatura excesivamente elevada (de
204 cm), osteoporosis e hiperinsulemia. En ambos sexos sus preferencias sexuales
estaban de acuerdo con su sexo genético (Morishima y cols., 1995; Bulun y cols., 1996;

Grumbach y Auchus, 1999).

Hay otros casos publicados en la literatura sobre humanos con déficit de esta
enzima, como una nifia japonesa con genitales externos masculinizados y una chica de
18 afios con amenorrea y pseudohermafroditismo (Bulun, 1996). Estos ejemplos aclaran
cuan importantes son los estrogenos para el desarrollo correcto masculino, en cuanto a la
concentracion de gonadotropinas y esteroides en plasma y para el desarrollo femenino,

en cuanto a la posibilidad de evitar alteraciones morfoldgicas perdurables por efecto del
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déficit de estradiol y el exceso de andrégenos (Grumbach y Auchus, 1999; Roshira y
cols., 2001).

Si la hipétesis de la Aromatasa es correcta y tras la aromatizacion de la
testosterona circulante en plasma a estradiol, las regiones cerebrales cuyas neuronas
contienen receptores para estrogeno pasan a tener valores morfoldgicos mayores,
entonces ;jpor qué en la hembra, en la que las hormonas mas abundantes son los
estrogenos, no existen estos valores morfologicos mayores, a no ser que sean inyectadas
con testosterona o con E; de manera exdgena? Para responder a esta pregunta, se han
planteado diversas posibilidades. La primera de ellas hace referencia a lo que ya se ha
comentado con anterioridad, en relacion a la diferente cantidad de testosterona en
plasma en los machos y en las hembras en momentos tempranos del desarrollo, que
incidiria en una mayor actividad aromatica en ellos (Rhoda y cols., 1984; Roselli y
Resko, 1984; Roselli, 1991a; Abdelgadir y cols., 1994; Roselli y cols., 1997). En
general, las aproximaciones explicativas comentadas con anterioridad, que tratan de dar
luz sobre la diferencia en la actividad de la enzima Aromatasa entre machos y hembras,
podrian explicar por qué en la hembra la cantidad de estradiol aromatizado es menor que
en el macho (Beyer y cols.,, 1994; Roselli y cols., 1998; Roselli y Resko, 1997;
Balthazart y Ball, 1998; Roselli y Klosterman, 1998; Negri-Cesi y cols., 2000; Negri-
Cesi y cols., 2001).

Por otro lado, se ha recurrido a la existencia de la a-feto-proteina (AFP) para
explicar esta paradoja en la hipétesis de la aromatizacion. La AFP es una proteina fetal
presente en la mayoria de los vertebrados, incluido los humanos, que es sintetizada en
grandes cantidades por las células endodermales del saco vitelino, por el higado fetal y
por el tracto intestinal, distribuyéndose a través de la circulaciéon por el liquido
cefalorraquideo, el espacio extracelular y el liquido amniotico (Torand-Allerand, 1984;
Torand-Allerand, 1986; Nishi y cols., 1991). Pertenece a la familia multigénica que
comprende a los genes que codifican la albumina, la alfa-albumina y la proteina
recaptadora del la vitamina D (Gabant y cols., 2002). En ratones, su presencia es muy
clevada desde el E7 al P25 (Torand-Allerand, 1984) y su capacidad de recaptacion del

estradiol es muy alta (Nichi y cols., 1991), pero posteriormente esta cantidad desciende
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en el plasma de las hembras (McEwen, 1978). La actuacién que se le supone a la AFP es
un efecto protector sobre los conductos reproductores y el cerebro del feto, recaptando o
secuestrando el exceso de estradiol circulante del estrogeno maternal e impidiendo la
actuacion sobre sus receptores, mediante la retardacion del E, en los ER por accion de
masa (McEwen, 1978; Nishi y cols., 1991). También se le ha atribuido la capacidad de
inhibir el crecimiento de tumores estrégeno-dependientes (Jacobson y cols., 1990). La
AFP transporta los esteroides inactivandolos bioldgicamente, pero no los elimina,
pudiendo ser una reserva de estradiol para el organismo en algin otro momento del
desarrollo. De hecho, su existencia en el interior de las células del SNC, asi como la
facilitacién que parece ejercer en el transporte de los estrogenos hacia el interior de
éstas, han hecho poner en cuestion este efecto protector que a la AFP se le ha sugerido
(Déhler y cols., 1984; Torand-Allerand, 1984). En recientes investigaciones se ha puesto
de manifiesto que la AFP no es esencial para el desarrollo embriologico, pero que es
importante para la fertilidad femenina, puesto que en ratas que poseen una mutacion en
el gen responsable de esta proteina, los machos adultos son fértiles y viables
reproductivamente, mientras que las hembras no lo son, probablemente por una
disfuncion en el eje hipotidlamo-hipofisis, que les provoca una anovulacion (Gabant y
cols., 2002).

En seres humanos cantidades excesivamente altas de AFP en el liquido amnidtico
durante la gestacion son indicativos de presencia de sindrome de down en el feto (Sher y
Shohat, 1997). Otros casos anormales en cuanto a la cantidad de AFP/hCR en el liquido
amnidtico han sido relacionado con casos de trisomia 2 y 16 (Wolstenholme y cols.,

2001).

En general y teniendo en cuenta lo previamente expuesto, parece establecerse que
la cantidad de esteroides en plasma potencialmente utilizable en los momentos criticos
de diferenciacion sexual dependen del ritmo de la biosinteis de éstos, del ritmo al que los
esteroides sean biologicamente inactivados por mecanismos catabdlicos y/o por la tasa

de metabolizacion en el higado y por ultimo, de la afinidad con la que los esteroides se

unan a las proteinas transportadoras en plasma (Nelson, 1996).

79



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos

1.3.4.2. Mecanismos genémicos y no genémicos.

Las hormonas esteroideas, provenientes de las glandulas suprarrenales y de las
gonadas, en su concepcion, cldsica o gendmica, actuan a través de los receptores
especificos de hormonas. Una vez alcanzada su célula diana, el esteroide se disocia de la
proteina transportadora y se difunde a través de la membrana para unirse al receptor
especifico volviéndolo activo, formando el complejo hormona-receptor. Este complejo
es transportado hasta el niicleo de la célula donde actuara, si es agonista, causando
cambios conformacionales en el receptor volviéndolo activo, para que interactde con los
factores generales de transcripcion, coactivadores o correpresores, que estimularan o
inhibiran la transcripcion del ARNm especifico, regulando con ello la expresién genética
de los elementos de respuesta hormonal (ERH). Si por el contrario es un antagonista,
causara cambios conformacionales diferentes en el receptor que interferiran con la unién
del ligando al ADN y prevendran la posterior transcripcion (Kawata y cols., 2001).
Como resultado de esto, se vera afectada la traduccién de proteinas o enzimas que la
célula posteriormente origine (Falkenstein y cols., 2000a). Las caracteristicas de este
proceso genomico de actuacion del esteroide son su prolongacion en el tiempo, tardando
en su efecto de horas a dias, la posibilidad de ser modificado a través de antagonistas o
agonistas especificos del esteroide que posean afinidad por el receptor de esteroide y por

tltimo la durabilidad de los cambios que ocasiona (Falkenstein y cols., 2000a).

Sin embargo, existen actuaciones de los esteroides que poseen otras
caracteristicas completamente diferentes de las expuestas para la actuacion genomica,
que vendrian a ser los efectos activacionales o no genémicos (Phoenix y cols., 1959;
Young, y cols., 1964; Beyer y Feder, 1987). Las caracteristicas de esta actuacion del
esteroide son que sus efectos se ponen de manifiesto de manera muy rapida (de segundos
a minutos), que no pueden ser modificados o alterados mediante antagonistas o agonistas
que inhiban o activen respectivamente la transcripcion que el esteroide en cuestion
llevase a cabo y por ltimo, que por lo general origina cambios transitorios y efimeros
(Falkenstein y cols., 2000a). Esta actuacion y sus caracteristicas discordantes respecto a
los clasicos efectos conocidos genémicos han sido conocidas desde hace tiempo. Ya en
1942, Hans Selye fue el primero en describir un efecto rapido anestésico de la

progesterona, tras su administracion intraperitoneal a ratas [Selye, 1942; en (Mellon,
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1994; Falkenstein y cols., 2000a; Schmidt y cols., 2000)]. En 1963, Spach y Streeten
también encontraron un efecto cardiovascular agudo en hombres tras administrarles
aldosterona. En éstos, la resistencia vascular periférica y la presion sanguinea
aumentaron, mientras que el ritmo cardiaco disminuyd, tan sélo 5 minutos después de
administrarles la aldosterona [Spach y Streeten, 1963; en (Mellon, 1994; Falkenstein y
cols.,, 2000a; Schmidt y cols.. 2000)]. Por ultimo, otro ejemplo de actuacion no
genomica fue el llevado a cabo por Pietras y Szego en 1975, con el que demostraron una
actuacion rapida del estrogeno sobre el fluido de Ca™ en las células endometriales
[Pietras y Szego, 1975; en (Falkenstein y cols., 2000a; Schmidt y cols., 2000)}. A pesar
de estos ejemplos, el efecto no genomico de los esteroides no ha sido tenido en cuenta
como objeto de investigacion hasta hace poco tiempo (Mellon, 1994; Falkenstein y cols..
2000a).

Recientemente, en el "Primer Congreso Internacional sobre respuestas rapidas de
las hormonas esteroides”" celebrado en Mannheim, Alemania en 1998, se propuso y
discutié una clasificacion de estos efectos atendiendo a dos ejes explicativos. Por un lado
a la accion directa o indirecta del esteroide sobre el receptor, segun su actuacion requiera
o no la participacién de otros agonistas para su efecto y por otro lado a la actuacion
especifica o no especifica del esteroide sobre el receptor, dependiendo de la existencia o
no de un receptor determinado para el esteroide. Segun esta clasificacion y cruzando las
posibilidades, existirian seis formas diferentes de actuar de los esteroides de manera no
gendmica, para las que existen ejemplos en la investigacion de todas menos de dos. Este
esquema, denominado clasificacion de Mannheim de la actuacion no genomica de los
esteroides, es de enorme valor clarificador (Falkenstein y cols., 2000a; Falkenstein y

cols., 2000b).

1.3.4.3. Mecanismos de actuacion del estradiol.

Pasaremos ahora a tratar la actuacion del estradiol a nivel gendémico y no
genémico. Para ello empezaremos abordando las caracteristicas y particularidades del
receptor de estrogenos. El ER fue identificado y clonado por primera vez en dos

laboratorios diferentes, en el afio 1986. Hasta el afio 1995 se habia pensado que existia
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un unico ER, pero en ese afio se puso de manifiesto la existencia de un segundo ER, el
ERB, con lo cual al ER previo a este descubrimiento se le llamé ERa. El ER ha sido
considerado, tras un andlisis filogenético de todos los receptores de esteroides, el primer
receptor de esteroides que apareci6 en vertebrados mamiferos, seguido por el receptor de
progesterona, evolucionando el resto de receptores de esteroides a partir de éste
(Thornton, 2001). Este dato nos deja constancia de la importancia que este receptor ha
tenido en la evolucion. Actualmente se conoce la existencia de dos subtipos de
receptores ERP, el ERB1 y el ERB2, diferencidndose ambos en que el ERB1 puede actuar
con el coactivador SRC-1 (del inglés Steroid Receptor Coactivator-1), mientras que el
ERB2 no lo hace (McEwen y Alves, 1999; McEwen 1999b). Los receptores ERa y ERp
pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares, cuyos miembros comparten una
estructura comun, que son tres dominios funcionales independientes. Estos dominios son
la terminal NH; o dominio A/B, el dominio de unién del ADN (DBD) o dominio C y el
dominio de unién del ligando (LBD) o dominio D/E/F (Beato, 1989; Carson-Jurica y
cols., 1990; Truss y Beato, 1993; Paech y cols., 1997; Aranda y Pascual, 2001; Pike y
cols., 2001; Olefsky, 2001).

La actuacion del estradiol sobre este receptor es a grandes rasgos y sintetizada, la
que se expuso previamente para la accion genomica de los esteroides. Sin embargo, en
sucesivas investigaciones, se ha ido vislumbrando un mecanismo de actuacién mas y
mas complejo, que aun no es conocido en su totalidad, en el que intervienen
coactivadores y correpresores que modifican la intensidad o efectividad de la respuesta
del ligando, asi como otros compuestos quimicos endégenos que modifican en altimo
término, el producto final de la actuacion del estradiol sobre el ERa o ERB (Klinge,
2001; Lackey y cols.,, 2001). De todos estos compuestos nos interesa destacar un
coativador del receptor nuclear, el SRC-1, que fue de los primeros en ser identificado y
de ahi su acrénimo, que pertenece a la familia de coactivadores p160/SRC (Di Croce y
cols., 1999; Freedman, 1999; Aranda y Pascual, 2001; Nilsson y cols., 2001). Esta
proteina interacta con el ER, preferentemente con el ERa, sélo en presencia del
estrogeno o de algun agonista y su actuacion va dirigida a estimular la actividad
transcripcional del estradiol (Aranda y Pascual, 2001; Lackey y cols., 2001; Nilsson y
cols., 2001).
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Auger y su equipo realizaron una investigacion en el afio 2000, en la que
manipularon la eficacia del coactivador SRC-I y registraron el efecto de esta
manipulacién sobre el dimorfismo sexual del NSD-APM y sobre conductas sexuales
masculinas y femeninas de ratas (Auger y cols., 2000). Administraron el antisentido del
SRC-1 o una sustancia similar al antisentido pero sin la funcion de éste, en el hipotalamo
de ratas hembras el dia del nacimiento y un dia después. A su vez, el P1 les inyectaron
PT en dosis suficientes conocidas para la masculinizacion. A la edad de 13 dias, se
procedi6 a analizarles el volumen del NSD-APM. Por otro lado, machos y hembras que
fueron administrados con el antisentido del SRC-I de idéntica manera que las hembras
destinadas al examen morfologico, fueron inyectados el P1 con PT las hembras y con
vehiculo los machos y a los 45 dias de edad, todos fueron gonadectomizados. Semanas
después de esta intervencion, se suministré a ambos grupos las hormonas necesarias para
que exhibiesen conducta sexual femenina (BE y progesterona) o capsulas de testosterona

para que exhibiesen la conducta sexual masculina.

El resultado de esto fue que el volumen del NSD-APM de las hembras tratadas
con el antisentido fue significativamente menor, en un 46 %, que las hembras tratadas
con la sustancia control, dejando entrever que el antisentido del SRC-/ no habia dejado
que el estradiol, aromatizado de la testosterona administrada el P1, efectuase la conocida
masculinizacion del NSD-APM en las hembras, al no poder actuar eficazmente sobre el
receptor nuclear ERa. Respecto a las conductas sexuales, se pudo registrar que los
machos y las hembras tratadas con el antisentido y con las hormonas necesarias,
desplegaron conducta sexual femenina de manera practicamente idéntica, mientras que
no sucedié lo mismo con la conducta sexual masculina, en la que los machos tratados
con el antisentido fueron mas eficaces que las hembras tratadas con lo mismo (Auger y
cols., 2000). Estos resultados sugieren la existencia de otros muchos eventos celulares
responsables de la diferenciacion sexual morfolégica y conductual y, por supuesto,

ayudan a volver mas complejo el fenomeno y a hacerlo mas fascinante como objeto de

futuras investigaciones.

Los receptores para estrégenos ERoy ERP tienen diferentes lugares de expresion.

En humanos el ERa se encuentra en el las glandulas mamarias, en el {tero, el cérvix y la
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vagina, mientras que el ERP, de expresion mas limitada, se encuentra en el ovario, la
prostata, los testiculos, pulmones, hipotalamo y timo (Hall y cols., 2001). En la rata,
antes de que se hiciera la distincion entre los receptores ERa y ERP, la distribucion del
ER se localizaba en el cortex cerebral en desarrollo, en el hipotilamo, en los nucleos
medial y cortical de la amigdala, en la médula espinal, en el area predptica medial, en el
nucleo ventromedial, en el nucleo del séptum lateral y en el nucleo de la estria terminal

(Simerly y cols., 1990; Ciocca y Roig, 1995).

En investigaciones mas recientes, se pudo especificar que el ARNm del ERa se
expresa mayoritariamente en el epididimo, los testiculos, la pituitaria, ttero, rifién y
glandulas adrenales y mamarias y de una manera més leve en el talamo e hipotalamo y la
corteza cerebral. Respecto al ARNm del ERP en la rata, la expresion mas marcada se
detecta en el ovario y la prostata y de manera mas discreta en los testiculos, el ttero, en
la vejiga y en los pulmones. siendo practicamente indetectable en la pituitaria, el
epididimo, el timo, varias regiones del cerebro y en la médula espinal (Kuiper y cols..
1997; Kawata y cols., 2001). Cabe destacar que existen fluctuaciones de expresion de
ARNm del ER en la rata hembra que responden a los diferentes momentos de ciclicidad

estral (Shughrue y cols., 1992; Haywood y cols., 1999).

En las regiones cerebrales donde existen la presencia de ER se pudo detectar, a
través de técnicas de inmunorreactivad de tincion fluorescente, que tanto el ERa como el
ERP estan presentes en el nucleo de la célula y no en los nucleolos, constatando asi su
identidad, ya conocida, de receptores nucleares (Kawata y cols., 2001). La afinidad que
ambos receptores presentan por los diferentes estrogenos que existen difieren, tanto para
los fisiolégicos como para los sintéticos, dejando entrever un abanico de actuacion mas

amplio para los estrogenos sobre sus receptores (Kuiper y cols., 1997).

En investigaciones con animales knock-out para los dos subtipos de receptores de
estradiol, se ha podido comprobar que los animales knock-out para el Era (AERKO), son
infértiles ambos sexos, aunque expresan sin alteracion el gen del otro receptor ER, el
Erf. Estos animales, tanto machos como hembras, presentan alteraciones endocrinas, al
poseer elevados niveles de estradiol, de testosterona y de LH (Rissman y cols., 1997a;
Couse y Korach, 1999). Por otro lado, en los animales con el £r mutado (BERKO), los

machos son infértiles y las hembras subfértiles (tienen camadas muy reducidas) aunque
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éstas tienen niveles normales de estradiol en plasma (Couse y Korach, 1999).
Curiosamente, tanto machos como hembras con esta mutacidén, muestran severas
anomalias en la morfologia cerebral a los dos meses de edad, consistente en un déficit
del nimero de neuronas en el cortex somatosensorial y una excesiva proliferacion de
células gliales astrociticas en el sistema limbico, pero no en el cortex (Wang y cols,,

2001).

Una vez planteada las caracteristicas de la actuacion genomica del estradiol, asi
como las caracteristicas de su receptor, pasaremos a exponer la actuacion no gendémica
del estradiol. Existen evidencias experimentales que apuntan que el estrogeno pudiera
estar actuando de esta manera, al unirse a algin receptor de membrana en las neuronas
para estimular la actuacion de sefiales intracelulares de segundos mensajeros, tales como
el AMPc o el IP; Esta unién afectaria indirectamente a la transcripcion de otros genes
(McEwen y Alves, 1999; McEwen, 1999b; Kippers y cols., 2001; Behl, 2002). Si la
actuacion la realiza a través del segundo mensajero AMPc, el proceso seria a grandes
rasgos el siguiente: tras la reconfiguracién de la proteina G por actuacion de una
hormona sobre el receptor de membrana, la adenilciclasa, activada por este cambio,
movilizara al AMPc para que active las proteinkinasa A (PKA), que a su vez
incrementara la actividad de la pCREB (del inglés cAMP response element-binding
protein) (McEwen y Alves, 1999; McEwen, 1999b; Kiippers y cols., 2001; Behl, 2002).
Como comentamos con anterioridad, administrando estradiol a hembras
ovariectomizadas, se registraba un incremento de la actividad de la proteina fosforilada
pCREB en el NEST, en una duracion de hasta 15 minutos seguidos a la administracion
(Zhou y cols., 1996). En el AVPv y el area predptica también pudo encontrarse este

resultado (Gu y cols., 1996; Zhou y cols., 1996).

La CREB es una proteina que estd implicada en el control transcripcional de
muchos genes, interactuando sinérgicamente con el coactivador de receptor nuclear ya
comentado SRC-1 (Smith y cols., 1996). La forma activa de esta proteina es la que ha
sido fosforilada (pCREB) (Moore y cols., 1996) y su actuacién también se dirige hacia
otras funciones del organismo, tales como la excitacion celular nerviosa, los ritmos
circardianos, del desarrollo del SNC, la proliferacion de la pituitaria y la formacion de
memoria a largo plazo (Silva 'y cols., 1998; Glazewski y cols., 1999; Walton y cols.,

1999). Esta proteina tiene una funcién activa en la diferenciacion sexual, puesto que la
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exposicion de estradiol a neuronas hipotalamicas in vitro provocod por un lado un
incremento en la densidad de las espinas dendriticas en las neuronas y simultaneamente
un incremento en la expresion de la proteina pCREB (Murphy y Segal, 1997). Algunos
autores han afirmado que los estrogenos favorecen o estimulan los mecanismos de
neuroplasticidad sinaptica y crecimiento a través de la cascada AMPc-PKA-CREB,
participando en la supervivencia celular e incrementando la resistencia de la apoptosis
neuronal in virro (Meyer y cols., 1993; Gu y Moss, 1996; Walton y cols., 1999;
Bergado-Rosado y Almaguer-Melian, 2000; Kiippers y cols., 2001; Behl, 2002).

Una vez planteados los efectos gendmicos y no genomicos del estradiol,
pasaremos a comentar los datos existentes en la literatura que apuntan a los efectos
proliferativos o protectores del estradiol. La actuacion del estradiol que media la
proliferacion, crecimiento dendritico o proteccion de las neuronas han sido probados
repetidas veces en la literatura. Uno de los primeros ejemplos, al que se ha acudido de
manera recurrente, por lo espectacular de sus resultados, es el trabajo de Torand-
Allerand de 1980 (Torand-Allerand, 1984; Torand-Allerand, 1986). En éste se pudo
comprobar c6mo en secciones in vitro del APM de animales embrionarios de 22 dias de
vida, la administracion de E; o de testosterona provocaba un crecimiento exuberante de
la arborizacion dendritica, mientras que, si lo suministrado eran anticuerpos del E,, este
efecto se veian anulado (Torand-Allerand, 1984; Torand-Allerand, 1986). Aunque en
estos primeros resultados, la autora interpretd que el efecto producido por el E; era
genémico, dada la posibilidad de manipulacion del resultado a través del ER, en
sucesivas investigaciones la misma autora y su equipo han especificado que el efecto del
estradiol sobre su receptor puede ser de dos maneras. Por un lado, de manera directa
actuando sobre el ER, que regularia la transcripcion para alterar los genes relacionados
con el crecimiento y el citoesqueleto (Turner y cols., 1994), o por otro lado, de manera
indirecta, a través de mecanismos autocrinos o paracrinos que afectasen a sustancias
neurotroficas y a sus receptores, tales como el factor de crecimiento nervioso (NGF), el
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), o las neurotrofinas 3 6 3/4 (NT-3, NT-
3/4) y a sus receptores IrkA, trkB y trkC, respectivamente (Miranda y cols., 1993;
Torand-Alleran, 1996a; Torand-Allerand, 1996b).

Los autores proponen que, en esta segunda manera de actuacion indirecta, el

estradiol actuaria sobre las neurotrofinas para activarlas y ambas sustancias
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interactuarian sinérgicamente de multiples maneras, posiblemente redundantes, con el
resultado de la diferenciacién y la supervivencia neuronal. Esta actuacion indirecta
ademas puede llevarse a cabo a través de mecanismos genomicos como no genomicos
de manera tan relacionadas, que aislar sus efectos sobre uno u otro es practicamente

imposible (Miranda y cols., 1993; Torand-Alleran, 1996a; Torand-Allerand, 1996b).

El efecto proliferativo del estradiol ha sido demostrado en mas ocasiones. En
secciones del hipocampo de ratas hembras se observé que segun la variacion del ciclo de
estro, la densidad de las espinas dendriticas del hipocampo aumentaban o disminuian.
Esto condujo a pensar que era el estradiol el que estaba provocando este efecto y para
demostrarlo, se administro estradiol a hembras adultas tras ovariectomizarlas. Tras esta
manipulacién, se pudo comprobar un aumento en la densidad de las espinas dendriticas,
asi como un aumento de las terminales presinapticas y de las sinapsis que en ellas
pudiera producirse (Breedlove y Jordan, 2001). Sin embargo, este efecto proliferativo
del estradiol parece limitarse a la proliferacion dendritica y no a la neurogénesis. En
secciones del cortex en desarrollo de ratas el E14, se demostré que ni la testosterona ni
el estradio] afectaban a la neurogénesis, al no modificar el numero de células positivas
para la BrdU. No obstante, los autores apuntan la posibilidad de que ambos esteroides
pudieran estar actuando a través de la regulacion de la muerte o supervivencia neuronal
(Zhang y cols., 2000), aunque en otra investigacion se ha cuestionado esta actuacion del

estradiol sobre la apoptosis en la corteza cerebral (Harms y cols., 2001).

Existen evidencias de que los estrogenos incrementan la expresiéon de proteinas
antiapoptoticas en cultivos del hipocampo de ratas de 16 a 18 dias embrionario (Pike,
1999). Los genes productores de estas proteinas, los bcl-2 y bcl-x;, ambos pertecientes a -
la familia Bel de genes, son prooncogenes reguladores de la apoptosis neuronal, estando
el primero de ellos ampliamente distribuido por el SNC durante el desarrollo
embrionario y declinando con la edad (Sastry y Rao, 2000). La proteina de este gen
también esta implicada en la maduracién embrionaria de neuronas sensitivas (Middleton
y cols., 1998). El estradiol regula la expresion de este gen antiapoptético bcl-2 y esta
afirmacion puede llevarse a cabo al haberse observado una variacion en la expresion de
neuronas inmunorreactivas a este gen, dependiendo del momento del ciclo estral en el
que se encontraban las ratas hembras adultas, sobre las que se realizo la investigacion

(Garcia-Segura y cols., 1998b). Pero existen mas evidencias de esta mediacion. El 17
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estradiol incrementa la actividad del gen bc/-2 en el hipocampo y el séptum, no
encontrandose este incremento en cultivos del cortex. Este efecto de incremento de
actividad del bcl-2, ademas, pudo bloquearse usando antagonistas de estrégenos,
conduciendo a los autores a afirmar que la accion se lleva a cabo a nivel genémico
(McEwen y Alves, 1999b; Harms y cols., 2001). La funcién diferencial del estradiol en
el hipocampo, el séptum y cortex se justifica, segun los autores, en la mayor expresion
del receptor ERa que existe en el hipocampo y el séptum, que no en la corteza, pudiendo
prevenir el estradiol la muerte apoptética, no la necrética, al actuar sobre este receptor,
dependiendo en su eficacia, de la densidad de ERa que exista en la zona en cuestion

(Harms y cols., 2001).

Otro efecto que se le atribuye al estradiol es el antioxidante, a nivel no genémico.
El estradiol tiene propiedades antioxidantes y supresoras del deterioro oxidativo que en
las neuronas induce a la muerte. Esta capacidad puede llevarse a cabo tanto a través del
ERa como del ERP (Garcia-Segura y cols., 2001). El 17 B estradiol y su isémero 17 a
estradiol pueden prevenir la acumulacion oxidativa de peroxido intracelular que conduce
degeneracion en neuronas hipocampales (Behl y cols., 1997), pero es necesaria unas
concentraciones suprafisiologicas de E; para que este efecto se pueda llevar a cabo (Behl
y cols., 1997; Garcia-Segura y cols., 2001). Este hecho, junto con lo cuestionado de su
replicabilidad in vivo, reducen las posibilidades terapéuticas del estradiol para este

proposito.

1.3.4.4. Receptores NMDA y GABA,.

Por ultimo, trataremos la actuacion del estradiol sobre el receptor de canal i6nico
regulado por ligandos, el NMDA, asi como la actuacién de los neuroesteroides

progestacionales sobre el receptor GABA 4

El receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) es un subtipo de receptor de glutamato
que estd unido a un canal i6nico controlado por ligando, de transmision rapida
excitatoria de calcio (Ca®") (Stahl, 1998). Se ha sugerido que la actuaciéon no gendémica

del estradiol pudiera llevarse a cabo a través de este receptor (Murphy y Segal, 1997).
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Los moduladores alostéricos positivos que actuarian en presencia de glutamato, para los
que existe un lugar especifico en el receptor NMDA son la glicina, las poliamidas y el
magnesio y como modulador alostérico inhibidor, la fenciclidina (Stahl, 1998). El
estradiol actuaria sobre este receptor como modulador alostérico negativo (Rupprecht y
Holsboer, 1999), regulando la entrada en exceso de Ca®* en la célula por excesiva
apertura del canal que pudiera ser neurotoxica y provocar excitotoxicidad, acabando asi
con las neuronas (Franklin y Jonson, 1992; Stahl, 1998; Bading, 2000 Lephart y cols.,
2001; Behl, 2002). De hecho, existen evidencias de que el estradiol actfa a través del
receptor NMDA, provocando un aumento del tamaiio de los somas y las dendritas de las
células piramidales del hipocampo (Gazzaley y cols., 1996; Murphy y Segal, 1997,
Woolley y cols., 1997).

Por tltimo comentaremos la actuacién no gendmica de los neuroesteroides sobre

el receptor GABA 4 y su posible incidencia en la diferenciacion sexual.

El receptor ionotrépico GABA, posee cinco regiones trans-membranarias y esta
asociado a un canal de cloro (Cl 7). Como se comento previamente, para que pueda
actuar como modulador alostérico positivo las benzodiacepinas sobre ¢€l, es necesario
que posea las tres subunidades a, By ¥ (McEwen, 1991a; Stahl, 1998; Rupprecht y
Holsboer, 1999). En el NEST las subunidades que se detectan con mas intensidad son la
al, a2, 1, y1 y y2 (Pirker y cols., 2000). Segun lo expuesto previamente, la aplicacion a
ratas de benzodiacepinas (BDZ) y de picrotoxina (PTX) en determinados momentos del
desarrollo, provocaba cambios en la direccion del dimorfismo sexual del LC y del BOA
(Segovia y cols., 1991; Rodriguez-Zafra, 1993; Pérez-Laso y cols., 1994; Segovia y
cols., 1996). La actuacion de los agonistas que modulan positivamente el canal de Ccl-
(BDZ) afectan al grupo sexual que poseen parametros morfologicos mayores,
produciendo un decremento en éstos, mientras que los antagonistas tienen el efecto

contrario, incrementando los parametros menores (Segovia y cols; 1991; Segovia y cols.,

1996).

Otro ejemplo de este efecto seria el que se produce sobre el NSD-APM, en el que

la administracion a machos de muscimol, un agonista de GABA, provocaba una
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reduccién en el volumen de esta estructura hasta igualarlos a las hembras, sin afectar a
las hembras tratadas con lo mismo (Bach y cols., 1992). Se ha podido comprobar que el
muscimol en machos provoca un incremento de la proteina pCREB en las regiones
cerebrales del hipotalamo y el hipocampo, mientras que el mismo agonista en las
hembras lo que provoca es una reduccion de esta proteina pCREB en las mismas
regiones cerebrales (Auger y cols., 2001). La funcion que desempefia el receptor
GABA4 en el proceso de la diferenciacion sexual cerebral se revela cada vez mas
importante y relevante (McCarthy y cols., 1997; Auger y cols., 2001; Perrot-Sinal y
cols., 2001; McCarthy y cols., 2002; Perrot-Sinal y cols., 2003).

La manipulacion de la permeabilidad de este receptor puede llevarse a cabo con
esteroides derivados de la progesterona y de la deoxicorticosterona (Majewska y cols.,
1986; Poletti y cols., 1998a; Poletti y cols., 1998b; Lephart y cols., 2001). Puesto que
estos esteroides son sintetizados en el cerebro, se les conoce como neuroesteroides. Este
término fue acuiiado por Etienne Baulieu y Paul Rober en 1987, para hacer referencia a
la pregnenolona, 20a-OH-pregnenolona y progesterona sintetizadas en el cerebro. Esta
definicion en la actualidad se ha ampliado a todos los esteroides que se producen en el
sistema nervioso central y periférico (Mellon, 1994) concretamente en las células gliales,
en los astrocitos y en varios tipos de neuronas (Schumacher y cols., 1996: Plassart-
Shiess y Baulieu, 2001). Estos neuroesteroides actian sobre el receptor GABAA como
moduladores alostéricos positivos en un sitio cercano a donde lo hacen los barbitiricos y
las BZD, incrementando la apertura del canal de CI” en presencia de GABA (McEwen,
1991a; Rupprecht, 1996; Baulieu, 1998) y probablemente provocando el mismo efecto

que éstos en la diferenciacion sexual.

Durante el proceso de diferenciacion sexual se asume que la cantidad de
neuronas, asi como otros parametros morfoldgicos, son en un principio similar en ambos
sexos. Para que la diferencia se ponga de manifiesto, han de actuar una serie de
mecanismos sobre las neuronas supernumerarias en principio, de manera que un sexo
pueda conservar en mayor medida que el otro la abundante cantidad de neuronas

originales (Segovia y Guillamon, 1993; Segovia y cols., 1999).
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Como hemos podido comprobar, los mecanismos encargados de este proposito,
lejos de ser sencillos o simples, son complejos y redundantes. La explicacion
integradora, que en la actualidad se adopta, es una actuacion sinérgica de todos los
mecanismos, gendmicos y no gendémicos, estableciéndose una conversacion cruzada o
cross-talk, cuyo lenguaje preciso o logica estamos aiin muy lejos de poder abordar en su
totalidad (figura 1.6.). Existen ejemplos en la literatura en los que se pone de manifiesto
que la actuacion de membrana del estrogeno sirve de amplificador para la actuacion
genomica, al administrar en dos pulsos temporales consecutivos estradiol (Vasudevan y
cols., 2001). Como apuntaba Torand-Allerand, la actuacion indirecta del estradiol que
afecta a los factores neurotroficos puede llevarse a cabo tanto a través de mecanismos
genémicos como no gendmicos de manera tan relacionadas, que aislar sus efectos sobre
uno u otro es practicamente imposible (Miranda y cols., 1993; Torand-Alleran, 1996a;
Torand-Allerand, 1996b). Por otro lado, la proteina fosforilada pCREB, en principio
relacionada con la actuacién no gendmica, estd presente cuando lo manipulado es la
apertura del canal de Cl ~ del receptor GABA4 (Auger y cols., 2001) e igualmente
interactua sinérgicamente con el coactivador del receptor nuclear SRC-1 (Smith y cols.,
1996), no existiendo en ninguno de los dos casos la ruta convencional del AMPc que se
pensaba era necesaria para esta proteina, a la que debe su nombre (cAMP response

element-binding protein).

Por lo tanto, el mecanismo dltimo que provoca la diferenciacion sexual en las
neuronas es una actuacion sinérgica y en cooperacion de todos estos eventos celulares
comentados, genémicos y no genomicos en una conversacion cruzada (Segovia y cols.,
1999), de la que solo conocemos algunas palabras sueltas, puesto que lo intrincado y
redundante del proceso hace practicamente irrealizable la posibilidad de esclarecer la

conversacion completa.
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Figura 1.6.: Representacién esquematica de los mecanismos de actuacion de conversacion
cruzada o cross-talk. En ésta se recogen la actuacion genémica (a través del receptor nuclear) y
la actuacién no genémica (a través del receptor de membrana) estando ambas estrechamente
relacionadas. (Modificado de O"Malley, 1993).

1.4. DIFERENCIACION SEXUAL DE LA CONDUCTA: LA
CONDUCTA MATERNAL NATURAL.

Se denomina conducta maternal a cualquier conducta de un individuo adulto
dirigida a facilitar que otro individuo de la misma especie, por lo general nacido
producto de su cépula e inmaduro sexualmente, alcance la madurez. Dentro de esta
amplia categoria se encuentran las conductas maternales y paternales. Aunque en la
mayoria de las especies de los mamiferos esta conducta es realizada por la hembra,

estableciéndose claramente un dimorfismo sexual (Numan, 1994a; Del Cerro, 1998).

Entre diferentes especies de animales mamiferos la conducta maternal varia por
completo, dependiendo del tipo de especie estudiada, del grado de madurez de las crias
al nacer, del nimero de crias nacidas a la vez y de las condiciones del medio ambiente.

Atendiendo a estas diferencias, se han clasificado a los mamiferos en especies altriciales
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y precociales. Por un lado, en las especies altriciales como las ratas, conejos, ratones.
hamsteres, cerdos, gatos y perros las crias son inmaduras, esto es. incapaces de
autotermorregularse, ciegas, sordas y con un escaso control motor. Por ello los cuidados
tempranos de la madre son cruciales para la supervivencia de la camada. Ademas, las
madres de estas especies suelen ser mucho mas agresivas contra los intrusos que intenten
acercarse a sus crias, aunque no las reconocen individualmente, pues suelen tener una
gran cantidad de crias, lo que asegura su supervivencia. Por otro lado. las especies
precociales, que estan principalmente representadas por los ungulados (ovejas, caballos.
antilopes, etc.) se caracterizan por ser animales que viven en grandes manadas que estan
continuamente en movimiento, siendo por ello decisivo para la supervivencia de las crias
que estén relativamente maduras al nacer para poder moverse por si mismas. Las madres
en este caso son esenciales para el rapido lamido y secado de sus recién nacidos evitando
asi su muerte por hipotermia. El nimero de individuos por camada en estas especies
suele ser reducido. pudiendo reconocer las madres, en este caso. a sus propias crias e

impedir que se pierdan o alejen (Nelson, 1996; Kendrick y cols., 1997; Del Cerro. 1998).

En las especies altriciales, entre las que se encuentra la rata, el despliegue
maternal podria definirse como un conjunto de conductas estereotipadas ordenadas
secuencialmente en el tiempo y tendentes a desaparecer una vez completado el
desarrollo de las crias. Entre estas conductas esta la construccion y mantenimiento del
nido para alojar a las crias, el acicalamiento de las crias, la estimulacion anogenital, el
acarreo de las crias hasta el nido si estan dispersas y el amamantamiento (Rosenblatt,
1967; Numan, 1994a). Estas conductas estan presentes aproximadamente durante las

tres primeras semanas de vida de las crias, disminuyendo en su intensidad y frecuencia

paulatinamente.

Algunos autores han diferenciado estas conductas segun dos ejes explicativos.
Por un lado estarian las conductas de inicio del cuidado maternal, que se
desencadenarian mediante las sefiales distantes de las crias (sonidos u olores), como son
las conductas de contacto y acicalamiento de las crias asi como el lamido anogenital
(Denenberg, 1999; Stern y Lonstein, 2001). Posteriormente el contacto perioral de las
crias al ser amamantadas, estimularia en la madre el mantenimiento de las conductas
maternales ya iniciadas y a su vez la adquisicion, por otro lado, de conductas mas

quiescentes como la postura de amamantamiento. A su vez, todas estas conductas
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concatenadas y bidireccionales madre-crias se pueden dividir por un lado en conductas
motoras que preceden al amamantamiento, como son el acicalamiento de las crias, el
lamido anogenital, el traslado de las crias al nido y en general, aquellas que implican una
conducta activa dirigida hacia las crias y por otro lado en conductas quiescentes, como el
amamantamiento, que implican menos participacion motora de la madre. Estos autores,
atendiendo a esta clasificacion disyuntiva, proponen la existencia de circuitos cerebrales
necesariamente diferentes para cada una de estas conductas y consideran la conducta
maternal como una categoria conductual motivada no unitaria, sino compuesta por
varios elementos con diferentes funciones que se ven modificados por variables distintas

(Stern y Lonstein, 2001).

La deprivacion de las crias de este contacto maternal postnatal tiene como
consecuencia una serie de alteraciones en su desarrollo que se pondran de manifiesto en
la etapa adulta. Por ejemplo, el alejamiento de las crias de la madre durante unas horas
en los dias postnatales llevara consigo en la etapa adulta de las crias un incremento en la
ansiedad, agresion y miedo ante situaciones novedosas (Caldji y cols., 1998; Boccia y
Pedersen, 2001), una alteracion en la liberacién de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) (Ladd y cols., 1996) y un deterioro de la ejecucion maternal de las

crias hembra adultas (Boccia y Pedersen, 2001; Lovic y cols., 2001).

De entre estas conductas, una de las mas estudiadas ha sido la estimulacion
anogenital, que es llevada a cabo por la madre en respuesta a los olores feromonicos que
emana la region anogenital de las crias, con el proposito de contribuir al desarrollo de las
funciones de miccidn y defecacion de las crias. Su ejecucion ademads supone un ahorro
de liquido asi como una restauracién de diferentes sustancias salinas en el plasma
sanguineo de la madre (Moore y Chadwick-Dias, 1986). Para manipular la frecuencia
con la que esta conducta era llevada a cabo, se alterd el olfato de la madre mediante
sulfato de zinc periférico y/o se le administré a la madre una dieta rica en sales, los
cuales condujeron a una disminucion de la frecuencia de lamido anogenital por parte de
la madre (Moore y Power, 1992). Como resultado de esta deprivacion en las crias, una
vez adultas presentaron machos y hembras mayor ansiedad en test de campo abierto
(Moore y Power, 1992), un 11% menos de motoneuronas en el nicleo espinal
bulbocavernoso (NEB) de los machos (Moore y cols., 1992) y un deterioro en la

conducta sexual masculina adulta (Moore, 1984; Kelly y cols., 1999).
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Este despliegue secuenciado y ordenado temporalmente es iniciado y mantenido
por la relacion bidireccional que se establece entre la madre y las crias en la etapa
postnatal (Denenberg, 1999; Stern y Lonstein, 2001). Sin embargo, durante afios se ha
estado investigando las posibles variables que causan en la madre esta manifestacion de
conducta maternal de manera tan precisa, exacta y determinada. Tres serian las
aproximaciones explicativas que, aunque no excluyentes entre si, si rechazan una cuarta
posibilidad interpretativa, que es la del aprendizaje de esta conducta en estado adulto.
Las explicaciones serian por un lado una determinacion genética, que conduciria a la
hembra a desplegar esta conducta de alguna manera impresa, por otro lado, una
influencia hormonal diferencial en la hembra durante las etapas claves para el cuidado
maternal de sus crias y finalmente y relacionado con la anterior, un entramado neuronal,

sobre el que las hormonas pueden estar actuando, que opere activando o inhibiendo

determinadas conductas encaminadas al cuidado de la camada.

La primera de estas explicaciones, la aproximacion genética es, sin embargo, la
mas reciente. Existen trabajos en los que se ha intentado poner de manifiesto la funcion
que determinados genes desempefian en la conducta maternal. Reisert y su equipo
recientemente pudieron comprobar que en ratones XX hembras, X°?X machos
(transgénicos al Sry) y XY machos, existia una relacion ordenada en cuanto a la eficacia
en el acarreo de las crias, estando los machos X*?X en una posicién intermedia entre los
mas eficaces en el acarreo, los XX hembras, y entre los menos eficaces en el acarreo, los
XY machos (Reisert y cols., 2002). Los autores concluyen que la presencia del gen Sry
borra parcialmente, pero no elimina, la motivacion hacia la conducta maternal propia de

las hembras de raton (Reisert y cols., 2002).

Otros trabajos que relacionan la conducta maternal y la genética se enmarcan
dentro de una explicacion evolutiva mas amplia, que es la de la impronta genética. Esta
viene a decir que la maxima darwinista de la seleccion natural y la supervivencia del
mas fuerte puede aplicarse de igual manera a los alelos transmitidos por el padre y por la
madre, estableciéndose un conflicto de intereses entre ellos. Esta teoria se sustenta en
que el éxito evolutivo de los machos y las hembras depende de distintas variables, de
manera que los alelos paternos tenderian a interesarse en que sus crias prolonguen al

maximo los cuidados maternos y extraigan el maximo de recursos de la madre para la
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supervivencia optima de la camada, relacionandose por ejemplo con la activacion de la
conducta del amamantamiento, mientras que los alelos maternos se interesarian
principalmente por iniciar la siguiente gestacion y tratarian de silenciar a los alelos
paternos, por ejemplo activando la saciedad (Goos y Silverman, 2001). Creando
animales quimera, se pudo comprobar que las células androgenéticas (provenientes s6lo
de genes paternos) se localizaban en el cerebro en regiones tales como el hipotalamo, el
cerebro mediobasal, el nucleo septal, el Nucleo de la Estria Terminal y el Area Predptica
Medial, estructuras relacionadas con la adquisicion por parte de las crias de recursos
vitales de su madre durante la gestacién y lactancia, mientras que las células
partenogenéticas (provenientes s6lo de genes maternos) se localizan en el cortex y en el
estriado, no coincidiendo nunca con las células androgenéticas (Goos y Silverman, 2001;
Keverne, 2001). La teoria de la impronta genética esta siendo ampliamente investigada
en la actualidad (Haig, 1997. Haig, 1999; Hurst y Randerson, 1999; Iwasa y
Pomiankowsi, 1999: Spencer y cols., 1998; Isles y Wilkinson, 2000; Alonso y Schuck-
Paim, 2002).

A proposito de esta teoria, se estudio las repercusiones en conducta maternal de
los genes Mest y Peg3, ambos alelos paternos. Respecto al primero de los genes, el Mest,
cuando se anulaba experimentalmente su expresion en la madre se pudo observar un
déficit en la conducta maternal hacia sus crias, al no atenderlas, fallar en el
amamantamiento y no practicar la placentofagia. Puesto que la hembra con este gen
anulado se cruzé con un macho portador de una mutacioén en el mismo gen, la camada
poseia solo el gen Mest de su padre, pero éste podia ser el alelo mutado o el intacto. Las
crias portadoras del alelo paterno Mest mutado no provocaron los cuidados maternales
en hembras virgenes al ser expuestos a ellas y este déficit derivo en que tuvieran un peso
menor que los animales que heredaron el alelo no mutado del padre, que si provocaron el
cuidado maternal en las hembras virgenes (Keverne, 2001). Con el otro gen, el Peg3,
siguiendo el mismo protocolo experimental que con el gen anterior, se pudo comprobar
que la madre con el gen anulado tenia unas camadas muy escasas ademas de llevar a
cabo de manera defectuosa las conductas de acarreo, construccion del nido y
amamantamiento. A hembras virgenes o multiparas en diestro se les expuso las crias
portadoras de esta mutacion y efectuaron con ellas las conductas maternales de acarreo y
de construccion del nido mas lentamente y menos eficazmente. En la madre con el gen

Peg3 anulado se observo también que poseia significativamente menos neuronas
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liberadoras de oxitocina, provocando por ello un déficit en el proceso de

amamantamiento (Li y cols., 1999).

Las mutaciones en estos genes pueden estar alterando entre otras funciones, la
liberacion de las hormonas implicadas en la conducta maternal en la madre. como
sucede con el Peg3 y la oxitocina. Por ello pasaremos a comentar la siguiente
aproximacion explicativa al rapido desencadenamiento de la conducta maternal en la

hembra. que es la hormonal.

El ciclo reproductivo de los mamiferos consta de diferentes fases que son la
gestacion, el parto y la lactancia, llevando cada uno de ellos asociado una serie de
cambios endocrinos (Russell y cols., 2001). Durante la gestacion las principales fuentes
de secrecion hormonal en la rata son la hipodfisis anterior, los ovarios y la unidad feto-
placentaria (Moltz, 1974). Las hormonas que tradicionalmente se habia considerado
importantes en la conducta maternal son la progesterona, el estradiol y la prolactina. La
primera de ellas, la progesterona, experimenta un ascenso durante el proceso de
gestacion, alcanzando su valor maximo (130ng/ml) entre los dias 14 y 16 para
posteriormente descender bruscamente en el dia 19, manteniéndose baja hasta el dia 23
del parto (Moltz, 1974; Numan, 1994a; Nelson, 1995; Wagner y cols., 1998; Russell y
cols., 2001). Este descenso es el que anticipa y prepara al organismo de la rata para el
parto, al ser un antecedente necesario de las contracciones uterinas asociadas al
alumbramiento (Numan, 1994a). Por otro lado, el estrogeno suele mantenerse a niveles
bajos durante los primeros 16 dias de gestacion (200ng/ml) para comenzar un ascenso a
partir de este dia hasta alcanzar su maximo nivel (630 ng/ml) el dia del parto (Moltz,
1974; Numan, 1994a; Nelson, 1995; Russell y cols., 2001). Por ultimo, la prolactina, se
mantiene relativamente estable durante toda la gestacion, disminuyendo durante la
segunda mitad de la gestacion (.10ng/ml) y aumentando ligeramente poco tiempo antes
del parto (.65ng/ml) (Moltz, 1974; Numan, 1994a; Nelson, 1995; Russell y cols., 2001).
Administrando prolactina a hembras nuliparas se pudo acelerar el inicio de la conducta
maternal en éstas al exponerlas a crias (Bridges, 1990). Por otro ]ado,l ha podido
demostrarse que ratones hembra heterocigéticas para una mutacién en el gen del
receptor de prolactina exhibian una conducta maternal deficitaria, en cuanto a
construccion del nido y al acarreo, no pudiéndose atribuir este déficit a un fallo en la

olfaccion (Lucas y cos., 1998).
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Otra hormona, a la que apenas se le ha prestado atencion en cuanto a su
relevancia en la conducta maternal, es la testosterona, a pesar de haberse encontrado
elevados niveles de ésta durante la gestacion y la lactancia en conejos, ratones, jerbos y
en primates (Gonzalez-Mariscal y Poindron, 2002). En ratas la frecuencia de conducta
paternal en machos alojados con crias correlacionaba positivamente con sus niveles de
testosterona en plasma (Reburn y Wynne-Edwards, 1999; Gonzalez-Mariscal y

Poindron, 2002).

Otra de las sustancias endégenas que varian durante la gestacion y el parto es el
neuropéptido oxitocina. A este neuropéptido se le han atribuido basicamente dos
funciones prioritarias en la madre prefiada, que son las contracciones uterinas durante el
parto y la liberacion de leche durante la lactancia (Insel y cols., 2001). Sin embargo en
recientes investigaciones no solo se ha cuestionado su participacion determinante en
estas dos funciones (Nishimori y cols., 1996; Gimpl y Fahrenholz, 2001), sino que se le
han atribuido otras relacionadas con vinculos afectivos entre madre y crias de
establecimiento temprano, o de efecto amnésico de la experiencia aversiva del parto

(Insel, 1992; Insel y cols., 2001).

Por tltimo abordaremos el entramado neuronal de la conducta maternal. El
tamafio de algunas estructuras del SVN en mamiferos correlaciona con la actividad
parental. Por ejemplo, las ramificaciones dendriticas del nucleo supradptico se
incrementan en ratas hembra nuliparas después de la exposicion a crias extrafias y de que
efectien cuidados maternales hacia ellas (Hatton y cols., 1992). Por otro lado, en la
especie de raton Peromyscus californicus, conocido como raton de California, una
especie de roedores mondgamos biparentales, se observa un decremento de
aproximadamente el 20 % en el numero de neuronas del Area predptica Medial (APM)
de los machos tras experimentar la paternidad y hacerse cargo de su camada comparados

con los machos no padres ni cuidadores (Alberts y Gubernick, 1990).

Existen muchos ejemplos en la literatura que ponen de manifiesto que la olfaccion
de feromonas a través del SVN esta mediando el despliegue de la conducta maternal en
las ratas (Fleming y cols., 1979; Wysocki, 1979; Fleming y cols., 1980; Saito, 1986;

Halpern, 1987; Wysocki, 1987; Wysocki y Meredith, 1987, Menella y Moltz, 1988a;
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Menella y Moltz, 1988b: Numan, 1988 Saito y cols., 1988; Meredith, 1991; Del Cerro.
1998). Por ello se sabe de la implicacién de los nucleos de relevo del SVN en las
proyecciones primarias (BOA) y secundarias (NEST, NTOA y amigdala) para que la
conducta maternal se lleve a cabo (Segovia y Guillamoén, 1993; Guillamén y Segovia.
1996; Del Cerro, 1998). Respecto a las proyecciones terciarias del SVN, algunos autores
prbponen que lo relevante para que la conducta maternal natural se efectue es la
conexion que se establece entre el APM y el area tegmental ventral, a través de las

conexiones que el area predptica lateral (APL) envia (Numan, 1994a).

La region analizada en el Peromyscus californicus, el APM, es una de las
regiones mas ampliamente estudiadas en relacién a la conducta maternal de las ratas.
Lesionando esta estructura hipotalamica en ratas se pudo comprobar que la conducta
maternal se veia deteriorada (Numan y cols., 1977; Numan, 1988; Numan, 19%4a;
Numan. 1994b; Oxley y Fleming, 2000), mientras que si se administraba estradiol y
prolactina en esta misma region, la conducta era activada (Numan y cols., 1977; Numan,
1988; Numan, 1994a; Numan, 1994b). Esta estructura, como se comentd oreviamente,
envia eferencias al area tegemental ventral (ATV), a través de las proyecciones laterales
desde ¢l APM hasta el Area Preoptica Lateral (APL) siendo esta ruta de vital

importancia para la ejecucion de la conducta maternal de las ratas (Numan, 1994a)

(figura 1.4.).

Recientemente se ha puesto de manifiesto en repetidas investigaciones que el
APM también envia eferencias al NEST parte ventral y que estas dos regiones son
fundamentales en la regulacion de la conducta maternal de la rata (Numan y Sheehan,
1997, Lonstein y De Vries, 2000; Stack y cols.,, 2002). Destruyendo los cuerpos
celulares del APM y del NESTv con un aminoacido excitotoxico o cortando la conexion
lateral entre el APM y el NESTv, la conducta maternal quedaba suprimida (Numan y
Sheehan, 1997). Durante el despliegue de conducta maternal natural en las regiones del
APM y del NESTv de las ratas se pudo detectar una amplia actividad de los genes c-fos
y Fos B en las neuronas implicadas en la regulacion de la conducta maternal (Lonstein y
cols., 2000; Stack y cols., 2002) incrementandose la actividad de la proteina Fos en el
APM y el NESTV incluso en hembras madres maternales que habian sufrido ablacion del
bulbo olfatorio y de los pezones, no pudiendo por ello ser atribuido este incremento a la

estimulacion olfatoria o tactil (Numan y Sheehan, 1997). En otro trabajo se analizo la
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presencia de 2 DG y la actividad del gen c-fos en hembras madres en el NEST, entre
otras regiones. Estos registros indican la actividad en las terminales neuronales, a través
del 2-DG, y la actividad en los somas o cuerpo neuronales, a través del c-fos. En estas
hembras madres se pudo detectar un incremento en la expresion de ambos registros en el
NEST comparadas con hembras controles no madres, aunque en este trabajo no se
especificé qué subdivision del NEST era la que se estaba analizando (Komisaruk y cols.,
2000).

Algunos autores han sugerido que esta participacion del APM y del NESTv en la
conducta maternal iria encaminada al control de conductas activas maternales, tales
como el acarreo, el lamido y acicalamiento de las crias (Numan y Numan, 1996; Numan
y Sheehan, 1997; Lonstein y De Vries, 2000), conductas que previamente fueron
denominadas motoras, mientras que las conductas quiescentes, como la postura de
amamantamiento, dependen de otra region cerebral, que es la sustancia gris
periacueductal, parte ventrocaudal (SGPvc) (Lonstein y Stern, 1997; Lonstein y De
Vries, 2000; Stern y Lonstein, 2001).
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Capitulo 2

Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos
(SIA) o de feminizaciéon Testicular (Tfim).

2.1. APROXIMACION HISTORICA Y SINDROME DE
INSENSIBILIDAD A LOS ANDROGENOS (SIA) EN HUMANOS.

Esta patologia fue descrita por primera vez por John Morris, un experto en
obstetricia de la Universidad de Yale, en 1953, después haber recopilado un total de 82
casos de individuos que presentaban un fenotipo femenino a pesar de poseer testiculos
(Quigley y cols., 1995; McPhaul y Griffin, 1999).

En un principio no se conocia la razén por la cual estas personas, ain poseyendo
testiculos, presentaban un fenotipo de mujeres. Se planteé la hipdtesis de que los
testiculos de estas pacientes segregaban hormonas ovéricas en vez de hormonas
testiculares que podian feminizarlas y de ahi la denominacién que se propuso de
sindrome de feminizaci6n testicular (Tfm, del inglés, testicular feminization) (Valentine,
1968; Quingley y cols., 1995). Pero en los afios 60 se pudo determinar que los
individuos afectados posefan una normal biosintesis de esteroides y una alteracién del
tejido diana de los andrégenos, con lo cual, el término Tfn se sustituyé por el de
sindrome de insensibilidad a los andrégenos (SIA), que es el adoptado por la mayoria de
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los clinicos actualmente, conservandose el término Tfm para hacer referencia a la

patologia analoga que se da en los animales (Quigley y cols., 1995).

En posteriores investigaciones se ha podido comprobar que esta disfuncion se
produce por diferentes mutaciones en el gen receptor de andrégenos (4R), ocasionando
segun el lugar de la mutacién, diferentes grados de insensibilidad del receptor. Hasta la
fecha, han podido detectarse 245 mutaciones diferentes en el gen del AR humano, que
esta situado en el cromosoma X (Xq11.1-q12) (McPhaul y cols., 1993; Quigley y cols.,
1995; Gottlieb y cols., 1998; Imperato-McGinley y Zhu, 2002). Todas estas mutaciones
se relacionan con reversiones sexuales en la direcciéon hombre-mujer y algunas con otras
patologias, como cancer de prostata y atrofia muscular espinobulbar o sindrome de
Kennedy, estando todas ellas asociadas a la infertilidad al no poseer ni los 6rganos
masculinos ni femeninos desarrollados (Brinkmann y cols., 1995). Esta mutacion es de
caricter recesivo ligado al sexo, como las patologias de la hemofilia y la ceguera a los
colores. Por ello s6lo la manifiestan los hombres que la han heredado, mientras que las
mujeres portadoras de la misma mutacion, al poseer otro alelo del gen 4R en el otro
cromosoma X y al no serles tan necesarios los andrégenos para su desarrollo gonadal
como a los hombres, no expresan anormalidades fenotipicas detectables a simple vista.
Es por este motivo por el que todos los estudios llevados a cabo en humanos sobre esta

patologia se han realizado en hombres-mujeres X7y .

Las insensibilidades son graduales, habiendo tres tipos diagnosticados en
humanos: sindrome de insensibilidad a los andrégenos completo (SIAC), sindrome de
insensibilidad a los andrégenos parcial (SIAP) y sindrome de insensibilidad a los
androgenos minimo (SIAM) (Quigley y cols., 1995; Brinkmann y cols., 1995; Bevan y
cols., 1996; Bevan y cols., 1997; Gottlieb y cols., 1999; McPhaul, 1999; Boehmer y
cols., 2001; Gottlieb y cols., 2001a; McPhaul, 2002). Otra forma de diagnéstico clinico
en humanos sigue una escala ordinal del 1 al 7, siendo el SIA 1 el grado de
insensibilidad mas leve y el SIA 7 el grado mayor de insensibilidad, con genitales
predominantemente masculinos y femeninos respectivamente (Quigley y cols., 1995). El
vello axilar y pibico, puesto que depende de la actuacién de la androstenediona, un
derivado androgénico, también presenta variacion en su presencia dependiendo del
grado de insensibilidad y por ello permite determinar la clasificacién de SIA grado 6

(posee vello) y grado 7 (no lo posee) (Brinkmann y cols., 1995; Pinel, 2001). Para un
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correcto diagnéstico, tratamiento y asignacién del sexo es necesario una investigacién
clinica que incluya un analisis hormonal, genético y molecular (Balducci y cols., 1996).
A este respecto, existen en la literatura ejemplos de diagnésticos diferentes para esta
patologia en humanos XY afectados (Ris-Stalpers y cols., 1990; McPhaul y cols., 1993;
Imasaki y cols., 1996; Lobaccaro y cols., 1996; Bevan y cols., 1997; Brinkmann y cols.,
1995; Chen y cols., 1999; Hellwinkel y cols., 1999; McPhaul y Griffin, 1999;
Weidemann y cols., 1999; Zhu y cols., 1999; Claessens y cols., 2001)

Se ha demostrado que los niveles hormonales de estos pacientes difieren
respecto a grupos no mutados y a su vez, difieren entre si mismos segin el grado de
insensibilidad y el momento vital. Por ejemplo, respecto a la hormona antimiilleriana
(AHM/MIS) se encontré que los pacientes que presentaban el SIA posefan niveles
elevados de AMH/MIS comparados con un grupo control, debido a la imposibilidad de
ser regulada por la testosterona a través de sus receptores (Rey y cols., 1994; Majdic y
cols., 1995; Al-Attar y cols., 1997; Rey, R., 1998; Rajpert-De Meyts y cols., 1999). Pero
a su vez, los grupos de SIAC y SIAP difieren entre si, en relacion a los niveles en plasma
de LH y de testosterona. Concretamente durante los tres primeros meses de vida en los
pacientes SIAP los niveles de testosterona y de LH en plasma estdn incrementados,
mientras que en los SIAC se encuentran en un rango inferior del normal. Por otro lado
en el periodo postpuberal y adulto, tanto los pacientes SIAC como SIAP poseen niveles
en plasma de LH de normales a elevados, con la consecuente estimulacién en las células
de Leydig que conlleva a un aumento en la sintesis de testosterona y estradiol (Balducci

y cols., 1996; Ahmed y Hughes, 1999; Brinkmann y cols., 2001; Bouvattier y cols.,
2002).

Cuando la mutacién ocurrida se localiza en el mismo lugar del gen AR en dos
pacientes diferentes, lo habitual es que el fenotipo de estas personas sea similar, respecto
a la masculinizacién de sus genitales. Sin embargo recientemente se han recogido hasta
25 de 200 casos en la literatura en los que diferentes pacientes con la mutacién
localizada en el mismo lugar presentaban fenotipos dispares (Holtherhus y cols., 1997;
Hiort y cols., 1998; Holtherhus y cols., 1999a; Holtherhus y cols., 1999b; Gottlieb y
cols., 2001a; Gottlieb y cols., 2001b). Los autores explican este fendmeno a través del
mosaicismo, esto es, sostienen que el genoma puede variar a lo largo de la vida, de

manera que un gen AR sin mutacion puede expresarse en algiin momento de la vida del
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individuo X”™Y, a pesar de poseer un gen Gnico y mutado para este receptor, el
proveniente del cromosoma X. Se ha podido demostrar que en estos individuos no existe
una homogeneidad genética en todos sus 6rganos (Gottlieb y cols., 2001a; Gottlieb y
cols., 2001b). Por otro lado, se ha puesto de manifiesto la existencia de dos tipos
diferentes de receptores AR en el tejido genital humano, las formas Ay Bo a y p del
receptor AR (Wilson y McPhaul, 1994; Ikeuchi y cols., 1999).

En algunos casos es efectiva en estos pacientes la terapia hormonal, cuando la
insensibilidad a los andrégenos no es muy acusada, para contribuir al desarrollo gonadal
masculino (Ong y cols., 1999). Sin embargo en la mayoria de los casos en los que la
insensibilidad del receptor impide este tratamiento y los genitales que predominan son
los femeninos, debido a la toxicidad de un tratamiento hormonal androgénico
prolongado, lo que se tiende a hacer es conservar el género femenino (Wilson, 1999). En
estos casos los pacientes tienen absolutamente desarrollada su identidad de género hacia
mujer de tal manera que algunos especialistas aconsejan ocultar la causa de la amenorrea
a los pacientes con este sindrome que acuden al especialista en la pubertad y sugieren
que, en los casos en que sea posible, la informacién que se le de al paciente sea que
posee unos ovarios atrofiados y que serd necesaria su extirpacion, cuando lo que
verdaderamente se le extirpen seran los testiculos atrofiados que con frecuencia, en
algiin momento vital, se vuelven tumorosos (Valentine, 1968; Pinel, 2001; Green, 2002;
Hines, 2002; Imperato-McGinley y Zhu, 2002; McGinnis y cols., 2002). El hecho de que
en estos pacientes, a pesar de poseer en todas las células de su cuerpo la informacién
genética proveniente de un hombre, prefieran y opten por ser mujeres, ha hecho de este
sindrome otro objeto de estudio para abordar posibles explicaciones cientificas de los
determinantes de la identidad sexual como innata o aprendida (Ahlquist, 1994; Quigley
y cols., 1995; Green, 2002; Hines, 2002; Imperato-McGinley y Zhu, 2002).

2.2. EL RECEPTOR DE ANDROGENOS (4R/Ar).

Pasaremos a analizar las caracteristicas propias de este receptor, que puesto que
es similar estructural y funcionalmente en seres humanos, ratén y rata, su descripcién

podrd ser aplicable para todos los casos. Este receptor es un miembro tipico de la
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superfamilia de receptores nucleares que actian como factores de transcripcion siendo
similar a otros receptores de hormonas esteroideas, asi como a los receptores de
hormonas tiroideas, de vitamina D y de 4cido retinoico. En humanos, como se comenté
previamente, estd situado en el cromosoma X, en la regién pericentromérica del brazo
largo (Xql1.1-q12) (McPhaul y cols., 1993; McPhaul, 1999; Quigley y cols., 1995;
Gottlieb y cols., 1998; Barrio y Ezquieta, 2001; Hughes, 2001; Imperato-McGinley y
Zhu, 2002; McGinnis y cols., 2002). En rat6n se sitia igualmente en el cromosoma X a
una distancia de 30 centimorgans (30 cM) y en rata estd también localizado en en
cromosoma X, en la regién Xq22-q32.

La estructura proteica del receptor de androgenos posee 8 exones y tiene tres
dominios funcionales principales. Por un lado el dominio de transactivacién
aminoterminal, codificada por el exén 1 y critico para la regulacion de la transcripcion
de genes diana. Por otro lado el dominio central de unién al ADN, codificado por los
exones 2 y 3, que interactia con la secuencia de nucle6tidos del ADN y responde a la
hormona con una estimulacién de la transcripcion. Y finalmente el dominio
carboxiterminal de unién a los andrégenos, codificado por los exones del 4 al 8, que
interactua tanto con la testosterona como con la dihidrotestosterona y en cuya region se
unen las HSP (del inglés heat-shock-proteins) que impiden la activacion intriseca del
receptor sin ligando (figura 2.1.) (Hiipakka y Liao, 1998; Barrio y Ezquieta, 2001). Sin
embargo, la afinidad del receptor no es idéntica para la testosterona y la
dihidrotestosterona, siendo para esta wltima hasta 10 veces mas eficaz tanto en humanos
como en rata, ya que la testosterona se disocia hasta tres veces mas rdpidamente del AR
que la dihidrotestosterona y la degradacion del AR es dos veces més rapida en presencia
de testosterona que de dihidrotestosterona (Quigley y cols., 1995; Balducci y cols., 1996;
Keller y cols., 1996; MacLean y cols., 1997; Avila y cols., 2001; Barrio y Ezquieta,
2001; McGinnis y cols., 2002).
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Cromosoma X y gen AR
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Figura 2. 1.. Cromosoma X y gen AR. En el cromosma X se sefiala con color la
localizacion del gen en humanos. Los diferentes dominios de actuacion del gen se
recogen en el dibujo inferior, en el que se especifica el tamario en pares de bases (pb) de
cada dominio. (Imagen creada a partir de Quigley y cols., 1995).

El AR se encuentra, antes de ser modificado por el ligando, en el citoplasma de

las células como oligémero inactivo, unido a las proteinas HSP (Quigley y cols., 1995;

Georget y cols., 1997, Hughes, 2001; Kawata y cols., 2001). Una vez unido al

andrégeno, el receptor se transforma, mediante cambios conformacionales y el

desprendimiento de las proteinas HPS, en una version activa homodimérica del receptor,

también llamada complejo hormona-receptor (Pinsky y cols., 1994; MacLean y cols.,

1997). Este complejo atraviesa la membrana nuclear y una vez dentro del nucleo y

sirviéndose de la alta afinidad que esta nueva version del receptor posee por los

elementos-de respuesta a los androgenos (ERA), se une a ellos. Estos ERA son

secuencias especificas de nucleétidos localizadas en el dominio de unién del ADN que

pueden promover la iniciacién de la transcripcion si actian como intensificadores o

pueden suprimir la misma si actiian como silenciadores. Al unirse el complejo hormona-

receptor a esta secuencia (ERA) se produce la dimerizacién y la consecuente activacion

o no de la transcripcion, teniendo en cuenta la naturaleza del ERA (activadora o

silenciadora), el tipo de sustancia ligada al receptor (androgénica o antiandrogénica) y
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por ultimo la actuacion de las proteinas correguladoras o correpresoras que actian
conjuntamente con el complejo hormona-receptor, como el coactivador de receptor
nuclear 1 (SRC-7), entre otros (Pinkey y cols., 1994; Quigley y cols., 1995; Hughes.
2001). Como resultado seran traducidas nuevas proteinas que podran alterar la funcion

celular (McGinnis y cols., 2002).

El AR, como se especificd con anterioridad, se localiza en los nucleos celulares
de una amplia variedad de tejidos del organismo, como son los testiculos, la prostata, el
cerebro y la médula espinal (Tenbaum y Baniahmad, 1997). Pero también hay receptores
de andrdégeno en las glandulas sudoriparas. los foliculos pilosos, el musculo cardiaco, en
la musculatura lisa vascular y gastrointestinal, en los foliculos tiroideas y por tltimo en
las células adrenales corticales (Quigley y cols., 1995), de manera que la

disfuncionalidad de este receptor puede ocasionar anomalias en el desarrollo normal de

estos tejidos.

Cuando se produce una mutacion en este receptor, el mecanismo de actuacion
normal de los andrégenos previamente comentado se ve interferido. Se han descrito dos
defectos principales en la funcion del receptor de andrégenos por mutacion en éste, que
son anomalias en la union de los andrégenos o anomalias en la union al ADN. Los fallos
producidos por la union anémala de los androgenos a su receptor se producen por
mutaciones en el gen del AR que se localizan en el dominio de unién a los andrégenos,
codificado por los exones del 4 al 8. Estos fallos se traducen en una reducida afinidad de
unién, una disminucion del numero de receptores con afinidad normal, una mayor
termolabilidad de la unién hormona-receptor, un aumento en la disociacién del ligando o
una alteracion en la especificidad de la union. La ausencia absoluta de unién del
androgeno a su receptor es muy infrecuente (Brown, 1995; Barrio y Ezquieta, 2001).
Cuando la mutacion se produce en el dominio de unién del ADN, codificado por los
exones 2 y 3, la hormona puede acoplarse normalmente a su receptor, pero no se puede
llevar a cabo dimerizacion al no poder unirse el complejo hormona-receptor al ADN,

con la consecuente imposibilidad de iniciar la transcripcion (Barrio y Ezquieta, 2001).
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2.3. SINDROME DE FEMINIZACION TESTICULAR (Tfm).

2.3.1. Genética del Ar en raton y rata.

Como se comentd previamente, este sindrome ha debido existir desde mucho
tiempo atras tanto en humanos como en animales. Dentro del reino animal, han podido
detectarse individuos que padecieran esta mutacién entre caballos, gatos, ganado,

chimpancés, ratones y ratas (Olsen, 1979; Olsen, 1992; McGinnis y cols., 2002).

La mutacion ocurrida en ratones se localiza en el exén 1 del gen 4r, en el
dominio de transactivacion aminoterminal y es debida a una deleccién de un solo
nucledtido que introduce un aminoacido sin sentido y con él un codén de terminacion en
una posicion prematura (Gaspar y cols., 1991). La mutacion de estos animales seria
equivalente al SIAC humano, al presentar un fenotipo predominantemente femenino
(Olsen, 1992; McGinnis y cols., 2002). Se ha descrito otra mutacion en el Ar de ratones
que parece producirse en el dominio carboxiterminal de unién a los androgenos, pero

ain no ha sido estudiado en profundidad (Gaspar y cols., 1991; McGinnis y cols., 2002).

Por otro lado, la mutacién ocurrida en ratas Tfin fue descrita por primera vez por
Stanley y Gumbreck en 1973 (Stanley y cols., 1973; Gumbreck y cols., 1982). Esta
mutacion fue encontrada en ratas King-Holtzman, de manera que con frecuencia para
hacer referencia a ellas, se les llama ratas Stanley/Gumbreck o bien Tfm King-Holtzman
(Yarbrough y cols., 1990; Brown, 1995; McGinnis y cols., 2002). En el afio 1990,
Yarbrough y su equipo pudieron determinar qué tipo de mutacion en el Ar presentaban
estos animales. Concretamente se trataba de una mutacion puntual de sustitucion de una
base por otra (guanina por adenina) en el exén 5, exactamente en el lugar
correspondiente al 734 pb, que corresponde al dominio carboxiterminal de unién a los
androgenos. Con esta sustitucion de transicién (al ser ambas bases puricas) el
aminoécido resultante era en vez de arginina (codon CGG), glutamina (codén CAG)
(Arg734 — Gln; R734Q) (Yarbrough y cols., 1990). Puesto que lo mutado es el dominio
de union a los androgenos, el efecto de esta mutacion, segun la funcionalidad del

receptor comentada previamente, podria ser una menor afinidad de unién de la hormona
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al receptor, un aumento en la disociacion del ligando o una alteracion en la especificidad
de la union (Brown, 1995; Barrio y Ezquieta, 2001). De hecho algunos autores han
afirmado que la anomalia funcional del receptor de andrégenos en estos animales se
debe a un déficit en la retencion de la testosterona y la dihidrotestosterona intranuclear, a
pesar de ser normal el transporte a través del plasma y la reduccién de testosterona a

dihidrotestosterona (Bardin y cols., 1971; Ritzen y cols., 1972).

Como consecuencia de esta mutacion las ratas X7y presentan un fenotipo que
podria corresponderse al SIAP humano, al ser ligeramente menos insensibles a los
androgenos como lo pudiera ser el ratén Tfin (Olsen, 1985; Olsen, 1992; McGinnis y
cols., 2002). Curiosamente esta mutacion tiene su equivalente exacto en humanos. En
¢stos, se produce igualmente una sustitucion de arginina por glutamina, pero en el lugar
homologo a humanos, en el pb 752 (Arg752 — Gin; R752Q) (Brown, 1995; Langley y
cols., 1998). En humanos esta misma mutacion ocasiona una insensibilidad completa a
los andrégenos y tanto en ratas como humanos, para activar los receptores de
androgenos con esta mutacion, es necesaria una cantidad de dihidrotestosterona en

plasma 10.000 veces superior a la que un receptor de andrégenos normal requeriria

(Brown, 1995; Langley y cols., 1998).

En el tejido cerebral de las ratas macho Tfn (hipotalamo, 4rea predptica, hipdfisis
anterior y cortex) se ha demostrado que igualmente existe este déficic en la retencién de
la testosterona y la dihidrotestosterona intranuclear por parte del receptor de androgenos,
mostrandose una afinidad de tan solo el 10-15 % comparados con hermanos de camada

controles, siendo evidente este déficit en época neonatal (Naess y cols., 1976; Chung y

cols., 1983; McGinnis y cols., 2002).

3.3.2. Perfil endocrino de las ratas Tfm.

Cabria esperar que la anomalia en el funcionamiento de los receptores de
androgenos en estos animales condujera a una alteraciéon endocrina global por déficit en
los sistemas de retroalimentacion. De hecho, es esto lo que se ha demostrado que sucede.

A pesar del fenotipo de las ratas macho Tfm, los testiculos que poseen producen de
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normales a elevados niveles de testosterona (Yarbrough y cols., 1990). Comparando
machos rata Tfm con machos sin mutacion hermanos de camada, se pudo comprobar que
los primeros tenian niveles en plasma significativamente superiores de testosterona (7.5
ng/ml) que los hermanos (2.8 ng/ml), asi como de DHT (0.8 ng/ml vs. 0.2 ng/ml) y de E;
(18.8 ng/ml vs. 7.9 ng/ml) (Naess y cols., 1976; Roselli y cols., 1987; Krieg y cols.,
1990). Este aumento de androgenos en plasma podria deberse al también elevado nivel
de LH con el que estas ratas 7fm cuentan comparados con machos y hembras sin
mutacion (Krieg y cols., 1990). De hecho, las ratas macho Tfm poseen niveles mas
elevados de LH en plasma que los machos intactos, pero menos que los machos

gonadectomizados (Krieg y cols., 1990).

Sin embargo, administrando subcutaneamente testosterona y DHT en dosis muy
altas (2 mg/100 g de peso corporal) o en pequeiias dosis (50 pg/ 100 g de peso corporal)
a machos rata Tfm y hermanos de camada durante 12 dias seguidos, se pudo comprobar
que en los machos Tfm s6lo con dosis suprafisiolégica de ambos androgenos se produjo
una reduccion de los niveles de LH y FSH en plasma, mientras que en los machos
hermanos de camada, ambas dosis hicieron lo mismo (Naess y cols., 1976). Este
resultado pone en evidencia que en machos Tfm existe cierta sensibilidad en los
receptores de androgenos, pero que su insensibilidad hace imposible la existencia de un
mecanismo de retroalimentacion funcional entre el hipotdlamo y la hipo6fisis como el que

se da en los machos hermanos de camada (Purvis y cols., 1978; McGinnis y cols., 2002).

Igualmente se pudo demostrar que en ratas castradas, se incrementaba de 2 a 10
veces el ARNm del AR en regiones tales como prostata ventral, epididimo, vesicula
seminal, rifion y cerebro, volviendo a sus niveles normales tras inyectarles testosterona,
que no estradiol (Quarmby y cols., 1990), mientras que en los animales machos Tfm esta
misma castracion no tuvo ningln efecto regulador sobre el ARNm del receptor de

androgenos (Quarmby y cols., 1990).

Por otro lado, y de nuevo debido al déficit en un sistema de retroalimentacion, los
ratones macho Tfm presentan unos niveles elevados de la hormona antimiilleriana

(AMH/MIS), manteniéndolos elevados durante el desarrollo puberal para descender
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ligeramente a partir del dia 25 (Al-Attar y cols., 1997). Como comentamos
anteriormente, esta hormona y sus niveles mantienen una relacion inversamente
proporcional a los niveles de testosterona en plasma (Sriraman y cols., 2001). Sin
embargo, en estos animales, a pesar de poseer igualmente una concentracion elevada de
este androgenos (Naess y cols., 1976; Roselli y cols., 1987; Krieg y cols., 1990). la
AMH/MIS esta incrementada, al no poder autorregularse de manera normal. Este
incremento de ambas hormonas en los Tfm los autores lo asimilan al que se produce en
animales normales durante las primeras etapas del desarrollo gonadal de la rata y el raton
macho, en la que tanto los niveles de AMH/MIS como los de testosterona son elevados,
ya que la liberacion de testosterona se inicia en ratas machos de manera muy temprana,
en los dias embrionarios E17-E19 (Negri-Cesi y cols., 2001) habiendo de nuevo una
elevacion en el dia P1, entre las 0 y las 2 horas de nacer, para posteriormente volver a
descender (Rhoda y cols., 1984). Los autores explican esta ausencia de contrabalanceo
temprano entre la testosterona y la AMH/MIS porque los receptores para androgenos no
se expresan en las células de Sertoli hasta el dia posnatal 3 en la rata (Majdic y cols.,
1995) y hasta el dia postnatal 4 en el raton (Al-Attar y cols., 1997; Rey, 1998), no siendo
funcional hasta entonces y no pudiendo ejercer la testosterona la inhibicién comentada

para la AMH/MIS (Rey, 1998).

Otro elemento importante a tratar en estos animales son los niveles de la enzima
Aromatasa (Aro). Roselli y su equipo en 1987 analizaron la actividad de la enzima
Aromatasa en diferentes regiones cerebrales de ratas macho Tfin y ratas macho hermanos
de camada. Pudieron determinar que en estado adulto, la actividad de la enzima
Aromatasa de los hermano de camada macho era elevada en regiones tales como el
NEST y la amigdala medial (Me), era intermedio en regiones como el drea
periventricular predptica medial (PVAPM), el &rea predptica medial (APM), nucleo
cortical de la amigdala (AC), nucleo ventromedial del hipotalamo (HVM), nucleo
supraquiasmatico (SQ) y nucleo periventricular anterior del hipotdlamo (PVAH) y por
ultimo, era baja en el hipotalamo anterior (HA) y el nucleo arcuato/eminencia media
(Arc/EM). Por otro lado, en los machos Tfm la actividad de la enzima Aromatasa,
medida en las mismas regiones, resultd presentar niveles inferiores en todas ellas,
excepto en la amigdala medial (Me) y en el nicleo cortical de la amigdala (AC) (Roselli

y cols., 1987). Como cabria esperar, ademas, en ratas hermanas de camada tras la
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castracion se redujo significativamente la actividad de la Aromatasa en la amigdala y el
hipocampo hasta casi asimilar los niveles de los machos Tfm, pudiendo restablecerse
estos niveles tras la administracion de testosterona. Por el contrario, la misma
administracion de testosterona a ratas Tfn castradas no pudo incrementar sus niveles de
actividad de la Aro en las mismas regiones (Roselli y cols., 1987). Es importante
destacar que esta inferioridad en las ratas 7fm en cuanto a la actividad de la enzima
Aromatasa se produce a pesar de que los machos Tfm sin tratar poseen niveles en plasma
significativamente mayores de androgenos, comparados con los hermanos de camada sin

mutacion (Roselli y cols., 1987).

2.3.3. Desarrollo gonadal y peso corporal de ratas Tfm.

A pesar de que las ratas macho Tfm son genéticamente XY y poseen por tanto el
cromosoma Y, que como vimos con anterioridad, actua como inductor dominante del
fenotipo masculino (Fraccaro y cols., 1960) y también expresan la mayoria de los genes
implicados en la gonadogénesis masculina (e.g. Sry), estos machos Tfm presentan un
fenotipo femenino, aunque incompleto y disfuncional. Poseen una vagina corta y ciega,
unos testiculos pequefios localizados inguinalmente, glandulas mamarias y no poseen
epididimo ni glandulas sexuales masculinas accesorias (Yarbrough y cols., 1990;
McGinnis y cols., 2002) (figura 4.16.). Al haber segregado hormona antimiilleriana
(AMH/MIS) no poseen los conductos de Miiller y por otro lado los conductos de Wolf
no han podido desarrollarse al no haber podido actuar la testosterona, presentando por
ello lo que algunos autores han llamado pseudohermafroditismo, ya que poseen indicios
de las gonadas de ambos sexos, pero ninguna de ellas es funcional (McGinnis y cols.,

2002).

En ratones Tfm, la esteroidogénesis de las células de Leydig embrionaria esta
incrementada, pero a partir del dia postnatal 25 las células de Leydig necesitan de la
actuacion de los androgenos para completar su desarrollo y para el descenso de los
testiculos, con lo cual, en los ratones Tfm la esteroidogénesis permanece en un estadio
inmaduro y la localizacion de los testiculos persiste en la zona abdominal (Murphy y

cols., 1994; O’Shaughnessy y cols., 2002). Por otro lado, se registré el peso de los
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testiculos en ratones 7fm y en ratones hermanos de camada sin la mutacion y se pudo
determinar que a los 5 dias postnatales de edad no habia diferencia entre ambos grupos,
pero a partir del dia postnatal 20, estas diferencias comenzaron a ser evidentes. puesto
que a esta edad en los ratones Tfm el peso de sus testiculos era ligeramente superior al
que presentaban a los 5 dias de edad y practicamente idéntico al que presentaron a las
edades de 25, 30 y 40 dias postnatales, mientras que en el grupo de los hermanos de
camada, las diferencias respecto al grupo de machos T fm empezaron a ser evidentes a
partir del dia postnatal 20, presentando en cada una de sus edades un notable incremento
del peso respecto a la anterior y teniendo en todas las edades un mayor peso de los

testiculos que los ratones machos 7fm (Murphy y cols., 1994).

La insensibilidad a los androgenos provoca una alteracién en otro sistema de
retroalimentacion, como es el eje hipotalamo-hipéfisis anterior-hormona de crecimiento
(GH). EI hipotalamo segrega GHRH (hormona liberadora de GH) y la adenohipdfisis.
estimulada por la GHRH, segrega GH, que a su vez estimula la actuacion de las
somatomedinas y de la IGF-1 (factor de crecimiento parecido a la insulina-1) para que
actuen sobre cartilagos y estimulen la elongacion de los huesos (Nelson, 1996; Miiller y
cols., 1999). Los esteroides gonadales también parecen desempefiar una importante
funcién en este eje de liberacion (Miiller y cols., 1999; Pazos y cols., 2000). En humanos
con SIA, que presentan una estatura media mayor que la media de mujeres de la
poblacion americana con la que fueron comparadas (174cm vs 162.3cm) se han

detectado diversos problemas 6seos (Marcus y cols., 2000).

Se ha podido demostrar que en ratas machos a las que se les administré el
antiandrogeno flutamida, a partir del dia postnatal 30, después de 4 semanas de la
administracion, ademas de presentar un incremento en los niveles en plasma de
testosterona y estradiol, poseian un menor peso corporal, una menor cantidad de IGF-1
en plasma y un menor ARNm de la IGF-1 hepatica, asi como una disminucién del
ARNmMm de los receptores de GH, aunque no afecté a la cantidad de GH en plasma ni a las
reservas de GH de la hipéfisis (Pazos y cols., 2000). Los autores sostienen que el
aumento de testosterona y estradiol en plasma reflejan un incremento en la sintesis de
testosterona asi como de la actividad de la enzima Aromatasa (Pazos y cols., 2000). Esta

relacion entre andrégenos y crecimiento 0seo se mantiene incluso en animales de edad
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mas avanzada. A ratas de 13 meses de edad se les someti6 a orquidectomia y tras 4
meses de esta manipulacién, se pudo comprobar que en la tibia y la vértebra lumbar
habia disminuido el contenido de calcio, que el volumen 6seo de la tibia proximal se
habia reducido en un 50 % y que el grosor femoral cortical habia disminuido en un 12
%. Sin embargo, si tras la orquidectomia se les administraba testosterona o estradiol o
dihidrotestosterona o nandrolona, la masa 6sea no disminuia ni se volvia quebradiza

(Vanderschueren y cols., 1992).

En ratas Tfim existe asimismo, una alteracién en el metabolismo 6seo.
Comparando ratas macho 7fm con hermanos compaiieros de camada machos y hembras
a los 4 meses de edad, se pudo determinar que en machos 7fm la longitud del fémur, su
didmetro y grosor cortical tenian valores intermedios entre los machos hermanos y las
hembras hermanas (Vanderschueren y cols., 1993). Sin embargo, la masa total femoral y
su area resulté ser menor en los machos 7fm y en las hembras compaiieras de camada,
comparados ambos con los machos compaifieros de camada (Vanderschueren y cols.,

1994).

Por otro lado, relacionado con el eje alterado comentado previamente, en ratas
Tfm los niveles de IGF-1 en plasma estdn reducidos comparados con los machos
hermanos de camada (-12%) y con las hembras hermanas de camada (-27%)
(Vanderschueren y cols., 1993). La estimulacién basal hipotaldmica in vitro de secrecién
de GH fue mayor en machos controles que en hembras controles y en machos Tfm. Si la
secrecion de GH era estimulada mediante pulsos de GHRH, entonces la capacidad de
respuesta era mayor en machos controles, seguida de machos Tfm y de hembras
controles, estableciéndose un orden descendente respecto a la capacidad de secrecion de
GH por parte de la hipéfisis y situandose los machos 7fm en un lugar intermedio entre
los machos y hembras controles, que a su vez, se correspondia con los pesos corporales
que los tres grupos presentaban (machos controles 372 + 18 gr.; machos Tfm 318 + 7 gr.;
hembras controles 218 + 7 gr.) (Batson y cols., 1989; Martha y cols.,, 1989;
Vanderschueren y cols., 1994).
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2.3.4. Estudios en el Sistema Nervioso Central de ratas Tfm: andlisis de

un nicleo cerebral (NSD-APM) y un niicleo medular (NEB).

La morfologia cerebral de los animales Tfm no ha sido muy estudiada, en
ninguna de las especies que han presentado esta mutacion. El tinico ejemplo que existe
en la literatura es el que fue realizado por Gorski y su equipo en 1981 sobre ratas Tfm.
Estos investigaron el volumen del NSD-APM comparando ratas 7fm con ratas macho
hermanos de camada (Gorski y cols., 1981). Realizaron este estudio sobre dos grupos de
animales 7fm, uno proveniente de la Universidad de Rockefeller (grupo A) y otro grupo
(grupo B) proveniente de un lugar diferente, posiblemente de la UCLA (comunicacién
personal del Dr. Gorski a la autora). Los resultados de estos anélisis demostraron que la
posesion de la mutacion en el gen del receptor de andrégenos no estaba incidiendo que
en los machos Tfim poseyeran un volumen del NSD-APM perfectamente masculinizado,
al no diferir del que presentaron los machos compafieros de camada sin mutacién
(Gorski y cols., 1981). Este resultado estaria apuntando la posibilidad de que en lo
machos Tfm la masculinizacién llevada a cabo por el estradiol, que actia con normalidad
en ellos (Attardi y cols., 1976; Krey y cols., 1982; Olsen y Whalen, 1982), es
perfectamente posible (Segovia y Guillamén, 1993). Sin embargo no se han estudiado
otras regiones cerebrales en estos animales portadores de la mutacion.

Por otro lado y referente al anélisis de una estructura medular, sf se han hecho
estudios en ratas Tfm, concretamente sobre el nicleo espinal bulbo cavernoso (NEB).
Tal y como se coment6 en el apartado correspondiente, los andrégenos son muy
relevantes para el desarrollo de esta estructura, asi como de sus dianas musculares
(Fishman y cols., 1990; Christensen y cols., 1999). En ratas macho adultas normales se
pudo determinar, por inmunotincion, la presencia del 4R en las motoneuronas del nicleo
espinal bulbocavernoso (NEB), del nucleo dorsolateral (NDL) y del micleo
retrodorsolateral (NRDL). Sin embargo, en ratas macho Ifm ninguna de las
motoneuronas de estas regiones presentaron tincién para los receptores de andrégenos
(Freeman y cols., 1995). Esta ausencia de receptores funcionales tiene consecuencias
morfolégicas. Los machos Tfm presentan el mismo niimero de motoneuronas y ¢l mismo
tamafio de éstas en el NEB que las hembras normales, que son valores
significativamente menores que los que presenta el macho normal (Breedlove y Amold,
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1981; Freeman y cols., 1996; Watson y cols., 2001). Pero esta diferencia se establece
posnatalmente puesto que, al principio en el desarrollo embrionario, machos Tfin y
hembras de la misma raza presentan el mismo nimero de motoneuronas hasta los dias
E18-E23, momento en el que ambos grupos presentan los valores maximos. A partir de
entonces, el macho 7fm y la hembra empiezan a perder motoneuronas, hasta que en el
dia P10 ya tienen sus valores adultos. Sin embargo en los machos Tfin, hasta el dia E20
el desarrollo del NEB fue similar al que se da en machos normales, permitiendo sugerir a

los autores que los andrégenos no son necesarios para el incremento inicial de

motoneuronas de esta estructura (Sengelaub y cols., 1989).

En estos primeros estudios llevados a cabo sobre el NEB los grupos
experimentales eran machos Tfim y machos normales hermanos de camada. La seleccién
de estos dos grupos se podia hacer observando la morfologia externa gonadal de los
animales, puesto que como se ha comentado con anterioridad, las ratas Tfm presentan un
fenotipo gonadal marcadamente diferente al de las hembras y machos normales. Sin
embargo, la deteccion de las hembras portadoras de la mutacién no podia hacerse a
simple vista. Las hembras portadoras del mutacién (Xrﬁ"X) dada su condicién
heterocigética para la mutacién y debido a la inactivacién aleatoria de un cromosoma X
que se produce durante el desarrollo, presentan un mosaicismo para el gen de receptor de
androgenos, expresindose en algunas de sus células el gen sano y en otras el gen
mutado, pudiendo aportar un paradigma de investigacién nuevo y enriquecedor de la
funcién del receptor de andrégenos. Para solventar el problema de la imposibilidad de
detectar a las hembras portadoras de la mutacién, en investigaciones mis recientes
llevadas a cabo sobre el NEB se ha aplicado el siguiente método. Tras detectar a las
hembras portadoras de la mutacién, segin las camadas que hayan tenido previamente en
las que hubiera evidencia de machos Tfim a éstas se le inyecta propionato de testosterona
durante otra gestacion, en los dias embrionarios 16 al 20, para que después del parto
pueda identificarse a las hembras de la camada portadoras de la mutacién de las que no
lo son. Con esta dosis de testosterona en ese momento, las hijas portadoras de la
mutacién (X”™X) desarrollan las glandulas mamarias y sus pezones son visibles, debido
a la insensibilidad del tejido mamario al andrgenos, mientras que las hijas no
portadoras de la mutacién (XX), carecerin de gléndulas mamarias y de pezones,
precisamente por ser sensibles al andrégeno (Freeman y cols., 1996; Monks y cols.,

1999; Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001).
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Aplicando esta metodologia, se estudi6 la influencia de la administracién
embrionaria y perinatal de propionato de testosterona sobre la expresién de los
receptores de andrégenos en las motoneuronas del NEB de hembras portadoras
(mosaico), hembras hermanas de camada no portadoras y machos 7fm, todos en estado
adulto. Se pudo determinar que, debido a las diferentes sensibilidades a los andrégenos
entre los grupos, las hembras mosaico poseian un nimero intermedio de motoneuronas
en el NEB, entre la hembra hermana no portadora (que poseia los valores mayores, al ser
sensible a los andrégenos) y el macho 7fm (que poseia los valores menores al ser
insensible a los androgenos) e igual sucedia respecto al porcentaje de marcaje de

receptores de andrégenos en las células del NEB (Freeman y cols., 1996).

En otro estudio se probd en la hembra mosaico que sélo las células del NEB que
poseian el receptor no mutado, presentaban los somas de las motoneuronas
incrementados tras un tratamiento crénico de testosterona mientras que, en el mismo
animal, las células que poseian el gen mutado para el receptor de andrégenos (Tfm)
presentaban un tamafio menor de estos somas. A su vez, en otro animal mosaico al que
no se le administrd testosterona, el tamafio de los somas de las células Tfm eran similares
a los de las células control y a su vez, similares al que presentaron las células Tfm en una
hembra mosaico tras la testosterona, ambos menores que los tamafios mostrados por las
células no mutadas tras la administraciéon de testosterona, dando a entender que la
efectividad en el aumento del tamafio de los somas celulares depende en primer lugar, la
sensibilidad de los receptores de andrégenos y en segundo lugar de la cantidad de

testosterona que haya en plasma (Watson y cols., 2001).

2.3.5. Estudios conductuales en ratas Tfm.

La conducta que mas ha sido estudiada en ratas Tfm es la conducta sexual, tanto
en su manifestaciéon femenina (lordosis) como masculina (monta, intromisién,
eyaculacién e intervalo posteyaculatorio). Beach y Buehler en 1977 afirmaron que los
machos Tfim presentaban una conducta sexual masculina de cépula infrecuente e

incompleta comparada con machos normales. Ademés esta conducta no se mejoraba a
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1981; Freeman y cols., 1996; Watson y cols., 2001). Pero esta diferencia se establece
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hembras de la misma raza presentan el mismo nimero de motoneuronas hasta los dias
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entonces, el macho 7fm y la hembra empiezan a perder motoneuronas, hasta que en el
dia P10 ya tienen sus valores adultos. Sin embargo en los machos Ifm, hasta el dia E20
el desarrollo del NEB fue similar al que se da en machos normales, permitiendo sugerir a
los autores que los andrégenos no son necesarios para el incremento inicial de

motoneuronas de esta estructura (Sengelaub y cols., 1989).

En estos primeros estudios llevados a cabo sobre el NEB los grupos
experimentales eran machos Tfim y machos normales hermanos de camada. La seleccién
de estos dos grupos se podia hacer observando la morfologia externa gonadal de los
animales, puesto que como se ha comentado con anterioridad, las ratas Tfm presentan un
fenotipo gonadal marcadamente diferente al de las hembras y machos normales. Sin
embargo, la deteccion de las hembras portadoras de la mutaciéon no podia hacerse a
simple vista. Las hembras portadoras del mutacién (X™X) dada su condicién
heterocigética para la mutacién y debido a la inactivacién aleatoria de un cromosoma X
que se produce durante el desarrollo, presentan un mosaicismo para el gen de receptor de
androgenos, expresindose en algunas de sus células el gen sano y en otras el gen
mutado, pudiendo aportar un paradigma de investigacién nuevo y enriquecedor de la
funcién del receptor de andrégenos. Para solventar el problema de la imposibilidad de
detectar a las hembras portadoras de la mutacién, en investigaciones mis recientes
llevadas a cabo sobre el NEB se ha aplicado el siguiente método. Tras detectar a las
hembras portadoras de la mutacién, segtin las camadas que hayan tenido previamente en
las que hubiera evidencia de machos Tfin a éstas se le inyecta propionato de testosterona
durante otra gestacion, en los dias embrionarios 16 al 20, para que después del parto
pueda identificarse a las hembras de la camada portadoras de la mutacién de las que no
lo son. Con esta dosis de testosterona en ese momento, las hijas portadoras de la
mutacién (X”™X) desarrollan las glandulas mamarias y sus pezones son visibles, debido
a la insensibilidad del tejido mamario al andrégenos, mientras que las hijas no
portadoras de la mutacién (XX), careceran de glandulas mamarias y de pezones,
precisamente por ser sensibles al andrégeno (Freeman y cols., 1996; Monks y cols.,

1999; Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001).
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Aplicando esta metodologia, se estudi6 la influencia de la administracién
embrionaria y perinatal de propionato de testosterona sobre la expresién de los
receptores de andrégenos en las motoneuronas del NEB de hembras portadoras
(mosaico), hembras hermanas de camada no portadoras y machos Tfm, todos en estado
adulto. Se pudo determinar que, debido a las diferentes sensibilidades a los andrégenos
entre los grupos, las hembras mosaico poseian un nimero intermedio de motoneuronas
en el NEB, entre la hembra hermana no portadora (que poseia los valores mayores, al ser
sensible a los andrégenos) y el macho 7fm (que poseia los valores menores al ser
insensible a los andrégenos) e igual sucedia respecto al porcentaje de marcaje de

receptores de andrégenos en las células del NEB (Freeman y cols., 1996).

En otro estudio se probd en la hembra mosaico que sélo las células del NEB que
poseian el receptor no mutado, presentaban los somas de las motoneuronas
incrementados tras un tratamiento cronico de testosterona mientras que, en el mismo
animal, las células que poseian el gen mutado para el receptor de andrégenos (7fm)
presentaban un tamafio menor de estos somas. A su vez, en otro animal mosaico al que
no se le administré testosterona, el tamafio de los somas de las células Tfm eran similares
a los de las células control y a su vez, similares al que presentaron las células Tfm en una
hembra mosaico tras la testosterona, ambos menores que los tamafios mostrados por las
células no mutadas tras la administracion de testosterona, dando a entender que la
efectividad en el aumento del tamafio de los somas celulares depende en primer lugar, la
sensibilidad de los receptores de andrdgenos y en segundo lugar de la cantidad de

testosterona que haya en plasma (Watson y cols., 2001).

2.3.5. Estudios conductuales en ratas Tfm.

La conducta que mas ha sido estudiada en ratas Tfm es la conducta sexual, tanto
en su manifestacion femenina (lordosis) como masculina (monta, intromisién,
eyaculaci6n e intervalo posteyaculatorio). Beach y Buehler en 1977 afirmaron que los
machos Tfin presentaban una conducta sexual masculina de cépula infrecuente ¢

incompleta comparada con machos normales. Ademas esta conducta no se mejoraba a
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pesar de haberles administrado propionato de testosterona en etapa adulta. Si lo
administrado era estradiol y progesterona, exhibian lordosis, pero en la misma
frecuencia que lo hacian los machos normales con el mismo tratamiento (Beach y
Buehler, 1977; Baum, 1979). La conducta de lordosis se produce en estas ratas macho
Tfm en niveles elevados si son castrados neonatalmente, pero no en el P10,y en la etapa
adulta se les administra estrégenos (Olsen, 1985). Unos afios después, Shapiro y su
equipo encontraron que administrando a machos Tfm y a machos normales, intactos
gonadalmente, PT en dosis muy elevadas (10 mg/ dia) durante 7 dias consecutivos,
ademas de un shock eléctrico, durante la conducta sexual que desplegaron ante hembras
receptivas, solo el 17 % de los machos Tfim pudieron eyacular, frente al 100 % de los

machos normales (Shapiro y cols., 1980).

Parecia probado que estos animales machos Tfm no desplegaban la conducta
sexual tipicamente masculina. Sin embargo, Olsen algunos afios después, encontré que
castrando a machos Tfim y administrdndoles propionato de testosterona (PT) o benzoato
de estradiol (BE) o benzoato de estradiol combinado con dihidrotestosterona (BE +
DHT) exhibian monta e intromisién con una hembra receptiva y sin embargo no sucedia
esto si lo administrado era solo DHT (Olsen, 1979). Aunque los machos Tfm presentaron
conducta sexual masculina, los patrones de intromisién y de eyaculacién fueron peores
que los llevados a cabo por los machos compaiieros de camada sometidos al mismo

tratamiento (Olsen, 1979; McGinnis y cols., 2002).

Estos resultados diferentes en cuanto a la conducta sexual de los machos Tfm se
justifican por la posible consecuencia de haber utilizado animales Tfm intactos
gonadalmente o castrados neonatalmente (Olsen, 1979). Esta autora afirma que, puesto
que en estos animales se da la conducta sexual masculina, el entramado neuronal que sea

responsable de esta conducta ha de estar masculinizado (Olsen, 1979).

Las posibilidades explicativas que la autora aporta a esta masculinizacién del
entramado neuronal son por un lado, la posicién de los animales en el utero materno y
por otro, la actividad residual de los receptores de andrégenos que poseen estos animales
(Olsen, 1979; Olsen, 1985; Olsen, 1992). Respecto a la primera explicacion, existen
evidencias de que hay una relacion entre la proximidad de las hembras a los machos in
utero y la conducta adulta de éstas de monta masculina (Baum, 1979; Olsen, 1979). De
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hecho, las hembras cercanas a un macho en el Gtero materno despliégan, con mas
frecuencia de la habitual, conducta sexual masculina mientras que las hembras situadas
s6lo entre hermanas en el utero no lo hacen, a pesar de haber recibido PT en la etapa
adulta (Clemens y cols., 1978; Olsen, 1979). Por lo tanto, la autora propone que los
machos Tfm podrian haber estado cerca de un macho normal en el utero, habiendo por
ello incrementado su capacidad de exhibir conducta sexual masculina al masculinizar el
entramado neuronal responsable de tal despliegue. Este efecto masculinizador es el que
se comenté en el apartado correspondiente, referido al fenémeno de "freemartinismo”
[Jost y cols., 1975; en (Capel, 2000)].

En cuanto a la explicacién de la actuacién residual de los receptores de
androgenos, la autora sostiene que, dado que el 10- 15% de los receptores Que existen en
los machos Tfin demuestran tener actividad normal (Naess y cols., 1976), los andrégenos
administrados a estos machos Tfm podrian estar actuando sobre estos minimos
receptores funcionales, favoreciendo la exhibicion de conducta sexual masculina (Olsen,
1979). Por este motivo, la autora sostiene que se ha de ser extremadamente cuidadoso al

interpretar los datos provenientes de estas ratas macho 7fm (Olsen, 1985).
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investigacion

El estudio del dimorfismo sexual ha puesto de manifiesto la existencia de dos
patrones de diferenciacién sexual en el cerebro de la rata. Uno de ellos, en el que los
machos presentan valores superiores a las hembras en pardmetros tales como el volumen
de estructuras cerebrales o el nimero de neuronas que hay en éstas y el otro patrén en el
que sucede lo contrario, esto es, las hembras poseen valores superiores a los machos en
otras estructuras cerebrales en los mismos pardmetros (Segovia y Guillamén, 1982;
Segovia y Guillamoén, 1986; Guillamén y Segovia, 1993; Segovia y Guillamén, 1993;
Guillamén y Segovia, 1996; Segovia y Guillamén, 1996; Guillamén y Segovia, 1997,
Segovia y cols., 1999). En el sistema vomeronasal de la rata, el patrén predominante es
el de macho mayor que hembra. Ademas, parece que este patron se establece debido a la
accion del estradiol aromatizado de la testosterona en época perinatal, como sucede en el
BOA (Pérez-Laso y cols., 1996), en el NTOA (Collado y cols., 1993), en el NSD-APM
(Gosrki y cols., 1981; Dhler y cols., 1982; Dohler y cols., 1986), en la Me (Mizukami y
cols., 1983) y en la PMCo (Vinader-Caerols y cols., 1998). Las estructuras que presentan
el patrén opuesto, como el LC (Guillamén y cols., 1988a; De Blas y cols., 1990), las
subdivisiones del Niicleo de la Estria Terminal NESTma y NESTla (Del Abril y cols.,
1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b) el PS (Del Abril y
cols., 1990) y el AVPV (Arai y cols., 1994) los valores mayores de los parmetros
morfolégicos lo poseen las hembras.
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Para el establecimiento de estos dos patrones sexualmente dimorfos parecen estar
mediando diferentes procesos, siendo los andrégenos en su actuacién indirecta o directa
el responsable del establecimiento de ambos patrones. En el caso de las estructuras que
han presentado el patrén de diferenciacién sexual en el que los machos poseen los
valores mayores, como en la mayoria de las estructuras del SVN (Segovia y Guillamén,
1982; Guillamén y Segovia, 1993; Segovia y Guillamén, 1993; Guillamé6n y Segovia,
1996; Segovia y Guillamén, 1996; Guillamén y Segovia, 1997; Segovia y cols., 1999),
los andrégenos estarian actuando de manera inicial e indirecta, ya que se ha demostrado
que es el estradiol aromatizado de la testosterona el responsable del establecimiento de
este patrén en los nicleos cerebrales del BOA (Pérez-Laso y cols., 1996), del NTOA
(Collado y cols., 1993), del NSD-APM (Gosrki y cols., 1981; Ddhler y cols., 1982;
Dohler y cols., 1986), de la Me (Mizukami y cols., 1983) y de la PMCo (Vinader-
Caerols y cols., 1998).

Por otro lado, en su actuacion directa, los andrégenos podrian estar influyendo en
las estructuras donde las hembras poseen los valores morfolégicos superiores,
inhibiendo en los machos el desarrollo de éstas (Segovia y Guillamén, 1982; Guillamén
y Segovia, 1993; Segovia y Guillamén, 1993; Guillamén y Segovia, 1996; Segovia y
Guillamé6n, 1996; Guillamén y Segovia, 1997; Segovia y cols., 1999), como se ha
propuesto que sucede en los caso de las subdivisiones NESTla, NESTma y PS
(Guillamén y cols., 1988b; Del Abril y cols., 1990). Otros ejemplos de esta posible
actuacién inhibitoria de los andrégenos, demostrada tras inyectar el andrégeno DHT a
los machos, serian los casos del BOA (Valencia y cols., 1992), del NTOA (Collado y
cols., 1992; Collado y cols., 1993) y de la Me (Malsbury, 1993). Por otro lado, el
andrégeno también puede actuar de manera directa promoviendo el desarrollo de
estructuras en las que el macho presente valores superiores, como se sugirié para las
motoneuronas y otros parametros del Nicleo Espinal Bulbocavemoso (Breedlove y
cols., 1982; Breedlove y Amold, 1983b; Nordeen y cols., 1985; Matsumoto y cols.,
1988; Tobin y Payne, 1991; Fishman y Breedlove, 1992; Rand y Breedlove, 1992;
Jordan y cols., 1995; Christensen y cols., 1999), para el nimero de neuronas del
NESTpm (Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b), para el volumen
del NESTpm (Chung y cols., 2000) y, por ultimo, para el NSD-APM (Davis y cols.,
1996). También de manera directa, la androgenizacién de hembras en época perinatal
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supuso un incremento en los pardmetros morfolégicos que éstas presentaban en el OVN
(Segovia y Guillamén, 1982) en el BOA (Segovia y cols., 1984a; Valencia y cols., 1986;
Caminero y cols., 1991; Pérez-Laso y cols., 1996; Collado y cols., 1990; Collado y cols.,
1993), en el NTOA (Collado y cols.,1993) en el NESTpm (Del Abril y cols., 1987;
Guillamén y cols., 1988b), en la Me (Nishizuka y Arai, 1981) y en el NSD-APM
(Gorski y cols., 1980; Gorski y cols., 1981; Jacobson y cols., 1981).

Por lo tanto, en las estructuras donde el patrén sexodimorfo es el de macho
mayor que hembra, lo determinante parece ser inicialmente el andrégeno y el estradiol
aromatizado de la testosterona (D6hler y cols., 1982; Mizukami y cols., 1983; Ddhler y
cols., 1986; Collado y cols., 1993; Pérez-Laso y cols., 1996; Vinader-Caerols y cols.,
1998), mientras que en el patrén sexodimorfo opuesto, esto es, en las estructuras
cerebrales en las que las hembras superan a los machos en valores morfométricos, lo que
estd actuando podria ser un efecto inhibidor de los andrégenos en los machos
(Guillamén y cols., 1988b; Collado y cols., 1992; Valencia y cols., 1992; Collado y
cols., 1993; Malsbury, 1993) ademas de un efecto ovario dependiente de promocién del
desarrollo en esas estructuras por parte de los estrogenos en las hembras (Del: Abril y
cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988a; Guillamén y
cols., 1988b; De Blas y cols., 1990; Segovia y Guillamén, 1993).

En esta investigacion los animales empleados para el estudio del NEST son ratas
portadoras de una mutacién genética que las hace insensibles a los androgenos. Esta
caracteristicas de los animales 7fm permite analizar qué efecto ha tenido la ausencia de
andrégenos, tan relevantes para el establecimiento de los patrones sexodimorfos, durante
la diferenciaci6on sexual, tanto en machos, como en las hembras. Ademés de esta
importante ventaja clarificadora del efecto de los andrégenos en ambos sexos, el empleo
de los animales Tfm aporta otras ventajas y novedades frente a otros paradigmas
experimentales empleados hasta ahora en el estudio del dimorfismo sexual. Frente al uso
de técnicas de manipulacién hormonal, los animales Tfim aportan dos ventajas, una de
carécter espacial y otra de carécter temporal. Respecto a la primera de ellas, la
especificidad espacial, supone la posibilidad de vislumbrar el efecto que la ausencia de
andrégenos, y sélo de ellos, ha podido tener en el proceso de diferenciacién sexual. En
los casos en los que se administraba testosterona para comprobar el efecto que esta

administracién habfa provocado, no se podia controlar la posible transformacién
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metabélica de la testosterona en otros metabolitos activos, como el estradiol, no siendo
posible por ello acotar los resultados obtenidos a la actuacién clara de la testosterona.
Las ratas con el sindrome de insensibilidad a los androgenos si son sensibles al estradiol
(Attardi y cols., 1976; Krey y cols., 1982; Olsen y Whalen, 1982), por lo tanto en ellas
los andrégenos podrian actuar de manera indirecta, a través de la aromatizacion de la
testosterona a estradiol, pero no de manera directa. Esta especificidad espacial permite

delimitar el efecto de la ausencia de andrégenos en su actuacion directa.

Siguiendo con la ventaja de la especificidad espacial, existen trabajos en la
literatura en los que se ha intentado delimitar el lugar o espacio de actuacién de los
esteroides gonadales androgénicos durante la diferenciacién sexual, administrando
antiandrégenos o bloqueadores del receptor de andrégenos como flutamida, acetato de
ciptroterona o hidroxiflutamida. Estas sustancias, aunque especificas en su lugar de
actuacién, han presentado problemas al atravesar la barrera hematoencefalica, pudiendo
por ello no ser completamente eficaces en su bloqueo de los receptores de andrégenos en
el SNC, ademas de poder conllevar efectos secundarios derivados de la administracion
de sustancias ajenas al organismo que enturbien y afecten a las posibles conclusiones
(McGinnis y cols., 2002).

Por otro lado, y en relacién a la segunda ventaja que presenta la metodologia
experimental del uso de animales Tfm, la ventaja de caracter temporal, la administracién
de sustancias hormonales o de antiandrégenos se limitan a un periodo vital determinado
del animal, concretamente el momento de la aplicacion de la sustancia. Los animales
Tfm poseen la ventaja de carecer de la actuacién de los androgenos durante todo el
periodo vital del individuo, asegurando su ausencia en todos los posibles periodos
criticos de diferenciacion sexual o de desarrollo. Algunos autores han afiadido que esta
ventaja temporal del empleo de animales portadores de la mutacién de andrégenos
supone la garantia de poder analizar los efectos organizacionales de la ausencia de
andrégenos en el proceso de diferenciacién sexual, mientras que las técnicas de
manipulaciéon hormonal con esteroides gonadales o con antiandrégenos solo reflejan el
efecto activacional de esa alteracion hormonal en un periodo vital determinado, el
momento de la administracién (McGinnis y cols., 2002).

Los animales portadores de la mutacién en el AR presentan asimismo ventajas
frente a los animales knock out. E1 ADN de los knock out ha sido manipulado
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artificialmente, garantizando igualmente la ausencia de actuacién de los esteroides, por
ejemplo el estradiol (AERKO y BERKO). Sin embargo, los animales Tfm son una
mutacién natural y puesto que la mutaciéon en el receptor de andrégenos no es
incompatible con la vida, proporciona la posibilidad de contar con animales
experimentales viables en todos los periodos de su desarrollo. Muchas de las mutaciones
provocadas en animales knock out no son viables y los animales mueren antes de nacer o
al poco tiempo de hacerlo y si no lo hacen, a veces presentan anomalias muy severas que
impiden interpretar los resultados conductuales o morfolégicos derivados de éstos de
manera fiable (Nelson, 1997).

Por otro lado, y haciendo ahora referencia a la estructura cerebral an_alimda en esta
investigacion, el Nucleo de la Estria Terminal, NEST, presenta la particularidad de
poseer, en su configuracion, la presencia de todos los patrones posibles de dimorfismo
sexual. En las subdivisiones medial anterior y lateral anterior (NESTma y NESTla) la
hembra Wistar posee valores mayor en volumen y en nimero de neuronas que el macho
(Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b),
mientras que en el NESTpm el macho Wistar presenta un mayor volumen y nimero de
neuronas que las hembras, (Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b).
Por otro lado, las subdivisiones NESTim, NESTlp y NESTv, no han presentado
diferencias morfologicas entre los sexos, siendo por ello estructuras sexualmente
isomorfas (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols.,
1988b). Ademas, las subdivisiones sexualmente dimorfas, NESTma, NESTla y
NESTpm, responden de manera diferente a las manipulaciones hormonales practicadas
con el fin de invertir los pardmetros. La subdivision NESTpm de la hembra Wistar, tras
inyectarles una dosis de propionato de testosterona el dia P1, aumenta su volumen y
ntimero de neuronas hasta asimilarse al del macho, mientras que la castracién del macho
reducia estos pardmetros del NESTpm hasta asimilarlos a los de la hembra intacta (Del
Abril y cols., 1987; Guillamé6n y cols., 1988b). Por otro lado, en la subdivisién
NESTma, mayor en la hembra, los machos tras ser gonadectomizados el dia Pl
incrementaron su volumen y numero de neuronas hasta asimilarse a las hembras, pero
las hembras no redujeron estos pardmetros tras ser inyectadas con una dosis de PT el P1
(Del Abril y cols., 1987). Sin embargo, en la subdivisién NESTla, también mayor en las
hembras en nimero de neuronas, la gonadectomia en el P1 de los machos hizo

incrementar sus valores hasta asimilarios a los de las hembras y la administracién de PT
125



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos

el P1 a las hembras redujo el niimero de neuronas en éstas hasta asimilarlos a los valores

de los machos (Guillamén y cols., 1988b).

Estas diferencias, en cuanto a la capacidad de inversién de los pardmetros
esperables en las subdivisiones del NEST mediante manipulaciones hormonales de la
rata Wistar, sugieren que el proceso de diferenciaciéon sexual de las subdivisiones
NESTma, NESTla y NESTpm no es idéntico, a pesar de ser todas ellas parte de una
misma estructura cerebral, el NEST. Por ello, analizar los pardmetros morfolégicos de
volumen y nimero de neuronas en el NEST, unico nicleo conocido perteneciente al
sistema vomeronasal de la rata que posee ambos patrones de diferenciacién sexual
conjuntamente, con distintos procesos de diferenciacién cada uno, permitird abordar de
una manera representativa lo que sucede durante la diferenciacion sexual del sistema
nervioso central de los animales que poseen una mutacion en el receptor de andrégenos

y por lo tanto carecen de éstos durante todo su desarrollo.

El estudio de los animales 7fm de diferentes especies con fines investigadores ha
sido muy abundante. Sin embargo sélo existe un trabajo en el que se haya estudiado una
estructura cerebral en ratas Tfm y fue el realizado por Gorski y su equipo en 1981. Estos
analizaron el volumen del Nicleo Sexodimorfo del Area Pre6ptica Medial (N SD-APM)
(Gorski y cols., 1981). Para llevar a cabo este trabajo analizaron el volumen de esta
estructura en dos grupos diferentes de machos Tfm, provenientes de Universidades
diferentes, con sus respectivos grupos control de hermanos de camada. Los resultados
que obtuvieron ponian en evidencia que todos los grupos de machos analizados, tuviesen
o no la mutacién en el receptor de androgenos, poseian un volumen del NSD-APM
similar (Gorski y cols., 1981). Este dato apuntaba al posible efecto del estradiol en la
diferenciacién de esta estructura cerebral (Segovia y Guillamén, 1993), puesto que este
esteroide puede actuar con normalidad en los machos Tfin (Attardi y cols., 1976; Krey y
cols., 1982; Olsen y Whalen, 1982). Ademss de este trabajo, no existen otros que hayan
analizado las repercusiones morfolégicas cerebrales de la mutacién en el receptor de
andrégenos.

Este trabajo ademas fue realizado sobre ratas macho, fueran 7fm o hermanos de
camada, ya que la identificacion de hembras portadoras de la mutacién no era posible

hacerla. En investigaciones posteriores referidas al nicleo espinal bulbocavernoso
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(NEB), ha sido posible incluir el grupo de ratas hembras portadoras o mosaicos en los
grupos experimentales (Freeman y cols., 1996; Monks y cols., 1999; Monks y Watson,
2001; Watson y cols., 2001). La metodologia empleada en estos trabajos para identificar
a las hembras portadoras consiste en administrar PT durante los dias de gestacién 16 al
20 a hembras que habian tenido previamente camadas Tfm para, posterior al parto, poder
identificar a las hembras de la camada que son portadoras de la mutacién de las que no
lo son, dependiendo del desarrollo que presenten de las glandulas mamarias y los
pezones, ya que las hembras portadoras de la mutacién o mosaico tendran los pezones
parcialmente desarrollados y las hembras no portadoras careceran por completo de
pezones y glandulas mamarias. Esta administracion hormonal durante la gestacion,
ademés de tener esta utilidad identificativa, es parte del disefio experimental que los
investigadores aplican, puesto que analizan el efecto que esta manipulacién prenatal
hormonal y normalmente otra manipulacién postnatal hormonal, tienen sobre el
desarrollo y otras caracteristicas del Niicleo Espinal Bulbocavernoso (NEB) (Freeman y
cols., 1996; Monks y cols., 1999; Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001). Sin
embargo, para nuestro propésito de investigacion, esta manipulacién hormonal prenatal
tendria con toda probabilidad unas repercusiones decisivas en cuanto al desarrollo de las

estructuras cerebrales, alterando los patrones sexualmente dimorfos esperables.

En nuestra investigacién para identificar a los Tfn, tanto machos como hembras
portadoras, hemos empleado la técnica del analisis del ADN mediante PCR (Polimerase
Chain Reaction). Esta técnica, que sera descrita en detalle en el Capitulo 4, aporta
importantes y considerables ventajas frente a las técnicas empleadas hasta ahora. En las
investigaciones previas donde se empleaban animales Tfm, para establecer la condicién
de animal 7fm, tanto macho como hembra, habia sido necesario, en ambos casos,
realizar una inferencia causal. Esto es, tanto para seleccionar a los machos Tfim como a
las hembras portadoras, se habian servido de las consecuencias fenotipicas que la
mutacién les habia provocado, en los machos, segin el desarrollo de su aparato genital
(Beach y Buehler, 1977; Olsen, 1979; Shapiro y cols., 1980; Gorski y cols., 1981;
Olsen, 1985) y en las hembras, analizando el efecto causal que la administracion
prenatal de andrégenos provocaba sobre el desarrollo de sus pezones (Freeman y cols.,,
1996; Monks y cols., 1999; Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001). En ambos
casos, por lo tanto, establecian una inferencia causal entre la observacién de las

consecuencias fenotipicas de la mutacién y la supuesta presencia de la mutacién en los
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receptores de androgenos. En nuestro caso, esta inferencia causal no existe, ya que
analizamos y determinamos directamente la causa originaria de las anormalidades
fenotipicas, estableciendo la presencia o ausencia de la mutacién en el receptor de
andrégenos tras analizar en cada animal su gen del receptor de andrégenos mediante el
analisis de PCR. Por ello, aunque la mutacién provoca una alteracién fenotipica, no nos
servimos de ella para determinar la condicioén genética del individuo, sino que buscamos

la causa de esa alteracion fenotipica.

El empleo del andlisis del ADN mediante la PCR ofrece, ademés de la
comentada, otras aportaciones y ventajas. Permite determinar la condicién genética de
los sujetos experimentales, tanto machos como hembras, mediante un criterio objetivo y
fiable, sin riesgo de sesgo subjetivo en la interpretacion. También permite estudiar a
estos animales en condiciones naturales, esto es, sin realizarles ninguna manipulacién
hormonal que pueda alterar su morfologia cerebral que, en nuestro caso, tendria unas
consecuencias decisivas en cuanto a la diferenciacién sexual. También, como importante
novedad, permite incluir el grupo de hembras portadoras de la mutacién o mosaicos
(X7™X) en el analisis de la morfologia cerebral, en condiciones de desarrollo idénticas al
resto de los grupos, esto es, con la misma edad y no habiendo tenido camadas previas
que pudiera ayudar a identificarlas como madres portadoras o no portadoras. Esta tltima
ventaja supone poder obtener datos de la morfologia cerebral de estas hembras
portadoras, de las que no existe ningtin dato previo en la literatura, ni en humanos, ya
que todos los trabajos han sido realizados sobre mujeres X”™Y, es decir, hombres con el
sindrome de insensibilidad a los andrégenos, ni en animales, incluidas las ratas, puesto
que en el trabajo de Gorski y su grupo en 1981, el tinico que ha estudiado la morfologia
cerebral en ratas Tfm, solo se analizaron machos, Tfm y compafieros de camada.

El anélisis del volumen y del nimero de neuronas del Nicleo de la Estria
Terminal en sus subdivisiones NESTma, NESTla y NESTpm, tinico nicleo del sistema
vomeronasal de la rata que presenta los dos patrones de diferenciacién sexual existentes
con procesos de desarrollo diferentes en cada subdivisién (Del Abril y cols., 1987; Del
Abril, Tesis, Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b) analizado en ratas Tfm se expone
en el Capitulo 4, Estudio volumétrico y de poblacién neuronal del Nécleo de la
Estria Terminal en ratas Tfm. Las ratas Tfm permiten determinar el efecto de la

ausencia de andrégenos en su actuacién directa, promoviendo o inhibiendo el desarrollo
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de estructuras cerebrales (Guillamén y cols., 1988b; Collado y cols., 1992; Valencia y
cols., 1992; Collado y cols., 1993; Malsbury, 1993), pero no en su actuaci6n indirecta,
tras ser aromatizada a estradiol (Attardi y cols., 1976; Krey y cols., 1982; Olsen y
Whalen, 1982). La selecciéon de los animales experimentales se llevé a cabo tras la
deteccién de la causa de la anormalidad fenotipica, deteccién de la presencia o ausencia

de la mutacién en el receptor de andrégenos realizada a través de PCR y no por
inferencia causal.

Respecto a los trabajos conductuales llevados a cabo sobre los animales Tfm,
éstos se han limitado al estudio de la conducta sexual en machos Tfin (Beach y Buehler,
1977; Olsen, 1979; Shapiro y cols., 1980; Olsen 1985; Olsen, 1992; McGinnis y cols.,
2002). Estas observaciones conductuales excluyeron al grupo de hembras portadoras de
la mutacién (X?™X) posiblemente por la imposibilidad de su identificacién a simple
vista. Para llevar a cabo estas observaciones y registros de la conducta sexual, se
realizaban diferentes manipulaciones hormonales en los machos Tfm, normalmente
aplicindoles andrégenos solos o combinados con otros esteroides tras ser
gonadectomizados (Beach y Buehler, 1977; Olsen, 1979; Shapiro y cols., 1980; Olsen
1985). La conducta maternal en hembras Tfm no habia sido registrada previamente. En
este trabajo, por ello se analizard la conducta maternal natural de las ratas hembras
portadoras de la mutacién o mosaico y se comparara ésta con la que realicen las hembras
hermanas de camada y las hembras controles de la misma raza. Este experimento sera
expuesto en el Capftulo 5, Conducta maternal natural en ratas hembras portadoras
de la mutacién Tfm. La observacion de esta conducta, proporcionard por un lado, la
obtencién de datos conductuales referidos a estas hembras portadoras, de las que no
existe ningun ejemplo en la literatura y por otro lado, la obtencién de éstos se realizard
sin practicar ninguna manipulacién hormonal exdégena o parenteral, puesto que estas
hembras llevarén a cabo la conducta maternal natural bajo los efectos endocrinos que su
propio estado natural de gestaci6n, prefiez y parto le proporcionen, afectadas o no por la

presencia de la mutacién en el receptor de andrégenos.

Los trabajos referidos al dimorfismo sexual del NEST fueron llevados a cabo en
ratas Wistar o albinas (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988;

Guillamén y cols., 1988b). Sin embargo, los animales portadores de la mutacién
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empleados para el primer experimento, que nos fueron cedidos amablemente por la
investigadora Cinthia L. Jordan de la Universidad de Berkeley, California, pertenecian a
otra raza, la King-Holtzman (Stanley y cols., 1973) y ademas, habian sido cruzadas
repetidas veces con machos de la raza Long Evans, de manera que sus caracteristicas
fenotipicas se asimilaban mucho a esta raza (comunicacién personal de la Dra. Jordan a
la autora) y, por nuestra parte, fueron cruzados con animales machos Wistar. Los
resultados obtenidos en el experimento anterior ponen de manifiesto que los patrones
sexualmente dimorfos esperables en el NEST de los animales estudiados no se
corresponden enteramente a los hallados en las ratas Wistar. Para comprobar un posible
efecto de la raza de los animales en estas diferencias en cuanto al dimorfismo sexual en
los parametros morfologicos de volumen y nimero de neuronas, se plante6 el
experimento que se expone en el Capitulo 6, Volumen y poblacién neuronal en el
Niicleo de la Estria Terminal en ratas de raza Wistar y Long Evans, en el que se
analizaran las mismas subdivisiones del NEST estudiadas en el experimento anterior,
esto es, las subdivisiones NESTma, NESTla y NESTpm, en machos y hembras Wistar y
Long Evans.
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Capitulo 4

Experimento 1: Estudio volumétrico y de
poblaciéon neuronal del Nicleo de la Estria

Terminal en ratas Tfm

El Nicleo de la Estria Terminal, tal y como fue expuesto en el Capitulo 1, presenta
multiples subdivisiones citoarquitectonicas. Por un lado, la parte medial se subdivide en
seis partes (parte medial anterior, medial ventral, posterior medial, posterior intermedia,
subventricular e intermedial). Por otro lado, la parte lateral se divide en otras seis
subdivisiones (lateral anterior, lateral dorsal, lateral ventral, lateral posterior,
supracapsular y juxtacapsular). Y finalmente, la parte ventral se subdivide en los
subnicleos predpticos y parastrial (De Olmos y cols., 1985; Del Abril, Tesis Doctoral,

1988; Moga y Saper, 1989; Paxinos y Watson, 1998; Stefanova y cols., 1998; Stefanova
y Ovscharoff, 2000).

De todas estas subdivisiones se ha determinado que en ratas Wistar existen
distintos patrones de diferenciacién sexual, dos patrones sexualmente dimorfos y un
patr6n sexualmente isomorfo. Respecto a los patrones sexualmente dimorfos, existen dos
formas. En primer lugar, las subdivisiones NESTma y NESTla son sexualmente
dimorfas al ser las hembras las que poseen parimetros morfol6gicos superiores a los
machos (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols.,
1988b). En segundo lugar, la subdivision NESTpm es sexualmente dimorfa, siendo en
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este caso los machos los que superan en pardmetros morfolégicos a las hembras (Del
Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b). Finalmente, en otras regiones
del NEST, como las subdivisiones NESTim, NESTlp y NESTv, no se detectaron
diferencias morfolégicas entre los sexos, siendo por ello estructuras sexualmente
isomorfas (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols.,
1988b).

Las subdivisiones sexualmente dimorfas han respondido de manera diferente a los
distintos tratamientos hormonales llevados a cabos con el fin de invertir los parimentros
morfolégicos. En el NESTma el volumen y el nimero de neuronas es superior en las
hembras y si se les administra a éstas propionato de testosterona (PT) el P1 no se alteran
estos pardmetros, mientras que si lo que se hace es gonadectomizar a los machos el P1 y
eliminar su fuente de andrégenos principal, se produce un aumento del volumen y
nimero de neuronas en el NESTma hasta asimilarse a los valores de las hembras. El
menor volumen y mimero de neuronas del NESTma de los machos podria deberse a un
efecto inhibitorio de los andrégenos en esta region, sin embargo, el efecto nulo que la
administracion de PT tenia en el NESTma de las hembras sugiere que el efecto
inhibitorio del andrégeno en esta region podria darse sélo en los machos (Del Abril y
cols., 1987). Por otro lado, la subdivision NESTIa, que presenta dimorfismo sexual al
superar las hembras en el nimero de neuronas a los machos, esta diferencia era
susceptible de inversién tras gonadectomizar a los machos, pues asi aumentaba el
nimero de neuronas de éstos. Por otro lado, si se androgenizan a las hembras en época
perinatal, en ellas disminuian el nimero de neuronas del NESTla. Esta modificacién en
el nimero de neuronas del NEST]a tras la manipulacion hormonal pone de manifiesto el
posible efecto inhibitorio de los andrégenos en ambos sexos, al aumentar el nimero de
neuronas del NESTla del macho tras eliminar su fuente de andrégenos (castracién) y al
disminuir el namero de neuronas en la hembra tras administrarles porpionato de _
testosterona (Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b).

Respecto a la subdivision del NEST que presenta dimorfismo sexual en la
direccién opuesta al superar los machos a las hembras en parémetros morfolégicos, el
NESTpm, se pudo determinar que el volumen y la poblacién neuronal del NESTpm se
podian invertir tras gonadectomizar a los machos (reducian sus valores) y tras

androgenizar el dia postnatal 1 (P1) a las hembras (aumentaban sus valores). Estos
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resultados estarian poniendo de manifiesto el efecto de los andrégenos o de un
metabolito de éste (estradiol) en el establecimiento definitivo sexualmente dimorfo del

NESTpm (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols.,
1988b).

Con estas manipulaciones hormonales comentadas, podria deducirse que los
esteroides gonadales determinantes en ambos sexos en el proceso de diferenciacion
sexual del NEST, tanto promoviendo como inhibiendo el desarrollo de las estructuras,
son los andrégenos. En las hembras el andrégeno promoveria el desarrollo del NESTpm,
ya que tras administrarles propionato de testosterona, se provoca un aumento del niimero
de neuronas y del volumen de esta subdivision (Del Abril y cols., 1987; Guillamén y
cols., 1988b). Por otro lado, en las hembras, el andrégeno también podria estar actuando
inhibiendo, ya que tras administrarles PT a hembras se impide el desarrollo del NESTla
hasta sus valores normales (Guillamén y cols., 1988b). Por su parte, en los machos los
andrégenos también tendrian una relevante funcién. Estarian promoviendo el
crecimiento del volumen y del nimero de neuronas del NESTpm ya que tras ser
castrados, eliminando asi su principal fuente de andrégenos, los pardmetros
morfologicos en esta subdivision disminuyen (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis
Doctoral, 1988; Guillamén y cols., 1988b). De hecho, en ratas de otra raza, Sprague-
Dawley, se pudo comprobar que el dimorfismo sexual en el volumen del NESTpm se
producia por un mayor niimero de células apoptdticas en la hembra que en el macho y
este nimero elevado de células apoptéticas se reducia en machos castrado y hembras si
se les inyectaba propionato de testosterona los dias postnatales 2, 4, 6, 8, 10 y 12 (Chung
y cols., 2000). También, por otro lado, en los machos, los andrégenos podrian estar
inhibiendo el crecimiento de las estructuras neuronales, ya que tras ser castrados, las

subdivisiones NESTma y NESTla incrementaban el volumen y nimero de neuronas.

Como hemos expuesto previamente, los andrégenos pueden actuar de manera
indirecta y directa, sin embargo, en las ratas Tfim los andrégenos no pueden actuar de
manera directa. Por ello, si lo que estd determinando el dimorfismo sexual en el NEST
fuese la testosterona para todas las subdivisiones, los machos Tfm poseerfan valores
feminizados o menores para el nmimero de neuronas y volumen del NESTpm e
igualmente feminizados pero mayores para el volumen y numero de neuronas del

NESTma y el nimero de neuronas del NESTIa, que son los efectos que provoca la
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castracion. Pero, sin embargo, si la actuacion de los androgenos es de manera indirecta, a
través de la aromatizacion de la testosterona a estradiol, los machos 7fm poseerian los
mismos valores para todas las subdivisiones que los machos sin mutacién, ya que el
estradiol en los machos 7fm puede actuar con normalidad (Attardi y cols., 1976; Krey y
cols., 1982; Olsen y Whalen, 1982). A este respecto podriamos apuntar que, en los
trabajos referidos a la conducta sexual de los machos Tfm, algunos autores sugieren que
el entramado neuronal responsable de la ejecucion de esta conducta ha de estar
masculinizado, ya que la conducta sexual se daba en los machos Tfm, sin que la
mutacion en el receptor de androgenos estuviera afectando (Olsen, 1979).

Por su parte, para las hembras Tfm o mosaicos, puesto que no se ha realizado
ninguna investigacion en la que se manipule la ausencia de actuacién de andrégenos en
ellas, no existiria ninguna prediccién. Los datos que de este grupo experimental
obtengamos, podrin clarificar el efecto de los andrégenos y de su ausencia en la
determinacién de los patrones de diferenciacion sexual en los que las hembras presenten
valores superiores (NESTma y NEST]Ia) e inferiores (NESTpm).

4.1. MATERIAL Y METODOS

4.1.1. Sujetos

Desde el laboratorio de la Universidad de Berkeley, California, por cortesia de la
Dra. Cinthia L. Jordan, se obtuvieron un total de 12 hembras provenientes de camadas
anteriores de animales portadores de la mutacion en el gen de andrégenos descrita por
Yarbrough y su equipo en 1990. Estas hembras fueron cruzadas con 12 machos Wistar
(Charles River, Criffa; Saint-Aubin-Lé&s- Elbeuf, France) y alojadas en el estabulario del
Departamento de Psicobiologia de la Universidad Nacional de Educacién a Distancia, en
jaulas individualizadas con serrin y viruta suficiente para construir el nido, disponiendo
de agua y comida ad libitum. Las condiciones de temperatura y humedad permanecieron
constantes (22 £ 1° C y una humedad del 60 %), al igual que el ciclo luz-oscuridad (luz
de 8:00 a.m - 20:00 pm) que se control6 mediante un reloj automético.
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Las crias obtenidas de estas hembras fueron las empleadas para llevar a cabo este
experimento. Todas las camadas permanecieron con sus madres hasta la edad de 21 dias,
en la que fueron destetadas y alojadas en jaulas que contenian un maximo de cuatro
individuos del mismo sexo, en las mismas condiciones constantes en las que estuvieron
sus madres. A la edad de 90 dias, estos animales, tras ser anestesiados con tribomoetanol
(250 mg/g) fueron sacrificados mediante perfusion transcardiaca. Antes de la perfusién
pero una vez anestesiados, a cada animal se le extrajo por puncion directa del corazén,
de 1 a2 ml de sangre, que se almaceno en tubos preparados con anticoagulante (Edta K).
Con esta sangre se llev6 a cabo el andlisis del ADN de cada animal para determinar su

condicién genética y para seleccionarlos posteriormente como formantes de un grupo
experimental u otro.

4.1.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerasa Chain Reaction,
PCR)

4.1.2.1. Extracciéon del ADN.

La sangre extraida a los animales antes de la perfusiéon transcardiaca se
distribuy6 en alicuotas de 200 pl. A este volumen de sangre se afiadié 300 pl de tampén
de lisis (SmM MgCl,, 10mM Tris, 0.5M Sucrose, 1% Triton X-100) (4° C) y 200 pl de
Nal 6M. Estas dos sustancias rompen las membranas celulares. Se agit6 manualmente y
se dejé reposar 5 minutos, agitando de nuevo antes de que concluyeran los 5 minutos. La
extraccion y purificacion del ADN se llev6 a cabo mediante centrifugacién a 15,000 rpm
durante 1 min, a 4° C para cada uno de los siguientes lavados. Se coloc6 la muestra en
columnas de fibra de vidrio, y se lavé una vez con el tampén de lavado (100mM NaCl,
10mM Tris, etanol 70%) y dos lavados con agua destilada estéril. El resultado es ADN
gendmico resuspendido en 80ul de agua bidestilada estéril. Una vez extraido el ADN
genbémico, se procedio al andlisis de éste por PCR.
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4.1.2.2. Amplificacién de los genes Ar y Sry por PCR

Sobre el ADN extraido se procedi6 al estudio molecular simultaneo de los genes
Ar (Receptor de Androgenos, Rattus Norvergicus; Acceso al Gene bank J05454) y Sry
(Gen determinante de sexo, Rattus Norvergicus, Acceso al Gene bank AJ222688 y
AF274872) mediante la técnica de PCR. Para ello fueron disefiados dos cebadores a
ambos lados de los genes que se querian estudiar (AR1, ARrev, Sry y Sry Rev)
(Fernandez y cols., 2003).

Los cebadores ARl (5-GCAACTTGCATGTGGATGA-3’) y ARrev (5’-
TGAAAACCAGGTCAGGTGC-3’) flanquean un fragmento de 135 pb del gen Ar del
Rattus Norvergicus que contiene el nucledtido mutado descrito por Yarbrough
(Yarbrough y cols., 1990). Los cebadores Sry (5’-GGGAGGAGGGATGAATAT-3") y
SryRev (5’-CATTGCAGCAGGTTGTACA GT-3’) flanquean un fragmento de 626 pb
del gen Sry del Rattus Norvergicus, que contiene la caja HMG del gen (parte del gen
altamente conservada).

Ar (Gen Receptor de Andrégenos, Rattus Norvergicus; Acceso al Gene bank
J05454)

El gen Ar de Rattus Norvergicus tiene 2701 pares de bases. A continuacién se
sefiala la localizacién de los cebadores AR y ARrev en negrita y subrayado. La diana de
restriccion de la enzima Sau 961 se sefiala dentro del recuadro, y el lugar de corte se
localiza entre las dos guaninas.

2101 GCCAAGGCCT TGCCTGGCTT CCGCAACTTG CATGCTGGATC AGTCATTCAG
2161 TATTCCTGGA TGGGACTGAT GGTATTTGCC ATGGGTTGGC AC TAATGTCAAC
2221 TCTAGGATGC TCTACTTTGC ACCTGACCTG GCTITTTCAATG AGTATCGCAT GCACAAGTCT
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Sry (Gen determinante de sexo, Rattus Norvergicus; Acceso al Gene bank AJ222688
y AF274872)

A continuacidn se sefiala el fragmento del gen Sry de Rattus Norvergicus, la
localizaciéon de los cebadores Sry y SryRev (en negrita y subrayado) y la diana de
restriccion de la enzima Sau 961 se sefiala dentro del recuadro y el lugar de corte se

localiza entre las dos guaninas. La digestion del gen Sry se utliza como control interno
de la digestion.

61 GTGTGGTGGC TTCAAAGTAG ATTAGTTGGG CTGGACGTGG GAGGTCCTGA GGGAGGALGG
121 ATGAATATTT TCTTACACAC TTTAAATACT AAAATCTTTC TTACAAACAC AGTTCGGATA
181 CTAGCTTTTA CCCCTTACAC TTTATATCTT GACTTCTGTC TCTGTCTGTC TCTGTCTCTC
241 TGTTTCTGTC TCTATCTCTG TCTCTCTCAT CCCATCTCTG ACTTCCTGGT TGCAATCCTA
301 ATTCTTCCAC TACATTCAGC ATTTCAGATC TTCACTTTCA GCGTTCAGCC TTCCTTACAG
361 CCAGAGGACA TATTAATCCC TGGAGAAGGG AGAGCTTTGG GAGCAGTGAC AGT

1 TCTAGATAGC ATGGAG/GGCC RTGTCAAGCG CCCCATGAAT GCATTTATGG TGYG/GTCCCE
61 TGGAGAGAGG CGCAAGTTGG CTCAACAGAA TCCCAGCATG CAGRATTICE AGATCAGCAA
121 GCATCTGGGA TATCAGTGGA AAAGCCTTAC AGAAGCCGAA AAAAG/GCCCT} TTTTCCAGGA
181 GGCGCAGAGA CTGAAGACCC TACACAGAGA GAAATATCCA AACTATAAAT ATCAGCCTCA
241 TCGAAGGGTT AAAGTGCCAC AGAGGAGTTA TACTTTGCAG CGTGAAGTTG CCTCAACAAA
301 ACTGTACAAC CTGCTGCAAT G

Para la amplificacién simultinea por PCR de los genes Ar y Sry se realizaron 40
ciclos de la siguiente manera: Desnaturalizacién 95°C, 50 segundos; Anillado 57°C, 50
segundos; Extension 72°C, 50 segundos.

Para un volumen final de 30pl, se preparé la siguiente mezcla:

a) 2,4 ul de H,0q4

b) 3 ul de tampén de PCR 10x (concentracién final S0mM KCI; 10mM Tris-
HCI; 1,5mM MgCl,)

¢) 2,4 ul de una mezcla de dNTPs, para obtener una concentracion final de 200
puM cada uno.

d) 1,5 pl de cada cebador (AR1, ARrev, Sry y SryRev) 0,4uM

¢) 1-2 Unidades de la enzima ADN Tagq polimerasa (1,2pl de Taq poli 1U/pl)

f) 15 ul de ADN (aprox. 150ng)

Para comprobar la amplificacién de los genes, se corri6 4 l del producto de la

PCR en un gel de agarosa al 2%, en una cubeta de electroforesis. Una vez comprobada la
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reaccion de amplificacion, 15 pl del producto de PCR se digirié con la enzima Sau 961,
toda la noche a 37 °C [Digestién enzimatica Vgna: 20 pl (15 pl de PCR; 2 pl de tampén
K; 2,5 ul de H,Oq; 0,5 pl de enzima Sau 961)).

Esta enzima reconoce como diana de restriccion la secuencia GGNCC, cortando
entre las dos GG, que es el fragmento mutado en los animales 7fm. En el caso de no
poseer la mutacion, se originan dos fragmentos de tamafio 79 y 56 pb. Si por el
contrario, el animal posee la mutacién, se produce un cambio guanina por adenina
(G—A) eliminandose asi la tinica diana de restriccion que posee el fragmento del gen Ar

amplificado.

En el caso de hembras o machos sin mutacién (XX, XY), la digestién con la
enzima Sau 961 produce dos fragmentos de 79 y 56 pb, como consecuencia de cortar el
fragmento de 135 pb del gen Ar. En el caso de los machos, la amplificacién del gen Sry
origina un fragmento de 626 pb, que no aparece en las hembras.

En el caso de una hembra portadora heterocigética (X”™X), se obtienen tres
fragmentos: uno de 135 pb, otro de 79 y el mas pequefio de 56 pb El primero
corresponde al producto de PCR sin digerir (135 pb), ya que posee la mutacién y la
enzima no lo ha cortado. Los otros dos fragmentos mas cortos corresponden a la otra

copia del gen, del otro cromosoma X, en este caso intacto y cortado por la enzima..
Cuando se trataba de machos portadores (X”™Y), se obtenia dos bandas de

diferentes tamaifios: una de 135 pb (no ha cortado la enzima, al estar mutado) y la otra de
626 pb, correspondientes al gen SRY (Fernéndez y cols., 2003)(figura 4.1.).
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Figura 4.1.: Gel de poliacrilamida. En este gel se especifican los resultados obtenidos a
través de la PCR para la designacion de los animales a los diferentes grupos
experimentales. HTfm (hembras Tfm): dos fragmentos del gen Ar cortados (gen sano) de
56 pb y 79 pb y un fragmento no cortado (135 pb) del gen mutado. HH (hembras
hermanas): dos fragmentos del gen Ar sano cortado (56 pb y 79 pb). HMR (hembras de la
misma raza): dos fragmentos del gen Ar sano cortado (56 pb y 79 pb). MTfm (machos Tfm):
una banda para el Ar de 135 pb (gen mutado no cortado) y banda para el gen Sry (626 pb).
MH (machos hermanos): dos bandas para el Ar sano (56 y 79 pb) y banda para gen Sry
(626 pb). MMR (machos de la misma raza): dos bandas para el Ar sano (56 y 79 pb) y
banda para gen Sry (626 pb). Para los grupos hermanos y control de la misma raza,
ademas de los resultados obtenidos en el analisis del ADN, para su clasificacion se tenia en
cuenta la condicidon genética de sus madres.

De esta manera, los grupos experimentales que se seleccionaron fueron los siguientes:
- Grupo de machos Tfm (MTfm): en el gel de poliacrilamida estos animales
presentan una banda de 135 pb (no ha cortado la enzima al estar presente la

mutacion) y otra de 626 pb, que corresponde al gen Sry. N =7.
- Grupo de hembras portadoras (HTfm): en el gel de poliacrilamida presentan

tres bandas, una de 135 pb (la enzima no ha cortado) y dos de 79 pb y de 56
pb (corresponden a la copia del gen Ar del X sano). N =7.
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- Grupo de machos hermanos compaiieros de camada (MH): en el gel
presentan el gen Sry (626 pb) y el gen Ar cortado (fragmentos 79 pb y 56 pb).

Estos animales son hijos de una madre portadora de la mutacion. N = 5.

- Grupo de hembras hermanas compaifieras de camada (HH): en el gel
presentan el gen Ar cortado (fragmentos 79 pb y 56 pb). Estos animales son

hijas de madres portadoras. N = 6.

- Grupo de machos de la misma raza que los anteriores (MMR): estos machos
presentan las mismas bandas que los machos hermanos de camada (626 pb
del gen Sry y fragmentos de 79 pb y 56 pb del gen Ar sano cortado) pero son

hijos de madres no portadoras de la mutacién. N = 7.

- Grupo de hembras de la misma raza (HMR): estas hembras presentan las
mismas bandas que las hembras hermanas de camada (fragmentos 79 pb y 56
pb de los genes sanos Ar), pero son hijos de madres no portadoras de la

mutacion. N =7.

4.1.3. Técnicas histologicas

El proceso de perfusion se practicé a los animales tras haber sido anestesiados
con tribomoetanol 99% (250 ml/gr). Para administrarles la dosis correcta de anestésico,
cada animal fue previamente pesado. Una vez anestesiado completamente el animal, se
procedid a practicarle una incisién a lo largo de la linea intercostal al final del esternén.
Posteriormente se seccionaron las costillas y el diafragma, para dejar el corazon al
descubierto. A continuacion se pinzo6 la aorta descendente y se introdujo un catéter a
través del ventriculo izquierdo, efectuando una pequefia incision en la auricula derecha
para drenar la sangre venosa. A través del catéter se introdujeron dos soluciones: 100 ml
de suero fisiolégico salino al 0, 9% y 100 ml de formaldehido al 10 %. Estas dos
soluciones proporcionan la fijacion y el endurecimiento del tejido nervioso. Una vez

finalizado el proceso, se extrajo el cerebro del craneo y se depositd en paraformaldehido
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al 4 % durante 2 dias, para posteriormente depositarlo en sucrosa al 30 % diluida en

PBS al 0, 1 M a 4° C durante tres dias y finalmente se procedio a su fijacion.

Debido que la mutacion en el receptor de androgenos provoca un desarrollo
defectuoso de las gonadas, se procedio a realizar una comprobacion del sexo gonadal de
los animales. Posterior a la perfusion y una vez sacrificados, se les practico a todos ellos
una incision en el abdomen con objeto de comprobar la morfologia gonadal
predominante. Ya que existian notables diferencias entre unos machos y otros en cuanto
al desarrollo del aparato sexual masculino, se procedid a la extraccién, para posterior
cuantificacion del peso en gramos de los testiculos, de la prostata, del epididimo y de la

vesicula seminal en todos los machos.

Una vez fijado el tejido cerebral, los encéfalos fueron seccionados coronalmente
mediante criostato (Frigocut N 2800 Reichert-Jung) a un grosor de 50 pymy a—17° C de

temperatura. Los cortes se fijaron en portas gelatinados para su posterior estudio.

Estas secciones fueron posteriormente tefiidas mediante la técnica de Nissl con
violeta de cresilo al 1 % (Merck), siguiendo la cadena de deshidratacion de alcoholes
que se expone:

1. Agua destilada (240 ml) con acido acético (16 gotas): 90 minutos.

2. Violeta de cresilo (Merk) al 0, 1% en frio: 4 minutos y medio.

3. Lavado en agua destilada (240 ml) con 4cido acético (16 gotas): 7 segundos.

4. Deshidratacion mediante paso por alcohol de 70 °y 80 ° : 30 segundos cada

uno.

5. Diferenciacién mediante alcohol de 96 ° (240 ml) con acido acético (16

gotas): 10 segundos.

6. Dos pasos rapidos por alcohol absoluto de 100 °.

7. Hidratacién con Xilol.

En la fase de montaje se protegio cada preparacion con un cubreobjetos de cristal
que se fijé al portaobjetos mediante un pegamento transparente (DPX). Las secciones

correspondientes al NEST se seleccionaron siguiendo el criterio del Atlas Paxinos
(1998).
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4.1.4. Esterologia

El empleo de métodos estereoldgicos para el recuento de patrones morfoldgicos
en Neurociencias ha aportado muchas ventajas. Una de ellas ha sido el poder unificar el
criterio cuantificador en los trabajos de investigacion neurocientificos, con lo cual es
posible la comparacion entre distintos trabajos. Otra ventaja ha sido la de evitar los
posibles sesgos que se conocian que existian en el recuento clasico, pero que, por
imposibilidad de aplicar métodos correctores, no podian evitarse. La Estereologia trata
de solventar al maximo estas posibles desviaciones del valor verdadero. Por estos
motivos, entre otros, algunas revistas cientificas, como The Journal of Comparative
Neurology o Neurobiology of Aging exigen el uso de técnicas estereoldgicas para la
cuantificacion de los datos neuroanatémicos, o en su defecto, la explicacion pertinente
del autor de por qué, para la obtencion de los datos de su experimento, no se ha

requerido un analisis estereologico (Saper, 1996; Kordower, 2000).

La palabra stereo, significa corporal o espacialmente en tres dimensiones, esto es,
solido, por lo tanto, la Estereologia, como perteneciente a una rama de las matematicas
aplicadas (Royet, 1991), serd la ciencia destinada a cuantificar y medir fiablemente
elementos tridimensionales. El inicio historico de la Estereologia se sitia en 1961,
cuando la sociedad internacional de Estereologia (ISS del inglés, International Society of
Stereology) fue fundada. El término Estereologia fue acufiado por los fundadores de la
mencionada sociedad, Elias y Haug entre otros y la definicion que entonces se aplico a la
Estereologia fue la de un cuerpo de métodos matematicos relacionados con parametros
tridimensionales, que se definen a través de la medicion de estructuras bidimensionales

obtenidas a partir de secciones de estructuras (Royet, 1991).

A un nivel practico de definicién, los métodos de Estereologia son un conjunto
de técnicas precisas para obtener informacion cuantitativa, en un sentido estadistico,
sobre una estructura tridimensional, a partir de una muestra microscopica bidimensional
(Gundersen y cols., 1988a). En los andlisis cuantitativos de morfologia bioldgica en los
que se emplea el microscopio, es practicamente imposible tomar la totalidad del objeto
de interés para analizarlo y en vez de esto, se toman muestras de dicho objeto (Howard y

Reed, 1998). La obtencion de de la materia viva a analizar ha de seguir un criterio
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jerarquizado, es decir. la poblacion a estudiar (en nuestro caso ratas machos y hembras
con o sin la mutacion en el receptor de androgenos) se segmentara en bloques de estudio
(sus cerebros) de los que se analizaran secciones (en nuestro caso, las secciones cortadas
que incluyan el NEST) tomando en consideracion solo algunas regiones de éstas
secciones (campos que se estudiaran). Todos estos niveles en la jerarquia poseen
variabilidad que podria estar sesgando el resultado representativo del andlisis. Para
evitarlo, ha de aplicarse la aleatorizacion uniforme y sistematica en todos y cada uno de
sus niveles, esto es, todas las muestras individuales de cada nivel han de tener la misma
probabilidad de ser elegidas (Gundersen y cols., 1988a; Howard y Reed, 1998). Esta
aleatorizacion es responsable de aplicarla el investigador en los dos primeros niveles y a
partir del tercer nivel, se hace cargo la Estereologia (Royet, 1991; Howard y Reed,
1998). Asumiendo por un lado la imposibilidad (y no necesidad) de analizar el objeto en
su totalidad y por otro lado, la seleccion aleatoria de los componentes de cada nivel de
jerarquizacion, la Estereologia aporta métodos con los que se pueden obtener valores

estimados de los parametros que se estudien de manera fiable, no sesgada y eficaz.

Por lo tanto, las maximas que persigue las técnicas estereoldgicas son el empleo
de métodos no sesgados, es decir, sin desviacion sistematica del valor verdadero y por
otro lado el empleo de métodos eficientes, en el sentido de que no se requiera una
inversion de esfuerzo innecesario para la cuantificacion de los parametros deseados, ya
que con una muestra pequeia de sujetos y pocas secciones, se obtienen coeficientes de
error y de variacion aceptablemente bajos después de emplear una cantidad moderada de

tiempo (Gundersen y cols., 1988a; West, 1993; Begega y cols., 1998; Howard y Reed,
1998).

Sin embargo, a pesar de sus evidentes ventajas, esta ciencia cuenta tanto con
defensores como con detractores, entre los que se viene estableciendo un debate
apasionante desde hace afios. Los argumentos que sostiene los detractores vienen a ser,
en sintesis, que dado que la aleatorizacién en todos los niveles a veces no es factible, por
las caracteristicas del objeto de estudio o su segmentacion, los métodos estereologicos
no son infalibles en todos los casos y no deberian descartarse los que se empleaban
previamente, como el método de correccion matematica de Abercrombie que se
realizaba a partir de secciones bidimensionales, sin asunciones de tridimensionalidad

(Guillery y Herrup, 1997; Benes y Lange, 2001a). Igualmente los detractores acusan de
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dogmaticos a los que no quieren asumir las criticas del método estereologico y afirman
que en la ciencia empirica el dogma no tiene lugar (Benes y Lange, 2001b). Por su parte
y también en sintesis, los defensores sostienen que la eficacia, la fiabilidad y la ausencia
de sesgo del método estereoldgico no tienen precedentes y que la aleatorizacion
sistematica de las muestras solo es posible garantizarla con el método estereologico

(Coggeshall y Lekan, 1996; West, 2001).

En los dltimos afios ha habido un avance considerable de los métodos de
cuantificacion estereologicos, con los que se pueden estimar parametros morfolégicos
tales como el volumen de un nucleo cerebral, el volumen de las células nerviosas, la
longitud de las prolongaciones neuronales, la superficie de area, el numero de células
nerviosas, etc., todas ellas con una gran precision y fiabilidad (Begega y cols., 1998).
Estos avances, ademas, estan sujetos al desarrollo tecnologico informatico, que aporta
continuamente innovaciones en los sistemas de sofware y hardware sobre los que la
Estereologia se sustenta (Peterson, 1999). Como ejemplo, una de las novedades que
recientemente se esta poniendo en practica es el sistema de reticula tridimensional estilo
"fakir", que atraviesa el objeto microscopico a analizar y permiten estimar el volumen y

la superficie del area con gran precision y fiabilidad (Kubinova y Janacek, 2001).

El equipo estereologico que se ha empleado en esta investigacion, que puede
apreciarse en la figura 4.2, consta de los siguientes componentes. En primer lugar un
microscopio Diaplan Leitz conectado a una camara que proyecta la imagen de la muestra
histoldgica a la pantalla de ordenador (Multiscan 17sf, Sony Triniton). Unido a la platina
del microscopio hay un motor que controla su desplazamiento, generando campos
diferentes de analisis de las secciones histologicas de manera aleatoria mediante el
desplazamiento sobre los ejes X e Y. Este mecanismo esta controlado por un sistema de
software, MultiControl 2000 (de Moérzhduser Wetzlar, Alemania) desde la unidad central
de procesamiento pero también es posible mover la platina manualmente mediante un
joystick. El software de Estereologia (Grid, Interactivision, Dinamarca) permite la
generacion de las diferentes reticulas o grids empleadas para las estimaciones
estereologicas que se realizan. Por Gltimo, para medir el grosor de las secciones, el eje Z,
hay un microcator electronico (Heindenhain, alemania) acoplado a la platina del

microscopto con una resoluciéon de 0,5 um.
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Figura 4.2.: Equipo empleado para el analisis estereolégico. Los componentes del equipo son 1:
Equipo informatico que contiene el software de Estereologia (GRID Interactivision, Dinamarca).
2: Pantalla de ordenador (Multiscan 17sf, Triniton). 3: Microcator electronico (Heindenhain, Al).
4: Joystick. 5: Microscopio Diaplan Leitz. 6: Camara conectada al microscopio. 7: Platina
conectada al motor.

4.1.4.1. Volumetria.

La estimacion del volumen de una estructura irregular puede calcularse mediante
el principio de Arquimedes del desplazamiento de fluidos (Howard y Reed, 1998). Sin
embargo, para los objetos que tienen cavidades internas, como sucede con el cerebro o
los pulmones o para los objetos que son dificilmente extraibles, como el caso de
regiones especificas cerebrales, este método no es factible (Royet, 1991; Howard y
Reed, 1998). En vez de esto, se aplica el método de Bonaventura Cavalieri, matematico
italiano que vivio de 1598 a 1647. Este método fue publicado en su tratado de 1635 y
reeditado en 1966 (Gundersen y cols., 1988a; Royet, 1991) y en €l, Cavalieri demostrd
que el volumen de cualquier objeto irregular podia ser estimado a partir de secciones

paralelas del objeto separadas por una distancia conocida t, mediante la suma de las
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areas de todas estas secciones y multiplicando estas areas por la distancia entre secciones
t (figura 4.3.). La orientacion del objeto en el espacio no es importante para esta
estimacion y la Gnica exigencia metodoldgica de este método para que no sea sesgado es
que la primera de las secciones consideradas para el recuento sea elegida aleatoreamente
entre las que existen (Gundersen y Jensen, 1987; Gundersen y cols., 1988; Royet, 1991,
Howard y Reed, 1998). Este es el método que se emplea para las técnicas de resonancia

magnética nuclear o para las tomografias (Royet, 1991).

En nuestro caso, para llevar a cabo la estimacion del volumen del NEST en sus
diferentes subdivisiones y en todos los animales experimentales, cuyos portaobjetos
habian sido previamente tapados para desconocer todas las caracteristicas de cada uno
ellos (sexo y condicién genética) para todas las mediciones estereoldgicas, se procedid
de la siguiente manera. La primera de las secciones a contabilizar en cada animal se
selecciond al azar de entre las existentes (0-T). Para ello sirviéndonos del lanzamiento de
un dado, la primera seccién a analizar la determinaba la naturaleza del nimero obtenido
por el dado, segun fuera o no multiplo de 2. Por ejemplo, si lo obtenido era un cuatro, y
puesto que este numero es par, se empezaba a contar a partir de la seccidn niimero 2 que
contuviese el nucleo, mientras que si lo obtenido era, por ejemplo, un cinco, por ser
nimero impar, se iniciaba el recuento por la seccion nimero 1 que contuviese el nicleo.
Después de ser seleccionada, se tomo esta seccidn para el recuento y las consecutivas a
ésta, dejando una seccion sin contabilizar entre una y otra, hasta la ultima que contuviese
el nucleo de interés. De esta manera, y puesto que las secciones habian sido cortadas a
50 um, como previamente se especifico, la distancia entre secciones (t) fue de 100 um (t

=100 pm).
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Figura 4.3.: Aplicacion del pricipio de Cavalieri para la estimacion del volumen de un
cuerpo irregular. A: En este dibujo se representa la fragmentacion del cuerpo a medir
para posibilitar el calculo del drea de cada seccion que contenga la estructura. B: Se
expone un ejemplo de reticula que facilita el calculo del area de cada seccion, mediante

el recuento de los puntos que incluyen la estructura, conociendo el érea asociada al
punto.

Sobre las reticulas especificas que el programa de Estereologia genera para la
estimacion del volumen de 120 puntos (10 verticales y 12 horizontales) se superpusieron
aleatoreamente las secciones que contenian el nicleo de interés, visualizadas en el
microscopio a un aumento de 4X, magnificacion de 164X. Lo necesario para la
estimaciéon del volumen son puntos sobre un plano, entre los cuales hay un area
conocida, que en nuestro caso era de 18468 um’ [a(p) = 18468 pm?]. Sin embargo la
reticula empleada para este fin consta de cruces, que vienen a ser puntos formados por
dos pequefias rectas secantes. Por ello, el recuento de los puntos que se encontraban
dentro del nucleo cuyo volumen queria estimarse sigue un criterio de inclusion y
exclusion, segun las caracteristicas en el espacio de las cruces. Esto es, se consideraban
y por tanto se contaban aquellas cruces cuyo punto central estaba incluido dentro del
nticleo de interés y en los casos en los que ésta inclusion no quedase bien establecida, se
contaban las cruces cuyos segmentos superior y/o lateral derecho estuvies en en el
interior del area nucleo. Se excluian de recuento todas aquellas cruces que no

cumpliesen estos requisitos (figura 4.4.) (Howard y Reed, 1998). De esta manera se
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obtenia el total de puntos contabilizados por animal (X Pi), con los que se podia calcular

el area individual de cada seccidon del nucleo analizada, al multiplicar £ Pi por el area

asociada al punto [a(p)].

Lineas y punto de inclusion

74
Vo

Lineas de exclusion

Figura 4.4.: Criterio de inclusion y exclusion para la estimacion del
volumen en el recuento de los puntos. Las lineas azules y el punto
central seran contados si estan en contacto con la estructura de
interés, mientras que si son las lineas negras las que estan en
contacto, y no las azules, ese punto no serd tomado en
consideracion.

Para estimar el volumen, lo que resta por hacer es considerar la distancia entre las
secciones (t). De esta manera, la estimacion del volumen del nicleo en cuestiéon para

cada animal se calcul6 atendiendo a la siguiente formula:

Vt=[tea(p)* ZPi]

Vt= = mm

3

Para una estimacion optima del volumen de una estructura es necesario contar un
maximo de 200 puntos en 10 a 15 secciones por objeto para tener un coeficiente de error
(CE) del 5-10 %, aunque para los objetos de forma elipsoidal, este maximo de puntos

puede reducirse (Gundersen y Jensen, 1987; Howard y Reed, 1998).

El calculo del CE requiere la realizacion de la siguientes sumas:

a=XPiPi
b=XPi* Py
c=XPi*Pi.,
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Posteriormente, y segtn la formula que propusieron Gundersen y Jensen (1987),

el calculo del coeficiente de error se realiza de la siguiente manera:

CE = VVarianza total / £ Pi
Varianza total = {0, 0724 + 4,5« (n* L Pi) + [3 (a— [0, 0724 « 4,5 « Y (n * ZPi)]
—4b+c}1/12.

Para Ia realizacion de todos estos calculos, se empled una hoja de calculo

de Excel (Microsoft Excel 2000) elaborada para tal efecto.

4.1.4.2. Estimacion de la poblacion neuronal.

Para la estimacion del numero de neuronas se habian estado aplicando métodos
como el recuento total de perfiles en secciones individuales, o como la reconstruccion
serial completa del elemento en cuestion o por ultimo, como los métodos basados en
supuestos. Entre estos ultimo, estan el método de correccion de Abercrombie, que
supone que las células son esféricas y el método de Konigsmark, que supone lo mismo
que el anterior y, ademas, que la altura de una particula invisible puede ser determinada
(Coggeshall, 1992; Coggeshall y Lekan, 1996; West, 1999). Todos estos métodos
consideraban las secciones histologicas a estudiar como planos bidimensionales y como
tales las intentaban analizar, aunque suponian un consumo de tiempo y esfuerzo

considerables, a pesar de proporcionar resultados sesgados y alejados del valor

verdadero.

Sin embargo en 1984, bajo el pseudénimo de D. C. Sterio, que es un anagrama
cuyas letras forman la palabra DiSeCtor, fue publicado un articulo que cambié por
completo esta concepcion bidimensional de los objetos a analizar. Su autor, un conocido
esteredlogo (Royet, 1991; Howard y Reed, 1998) describi¢ y definié qué era el disector
(Sterio, 1984). La idea central del disector es que las particulas con formas arbitrarias y
situadas en un espacio de referencia tridimensional, pueden ser contadas considerando
dos secciones paralelas consecutivas, cuyo grosor (Z) sea menor que la altura minima de
las particulas a contar (Pakkenberg y Gundersen, 1988). El término disector fue aplicado
porque las secciones paralelas consecutivas son dos (di-sector). De esta manera, era
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posible determinar si una misma particula aparecia en la seccion inferior y superior, para
descartar el recuento repetido de ésta y considerar las particulas que habian aparecido
una sola vez, contabilizandolas como Q" (Gundersen y cols., 1988b; Coggeshall, 1992;
Coggeshall y Lekan, 1996). Asi se podia impedir la sobreestimacion del numero de
particulas, problema que habia existido previamente al establecimiento del método del

disector fisico (West y Gundersen, 1990; Coggeshall y Lekan, 1996).

La aportacion del disector fisico supuso una mejora considerable en cuanto a la
ausencia de sesgo en la estimacion del nimero de neuronas, pero poseia importantes
desventajas como método Estereologico: era muy poco eficiente al consumir mucho
tiempo por comparar dos secciones consecutivas y, a veces, era muy dificil distinguir si

dos particulas eran o no la misma en diferentes secciones (Coggeshall y Lekan, 1996).

Entonces se ided el método del disector optico que, asumia los principios del
disector fisico y aportaba otros nuevos (Gundersen, 1986). El disector dptico es un
paralelepipedo imaginario de unas dimensiones conocidas, situado en el interior de las
secciones. Este disector no necesita de dos secciones consecutivas para ser comparadas
pero, aun asi, conserva el nombre de disector. Asimismo la estimacion que proporciona
es de la cantidad directa de objetos que hay un espacio tridimensional (Gundersen, 1986;
Gundersen y cols.,, 1988b; Howard y Reed, 1998; Keuker y cols.,, 2001). Esta
concepcion de tridimensionalidad en una misma seccion permitia poder hacer el
recuento de las particulas que hubiese en el interior de las secciones, dentro del
paralelepipedo imaginario cuyas coordenadas X, Y y Z eran conocidas (figura 4.5.). De
esta manera, y en primer lugar, con este método se evita igualmente el recuento repetido
de una misma particula, ya que en el interior de este paralelepipedo imaginario se puede
apreciar si las particulas son las mismas o no. En segundo lugar, otra ventaja de este
método es que la orientacion, la forma o el tamafio de las particulas a contar no son
determinantes para el recuento (Royet, 1991; Howard y Reed, 1998). En tercer lugar el
método del disector optico aporta la enorme ventaja de que, puesto que lo que se
cuantifica y analiza es una porcion del interior de la seccion, el problema del
encogimiento en la superficie del tejido por la congelacion no afectara ni sesgara la
estimacion. E] tejido histologico, como se comenté previamente, se corta en el criostato
a bajas temperaturas. Esto provoca, junto con el propio efecto del corte mecanico de una

estructura blanda, que las superficies de las secciones no sean lisas, sino que estén
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arrugadas y encogidas. Esto suponia que las particulas que estuviesen en algunas de las
superficies podrian sobrestimarse o subestimarse, dando como resultado un valor
sesgado. Con el disector Optico, este efecto se anula, puesto que las coordenadas

interiores del paralelepipedo imaginario aseguran que en ninguna de sus caras haya

encogimiento o arrugas.

A este respecto, los defensores de los métodos estereol6gicos, comentan las
repercusiones cientificas nefastas de un estudio, sesgado por este motivo, que tuvo
confundida a la comunidad cientifica durante muchos afios (Howard y Reed, 1998; West
y Slomianka, 2001). En este trabajo que citan se compar6 la pérdida neuronal en
cerebros de personas ancianas y jovenes basdndose en métodos de recuento
bidimensionales en el que extrajeron la conclusién de que la personas mayores iban
perdiendo neuronas a medida que envejecian. Durante méas de 30 afios se intentd
averiguar por qué ocurria esta pérdida, cuando lo que verdaderamente habia sucedido era
que durante la medicién, no se consideré el encogimiento del tejido cerebral, que en los
cerebros de jovenes era mayor. Si el encogimiento era corregido, se encontrd que la

proporcion de pérdida neuronal entre peronas jovenes y ancianas era idéntica (Howard y
Reed, 1998).

Area del disector

Figura 4.5.: Representacion esquematica del principio del disector optico. El
disector supone la existencia de un paralelepipedo en el interior de las secciones,
cuyas coordenadas X-Y-h son conocidas. Las células en el interior de esa figura
seran las que se consideren en el recuento, evitando asi el posible sesgo por el
encoaqimiento del teiido.
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El método del disector éptico, entre una de sus ventajas, aporta la de asegurar que
las particulas no sean contadas mas de una vez, como el disector fisico. Pero, sin
embargo, dentro de el paralelepipedo imaginario sobre el que se va a realizar el recuento,
puede suceder que una misma célula aparezca dos veces en dos campos consecutivos
que el programa aleatoreamente seleccione de la seccién determinada y por ello, podria
contarse dos veces la misma célula. Para evitar esto, existen, igual que sucedia con la
estimacion del volumen, reticulas especificas para determinar el nimero de neuronas que
hay en un campo, que poseen lineas de inclusion y exclusion (figura 4.6.). De esta
manera, se contabilizan las neuronas que aparecen dentro del campo de inclusion,
marcado por las lineas discontinuas de la reticula, y no las neuronas que aparezcan
tocando las lineas de exclusion, lineas continuas, o dentro del campo prohibido. Asi, la
probabilidad de que una misma célula aparezca en dos campos consecutivos dentro de
las regiones permitidas de recuento en los dos campos, es infima (Royet, 1991; Howard

y Reed, 1998; Keuker y cols., 2001).

Planos de inclusion Lincas de inclusion
/ < NO /\

0
t

Planos de exclusion >

A B

Figura 4.6.: Representacion individual del disector dptico en su concepcion tridimensional (A)
y bidimensional (B). El recuento se realiza sobre la reticula bidimensional, pero
considerando la inclusion de las células dentro del paralelepipedo tridimensional. Para evitar
el recuento repetido de células en dos disectores 0 campos consecutivos, se aplican las
lineas o planos de inclusién y exclusion representadas en el dibujo B con color azul
(exclusion) y con linea punteada (inclusion).
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Para contabilizar el nimero de neuronas de una regién, ademas del disector 6ptico.,
se emplea el fraccionador, de tal manera que algunos autores llaman a este método que
se sirve de ambas técnicas, el método del fraccionador 6ptico (West y cols., 1991). El
fraccionador asume que, para conocer el total de particulas existentes en una region
determinada, es necesario cuantificar las particulas en algunas secciones, pero siempre
considerando la globalidad del objeto de interés y conociendo la segmentacion que dicho

objeto ha sufrido para la cuantificacion de sus parametros (Gundersen, 1986; Howard y

Reed, 1998; Keuker y cols., 2001).

Por lo tanto, el método del fraccionador Optico tiene en cuenta todo lo expuesto
hasta ahora y asume que, para conocer la estimacion total del nimero de neuronas de
una region cerebral, ha de tenerse en cuenta, en primer lugar, la altura del paralelepipedo
imaginario que el disector Optico propone para la cuantificacion de particulas, su eje Z
(fraccion de altura, fh). En segundo lugar, el area especifica que posee la reticula de
lineas de inclusion y exclusion empleada para el recuento (fraccion del area, fa). Y por
ultimo, ha de tenerse en cuenta la seriacion sistematica que ha sufrido el objeto de
interés para la obtencion de los pardmetros morfologicos de interés (fraccion de
sertacion, fs) (Howard y Reed, 1998; Keuker y cols., 2001). Combinado todos estos
elementos, el nimero de particulas contadas por cada objeto (£ Q) podra representar el
numero total de particulas que ese objeto posee, aportando una estimacion fiable, no

sesgada y eficiente. La formula que permite obtener esta estimacion, basandose en el

fraccionador optico es:
N=XQ sfthefasfs

El procedimiento que nosotros seguimos para obtener el numero de neuronas de
las diferentes subdivisiones del NEST, basandonos en el fraccionador 6ptico, es el que

se expone a continuacion.

En primer lugar, la fraccién de seriacion (fs), que en nuestro caso fue de 2, ya
que, al igual que para la estimacion del volumen, se considerd para el recuento una de
cada dos secciones dejando una sin contabilizar entre dos secciones analizadas. La
primera de las secciones escogidas se seleccion6 de manera aleatorea, siguiendo el

mismo procedimiento que el empleado para la volumetria, puesto que es requisito
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indispensable para la correcta estimacién que sea elegida de esta manera (Gundersen,

1986; Gundersen y cols., 1988b).

Para realizar el recuento, previamente delimitamos el area de la region a analizar
a un aumento de 4X en el microscopio, con una magnificacion de 164X. Haciendo esto,
el programa de Estereologia genera unos campos que, siguiendo unos pasos cuyas
coordenadas le hemos introducido previamente (en nuestro caso, un desplazamiento
horizontal de 90 pum y vertical de 90 um), barren la estructura en cuestion de manera
aleatoria y producen los campos que posteriormente, a un aumento de 100X,
magnificacion de 4064X, con aceite de inmersion, se analizaran y contabilizan. Se
consideraron como pertenecientes al NEST aquellos campos que, a un aumento de 4X
incluian holgadamente el nucleo en el interior de la reticula menor o bien, en los casos
donde esta inclusion no fuera tan evidente, que parte de las lineas de inclusion de la
reticula menor estuvieran en contacto con el area del nucleo. La fraccion del area (fa),
por tanto, quedaba establecida tras dividir la multiplicacion del paso X e Y (en nuestro
caso, 90 x 90) entre el area de la reticula mayor (en nuestro caso, 842 umz), dando como

resultado una fa = 9,62.

Finalmente, la fraccion de altura (fh) se determiné utilizando el microcator en
cada una de los campos de las secciones analizadas. Las secciones fueron cortadas a 50
um, pero por el consiguiente encogimiento posterior, el grosor final de éstas era de unas
25 pm aproximadamente. La medida que se consider6 idonea para la altura del disector o
paralelepipedo imaginario fue de 12 pm, con lo cual, las neuronas que entraban en ese
grosor, cuyos nicleos y/o nucleolos fueran discernibles (West y cols., 1991; West y
cols.,, 1994) y que se encontrasen incluidos en los campos permitidos de recuento,
fueron contabilizadas. El grosor medio de las secciones, medido con el microcator (Z) en
cada campo fue ponderado y la fraccion de altura se determiné dividiendo esta media
ponderada entre el grosor establecido para el disector, de esta manera: th = Z

ponderada/12.

El recuento optimo de numero de neuronas no debe superar las 100 a 200
neuronas, contadas en 10 a 20 secciones, empleando 100 a 200 disectores y contando de
1 a 2 células por cada disector (Gundersen y cols., 1981; Gundersen, 1986; Gundersen y

Jensen, 1987; Guillery y Herrup, 1997). Con esta cantidad, ademas de satisfacer una de
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las maximas que la Estereologia persigue, la eficiencia, se garantiza que el coeficiente de
error (CE) se situe por debajo de 0,10. Cuando esto no sea asi, serd necesario modificar
el paso X-Y, o el intervalo analizado entre secciones o el nimero de individuos

considerados para el recuento (Keuker y cols., 2001).

Para calcular el CE en la estimacion del nimero de neuronas, se sigue un

procedimiento parecido al que se llevé a cabo para la estimacion del volumen. Es

necesario realizar las siguientes sumas:

a=xQ-Q
b=2Q *Qx
c=2Q *Q4;

Posteriormente el calculo del coeficiente de error se realiza de la siguiente

manera:

CE = VVarianza total / £ Q
Varianza total = {0, 0724 «4,5+Y(n*ZQ )+ [3 (a—[0,0724 + 4,5+ VT Q
)] -4b+c}i/12.

Para la realizacion de estos calculos, al igual que para los célculos relativos al
volumen, se empled una hoja de calculo de Excel (Microsoft 2000) elaborada para este

proposito.

4.1.5. Técnicas de analisis de datos.

Para establecer las posibles diferencias entre los grupos estudiados respecto al
peso corporal de los animales (variable dependiente) se consideraron dos variables
independientes: sexo, con dos niveles (macho y hembra) y condicién genética, con tres
niveles (Ifm, hermano de Tfm y control de la misma raza). Una vez confirmada la
homogeneidad de varianza de los datos obtenidos, se sometieron a un analisis de

varianza (ANOVA) bilateral univariado. Posteriormente se aplico una prueba post hoc,
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Bonferroni. con objeto de esclarecer las diferencias significativas entre todos los grupos

experimentales.

En el caso de los pesos de los diferentes componentes del aparato sexual
masculino, variable dependiente de 4 niveles (peso testiculos, peso prostata, peso
epididimo, peso vesicula seminal), con una sola variable independiente, condicion
genética, de tres niveles (macho Tfm, macho hermano de 7fm y macho control de la
misma raza) se procedio igual que en el anterior caso. Una vez confirmada la
homogeneidad de varianza se sometieron los datos obtenidos a un analisis de varianza
(ANOVA) bilateral univariado. Posteriormente, los datos fueron analizados con una
prueba post hoc, Bonferroni, con objeto de determinar las diferencias significativas

existentes entre los grupos experimentales.

Finalmente, para establecer las posibles diferencias significativas respecto a los
parametros morfoldgicos del NEST en los diferentes grupos, se analizaron los datos de
la siguiente manera: las variables dependientes fueron dos (volumen y numero de
neuronas) con tres niveles cada una (subdivisiones NESTma, NESTla y NESTpm),
mientras que las variables independientes fueron sexo, con dos niveles (macho y
hembra) y condicion genética, con tres niveles (7fm, hermano de Tfm y control de la
misma raza). La prueba estadisticas empleada para determinar las posibles diferencias
entre los grupos fue el analisis de varianza unilateral no paramétrico de Kruskal-Wallis y
posteriormente el test U-Mann-Whitney para determinar las diferencias especificas entre
los grupos. Se emplearon éstas debido a la falta de homogeneidad de varianza entre los
grupos, requisito indispensable para el analisis de varianza (ANOVA) bilateral. El
contraste Kruskal-Wallis es la alternativa no paramétrica del método ANOVA, al servir
igual que ésta para contrastar hipotesis sobre una poblacion cuyas muestras han sido

elegidas aleatoreamente.
Para llevar a cabo estos analisis se emplearon los programas SPSS version 10.0

para Windows, los programas graficos Power Point, Microsoft PhotoDraw y Adobe

PhotoShop para Windows.
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4.2. RESULTADOS.

4.2.1. Pesos corporales.

Los pesos corporales de los diferentes grupos, que son los mismos grupos y
animales que se emplearon para el registro de la morfologia cerebral, pesados todos a la

edad de 90 dias, son los siguientes (tabla 4.1.):

Machos Hembras
Control Control
Tfm Hermano misma raza Tfm Hermana misma raza
353 gr+18.25|441 gr+51.26| 440gr+9.78 | 277 gr+ 10.06 | 264 gr+43 269 gr+6.9

Tabla 4.1. : Medias + EMS (error de la media estandar) de los pesos corporales de todos los grupos
experimentales.

Tras et ANOVA multivariado, se encontr6 efecto principal del sexo (F | 33 =
81,514; p < 0,0001), pero no hubo efecto principal de la condicién genética (F 2 33 =
2,851; n s. ) aunque si hubo interaccion significativa entre sexo y condicion genética (F
2,33=4,536; p <0,018).

El andlisis post hoc revela que el grupo de machos hermanos difirié
significativamente las hembras Tfm (MH vs HTfm; p < 0,0001), de las hembras
hermanas (MH vs HH; p < 0,0001) y de las hembras de la misma raza (MH vs HMR; p <
0,0001). Igual sucedi6 con los machos de la misma raza, que difirieron
significativamente las hembras Tfm (MMR vs HIfm; p < 0,0001), de las hembras
hermanas (MMR vs HH; p < 0,0001) y de las hembras de la misma raza (MMR vs HMR;
p <0,0001).

Sin embargo, el grupo de machos Tfm, al presentar un peso corporal intermedio
entre los grupos de machos y hembras, difirié significativamente con dos grupos de
hembras, las hermanas (MTfm vs HH; p < 0,036) y las hembras de la misma raza (MTfm
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vs HMR; p < 0,040), pero no con el grupo de hembras 7fm (MTfm vs HIfm; p < 0,090;
n. s.). A su vez, este grupo de machos 7fm difiri6 significativamente de los machos de la
misma raza (M7fm vs MMR; p < 0,031), pero no difirié del grupo de machos hermanos
(MTIfmvs MH; p<0,058; n. s.).

Estas diferencias combinadas con machos y hembras pone de manifiesto la
posicion intermedia que el grupo de M7fm ocupa respecto a los machos y a las hembras
en cuanto a su peso corporal, posicion intermedia que puede apreciarse en el grafico de

la figura 4.7. que se expone a continuacion.

Peso corporal (gramos)

Grupos de animales

Figura 4.7. Representacion grafica de las medias de los pesos corporales en gramos de los grupos
analizados (MTfm: machos 7fm; MH: machos hermanos; MMR: machos misma raza; HTfm: hembras
Tfm; HH: hembras hermanas; HMR: hembras misma raza). En la gréfica puede apreciarse que todos
los grupos de hembras difieren significativamente de los machos hermanos (MH) y de los machos de
la misma raza (MMR). Los machos 7fm, al tener un peso intermedio, difieren significativamente de las
hembras hermanas (HH) y de la misma raza (HMR) y de los machos de la misma raza (MMR).

*: p < 0,001 respecto a los grupos machos hermanos (MH) y de la misma raza (MMR).

&: p < 0,05 respecto al grupo MTfm.
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4.2.2. Peso de los componentes del aparato urogenital masculino

Pasaremos ahora a analizar las diferencias encontradas respecto al peso del
aparato reproductor masculino de las ratas. Tal y como se comenté en el apartado
correspondiente a las técnicas estadisticas de andlisis de datos, para esta medicion se
emplearon tres grupos de machos: Tfin, hermano y control de la misma raza, los mismos
animales empleados para el andlisis morfologico cerebral, registrandose en todos ellos
los pesos en gramos de los testiculos, la prostata, el epididimo y la vesicula seminal. Los
pesos encontrados se resumen en la siguiente tabla, en la que se especifican los pesos de
los diferentes componentes del aparato urogenital masculino en los diferentes grupos en
los que estos componentes existian, anotindose 0 para los grupos que no presentaban ni
siquiera vestigios de estos componentes (tabla 4.2.). El desarrollo genital imcompleto de

los machos Tfm respecto a los otros machos puede apreciarse en la figura 4.8.

MTfm MH MMR
Testiculos (gr.) 1.188 £ 0.1241 | 3.670+0.1142 | 3.9032 + 0.1462
Prostata (gr.) 0 0.766 +0.0828 | 0.698 +0.0823
Epididimo (gr.) 0 0.5387+0.0159 | 0.5597 +0.0164
Vesicula seminal (gr.) 0 1.656+0.1491 | 1.9136 +0.0354

Tabla 4.2.: Medias + EMS (error de la media estandar) de los pesos en
gramos de los diferentes componentes del aparato urogenital
masculino (testiculos, préstata, epididimo y vesicula seminal) en los
grupos de machos (MTfm: machos Tfm, MH: machos hermanos y
MMR: machos de la misma raza). Cuando no existia ni el mas minimo

vestigio de estos componentes, se anotaba 0 para el peso de esa
estructura.
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Fig 4.8. Fotografia en la que se puede
apreciar el desarrollo gonadal
incompleto de los machos Tfm (MTfm)
respectoa los machos hermanos (MH) y
control de la misma raza (MMR). A):
Macho Tfm, B): Macho hermano, C):
Machomisma raza.

En este caso s6lo hay un nivel para la variable dependiente (condicion genética),
ya que todos los animales registrados fueron machos. Por este motivo el ANOVA que se
llevo a cabo fue univariado. De esta manera se determiné que, para todos las variables
registradas, existian diferencias significativas: peso de testiculos [F2;5 = 141,686; p <
0,0001]; peso de prostata [F2;5 = 50,319; p < 0,0001]; peso de epididimo [Fys5 =
735,138; p < 0,0001]; y por ultimo, peso de vesicula seminal [F,;5 = 217,365; p <
0,0001].

Pasando a las pruebas post hoc se detectaron diferencias significativas entre los
machos 7fm con el resto de los grupos, en todas las variables: peso testiculos (MTfm vs
MH; p <0,0001; M7fm vs MMR; p <0,0001); peso préstata (MTfm vs MH; p < 0,0001;
MTZfm vs MMR; p < 0,0001); peso epididimo (MZfm vs MH; p < 0,0001; MTfmn vs
MMR; p < 0,0001); y por tltimo, peso vesicula seminal (M7fm vs MH; p < 0,0001;
MTfm vs MMR; p < 0,0001).
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Los grupos MH y MMR no difieren significativamente entre ellos en ningin
parametro registrado. Estas comparaciones pueden apreciarse en el grafico que se

expone a continuacion en la figura 4.9.

4,8

Testiculos Prostata Epididimo Vesicula
Seminal

Figura 4.9.: Representacion gréficas de las medias de los pesos de los componente del aparato
urogenital masculino (testiculos, prostata, epididimo y vesicula seminal) en todos los grupos de
machos (MTfm: machos Tfm; MH: machos hermanos y MMR: machos de la misma raza). Se
puede apreciar que en todas las variables registradas los machos Tfm difieren significativamente de
los machos hermanos (MH) y de la misma raza (MMR).

*: p < 0,001 respecto al grupo MTfm.
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& NESTria NESTma

»

Figura 4.10. Microfotografias que muestran las diferentes subdivisiones sobre las que se llevo a cabo el analisis
estereolégico del volumen y nimero de neuronas. A: Subdivision NESTma y NESTIa en el grupo MTfm B:
Subdivision NESTma y NESTIa en el grupo MH. C: Subdivision NESTma y NESTIa en el grupo MMR. D:
Subdivision NESTma y NESTIa en el grupo HTfm. E: Subdivision NESTma y NESTla en el grupo HH. F:

Subdivisién NESTmay NESTIla en el grupo HMR. Barra = 200 um.

162






Estudio Volumétrico y de Poblacion Neuronal del NEST en ratas 77m

Figura 4.11. Microfotografias que muestran la subdivision NESTpm en los diferentes grupos experimentales
sobre los que se llevé a cabo el analisis estereolégico. A: Subdivision NESTpm en el grupo MTfm B: Subdivision
NESTpm en el grupo MH. C: Subdivisién NESTpm en el grupo MMR. D: Subdivisién NESTpm en el grupo HTfm.
E: Subdivision NESTpm en el grupo HH. F: Subdivision NESTpm en el grupo HMR. Barra = 300 um.

163






Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos

4.2.3. Volumetria y estimacion de la poblacion neuronal del NESTma,

NESTIla y NESTpm.

Para los registros de volumen y nimero de neuronas en cada una de las
subdivisiones del NEST se emplearon los mismos animales que los registrados
anteriormente para el peso corporal y el peso de los componentes del aparato sexual
masculino. Las subdivisiones analizadas fueron la parte medial anterior del NEST

(NESTma), la parte lateral anterior del NEST (NESTla) y la parte medial posterior del
NEST (NESTpm) (figura 4.10. y 4.11).

Region medial anterior del NEST (NESTma)

La prueba Kruskal-Wallis refleja que, respecto al volumen del NESTma, no
existen diferencias significativas (H = 3,06; p = 0,689; n. s.), pero si hay diferencias en
cuanto al numero de neuronas del NESTma (H = 14,52; p = 0,013), indicando que

probablemente en este parametro los grupos diferirdn entre ellos.

En el volumen del NESTma, como cabia esperar por las pruebas Kruskal-Wallis,
no existen diferencias significativas entre ninguno de los grupos existentes, ni entre
sexos de grupos homologos, ni entre machos entre si o hembras entre si de grupos

diferentes ni entre ninguna otra comparacion.

Para el nimero de neuronas del NESTma no se dan diferencias entre sexos
(MTfn vs HTfm; p < 0,949; n. s.; MH vs HH; p < 0,10; n. s.; MMR vs HMR; p < 0,565;
n. s.). Por o tanto, en esta estructura y en estos grupos no se da dimorfismo sexual, al ser

una estructura sexualmente isomorfa.

Comparando grupos de machos para el nimero de neuronas, hubo diferencias
significativas entre los machos hermanos, al poseer éstos los valores superiores, y los

machos de la misma raza, al presentar éstos unos valores muy reducidos (MH vs MMR;
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p < 0,012). En el resto de comparaciones entre los machos no hubo diferencias

significativas (MTfm vs MH; p < 0,088; n. s.; MTfm vs MMR; p <0,406; n. s.).

Por su parte, entre las hembras hubo diferencias significativas para el nimero de
neuronas, concretamente entre las hembras de la misma raza, al poseer éstas los valores
mas reducidos, y las hembras Tfm y hermanas (HMR vs HTfm; p <0, 035; HMR vs HH;
p <0, 046). Las hembras hermanas y las Tfm no difirieron significativamente entre ellas
(HTfm vs HH; p <0,253; n. s.).

El grupo de machos hermanos, al presentar éstos el mayor valor, difiere
significativamente de los grupos de hembras Tfm y de las hembra de la misma raza: (MH
vs HTfm; p < 0,012; MH vs HMR,; p < 0,004) (tabla 4.3 y figura 4.12).

Numero de neuronas del NESTma
MIfm {MH| MMR | HTfm |HH{ HMR

MTfm -

MH - 1 p<0,012 | p<0,012 p < 0,004
MMR -
HTfm - p <0,035

HH - | p<0,046
HMR -

Tabla 4.3.: En esta tabla se muestran los resultados de las comparaciones
entre grupos (MTfm: machos Tfm, MH: machos hermanos; MMR: machos
misma raza; HTfm: hembras 7fm; HH: hembras hermanas; HMR: hembras
misma raza) con la prueba U-Mann-Whitney para el nimero de neuronas del
NESTma. En el volumen del NESTma no existen diferencias significativas entre
ningun grupo. Se puede apreciar que el grupo HMR difiere significativamente
con los MH y con las hembras HTfm y HH. Las HTfm y los MMR también
difieren significativamente de los MH.
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Figura 4.12.: Representacion grafica del nimero de neuronas en la subdivision NESTma para
cada grupo analizado (MTfm: machos Tfm; MH: machos hermanos; MMR: machos misma
raza, HTfm: hembras Tfm; HH: hembras hermanas; HMR: hembras misma raza). En la
grafica se aprecia que el grupo MH, difiere significativamente de las hembras H7fm, HMR y
del grupo de machos MMR. Las HMR, a su vez, difieren significativamente de las otras
hembras, HTfm y HH.

+: p < 0,03 respecto al grupo MH.

&: p < 0,05 respecto al grupo HMR.

Region lateral anterior del NEST (NESTlIa).

La prueba Kruskal-Wallis refleja, igual que en el caso del NESTma, que respecto
al volumen del NESTIa, no existen diferencias significativas (H= 6,03; p=0,303; n. s.).
Igual que sucede para el NESTma, cuando lo que se compara es el nimero de neuronas,
si existen diferencias significativas, dejando entrever la posible existencia de diferencias

entre grupos especificos (H=13,92; p=0,016).

Empezando a abordar el volumen de la estructura, de nuevo tenemos que no
existen diferencias significativas entre grupos homdlogos de sexos opuestos, ni entre los
machos entre si o las hembras entre si. La tinica diferencia significativa que hay en el

volumen del NESTIa es la que se da entre los machos 7fm, al poseer éstos el volumen
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mayor del NESTIa, y las hembras de la misma raza (MZfm vs HMR; p < 0,048) (figura
4.13.ytabla4.4.).

Volumen del NESTla Numero de neuronas del NESTla
MTfm|MH |MMR |HIfm|{HH| HMR |MIfm|MH| MMR | HIfm |HH| HMR
MTfm| - p<0,048| - p <0,035 p<0,035
MH - - |p<0,012 p<0,019
MMR - - p <0,035
HTfm - . p<0,018
HH - -
HMR -

Tabla 4.4.: En esta tabla se muestran los resultados de las comparaciones
entre grupos (MTfm: machos Tfm; MH: machos hermanos; MMR: machos
misma raza; HTfm: hembras 7fm; HH: hembras hermanas; HMR: hembras
misma raza) con la prueba U-Mann-Whitney para el nimero de neuronas y el
volumen del NESTIa. Se puede apreciar que el grupo HMR difiere
significativamente con los MH, los M7fm y con la hembra HTfm. Entre los
machos hay diferencias entre el grupo MMR y los otros grupos de machos.
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Figura 4.13.: Representacion grafica del volumen del NESTla en mm3
en los diferentes grupos experimentales (MTfm: machos Tfm; MH:
machos hermanos; MMR: machos misma raza; HTfm: hembras Tfm,
HH: hembras hermanas; HMR: hembras misma raza).

&: p < 0,05 respecto al grupo MTfm.

Refiriéndonos ahora al nimero de neuronas, se puede apreciar que no existen
diferencias sexuales entre machos y hembras de los mismos grupos en la variable de
numero de neuronas del NESTla (M7fm vs HIfm; p < 0,338; n. s.; MH vs HH; p <
0,361; n. s.; MMR vs HMR; p < 0,848; n. s.), constatando asi, igual que en el caso
anterior, la ausencia de dimorfismo sexual, al tratarse igual que en el caso anterior, de

una estructura sexualmente isomorfa.

En los grupos de machos, respecto al nimero de neuronas, se dan diferencias
significativas entre los machos de la misma raza, al poseer un nimero de neuronas
inferior al resto y los grupos de machos hermanos y de machos 7fm (MMR vs MH; p <
0,012; MMR vs MTfm; p < 0,035). De nuevo, los grupos de machos 7fm y hermanos no
difirieron significativamente entre ellos (M7fm vs MH; p < 0,223; n.s.).
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Por su parte, para el nimero de neuronas del NESTIla de las hembras, difieren
significativamente las hembras 7fin de las control de la misma raza (H7fin vs HMR; p <

0,018). Los otros grupos de hembras no difieren entre si (H7fin vs HH; p=0773:n 8
HHvs HMR; p<0,116; n. s.).

En el resto de comparaciones entre los grupos, en cuanto al numero de neuronas
del NESTIa, el grupo de hembras de la misma raza difiere significativamente de los
grupos de machos 7fm y hermanos, al poseer éstos unos valores numéricos superiores
(HMR vs MH; p < 0,019; HMR vs M7fm; p < 0,035). El grupo M7fm también difiere
significativamente de los grupos de machos de la misma raza y hembras de la misma
raza (MZfin vs MMR; p < 0,035; MZfin vs HMR,; p < 0,035). Las hembras 7fmn, al
presentar unos valores numéricos similares a los que presentaron los machos hermanos y

Ifm, también difieren significativamente del grupo de machos de la misma raza (H7fm
vs MMR; p < 0,035) (tabla 4.4. y figura 4.14).

17000
16000

14000

12000 +#&

Numero de neuronas en

NESTIa
5

Figura 4.14.: Representacion gréfica del nimero de neuronas que cada grupo present6
(MTfm: machos T7fm; MH: machos hermanos; MMR: machos misma raza; HTfm:
hembras 7fm, HH: hembras hermanas; HMR: hembras misma raza) en la subdivision
NESTIa. Se puede apreciar que los grupos MMR y HMR, difirieron significativamente con
los grupos que mayores valores presentaron (M7fm, MH y HTfm).

+: p < 0,03 respecto al grupo MH.

# p <0, 01 respecto al grupo MTfm.

&: p < 0,05 respecto al grupo HTfm.
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Region medial posterior del NEST (NESTpm).

La prueba Kruskal-Wallis indica que en la subdivision NESTpm se dan
diferencias significativas repecto a su volumen (H = 16,291; p = 0,006) y respecto a su
numero de neuronas (H = 17,622; p = 0,003), indicando que, en este caso, las
comparaciones entre grupos revelardn, con mas frecuencia, diferencias significativas

entre los grupos en ambos parametros morfoldgicos.

En este caso si existen diferencias significativas entre los sexos de los grupos de
la misma raza, tanto para el volumen del NESTpm (MMR vs HMR; p < 0,002) como
para el nimero de neuronas (MMR vs HMR; p < 0,004). Sin embargo, entre los otros
grupos no existen diferencias significativas entre los sexos, ni para el volumen del
NESTpm (MTfm vs HTfm; p < 0,125; n. s.; MH vs HH; p < 0,10; n. s.) ni para el nimero
de neuronas del NESTpm (M7fm vs HIfm; p < 0,225; n. s.; MH vs HH; p <0,144; n. s.).
De esta manera, queda constatada la existencia de dimorfismo sexual en la subdivisién
NESTpm, tanto para su volumen como para su nimero de neuronas, al darse dimorfismo

sexual entre los grupos control de la misma raza machos y hembras.

Comparando a los machos, no se encontraron diferencias significativas entre
ellos, ni para el volumen (M7fm vs MH; p < 0,570; n. s.; MTfm vs MMR; p < 0,898; n.
s.; MH vs MMR; p < 0,871; n. s.) ni para el numero de neuronas (M7fm vs MH; p <
0,465; n. s.; M7fm vs MMR; p < 0,848; n. s.; MH vs MMR; p <0,291; n. s.), ya que los
valores de los machos de todos los grupos fueron practicamente idénticos en los dos

parametros morfologicos registrados.

Las hembras, por su parte no difirieron significativamente entre ellas respecto al
volumen del NESTpm (H7fm vs HH; p < 0,830; n. s.; H7fm vs HMR; p < 0,141; n. s.;
HH vs HMR; p < 0,224; n. s.). Sin embargo, para el nimero de neuronas, si hubo
diferencias significativas entre las hembras de la misma raza y los otros dos grupos de
hembras, las 7fm y las hermanas (HMR vs H7fm; p < 0,013; HMR vs HH; p < 0,015).
Las hembras 7fm y las hermanas, como viene siendo habitual entre estos dos grupos de

cualquier sexo, no difirieron significativamente entre ellas ni en volumen ni en nimero

170



Estudio Volumétrico y de Poblacion Neuronal del NEST en ratas 7/m

de neuronas (volumen: H7fm vs HH; p < 0,830; n. s.; nimero de neuronas: H7fm vs HH;
p <0,568; n. s.).

Para el resto de comparaciones entre grupos, se aprecia que el grupo de machos
hermanos, al poseer los valores mayores, tanto para el volumen como para el numero de
neuronas difieren significativamente de los grupos que menores valores poseen en los
mismos parametros, que son las hembras Tfm y las hembras de la misma raza (volumen:
MH vs HTfm; p < 0,028; MH vs HMR; p < 0,004; nimero de neuronas: MH vs HTfm; p
< 0,007; MH vs HMR; p < 0,004). A su vez, el grupo de machos Tfm difiere
significativamente con las hembras de la misma raza, tanto en volumen (M7fm vs HMR;
p < 0,035), como en nimero de neuronas (MZfm vs HMR; p < 0,004). Por su parte, el
macho de la misma raza también difiere significativamente de las hembras 7fm, en

cuanto al volumen del NESTpm (MMR vs HTfm; p < 0,011) (tabla 4.5. y figuras 4.15 y
4.16).

Volumen del NESTpm Numero de neuronas del NESTpm
MTfm|MH |MMR | HTfm |HH| HMR |[M7fm|MH|MMR| HIfm |HH| HMR

MTfm - p <0,035 - p <0,004

MH - p <0,028 p <0,004 < p <0,007 p <0,004
MMR - |p<.on p <0,002 R p <0,004
HTfm - - p<0,013

HH - - |p<0,015
HMR -

Tabla 4.5.: En esta tabla se muestran los resultados de las comparaciones entre grupos (MTfm:
machos Tfm; MH: machos hermanos; MMR: machos misma raza; HTfm: hembras Tfm; HH:
hembras hermanas, HMR: hembras misma raza) con la prueba U-Mann-Whitney para el
numero de neuronas y el volumen del NESTpm. Se puede apreciar que el grupo HMR difiere
significativamente de todos los grupos para el nimero de neuronas y con todos los machos
para el volumen. Entre los machos no hay diferencias y las HTfm difieren de los MH para el
volumen y el nimero y de los MMR para el volumen..
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Figura 4.15. Representacion grafica de los distintos volimenes (mm3) que
presentaron los grupos (MTfm: machos Tfm; MH: machos hermanos; MMR:
machos misma raza; HTfm: hembras 7fm; HH: hembras hermanas; HMR:
hembras misma raza) en el NESTpm. Se puede apreciar que los grupos de
hembras HTfm y HMR difirieron respecto a los machos MMR y MH. Las HMR
ademas difirieron de los MTfm.

#. p < 0,01 respecto al grupo MMR.

+. p < 0,03 respecto al grupo MH.

&: p < 0,05 respecto al grupo MTfm.
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Figura 4.16: Representacion grafica del nimero de neuronas que presentaron los
diferentes grupos (MTfm: machos Tfm; MH: machos hermanos; MMR: machos misma
raza; HTfm: hembras T7fm; HH: hembras hermanas; HMR: hembras misma raza) en el
NESTpm. Las HMR difieren de los todos los machos y de las hembras.

* p < 0,001 respecto al grupo MH.

#: p < 0,01 respecto al grupo HMR.

+: p < 0,03 respecto al grupo MTfm.

+: p < 0,03 respecto al grupo MMR.
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4.3. DISCUSION

En el peso corporal el balance endocrino, concretamente la correcta actuacion de
los andrégenos, es una variable importante, ya que ésta es capaz de modificar y/o alterar
el eje de retroalimentacion hipotalamo- hipéfisis anterior-hormona de crecimiento (GH)
tanto en ratas (Vandershueren y cols., 1992; Miiller y cols., 1999; Pazos y cols., 2000)
como en humanos (Marcus y cols., 2000). Como se coment6 en el Capitulo 2, ratas
machos Tfm poseen valores intermedios en cuanto a parametros morfométricos 9seos
(longitud, diametro y grosor cortical del fémur) entre los machos hermanos y las
hembras hermanas (Vanderschueren y cols., 1993), aproximandose mas los machos Tfn
a las hembras hermanas y alejandose de los machos hermanos (Vanderschueren y cols.,
1993; Vanderschueren y cols., 1994). Relacionado con el peso corporal, en estos trabajos
citados se registr6 algo parecido, situdndose los machos Tfm en una posicién intermedia
entre los machos de la misma raza y las hembras de la misma raza (Batson y cols., 1989;

Martha y cols., 1989; Vanderschueren y cols., 1994).

En nuestro caso sucede exactamente los mismo. Los MTfm difieren
significativamente del macho control de la misma raza (MMR), de la hembra control de
la misma raza (HMR) y de las hembras hermanas (HH) (tabla 4.1. figura 4.7.), al
presentar un su peso corporal intermedio al que presentan los machos y las hembras. Por
su parte, los machos hermanos (MH) y control de la misma raza (MMR) difieren
significativamente de todos los grupos de hembras. En este caso la ineficacia de los
receptores de androgenos tiene su reflejo en el grupo de machos Tfm, en el que los
androgenos no habrian podido regular la actuacion de la GH para que estimule la
elongacion de los huesos, tras actuar sobre los cartilagos a través de la IGF-1, para que
pudieran alcanzar un peso corporal similar al presentado por los machos sin mutacién.
La IGF-1, también esta reducida en los machos 7fm comparados con los machos y
hembras hermanos de camada (Vandershueren y cols., 1993), pudiendo estar incidiendo
esta reduccion en el IGF-1 en el déficit del crecimiento 6seo que se da en los machos

Tfm.
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En las hembras mosaico o Tfm (HTfm), que poseen la mutacion en el receptor de
androgenos en la mitad de sus células y en la otra mitad poseen el receptor sano, la
presencia parcial de la mutacion ha podido afectar a su peso corporal, pero en menor
medida que en los machos Tfm, ya que éstas no difieren significativamente de las otras
hembras (tabla 4.1. figura 4.7.). Pero por otro lado, estas hembras no difieren
significativamente de los machos Tfm. Esta ausencia de diferenciacion entre los grupos
Tfm machos y hembras podria darse por la aproximacion de los machos Tfm al tamafio
corporal de las hembras y a su vez, podria estar indicando cierta afectacion de la
mutacion en las hembras Tfm, ya que en éstas el peso corporal es ligeramente superior al
que presentan las otras hembras sin llegar a ser significativo. Por estos dos motivos, las
hembras Tfm (H7fm) no difieren de los machos Tfm (MTfm), como hacen las hembras
hermanas (HH) y las hembras de la misma raza (HMR) y, a su vez, no se diferencia del
resto de las hembras (tabla 4.1. figura 4.7.). Este dato viene a indicar que los androgenos
son muy relevantes para el crecimiento en los machos, porque la ausencia de éstos
detiene su desarrollo corporal normal, que se da sin alteraciones en los grupos de
machos que poseen receptores de androgenos funcionales. En las hembras, por su parte,
la actuacion parcial de los andrégenos sobre sus receptores de andrégenos, por su
condicion de mosaico, ha sido suficiente para que alcancen el peso corporal que poseen

las hembras hermanas y de la misma raza, ya que no difiere significativamente de ellas.

Otro de los reflejos de la ausencia del receptor de androgenos en los machos Tfm
es el diferente desarrollo del aparato genital masculino. Los machos Tfm poseen unos
testiculos de menor tamafio que los otros machos (hermanos y control de la misma raza)
y carecen del resto de componentes del aparato sexual, al no tener ni préstata, ni

epididimo ni vesicula seminal (figura 4.8, tabla 4.2.).

Retomando el proceso de desarrollo gonadal, expuesto en el Capitulo 1, en la
determinacion genética del sexo de los machos Tfm, aparentemente estan presentes todos
los componentes necesarios. Se demostré que ratones Tfm poseen el antigeno H-Y (Koo
y cols., 1977), aunque su implicacion en la determinacion sexual ha sido posteriormente
cuestionada (Haseltine y Ohno, 1981). Los machos Tfm poseen igualmente el gen Sry, ya
que en esta investigacion, para la clasificacion experimental de los animales, mediante la

PCR, se amplificé tanto el gen del receptor de androgenos (4R), como el gen Sry, para
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distinguir entre machos y hembras hermanos y controles de la misma raza. Por lo tanto,
los machos 7fm empleados en esta investigacion poseen el gen Sry. Aunque el papel
determinante en el proceso de diferenciacion sexual de este gen esta siendo cuestionado
por la presencia de otros genes del mismo o mayor peso en cuanto al desarrollo de los
testiculos (e. g. Sox9) (De Santa Barbara y cols., 1998; Vidal y cols., 2001; Canning y
Lowell-Badge, 2002; Clarkson y Harley, 2002), el Sry sigue siendo muy importante para
que la cascada del desarrollo gonadal masculino se inicie (Graves, 1998a, Graves,

1998b; Graves, 2000).

Durante la determinacién gonadal del sexo, en la etapa pregonadal (a los 12 dias
post coito, d.p.c. en la rata) los machos 7fm, en principio, llevarian a cabo de manera
normal la migracion de las células germinativas primordiales del mesonefros a la cresta
urogenital. Asimismo durante la etapa de gonada bipotencial (a los 13 d.p.c.) se debe
producir normalmente en los machos 7fm el reconocimiento y la interactuacion de las
diferentes células que se encuentran en la cresta urogenital (células germinales
primordiales, células del epitelio celémico y células mesonéfricas mesenquimales). Sin
embargo, en el tercer estadio de desarrollo gonadal (del 14 al 16 d.p.c.), en los machos
Tfm, a pesar de estar presente el cromosoma Y, que en principio llevaria a la
diferenciacion de testiculos independientemente de los cromosomas X que hubiese, al no
ser funcional uno de los genes determinantes para la diferenciacién gonadal hacia
testiculos, el gen del receptor de androgenos, el proceso se ve interrumpido y
prematuramente abortado. Esto supone que, aunque parcialmente desarrollados y
funcionales, los tibulos seminiferos, las células de Sertoli, las células de Leydig, las
células peritubulares y las estructuras vasculares necesarias para el desarrollo completo
del aparato reproductor masculino no culminan su formacion. Aunque existen datos que
apuntan que la esteroidogénesis de las células de Leydig embrionarias en ratones Tfm
esta incrementada hasta el dia postnatal 25, a partir del cual es necesario la actuacion de
los andrégenos para alcanzar el estadio maduro. Por este motivo la esteroidogénesis en
ratones 7fm permanece en un estadio inmaduro (Murphy y cols., 1994; O’Shaughnessy y
cols., 2002).

La insensibilidad a los androgenos también tiene su reflejo en los machos Tfm
durante el desarrollo de los genitales externos. La DHT actuaria en el seno urogenital

para provocar el desarrollo de la uretra y la prostata e igualmente actuaria sobre el
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tubérculo genital para provocar la fusion de los pliegues genitales y la prominencia
genital que acompafia a la formacion del pene y del escroto. De igual manera la
testosterona segregada a partir de la tercera semana postnatal (McEwen, 1978) tendria
como funcion promover el desarrollo de los conductos de Wolff, que son los precursores
del epididimo, del conducto deferente, de la vesicula seminal y de los conductos
eyaculatorios del macho. De hecho, se ha detectado la presencia de receptores de
androgenos durante el desarrollo de los genitales externos masculinos en los conductos
mesonéfricos (Wolff), en el epididimo, en la vesicula seminal, en los conductos
deferentes y en los conductos eyaculatorios. Puesto que la insensibilidad en los machos
Tfm impide que la testosterona o la DHT pueda actuar sobre estas regiones, el resultado
es que carecen de los componentes del aparato reproductor masculino que dependen de
la DHT, como la prostata y que dependen de la testosterona, como el epididimo y la

vesicula seminal.

Se comprobo que, en ratones Tfm, el peso de los testiculos permanecia estancado
a los 5 dias de edad, siendo este peso practicamente idéntico al que presentaron a los 25,
30 y 40 dias de edad y difiriendo significativamente del peso de los testiculos que
presentaron los ratones machos hermanos de camada a partir del dia 20 de vida (Murphy

y cols., 1994).

Nuestras mediciones estan en consonancia con todo lo anterior. Los machos Tfm
(MTfm) carecen de todos los componentes del aparato genital masculino, excepto de los
testiculos, que a su vez presentan un peso significativamente menor que el de los machos
hermanos (MH) y control de la misma raza (MMR) (tabla 4.2. y figura 4.8.). Esto es
reflejo de la insensibilidad en los receptores de andrégenos, que empieza a hacerse
evidente desde el tercer estadio embrionario de desarrollo gonadal y que marca y
determina todo el proceso de diferenciacion gonadal en los machos Tfm, sin afectar a los
machos hermanos y a los machos de la misma raza, por poseer éstos el receptor de

andrégenos funcional.

Pasaremos ahora a discutir los resultados mas relevantes, los de morfologia
cerebral, sirviéndonos del orden con el que fueron expuestos los resultados en el

apartado correspondiente.
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Respecto a las comparaciones entre machos y hembras de los mismo grupos
experimentales, para la deteccion de la existencia de dimorfismo sexual en las diferentes
subdivisiones del NEST, diremos que en el unico caso en el que éste se dio fue en el
volumen y en el nimero de neuronas del NESTpm, en los grupos controles de la misma
raza (MMR y HMR) (tabla 4.5. figuras 4.15. y 4.16.). En éstos, los machos de la misma
raza (MMR) presentaron un volumen y un nimero de neuronas significativamente
superior al que presentaron las hembras. Este mismo dimorfismo sexual, en la misma
direccion, fue también detectada en otras especies animales, tales como el volumen del
NESTpm en cobayas (Hines y cols., 1992; Hines y cols., 1985), el volumen y niimero de
neuronas en ratas Wistar (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, 1988; Guillamén y cols.,
1988b), el volumen en ratas Sprague-Dawley (Chung y cols., 2000) e incluso el volumen
y numero de neuronas en el NESTc, equivalente humano al NESTpm de la rata (Allen y
Gorski 1990; Zhou y cols., 1995; Kruijver y cols., 2000; Chung y cols., 2002). Estos
datos vienen a indicar que la diferencia de raza e incluso de especie no anula la
diferencia entre sexos del NESTpm, probablemente por la relevancia funcional que la
diferenciacion sexual de esta estructura tiene sobre las conductas que regula. Este tema

sera retomado con posterioridad.

Sin embargo, para las otras subdivisiones del NEST, no hubo ninguna diferencia
entre los sexos de los grupos homologos. Esta ausencia estaria indicando que el
dimorfismo encontrado en la raza Wistar, respecto a las subdivisiones del NESTma y
NESTla (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamén y cols.,
1988b), son especificas de la raza Wistar. Los animales experimentales empleados en
esta investigacion, tal y como se comentd con anterioridad, provenian de una raza
diferente de ratas, King-Holtzman (Stanley y cols., 1973; Gumbreck y cols., 1982), que
a su vez, fueron cruzadas repetidamente con machos Long-Evans y por nuestra parte,
cruzadas con machos Wistar. Este efecto de mezcla de razas ha podido anular la posible
diferenciacion sexual que pudiera ocurrir en estas subdivisiones del NEST (NESTma y
NESTIa). La repercusioén que la raza pueda tener sobre el dimorfismo sexual en cuanto
al establecimiento de los parametros morfoldgicos de volumen y nimero de neuronas

sera posteriormente tratado en el experimento 3 del Capitulo 6.

Por otro lado, la comparacion entre los grupos revelé que los machos Tfm y los

machos hermanos no difirieron significativamente en ninguna de las subdivisiones del
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NEST, e igual sucedio en el caso de las hembras Tfm y las hembras hermanas, pues
poseian resultados similares en todas las subdivisiones del NEST. Estos datos de manera
aislada estarian indicando que la ausencia de andrdgenos no seria un condicionante
importante para que el proceso de desarrollo del NEST se llevase a cabo, puesto que los
animales que poseen la mutacion, machos y hembras, y los que no la poseen pero son
compafieros de camada de los primeros, también machos y hembras, presentan valores
similares entre ellos en todos los parametros morfologicos del NEST. Focalizandonos
sOlo sobre estos resultados de los grupos Tfm y hermanos machos y hembras, sin entrar
en cada una de las estructuras del NEST y sin considerar a los grupos control de la
misma raza, podriamos interpretar que esta ausencia de testosterona y DHT no incide en
el desarrollo del NEST masculino y femenino y, puesto que la actuacion de otros
esteroides gonadales, como el estradiol, es perfectamente normal tanto en los grupos de
hermanos como en los Tfm (Attardi y cols., 1976; Krey y cols., 1982; Olsen y Whalen,
1982), esta similitud en cuanto a la morfologia cerebral del NEST pudiera deberse a la
actuacion normal de otros esteroides, como el estradiol. Pero con los analisis detallados
de cada subdivision, comprobaremos que este esquema simplificador falla en su

proposito explicativo.

Por otro lado, estos datos aislados referidos soélo a los machos Tfm y hermanos
podrian interpretarse bajo el prisma explicativo de la determinacién genética en la
diferenciacion sexual. En el trabajo de Arnold y su equipo del 2002 y 2003 (De Vries y
cols., 2002; Markham y cols., 2003) se manipul6 el gen Sry para poder aislar el efecto
gonadal del cromosomico. Encontraron que para el séptum lateral y para el nimero de
fibras inmunorreactivas a la vasopresina que hubiera en éste, el patron genético XY, con
o sin testiculo, tenia mayor cantidad de fibras VS-ir en el séptum que el patréon XX, con
o sin testiculos (De Vries y cols., 2002; Markham y cols., 2003). En nuestro caso,
comparando a machos Tfm (genéticamente XY con testiculos pequefios) con machos
hermanos (genéticamente XY con testiculos y aparato genital funcional), podemos ver
que los valores que ambos presentan en las diferentes subdivisiones del NEST son
similares. Esto nos permitiria sugerir, al igual que los autores de la investigacion
comentada, que los genes sexuales, ya sea debido al cromosoma Y o a algin gen que
éste posea (Sry), estarian incidiendo en el proceso de diferenciacion sexual,

independientemente del grado de desarrollo gonadal que posea el individuo, ya que los
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machos Tfm y los machos hermanos poseen valores muy similares entre ellos en las

subdivisiones del NEST.

Sin embargo, para poder explicar qué ha podido suceder entre los grupos
portadores de la mutacién, machos y hembras 7fm y los grupos compaiieros de camada
de éstos, machos y hembras hermanos, es necesario considerar el tercer grupo
experimental, el control de la misma raza, machos y hembras. La presencia de este grupo
control, que comparte todas las caracteristicas que poseen los animales 7fm y hermanos,
al tener la misma edad y la misma mezcla de razas (King-Holtman con Long Evans y
Wistar), pero diferenciarse respecto al ambiente hormonal embrionario, posibilita el
entendimiento global de los datos obtenidos y hace desestimar posibles explicaciones
referentes a la determinacion genética de la diferenciacion sexual del cerebro en el

NEST.

Las diferencias significativas encontradas entre los grupos siempre implican la
presencia de un grupo control de la misma raza, macho o hembra, diferenciandose de
ellos los animales 7fm o hermanos en casi los mismos parametros. Este dato esta
indicando que, entre los animales machos y hembras 7fm y hermanos, existe una
similitud que provoca que se aproximen entre ellos y a su vez se diferencien de los
grupos controles de la misma raza. Esta similitud podria ser el ambiente hormonal que
han compartido los animales 7fm y los hermanos en el seno materno, al ser ambos
grupos hijos de madres portadoras de la mutacion, mientras que los animales que son
controles de la misma raza, al ser sus madres no portadoras de la mutacion, habran

tenido otro ambiente hormonal diferente en el seno materno.

Existen ejemplos en la literatura que ponen de manifiesto esta relacién
bidireccional que se establece entre una alteracion endocrina por mutacién en las crias o
en la madre sobre la madre o las crias, respectivamente. Ejemplo de ello es el trabajo
realizado en humanos, por Morishima en 1995, en el que se analiz6 la repercusiéon que
tuvo sobre la madre, durante la gestacion, el hecho de que sus hijos gemelos poseyeran
una mutacion genética para el gen responsable de la enzima Aromatasa (CYP19). Ella no
poseia esta mutacién y sin embargo, durante la gestacion, la madre de estos chicos
presentd signos de progresiva virilizacion, traducido en acné severo, hirsutismo,

clitoromegalia y su voz se volvié mas grave signos que remitieron por completo tras el
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parto (Morishima y cols., 1995). Este dato indica que la alteracién hormonal que se
produjo en los hijos durante su desarrollo embrionario, por motivo de la mutacién que
poseian, que les provocaba un incremento de la cantidad de andrégenos en plasma por el
déficit en la aromatizacion de éstos, afecté a la madre masculinizandola, debido a la

estrecha relacion biologica que existe entre madre e hijo durante la gestacion.

Como ejemplo de la repercusion que la mutacion en la madre puede causar sobre
sus crias, esta el trabajo realizado en ratones por Mahendroo en 1997. En éste se
demostro que, siendo la madre homocigética para la mutacién en el gen de la enzima 5a-
reductasa tipo 1, las crias suelen fallecer entre los dias embrionarios E10.75 y El1, ya
que los elevados niveles de testosterona en plasma que se dan en la madre en este
momento, incrementados de 2 a 3 veces, debido a la mutacion, se aromatizan en exceso
dando como resultado niveles muy elevados y toxicos de estradiol en plasma, que

resultan letales para la camada en curso (Mahendroo y cols., 1997).

Pues bien, en nuestro caso, y debido a la mutacion en el receptor de andrégenos
que presentan las madres mosaico, éstas podrian tener mas androgeno libre en plasma,
ya que la mitad de sus células son insensibles a éstos. De hecho, existen evidencias en la
investigacion de que la imposibilidad de actuacion de los androgenos sobre sus
receptores tras la administracién de antiandrogenos, conlleva un incremento de
testosterona y estradiol en plasma, debido a, segun los autores, un incremento en la
sintesis de testosterona, que no puede actuar sobre sus receptores al estar bloqueados, asi
como un incremento de la actividad de la enzima Aromatasa (Pazos y cols., 2000). Este
exceso de testosterona por causa de la mutacion en las madres portadoras estaria
repercutiendo, durante los periodos criticos de diferenciacion, en las crias que ha
gestado, portadoras o no de la mutacion, provocando ur acercamiento de los valores
morfologicos cerebrales entre estas crias Tfm y hermanas. Asimismo los valores que
presentan los grupos control de la misma raza, crias de madres no portadoras de la
mutacion que no tendrian exceso de androgenos en plasma por una actuacién normal de
€stos sobre sus receptores, presentan unos valores morfoldgicos cerebrales diferentes de
los otros dos grupos, representando el valor basal o normal de la estructura sin la

presencia de mutacion ni de alteracion endocrina en sus madres por ella.
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Pasaremos ahora a discutir los resultados encontrados en cada una de las

subdivisiones del NEST, teniendo presente por un lado, lo comentado previamente como

suposicion explicativa de la similitud entre los grupos de hermanos y Tfin y por otro lado

el perfil endocrino diferencial de los diferentes grupos de animales que puedan explicar

los resultados. Este perfil se recoge en la tabla que se expone a continuacion (tabla 4.6.),

en la que se representan los niveles hormonales diferenciales referidos a los grupos

analizados en la literatura, cuyas referencias se anotan en los lugares correspondientes.

Para los grupos en los que no se conoce, por referencia bibliografica, el perfil endocrino

exacto al no haber sido analizados experimentalmente, se especifica la ausencia de

referencia bibliografica mediante la anotacion de un signo de interrogacion en las

casillas correspondientes.

(Naess y cols., (Naess y cols.,
1976, Roselli y 1976; Roselli y
T cols., 1987, cols., 1987; & O @ o
Krieg y cols., Krieg y cols.,
1990) 1990)
+4++4 ++
(Naess y cols., (Naess y cols_,
1976; Roselli y 1976; Roselli y
E; cols., 1987; cols., 1987, ™ ™ ” ®
Krieg y cols., Krieg y cols.,
1990) 1990)
4+ +
(Naess y cols., (Naess y cols.,
1976; Roselli y 1976; Roselli y
DHT cols., 1987, cols., 1987; ® ™ ® &
Krieg y cols., Krieg y cols.,
1990) 1990)
++4+ +
(Al-Attar y cols., (Al-Attar y
AMH/MIS 1997) M cols.. 1997) )] 7 )]
€n ratones en ratones
- +4+4
Aromatizaciéon  (Roselliycols,  (Roselli y cols., W) Q) ) ™
1987) 1987)
+ 1+
+ (Freeman y cols., 1996; + +
(Yarbrough Vy (Yarbrough -y (Fernandez Monks y cols., 1999; (Fernandez  (Fernandez
AR cols., 1990; cols., 1990; ks v Wat 2001 , i
Fernindez y Fernandez y y cols., Monks y Watson, L y cols., y cols.,
Is.. 2003) cols.. 2003) 2003) Watson y cols., 2001, 2003) 2003)
cols., " Fernandez y cols., 2003)
+
(Attardi y cols.,
1976; Krey y
ER cols., 1982; * * + * M
Olsen y Whalen,
1982)

Tabla 4.6. : Perfil endocrino de los animales experimentales, comparativamente con los otros
grupos. Se sefiala la referencia bibliografica que hace mencion de ese perfil concreto, anotandose
un signo de interrogacion para aquellos casos en los que aun no se ha investigado el perfil en
cuestion,
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Discutiremos los resultados respetando el orden en el que fueron presentados,
empezando por analizar la existencia o no de dimorfismo sexual en la estructura, para
seguir por discutir las diferencias significativas que pueda haber entre los diferentes

grupos de los mismos sexos y analizar las posibles causas de las diferencias

significativas existentes.

El NESTma es una estructura sexualmente isomorfa, en todos los grupos
analizados. A este respecto, solo se ha analizado el dimorfismo sexual en esta
subdivision del NEST en ratas de raza Wistar, demostrandose que en volumen y niimero
de neuronas esta subdivision era superior en las hembras que en los machos (Del Abril y

cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988).

Ni en otras especies ni en otras razas esta subdivision ha sido analizada. Por lo
tanto, suponemos que el motivo por el que el NESTma es isomorfo sexualmente en las
ratas analizadas en esta investigacion es debido a la diferente raza de los animales. Este

tema sera tratado en el experimento 3 del Capitulo 6.

Respecto al volumen del NESTma, no existe ninguna diferencia entre ninguno de
los grupos. Con el nimero de neuronas si se dan diferencias y las discutiremos segin

fueron presentados los datos, primero lo que ha sucedido en los machos y posteriormente

lo que ha sucedido en las hembras.

En los grupos de machos hay diferentes valores en cuanto al numero de neuronas
del NESTma (figura 4.12 y tabla 4.3). Los machos hermanos (MH) poseen
significativamente mas neuronas que los machos control de la misma raza (MMR), pero
no difieren de los machos portadores de la mutacion (MT7fm). El grupo MMR
representaria lo que sucede en esta estructura sin la presencia de mutacion en el receptor
de andrégenos, ni en la madre ni en el individuo. Suponemos que la alteracion del
ambiente hormonal de la madre mutada ha provocado un incremento en los niveles de

androgenos tanto en los machos Tfm como en los hermanos. Este incremento de
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andrégenos podria haber repercutido en el nimero de neuronas que presentasen estos
grupos, sin embargo, solo se refleja la actuacién de este andrégeno en el grupo de
machos hermanos (MH), ya que en los machos Tfm (MTfm) este androgeno extra en
plasma no habria podido actuar sobre sus receptores al ser éstos insensibles (Naess y
cols., 1976; Yarbrough y cols., 1990) y por ello, los machos Tfm no difieren
significativamente de ningun grupo de machos (figura 4.12 y tabla 4.3.). El incremento
en los niveles de andrégenos en plasma en ratas macho 7fm es un hecho probado (Naess
y cols., 1976; Roselli y cols.,, 1987, Krieg y cols., 1990). Esto puede deberse
posiblemente, por un lado, al ambiente hormonal embrionario alterado de la madre
mutada, como suponemos que ha sucedido igual para los machos hermanos, y por otro
lado por el elevado nivel de LH que tienen las ratas 7fim comparados con machos y

hembras de cepa sin mutacion (Krieg y cols., 1990).

El NEST posee receptores para los androgenos (Simerly y cols., 1990; Lisciotto y
Morrell, 1994; Bakker y cols.,, 1997; McAbee y DonCarlos, 1999a; McAbee y
DonCarlos, 1999b). Concretamente, en la subdivision medial anterior de NEST se
encontr6 una expresion moderada del ARNm del receptor de androgenos durante el
desarrollo postnatal de ratas Sprague-Dawley, que no difiri6 entre machos y hembras

(McAbee y DonCarlos, 1999a).

La testosterona se ha demostrado que puede actuar promoviendo el desarrollo de
estructuras en las que el machos presenta valores superiores, como en el caso de las
motoneuronas y otros parametros del Nucleo Espinal Bulbocavernoso (Breedlove y
cols., 1982; Breedlove y Amold, 1983b; Nordeen y cols., 1985; Matsumoto y cols.,
1988; Tobin y Payne, 1991; Fishman y Breedlove, 1992; Rand y Breedlove, 1992;
Jordan y cols., 1995; Christensen y cols., 1999), en el nimero de neuronas del NESTpm
(Del Abril, Tesis Doctoral, 1988) y en el volumen del NESTpm (Chung y cols., 2000) y,
por ultimo, en el NSD-APM (Davis y cols., 1996). También la androgenizaciéon de
hembras en época perinatal provoca un incremento en los pardmetros morfolégicos que
éstas presentaban en el OVN (Segovia y Guillamon, 1982) en el BOA (Segovia y cols.,
1984a; Valencia y cols., 1986; Pérez-Laso y cols., 1996; Collado y cols., 1990; Collado
y cols., 1993), en el NTOA (Collado y cols., 1990; Collado y cols.,1993) en el NESTpm
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(Del Abril y cols., 1987; Guillamén y cols., 1988b), en la Me (Nishizuka y Arai, 1981) y
en el NSD-APM (Gorski y cols., 1980; Gorski y cols., 1981; Jacobson y cols., 1981).

Pero esta testosterona podria estar aromatizandose, actuando por lo tanto a través
del estradiol y no de la testosterona. En nuestro caso, para los machos, esta explicaciéon
queda descartada, puesto que si asi fuese, los machos Tfm, en los que los receptores de
estrogenos son perfectamente funcionales (Attardi y cols., 1976; Krey y cols., 1982;
Olsen y Whalen, 1982), diferirian significativamente de los machos de la misma raza, en
los que no habria exceso de androgenos en plasma para aromatizarse y esto no es lo que
sucede, dando mas vigor explicativo a la posibilidad de que lo que haya actuado para
determinar el nimero de neuronas definitivas del NESTma en los machos sean los

androgenos directamente.

En las hembras existen diferencias significativas respecto al nimero de neuronas
del NESTma entre el grupo de hembras de la misma raza (HMR) y los otros dos grupos
de hembras, las Tfm y las hermanas (H7fm y HH) (figura 4.12 y tabla 4.3). Las hembras
que han compartido un ambiente hormonal alterado, al ser ambas hijas de madres
portadoras de la mutacion, presentan similitud en cuanto al nimero de neuronas del
NESTma y difieren del tercer grupo experimental, el de hembras de la misma raza
(HMR), hijas éstas de madres no portadoras de la mutacion. Estas diferencias, por tanto,
podrian deberse, igual que en el caso anterior con los machos, a un posible efecto del
androgeno excedente que ha circulado en plasma durante los periodos criticos del
desarrollo, por motivo de la alteracion hormonal en las madres portadoras de la
mutacion. Pero en este caso, las diferencias entre los grupos HH y HTfm respecto al
grupo HMR podrian estar debidas a la actuacion de la testosterona directamente o a

través de su aromatizacion a estradiol o de ambas maneras.

Si fuera la actuacion directa de la testosterona la causante del numero de
neuronas incrementados en los grupos de hembras HH y HTfm, entonces los niveles
incrementados de andrégenos en el plasma de estos grupos de hembras, por los mismos
motivos que se aludieron en el caso anterior del NESTma para los machos, habrian
actuado incrementando el nimero de neuronas que presentan las HH y HTfm respecto al

grupo HMR. En las hembras Tfm, por su parte, la testosterona habria actuado pero de
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manera parcial, puesto que la insensibilidad a los androgenos que presentan en la mitad
de sus c€lulas, al ser mosaicos, hubiera impedido esta actuacion (Freeman y cols., 1996;
Monks y cols., 1999; Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001). Sin embargo, con
esta actuacion parcial sobre sus receptores hubiera bastado para que, aunque presente un
valor ligeramente inferior al que se dio en sus compafieras de camada, las hembras
hermanas, si difieran significativamente de las hembras control de la misma raza, en la

que los niveles de andrégenos serian inferiores.

Por otro lado, si lo que hubiese actuado en los grupos de hembras Tfm (HTfm) y
hermanas (HH) para provocar el incremento en el nimero de neuronas, fuese el estradiol
aromatizado de la testosterona, entonces ambos grupos de hembras presentarian este
incremento en el numero de neuronas respecto al grupo de hembras de la misma raza,
debido a que las HH y H7fm poseen sus niveles normales de estradiol y ademas, el
estradiol aromatizado de la testosterona extra que pueden tener por motivo de ser hijas

de madre portadora de la mutacion.

Y por ultimo, si lo que provoca este resultado morfolégico es una actuacién
conjunta de los andrégenos directamente y del estradiol, por aromatizaciéon de la
testosterona, entonces se explicaria apelando a que el estradiol, el propio y el
aromatizado del exceso de testosterona en plasma por ser hijas de madre portadora, ha
provocado el incremento en el numero de neuronas del NESTma de las hembras Tfin y
hermanas y la testosterona por su parte, ha colaborado en este incremento, aumentando
también el numero de neuronas en estas hembras, pero actuando de manera parcial en las
HTfm, que explicaria por qué éstas tultimas han presentado valores numeéricos en el

NESTma ligeramente inferiores a las hembras hermanas.

En los estudios llevados a cabo sobre animales de raza Wistar, se demostraba
que, tras la castracion de los machos el dia P1, experimentaban un incremento del
volumen y el nimero de neuronas que poseian en el NESTma hasta asimilarse a las
hembras controles (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988). Esto no
coincide con lo que hemos encontrado en este caso, ya que en nuestro caso los

andrégenos en los machos hermanos estarian actuando provocando un incremento en el
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nimero de neuronas, sin afectar a los machos Tfm por su insensibilidad para el receptor
de androgenos. Esta discrepancia podria estar debida a la existencia de diferentes
periodos criticos en el desarrollo del NESTma de los machos, o simplemente ser un
ejemplo de mecanismos de diferenciacién divergentes entre razas distintas. No obstante

para resolver esta discrepancia, es necesaria mas investigacion.

Por su parte, en las hembras Wistar se ponia en evidencia que administrando una
dosis de propionato de testosterona (PT) el dia de su nacimiento, no se modificaba el
volumen ni el numero de neuronas del NESTma que presentaban en estado adulto (Del
Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988). Este dato, junto con los resultados
experimentales aportados en este experimento para el NESTma, estarian indicando que
la testosterona o un derivado de ésta efectuaria un incremento del nimero de neuronas,
si el individuo estd expuesto a un aumento de androgenos en plasma de manera
prolongada en el tiempo, como sucede para las hembras Tfim y hermanas, pero no
afectaria si esta exposicion es limitada en el tiempo, como la inyeccion de PT en el dia
P1, pudiendo sugerir mas de un periodo critico de diferenciacion y desarrollo para el

NESTma, aparte del postnatal temprano.

En sintesis para el NESTma, podriamos decir que para que se establezca el
numero definitivo de neuronas en el NESTma en las ratas machos empleadas en este
experimento, es necesaria la actuacion de los androgenos sobre sus receptores
funcionales, que en el caso de los machos hermanos, estin incrementados,
supuestamente por efecto del ambiente hormonal compartido en el seno materno de una
madre portadora de la mutacion. En los machos 7fm, a pesar de estar también
incrementados, no podrian actuar y por ello, éstos no difieren significativamente de los
otros grupos de machos. En las hembras, podria estar incidiendo la testosterona, igual
que en los machos, puesta de manifiesto por la superioridad en nimero de neuronas de
las hembras Tfm y hermanas respecto a las control de la misma raza. También en las
hembras podria estar actuando el estradiol que poseen normalmente mas el aromatizado
de la testosterona excedente, o bien, por ultimo, y por la imposibilidad de acotar uno u
otro mecanismo, podria estar actuando una combinacién de ambas expresiones de la

testosterona, directa e indirectamente.
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Por lo tanto, en el NESTma, la mutacion en el receptor de androgenos estaria
incidiendo en el desarrollo del NESTma, tanto en machos como en hembras a nivel de
madre portadora y especificamente en los machos, a nivel de posesion de la mutacion
individual, motivo por el cual los machos Tfm no difieren significativamente de los

machos hermanos.

Refiriéndonos ahora a la subdivision NESTla, diremos que se trata, igual que en
el caso anterior, de una estructura isomorfa sexualmente, ya que tampoco existen
diferencias entre los sexos de ningin grupo. A este respecto, solo se ha analizado esta
estructura en ratas de raza Wistar, en la que se determind que las hembras poseian un
namero de neuronas superior a los machos (Guillamon y cols., 1988b). Igual que en el
caso anterior, suponemos que el motivo por el que el NESTla es isomorfo sexualmente
en las ratas analizadas en esta investigacion es debido a las diferencias entre raza de los

animales. Este tema sera tratado en el experimento 3 del Capitulo 6.

Respecto al nimero de neuronas del NESTla, podriamos decir que se repite en
parte los resultados hallados para la subdivision NESTma, pero con algunas
particularidades que ponen de manifiesto que el proceso de desarrollo y diferenciacion
de estas dos subdivisiones, aunque no es idéntico, es parecido. En primer lugar, en los
machos, se dan diferencias significativas entre los machos de la misma raza (MMR) y
los otros dos grupos de machos, los Tfm (MTfm) y los hermanos (MH) (figura 4.14, tabla
44). En este caso, por lo tanto, puesto que los machos 7fm han diferido
significativamente de los machos control de la misma raza, el incremento en el nimero
de neuronas que se dan en los M7fm y en los MH no puede deberse al andrégeno
directamente, puesto que si asi fuese, como sugerimos para el caso de la subdivision
anterior, los MTfm no se distanciarian tanto de los MMR, ya que en ellos no puede
actuar el andrégeno. Por este motivo, sugerimos que en este caso, las diferencias en el
nimero de neuronas de los machos podrian deberse a la actuacion diferencial del

estradiol aromatizado de la testosterona extra que poseen los M7fm y los MH.

Avalando esta sugerencia, estan los resultados experimentales que demuestran
que el estradiol tiene una funcidén muy importante para el proceso de masculinizacién de

algunas regiones cerebrales, como los casos del BOA (Pérez-Laso y cols., 1996), del
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NTOA (Collado y cols., 1993), del NSD-APM (Gosrki y cols., 1981; Déhler y cols.,
1982; Dohler y cols., 1986), de la Me (Mizukami y cols., 1983) y de la PMCo (Vinader-
Caerols y cols., 1998). El estradiol, tal y como se comentd en el Capitulo 1, esta
relacionado con el crecimiento y proliferacion dendritica (Torand-Allerand, 1984;
Torand-Allerand, 1986; Breedlove y Jordan, 2001), con el incremento de proteinas
antiapoptoticas bcl-2 y bel-x;, (Garcia-Segura y cols., 1998b; McEwen y Alves, 1999b;
Sastry y Rao, 2000; Harms y cols., 2001) y con un efecto antioxidante sobre las
neuronas (Behl y cols., 1997; Garcia-Segura y cols., 2001). Por lo tanto, a través de
alguno o de varios de estos mecanismos, el estradiol aromatizado del exceso de
testosterona en los machos MTfm y MH ha podido provocar que éstos tengan un mayor

numero de neuronas y que por ello difieran significativamente de los machos de la

misma raza (MMR).

Por otro lado, en el NEST se ha detectado abundante actividad de la enzima
Aromatasa (Aro) (Roselli y cols., 1996; Roselli y Resko, 1997; Negri-Cesi y cols., 2001)
siendo su presencia significativamente mayor en el NEST de los machos que de las
hembras en el dia postnatal 2 (Raab y cols., 1995; Roselli y cols., 1996; Lauber y cols.,

1997) para descender posteriormente en ambos sexos estando practicamente ausente el
dia P20 (Raab y cols., 1995).

Sin embargo, para que la actividad de la Aromatasa se produzca, es necesario la
existencia de unos receptores de androgenos funcionales (Rosenfeld y cols., 1977). Ratas
macho 7fm poseian una actividad de la Aromatasa disminuida en un 40% a 70% en las
regiones del area preoptica del hipotdlamo y de la amigdala, comparada con machos
hermanos de camada (Roselli y cols., 1987). Avalando esta diferencia, estan las
mayores cantidades que poseen en plasma los machos 7fm comparados con los machos
normales de hormona antimiilleriana (AMH/MIS) (Al-Attar y cols., 1997) y de DHT
(Naess y cols., 1976; Roselli y cols., 1987; Krieg y cols., 1990), ya que ambas, tanto la
AMH/MIS (Vigier y cols., 1984; Vigier y cols., 1987; Vigier y cols., 1989), como la
DHT (Roselli y Klosterman, 1998; Negri-Cesi y cols., 2001) estan relacionada con una

reduccion en la biosintesis de la enzima Aromatasa.
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Pero en este trabajo comentado, se demuestra que la menor actividad de la
enzima Aromatasa en los machos 7fm, es inferior comparada sélo con los machos
hermanos, pero no ha sido comparada con los controles de la misma raza (Roselli y
cols., 1987), los cuales podrian tener una actividad de la Aromatasa ain mas reducida
respecto a estos dos grupos, por el hecho de poseer menor cantidad de testosterona en
plasma que promueva la aromatizacion, ya que se sabe que la cantidad de testosterona
con la que cuente el organismo es una variable importante en cuanto a la actividad de la
Aromatasa (Roselli y Resko, 1984; Roselli, 1991a; Abdelgadir y cols., 1994; Roselli y
cols., 1997). Esta posible reduccion en la actividad de la Aro de los machos control de la
misma raza (MMR) podria explicar por qué los machos 7fm y hermanos, en los que la
actividad de la Aromatasa ha sido estimulada en mayor medida por el androgenos en
plasma y han contado, por lo tanto, con mas estradiol para su desarrollo y diferenciacion,
presentan un niumero de neuronas significativamente superior a los machos de la misma

raza.

Por su parte, en el nimero de neuronas del NESTla de las hembras, sucede algo
diferente. En éstas se da diferencia significativa entre el grupo de hembras Tfm (HTfm) y
el de hembras control de la misma raza (HMR) (figura 4.14, tabla 4.4.). En este caso,
igual que para el nimero de neuronas del NESTma de los machos (figura 4.13), puesto
que el grupo portador de la mutacion (7fm) se comporta diferente del grupo hermano (H)
con respecto al grupo control de la misma raza (MR), podemos decir que la mutacion
esta afectando a nivel individual, cambiando la morfologia cerebral de los sujetos que la
poseen. En este caso, en el NESTla, se pone de manifiesto la repercusion de la mutacién
a nivel individual en las hembras y en el caso del NESTma, sucedio en los machos.
Puesto que las hembras Tfm (HTfm) difieren significativamente de las HMR, la mutacién
en el receptor de androgenos y la no actuaciéon de los andrégenos en la mitad de sus
células, al ser mosaico para esta mutacion (Freeman y cols., 1996, Monks y cols., 1999;
Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001), estaria repercutiendo en que presentasen
un numero de neuronas mas elevado respecto al grupo de HMR, que ni posee la
mutacion ni ha sido afectado por el ambiente hormonal. Esto podria explicarse si
considerasemos que la actuacion de los androgenos en el NESTIa, tanto de la
testosterona como de la DHT, tuviese un efecto inhibitorio del crecimiento o desarrollo

de la estructura, de manera que anulando esta inhibicion, por la imposibilidad de
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actuacion de los androgenos sobre sus receptores, el nuimero de neuronas se

incrementase.

Por otro lado, y apoyando esta hipotesis, estaria el hecho de que las hembras
hermanas (HH) no difieren significativamente de ninguna de las otras hembras. Esto
pondria de manifiesto que, en esta subdivision, no es el estradiol aromatizado del exceso
de la testosterona lo que estaria determinando la diferencia entre los grupos, o al menos
no es el estradiol sélo, porque si asi fuese, entonces las hembras hermanas (HH) también
diferirian significativamente de la hembra de la misma raza (HMR) y esto no sucede. Sin
embargo, tampoco es licito descartar la posible actuacion del estradiol en esta estructura,
derivado del supuesto exceso de testosterona que tendrian en plasma las hembras Tfm y
hermanas, como en el caso de los machos en esta misma subdivision. Y es que podria
estar actuando por un lado, el estradiol en hembras Tfm y hermanas, por motivo de la
mutacion en sus madres y por otro lado, la mutacién individual de las H7fn, que
provocaria que, al anular la inhibicion que los androgenos pudieran ejercer en el
desarrollo del NESTlIa, las H7fm tuviesen todavia mas neuronas que las hermanas, en las

que el androgeno si puede inhibir difiriendo asi las H7fm de las HMR.

Apoyando la hipotesis del efecto inhibitorio del androgenos en el desarrollo de
algunas estructuras cerebrales, existen evidencias en la literatura que ponen de
manifiesto que administrando DHT en €poca postnatal temprana a machos castrados se
producia una reduccidn en el nimero de neuronas de estructuras tales como el BOA
(Valencia y cols., 1992), el NTOA (Collado y cols., 1992, Collado y cols., 1993) y en la
Me (Malsbury, 1993). La DHT ha demostrado tener incidencia en la actividad de la
enzima Aromatasa, inhibiéndola en ratas macho (Roselli y Klosterman, 1998; Negri-
Cesi y cols., 2001). Esta inhibicion de la enzima Aromatasa provocaria que hubiese
menos estradiol aromatizado para el desarrollo de las estructuras cerebrales. Por otro
lado, también existen ejemplos que hacen referencia a un posible efecto antiestrogénico
de la DHT en relacidn, por ejemplo, a células cancerigenas mamarias, tanto en la mujer
como en el raton (McIndoe y Etre, 1981; Casey y Wilson, 1984; Keefer y cols., 1987,
Stover y cols., 1987).

191



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos

En el NESTIa de los animales Wistar sucedio que, en los machos castrados, se
produjo un incremento en el nimero de neuronas que poseian en el NESTla de adultos
hasta asimilarse al nimero que se daba en las hembras intactas. Por su parte en las
hembras, tras administrarles propionato de testosterona el dia postnatal 1, éstas
presentaron en estado adulto un nimero menor de neuronas que las hembras que no se
sometieron a esta administracion, pero aun diferentes de los machos controles (Del
Abril, Tesis Doctoral,1988; Guillamén y cols., 1988b). Los machos privados de su
fuente principal de androgenos incrementaron su niimero de neuronas y las hembras
tratadas con andrégenos redujeron este numero. Estos datos estarian indicando que los
androgenos pudieran tener un efecto inhibitorio sobre el desarrollo del NESTIa, tanto en
machos como en hembras Wistar (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis
Doctoral,1988; Guillamon y cols., 1988b). En nuestro caso este efecto inhibitorio lo

hemos detectado solo en las hembras 7fm, pero no en los machos.

Estos resultados nos sugieren que el mecanismo que media en la morfologia
definitiva del numero de neuronas en el NESTIla de las ratas empleadas en este
experimento depende del sexo, predominando en los machos la actuacion del estradiol
aromatizado de la testosterona excedente por causa del ambiente hormonal de la madre
portadora de la mutaciéon y predominando en las hembras un efecto inhibidor de los
androgenos, puesto de manifiesto por la superioridad en nimero de neuronas del grupo
de hembras 7fm, en las que no ha podido actuar enteramente el androgeno para inhibir el
desarrollo de la estructura que si podria haberse dado en el grupo de hembras control de
la misma raza. El efecto del estradiol en el desarrollo de una estructura sexualmente
isomorfa, como el NESTla de los machos, no habia sido puesto de manifiesto con
anterioridad. Aunque esta dicotomia no es excluyente, pudiendo estar actuando en
ambos sexos, con toda probabilidad, ambos mecanismos de manera cruzada. Se podria
haber dado inhibicion del exceso de andrégeno en los machos, motivo que explicaria por
qué los machos de la misma raza, en los que ha podido actuar también el andrégeno
inhibiendo, poseen valores tan reducidos en el nimero de neuronas del NESTla
comparados con los otros grupos de machos. Por su parte, en las hembras podria también
estar actuando el estradiol aromatizado de la testosterona para promover el desarrollo del
NESTla, que explicaria asimismo por qué en la hembra hermana, que posee mas
testosterona en plasma potencialmente aromatizable por haber sido hija de madre

portadora, los valores se aproximan bastante a las HTfm, sin alcanzarlas. En las hembras
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Wistar tratadas con propionato de testosterona también se pone de manifiesto esta
posibilidad, ya que tras este tratamiento, no redujeron tanto su nimero de neuronas hasta
igualarse a los machos, dejando entrever un posible efecto residual del estradiol sobre la
estructura (Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamoén y cols., 1988b). Este mecanismo
cruzado de actuacion pone de manifiesto lo complejo y redundante que puede llegar a
ser el proceso de diferenciacion del sistema nervioso central, como ya sugirieron algunos

autores (Miranda y cols., 1993; Torand-Alleran, 1996a; Torand-Allerand, 1996b).

La mutacion en el receptor de androgenos se pone de manifiesto en el NESTla en
dos niveles. Por un lado, el hecho de haber compartido, los animales machos Tfm y
machos hermanos, el seno materno de una madre portadora de la mutacion, se refleja en
el superior nimero de neuronas que presentan ambos respecto al grupo machos de la
misma raza, que no ha compartido este ambiente hormonal. Por otro lado, la mutacién
en el receptor de andrégenos se pone de manifiesto a nivel individual en las hembras
Tfm, que, por poseer insensibles los receptores de androgenos, presentan un numero de
neuronas significativamente mayor que las hembras control de la misma raza, en las que

si ha actuado el andrégeno con normalidad.

Por ultimo, discutiremos qué ha sucedido con el NESTpm y, dado que en ambos
parametros morfologicos, de nimero de neuronas y volumen, se dan practicamente las
mismas diferencias significativas entre grupos, las discutiremos conjuntamente. En esta
subdivision si hubo dimorfismo sexual, ya que los machos de la misma raza (MMR)
tuvieron un numero de neuronas y un volumen significativamente mayor que las
hembras de la misma raza (HMR) (figuras 4.15 y 4.16, tabla 4.5). Esto estaria indicando
que, en los animales empleados para este experimento, se conserva el mismo dimorfismo
sexual en volumen y nimero de neuronas que presentaron las ratas de la raza Wistar en
el NESTpm (Guillamén y cols., 1988b). Asimismo la subdivision NESTc en seres
humanos, equivalente al NESTpm, fue sexodimorfa en volumen y nimero de neuronas
(Allen y Gorski 1990; Zhou y cols., 1995; Kruijver y cols., 2000; Chung y cols., 2002)
asi como el NESTpm de cobayas respecto al volumen (Hines y cols., 1992; Hines y

cols., 1985) y el volumen del NESTpm de ratas Sprague-Dawley (Chung y cols., 2000).
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Estos datos estarian indicando que la relevancia del dimorfismo sexual del
NESTpm se conserva entre diferentes especies, probablemente por la importancia que
esta region ha demostrado tener en la conducta sexual masculina (Claro, Tesis Doctoral,
1992; Claro y cols., 1995). El mayor nimero de neuronas en los machos en el NESTpm
podria estar incidiendo en que la conducta sexual copulatoria masculina se llevase a
cabo en los machos, inhibiendo también la ejecucion de lordosis en ellos Yy, a su vez, el
menor numero de neuronas en el NESTpm de las hembras podria estar repercutiendo en
que la conducta sexual de lordosis se llevase a cabo en las hembras y no la conducta de
monta masculina (Segovia y Guillamén, 1993). Por ello, podria ser muy relevante para
todas las especies de animales en las que se ha demostrado la existencia de este patrén
de diferenciacion sexual del NESTpm, la conservacion de este dimorfismo sexual, por
las consecuencias funcionales y conductuales que ello conllevaria, con las que se

garantizaria la reproduccion de los animales y la conservacién de la especie.

Respecto a los otros grupos experimentales, no existe dimorfismo sexual entre
ninguna otra pareja de machos y hembras del mismo grupo, porque la mutacion en el
receptor de androgenos estaria actuando en alguno de los niveles en los que viene siendo
habitual. Para esclarecerlo, discutiremos qué ha sucedido primero entre los machos y

luego entre las hembras.

En relacion a los machos y su NESTpm, no existen diferencias significativas en
ningln parametro morfologico entre ellos, teniendo ademas un volumen y un nimero de
neuronas aproximados. En los machos Tfm, por lo tanto, se ha producido una
masculinizacién normal del niicleo. A este respecto, traemos a colacion la afirmacion
que la Dra. Olsen realizo en su trabajo de 1979, en el que planteaba la posibilidad de
que, puesto que en los machos 7fm se producia conducta sexual masculina, el entramado
neuronal responsable de esta conducta debia de estar masculinizado (Olsen, 1979). Por
lo tanto, si lo determinante para el establecimiento de la diferenciacion sexual fuesen los
androgenos, entonces los machos Tfm, en los que éstos no han podido actuar,
presentarian un volumen y niumero de neuronas similar al de las hembras, pero esto no
sucede. Por esto sugerimos que el esteroide clave en este caso para el establecimiento
definitivo del volumen y del nimero de neuronas en el NESTpm de los machos podria

ser el estradiol.
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Este mismo resultado fue el que obtuvieron Gorski y su equipo en 1981, en el
que comprobaron que la masculinizacion del volumen del Nucleo Sexodimorfo del Area
Preoptica Medial (NSD-APM) se habia producido normalmente en los machos Tfm.
comparados con los machos compafieros de camada que no poseian la mutacion (Gorski
y cols., 1981), dejando entrever el posible efecto del estradiol en este proceso (Segovia y
Guillamoén, 1993). Este resultado esta avalando la posibilidad que nosotros apuntamos
de que la completa masculinizacion del NESTpm en los machos Tfm pueda haberse
debido a la actuacion del estradiol, ya que los machos Tfm poseen un volumen y un
numero de neuronas practicamente idéntico al que presentan los machos sin mutacion.
En esta subdivision, asi como en el NSD-APM, los androgenos y su actuacién parecen

no ser relevantes para que el proceso de masculinizacién se lleve a cabo.

El NESTpm posee altas concentraciones de células inmunorreactivas al receptor
de androgenos (AR-ir) (Bakker y cols., 1997; Lisciotto y Morrell, 1994). Ademas, los
niveles de AR en el NESTpm dependen de la actuacién de la testosterona o el estradiol
en época temprana del desarrollo (McAbee y DonCarlos, 1999a; McAbee y DonCarlos.
1999b). Con esto suponemos que, puesto que los machos hermanos tendrian
supuestamente mayor cantidad de andrdgenos en plasma por el ambiente hormonal
materno, segin el estudio previamente comentado, estos machos hermanos deberian
tener mayor concentracion de receptores de andrégenos que los machos de la misma
raza y que los machos Tfm, en los que el excedente de andrégenos por la madre
portadora no ha podido actuar para regular al alza los receptores de androgenos. Siendo
esto asi, y de nuevo, si los androgenos fueran determinantes en el establecimiento del
dimorfismo sexual del NESTpm, los machos hermanos tendrian un volumen y niimero
de neuronas significativamente superior a los machos Tfm, ya que en éstos no ha podido
actuar el androgeno, y significativamente superior a los machos de la misma raza, ya que
en éstos no se han regulado al alza la cantidad de receptores de andrégenos que pudiera
haber, por no ser hijos de madres portadoras. Y sin embargo, esto no sucede y los
machos no se diferencian entre si, dejando entrever que el mecanismo de diferenciacion

del NESTpm no puede ser por actuacion directa del andrégeno.

Por su parte en el NESTpm de las hembras, sucede algo ligeramente distinto. En
este caso las hembras de la misma raza (HMR), en las que no ha habido incremento del

nivel hormonal de andrégenos en plasma por no haber compartido el ambiente hormonal
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de una madre portadora de la mutacién, poseen un nimero de neuronas en el NESTpm
significativamente menor que el que tienen las hembras Tfim (HTfm) y las hembras
hermanas (HH) (figura 4.16 y tabla 4.5.). Esto mismo es lo que sucedia en las hembras
para el nimero de neuronas del NESTma. En aquel caso, planteamos que lo que podria
estar sucediendo era que la testosterona fuese determinante en el establecimiento del
namero de neuronas del NESTma definitivo de los machos y en las hembras, podrian
haber actuado o la testosterona o el estradiol o ambos. Pues bien, exactamente esto es lo
que puede haberse producido respecto al nimero de neuronas del NESTpm entre las
hembras, ya que no podemos determinar a qué se estd debiendo exactamente la

diferencia entre grupos en estos casos.

Las hembras 7fm y hermanas poseen un ntimero de neuronas en el NESTpm
masculinizado, al incrementarse en ellas y acercarse sus valores a los que se dan en los
machos. Este también seria el motivo de por qué entre ningun otro grupo de machos y
hembras existe dimorfismo sexual en el NESTpm, y es que en las hembras Tfm y
hermanas al haberse masculinizado su NESTpm, se han anulado las posibles diferencias

que hubiese entre machos y hembras de otros grupos.

El mecanismo de diferenciacion sexual de exclusiva actuacién directa del
androgeno que se sugiri6 para el NESTpm de ratas Wistar (Del Abril, Tesis Doctoral,
1988) no es factible en este caso, como tampoco lo es el descartar la existencia de
actividad de la Aromatasa en el NESTpm. De hecho, se ha detectado una amplia
actividad de la enzima Aromatasa (Aro) en el NEST (Roselli y cols., 1996; Roselli y
Resko, 1997; Negri-Cesi y cols., 2001). Durante el periodo embrionario, en el El5, se
encontraron neuronas inmunorreactiva a la Aromatasa (Aro-ir) en machos y hembras en
el NEST (Tsuro y cols., 1994) y entre los dias embrionario E18 y E20, la actividad del
ARNm del gen de la enzima Aro es especialmente abundante en NEST de los machos
(Lauber y Lichtensteiger, 1994; Lauber y cols., 1997). Postnatalmente el ARNm del gen
de la Aro experimenta, en ambos sexos, una elevacion en el P2 (Raab y cols., 1995),
momento en el que su presencia en el NEST es significativamente mayor en los machos
(Lauber y cols., 1997). La existencia de actividad de la enzima Aromatasa en el NEST,
asi como su presencia diferencial entre machos y hembras en épocas tempranas y

probablemente criticas del desarrollo, estarian avalando la posibilidad de que la
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diferencia en este subnucleo, tanto en machos como en hembras, se produjese debido al

estradiol aromatizado de la testosterona.

Por otro lado, existen evidencias de que en el NEST hay receptores para
estrogenos. En ratas Wistar hembras adultas los receptores de estrogenos se expresan
acorde a su estado ciclico, siendo la ocupacion de receptores de estradiol (ER) baja
durante el estro (del 9%) y ascendiendo hasta el 46 % de ocupacion en proestro (Yuan y
cols., 1995). Tratandose de los machos Wistar en el NEST, hay un 55 % de receptores

de estrogenos ocupados, pero si son gonadectomizados, este porcentaje se reduce a un 0

% (Yuan y cols, 1995).

En ratas de raza Wistar, si se someten a castracion a los machos el dia P1, los
valores del NESTpm en volumen y niimero de neuronas quedan reducidos hasta los
valores tipicamente femeninos, mientras que si a las hembras se les trata con propionato
de testosterona (PT) en el mismo dia P1, sus valores se masculinizan incrementandose
(Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Guillamoén y cols., 1988b).
Estos datos en ratas de raza Wistar estarian en consonancia con los que hemos expuesto
en este caso. La ausencia de androgenos en los machos desde el dia postnatal 1 estaria
impidiendo que el proceso de masculinizacion, llevado a cabo por el estradiol
aromatizado de la testosterona, llegase a su fin. La ocupacién de los receptores de
estrogenos en los machos Wistar tras la castracion hubiera sido reducida al 0 % (Yuan y
cols, 1995), no pudiendo por ello culminar el proceso de masculinizacién normal que el
estradiol hubiese llevado a cabo, aunque se hubiese iniciado el proceso de
masculinizaciéon del NESTpm en época embrionaria, puesto que en el NESTpm se da
actividad de la enzima Aromatasa en esta época (Lauber y Lichtensteiger, 1994; Tsuro y

cols., 1994; Lauber y cols., 1997).

En las hembras de raza Wistar, por su parte, la administracion de testosterona en
el Pl podria estar incidiendo en que actuase ésta directamente provocando un
incremento en el nimero de neuronas del NESTpm, o bien induciria una mayor
actividad de la Aromatasa sobre esa testosterona que provocaria un aumento de
estradiol, traduciéndose como consecuencia, uno, o bien ambos mecanismos, en un
incremento de los parametros femeninos hasta asimilarse al macho, como nosotros

hemos sugerido que sucede en las hembras Tfin y hermanas.
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Estos resultados nos sugieren que el mecanismo que media en la morfologia
definitiva del volumen y el nimero de neuronas en el NESTpm de las ratas machos
empleadas en este experimento es principalmente la actuacion del estradiol. Respecto a
las hembras, el mecanismo responsable pudiera ser la actuacion del androgeno o la

actuacion del estradiol o ambas.

La mutacion en el receptor de andrégenos se pone de manifiesto en el NESTpm a
nivel de madre portadora de la mutacion sélo en las hembras, ya que las hembras Tfm y
hermanas, al haber compartido el seno materno de una madre portadora de la mutacion,
poseen un numero de neuronas significativamente superior que el que presentan las

hembras de la misma raza, que no han compartido este ambiente hormonal.

Recopilando lo que hemos comentado hasta ahora, podriamos decir que en el
NEST de las ratas analizadas en este experimento existe una subdivision sexualmente
isomorfa, el NESTma, donde lo determinante para el establecimiento del numero de
neuronas definitivo en los machos es la cantidad de andrégenos que haya y en las
hembras, la cantidad de andrégenos o de estradiol o ambas. En esta subdivisién la
mutacién estd actuando a nivel de madre portadora en ambos sexos y a nivel de
individuo, reflejado en el grupo de machos Tfm, que no difieren de los machos de la
misma raza porque el andrégeno no pude actuar en ellos incrementado el numero de
neuronas. Existe, asimismo, otra estructura isomorfa sexualmente, el NESTla, en la que
para el establecimiento definitivo del nimero de neuronas, estaria actuando,
predominantemente, el estradiol en los machos y en las hembras una posible inhibicion
de los androgenos, puesta de manifiesto en las hembras 7fm. En esta subdivision del
NEST, la mutacion estaria afectando a nivel de madre portadora, tanto en machos como
en hembras y a nivel de posesion individual de la mutacion en el grupo de hembras Tfm,
ya que poseen mas neuronas que las hembras de la misma raza porque no han actuado
los androgenos inhibiendo el desarrollo en éstas. Y por ultimo, existe una estructura
sexodimorfa, el NESTpm, en la que lo determinante para el establecimiento del patrén
sexualmente dimorfo, asi como para el desarrollo definitivo de la estructura en los
machos, es el estradiol aromatizado de la testosterona y en las hembras es esto mismo
y/o la testosterona directamente. La mutacion, en el caso del NESTpm estaria incidiendo

a nivel de madre portadora, puesta de manifiesto s6lo en los grupos de hembras.
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En relacion con los supuestos mecanismos comentados que estarian incidiendo
en el desarrollo de las diferentes estructuras del NEST, estas posibilidades han sido
extraidas considerando las actuaciones conocidas de la testosterona y del estradiol sobre
otras regiones cerebrales y sobre estas mismas en ratas Wistar. Sin embargo, tal y como
se expuso en el Capitulo 1, los mecanismos que estos esteroides llevan a cabo para
provocar el desarrollo diferencial de los sexos son redundantes, complicados y a veces
confusos, hasta el punto de haberse propuesto, como forma de actuacion definitiva de los
esteroides, una conversacion cruzada o cross talk entre todas las variables que pudieran
estar incidiendo en esta compleja maquinaria de desarrollo diferencial (figura 1.6.)
(Segovia y cols., 1999). Esto supone que, en los mecanismos supuestos para el
desarrollo diferencial del NEST, no se han descartado otras variables que posiblemente
estén incidiendo en el numero definitivo de neuronas. Estas variables, sin embargo, se
han demostrados que pueden estar impulsadas o moduladas por los esteroides gonadales,
como en los casos de la proteina fosforilada pCREB y los estrogenos (Meyer y cols.,
1993; Gu y Moss, 1996; Murphy y Segal, 1997; Walton y cols., 1999; Bergado-Rosado
y Almaguer-Melian, 2000; Kippers y cols., 2001; Behl, 2002), en el coactivador del
receptor del ERB1 SRC-1 (McEwen y Alves, 1999; McEwen 1999b; Auger y cols.,
2000), en los genes productores de proteinas antiapoptoticas bel-2 y bel-x, y el estradiol
(Garcia-Segura y cols., 1998b; McEwen y Alves, 1999b; Harms y cols., 2001) o en la
posible actuacion no genémica del estradiol a través del receptor de membrana NMDA

(Gazzaley y cols., 1996; Woolley y cols., 1997; Rupprecht y Holsboer, 1999).

Por ello, dado que los animales experimentales empleados en esta investigacion
poseen una alteraciéon en el receptor de andrégenos, que a su vez conlleva otras
alteraciones endocrinas referidas a la testosterona, DHT y estradiol en plasma (Naess y
cols., 1976; Roselli y cols., 1987; Krieg y cols., 1990) y otras, las conclusiones que
podemos derivar de los resultados morfologicos cerebrales han de estar necesariamente
vinculados a estas hormonas, pero sin descartar otras variables, relacionadas con los
esteroides, que pudieran estar incidiendo en el numero definitivo de neuronas del NEST

en estos animales.
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Capitulo 5

Experimento 2: Conducta Maternal natural en

ratas Tfin.

Las actuaciones dirigidas al cuidado de las crias en los mamiferos supone un
despliegue conductual necesario para la supervivencia de la camada y a la larga, un
beneficio para la especie. Tal y como comentamos en el Capitulo 1, esta conducta en
muchas especies es de naturaleza sexodimorfa, en el sentido de que es la hembra la que
mayoritariamente ejecuta las pautas conductuales destinadas al cuidado de sus crias
(Rosenblatt, 1967; Numan, 1994a; Del Cerro, 1998). Teniendo en cuenta esta
caracteristica, quisimos comprobar en qué medida la condicion de mosaicismo que
presentan las hembras Tfm (er"’X) podria estar repercutiendo sobre el cuidado que
desplegaran sobre sus crias, las cuales son también, algunas de ellas, portadoras de la

mutacion.

La conducta maternal en hembras de estas caracteristicas no se ha investigado
previamente. Los trabajos que existen sobre hembras 7fm se han centrado en las
caracteristicas y la morfologia del Nucleo Espinal Bulbocavernoso (NEB) (Freeman y
cols., 1996; Monks y cols., 1999; Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001). Dada
la particularidad que presentan en sus c€lulas, al ser la mitad de estas células insensibles
a los andrégenos (7fm), las provenientes del gen materno mutado y al ser la otra mitad

de sus células sanas, las provenientes del gen paterno sano, el estudio del NEB en estas



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos

hembras mosaico permite vislumbrar el efecto diferencial que la administracion de
androgenos pueda efectuar sobre las células sanas y las mutadas (Freeman y cols., 1996;
Monks y cols., 1999; Monks y Watson, 2001; Watson y cols., 2001). Esta peculiaridad
supone para las hembras Tfm que el andrégeno no puede actuar en su totalidad, pudiendo
repercutir por ello en la expresion de conductas dependientes del ambiente hormonal,

como sucede con la conducta maternal natural.

Las hormonas que estian siendo modificadas de manera natural durante la
conducta maternal son, como se comento en el Capitulo 1, el estradiol, la progesterona,
la prolactina y la oxitocina. Sin embargo, a los androgenos y la repercusion que éstos
pudieran tener sobre esta conducta, no se les ha prestado demasiada atencion,
estudiandose sdlo en algunas especies y no muy abundantemente. En ratones, conejos,
jerbos y primates se ha encontrado que la testosterona es elevada en hembras durante la
gestacion y la lactancia (Gonzalez-Mariscal y Poindron, 2002) y en ratas machos
alojados con sus crias se da una correlacién positiva entre la testosterona en plasma y la
conducta paternal de éstos (Reburn y Wynne-Edwards, 1999; Gonzalez-Mariscal y
Poindron, 2002). Por estos motivos el estudio de la conducta maternal en hembras
portadoras de la mutacién en el receptor de androgenos puede ser informativo de la

funcién que desemperfien los andrégenos en el desarrollo de esta conducta.

Algunos investigadores han relacionado la subdivision ventral del NEST y su
conexion con €l APM con la conducta maternal natural (Numan y Sheehan, 1997,
Lonstein y cols., 2000; Lonstein y De Vries, 2000; Stack y cols., 2002), estando esta
conexion NESTv-APM implicada en conductas maternales motoras, tales como el
acarreo, el lamido y el acicalamiento de las crias (Numan y Numan, 1996; Numan vy
Sheehan, 1997; Lonstein y De Vries, 2000), mientras que las conductas quiescentes,
como la postura de amamantamiento, dependen de otra region cerebral, que es la
sustancia gris periacueductal, parte ventrocaudal (SGPvc) (Lonstein y Stern, 1997;
Lonstein y De Vries, 2000; Stern y Lonstein, 2001). El NESTpm envia eferencias entre
otras, al APM (Swanson y Cowan, 1976,1979; Hutton y cols., 1998). Por otro lado, una
parte de la subdivision lateral del NEST, la juxtacapsular, envia proyecciones, entre
otras regiones, a la sustancia gris periacueductal (Dong y cols., 2000). Dado que el
NESTpm y el NESTIa han sido analizados y cuantificados morfolégicamente en el

experimento anterior y dado que el NESTpm parece mantener conexiones con regiones
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muy relevantes para el despliegue de la conducta maternal natural en las hembras

(APM), los datos morfoldgicos podran contribuir a interpretar los datos conductuales.

5.1. MATERIAL Y METODOS.

5.1.1. Sujetos.

Las mismas 12 hembras obtenidas de la Universidad de Berkeley, que fueron
cruzadas para obtener la camada de animales experimentales empleados para el primer
experimento, fueron cruzadas de nuevo con otros 12 machos de raza Wistar (Charles
River, Criffa; Saint-Aubin-Lés- Elbeuf, France). Igual que en el primer caso, las
hembras prefiadas fueron alojadas en el estabulario del Departamento de Psicobiologia
de la Universidad Nacional de Educacion a Distancia, en jaulas individualizadas con
serrin y viruta suficiente para construir el nido, disponiendo de agua y comida ad
libitum. Las condiciones de temperatura y humedad permanecieron constantes (22 £ 1°C
y una humedad del 60 %), al igual que el ciclo luz-oscuridad (luz de 8:00 am - 20:00

pm) que se controldé mediante un reloj automatico.

De esta segunda generacién de animales se obtuvieron las hembras
experimentales de la observacion de conducta maternal. Una vez nacidas estas crias de la
segunda generacién, permanecieron con sus madres hasta los 21 dias, momento en el
cual fueron destetadas y alojadas en jaulas individuales, en condiciones de temperatura
(22 £ 1° C) y humedad constantes (del 60 %) y con el ciclo luz-oscuridad invertido (luz
de 20:00 pm a 8:00 am), controlado por un reloj automatico, para poder realizar la
observacion y registro de la conducta maternal durante el momento del dia més activo de

las ratas, su noche, siendo de dia para nosotros.

A los 75 dias de edad se procedié a obtener su sangre para realizarles el analisis
de ADN mediante PCR y establecer asi su condicidén genética. Tras ser anestesiadas con
tribomoetanol (250 mg/g), se les extrajo sangre del seno venoso ocular, empleando una
pipeta "pasteur" impregnada en anticoagulante (Edta Kf). Posterior a la extraccion, se

limpiaba la herida con agua destilada. La sangre de esta segunda generacion fue
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analizada mediante la técnica de PCR descrita para el experimento 1, de manera que los
grupos experimentales seleccionados segiin los resultados obtenidos con la PCR, fueron

los siguientes:

- Grupo de hembras portadoras (HTfim): en el gel de poliacrilamida presentan
tres bandas, una de 135 pb (la enzima no ha cortado) y dos de 79 pb y de 56
pb (corresponden a la copia del gen Ar del X sano). N = 13.

- Grupo de hembras hermanas compafieras de camada (HH): en el gel
presentan el gen Ar cortado (fragmentos 79 pb y 56 pb). Estos animales son

hijas de madres portadoras. N = 11.

- Grupo de hembras de la misma raza (HMR): estas hembras presentan las
mismas bandas que las hembras hermanas de camada (fragmentos 79 pb y 56
pb de los genes sanos Ar), pero sus madres no son portadoras de la mutacién.

N=6.

Una vez seleccionados los sujetos experimentales tras el analisis por PCR, para
que el experimento fuese ciego, se procedio a tapar las etiquetas de las jaulas de las
hembras experimentales con otras etiquetas blancas, para que ni la numeracién ni su
condicion genética fueran visibles. Se pidi6 a un miembro del personal de laboratorio
que escribiera un niimero en las etiquetas blancas de las jaulas con un orden aleatorio y

segun ese orden, se realizo la observacion experimental.

A la edad de 90 dias, estas hembras fueron alojadas en sus jaulas con un macho
Wistar cada una (Charles River, Criffa; Saint-Aubin-Lés- Elbeuf, France) durante una
semana, tiempo suficiente para que fueran fecundadas. Después de esa semana, se les
extrajo el macho de las jaulas y se esperé el tiempo requerido de gestacion. La
observacion de cada animal empez6 a realizarse el dia en el que se produjo el parto de

cada hembra.
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5.1.2. Registro de conducta maternal: Maternal Behavior Recorder

(MBR).

La conducta maternal en las ratas supone unas pautas de comportamiento
estereotipadas por parte de la madre, que se van desvaneciendo en el tiempo, segun las
crias van madurando. Estas pautas de comportamiento estereotipadas son
asombrosamente similares en todas las hembras que han tenido crias, ddndose en la
misma secuencia temporal en todas las hembras y difiriendo entre ellas en aspectos
sutiles como el tiempo empleado en llevar a cabo estas conductas o la frecuencia con la

que las ejecutan.

Ademas de esta similitud en el comportamiento de las hembras, estas conductas
estan perfectamente definidas operacionalmente, de manera que su observacion,

identificacion y registro se ven facilitados (figura 5.1.).

Ay B ...acarreo
C ........amamantamiento
...lamido anogenital

Figura 5.1.: Fotografia en la que se puede apreciar la expresion de algunas conductas
maternales, como el acarreo de las crias del lugar extrafio al nido (A y B), la adopcién de la
postura de amamantamiento para facilitar el acceso a los pezones a las crias (C), el lamido
anogenital, para estimular el desarrollo de las crias (D) y por ultimo, las crias amontonadas en el
nido para combatir la hipotermia (E). Cortesia de la Dra. Pérez-Laso.
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La observacion de estas conductas se realizé desde el dia del parto (P1) hasta el

dia 5 de vida de las crias (P5), realizandose el registro a la misma hora cada uno de los

dias (de 9: 00 am a 14: 00 pm) durando el registro para cada animal 10 minutos. Lo

primero en evaluar es la calidad del nido, segun el criterio que se expone a continuacion.

Posteriormente, tras haber sacado a las crias del nido, procurando dejarlo intacto, se

colocan a las crias en la esquina opuesta al nido. Una vez colocadas las crias en este

lugar, se inician los 10 minutos de observacién, considerandose y por lo tanto

registrandose todas las conductas dirigidas al cuidado de las crias que se ajusten a las

definiciones operacionales que se exponen a continuacién (Guillamén y cols., 1993; Del

Cerro, 1998) (figura 5.1.):

Calidad del nido: la construccion de éste es la primera manifestacion
maternal en la hembra y lo lleva a cabo en los ultimos dias de gestacion y
durante toda la lactancia. Consiste en almacenar el material del que disponga
(virutas, serrin, tiras de papel, etc.) en un rincon de la jaula, para construir
paredes que protejan a las crias del frio y ayude a mantenerlas juntas. La
evaluacion de la calidad del nido atiende a dos principios. Por un lado, la
calidad en su construccion, segin tenga las paredes mas o menos definidas y
formadas para que pueda cumplir su propésito de proteccién de las crias. Y
por otro lado, es importante considerar si todas las crias que hay estan o no
dentro del nido. Segun estos dos criterios, la calificacién del nido va de 0 (no
hay nido construido y las crias estan esparcidas por la jaula) a 4 (nido muy

bien construido y todas las crias dentro de él).

Acarreo de las crias: una vez sacadas a las crias del nido y colocadas en el
lugar contrario a éste, la hembra recoge una por una a las crias con la boca y
las vuelve a colocar en el lugar del nido. Va y vuelve del nido al lugar donde
estan las crias tantas veces como crias tenga. De esta conducta se registra la
rapidez con la que la hembra es capaz de recoger a la camada completa
(latencia de acarreo) y el porcentaje por grupo de las hembras que han

realizado el acarreo completo cada dia de registro.

Limpieza general de las crias o acicalamiento: una vez llevadas las crias a su

nido de nuevo, las hembras suelen desplegar toda una serie de conductas de
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acicalamiento y cuidados hacia ellas, destinadas a ayudarlas a mantener la
temperatura corporal y a estimularles el crecimiento. El acicalamiento
consiste en lamer a las crias por la cabeza y el dorso mientras que la madre
las sostiene con sus patas. De esta conducta se registra el tiempo total que la
madre emplea en realizar esta conducta y la frecuencia con la que la lleva a

cabo.

Lamido anogenital: forma parte de las conductas de limpieza o acicalamiento,
pero por su relevancia se registra de manera independiente. Tal y como se
comentd en el Capitulo 1 referente a la conducta maternal, este
comportamiento es muy importante y definitorio de la motivacion maternal
de la madre. Consiste en que, mientras la madre sostiene a la cria con sus
patas, concentra la limpieza, el lamido y la estimulacién en la zona
anogenital. De esta conducta también se registra el tiempo total que la madre
emplea en llevar a cabo el lamido anogenital y la frecuencia con la que esta

conducta es practicada.

Contactos: en esta categoria conductual entran todas aquellas aproximaciones
efectuadas por la madre hacia las crias que no sean ni acicalamiento ni lamido
anogenital, esto es, por ejemplo olerlas o moverlas con el hocico. Se registra
de ella, igualmente, el tiempo total dedicado a desplegar esta conducta y la

frecuencia con la que es practicada.

Postura de amamantamiento: por Gltimo, la conducta definitoria del estado de
lactancia, la postura que adopta la hembra cubriendo a las crias con su region
ventral para facilitar el acceso a los pezones y proporcionarles calor. Al igual
que el lamido anogenital, su ejecucion supone una expresion muy importante
de la motivacién maternal existente. De esta conducta se registra el tiempo
total que la madre permanece en esta postura y la frecuencia con la que las

hembras la adoptan.
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Para llevar a cabo el registro de estas manifestaciones conductuales maternales,
se empleo el programa informatico disefiado para tal efecto MBR (Maternal Behavior
Recorder) (Claro y cols., 1994). Este programa permite registrar todas estas variables
conductuales, en sus dimensiones temporales de tiempo total y frecuencia. Ademas, por
su disefio, permite corregir de manera sencilla los posibles fallos de registro cometidos
por el observador después del periodo de observacién. También ofrece la posibilidad de
que haya més de un observador registrando con el programa, bien sobre el mismo
animal, para generar criterios de fiabilidad inter jueces, bien dos personas registrando
animales diferentes, posibilitando agilizar la observacion o bien un mismo observador
registrando a dos animales simultaneamente, permitiendo reducir a la mitad el tiempo
total de observacion de los animales (Claro y cols., 1994). Estas combinaciones
posibilitan dinamizar el registro de los animales durante su despliegue conductual. Los
datos extraidos con este programa, una vez generados los paquetes estadisticos

correspondientes, fueron analizados en el programa estadistico SPSS version 10.0.

5.1.3. Técnicas de analisis de datos

Los datos obtenidos con el programa MBR se agruparon en torno a 11 variables
dependientes: calidad del nido, tiempo invertido en completar el acarreo (latencia de
acarreo) y porcentaje de animales por dia que realizaron completo el acarreo, tiempo
medio y frecuencia de acicalamiento, tiempo medio y frecuencia de lamido anogenital,
tiempo medio y frecuencia de contactos y por tltimo, tiempo medio y frecuencia en
mantener la postura de amamantamiento. Los datos se analizaron segin su naturaleza,

teniendo en cuenta la homogeneidad de varianza y la distribucién normal de los datos.

Para determinar la posible diferencia entre los grupos que habia en relacién a la
calidad del nido, y puesto que esta variable posee homogeneidad de varianza y ademas
se distribuye de manera normal, se realiz6 un ANOVA univariado y posteriormente se

compararon las diferencias entre los grupos con la prueba post hoc de Bonferroni.

Respecto al acarreo, se realizaron dos pruebas estadisticas diferentes. Para

determinar las posibles diferencias entre los grupos en relacién al tiempo empleado en
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completar el acarreo (latencia de acarreo) cada uno de los cinco dias del registro, se
empled la técnica estadistica de andlisis de varianza unilateral no paramétrico de
Kruskal-Wallis y posteriormente el test U-Mann-Whitney para determinar las
diferencias especificas entre los grupos. En cuanto a las posibles diferencias entre los
grupos respecto al porcentaje por grupo de animales que realizaron el acarreo completo

cada dia del registro, se emple6 la prueba estadistica Chi-cuadrado de Pearson (3°).

Para el resto de variables dependientes (tiempo y frecuencia de acicalamiento, de
lamido anogenital, de contactos y de postura de amamantamiento), se aplicé el mismo
andlisis estadistico en todas ellas, que fue el analisis de varianza unilateral no
paramétrico de Kruskal-Wallis y posteriormente el test U-Mann-Whitney para

determinar las diferencias especificas entre los grupos.

Para llevar a cabo estos analisis se emplearon los programas SPSS version 10.0
para Windows, los programas graficos Power Point, Microsoft PhotoDraw y Adobe

PhotoShop para Windows.

5.2. RESULTADOS.

Comentaremos los resultados segun el orden que hemos empleado para referirnos
a ellos en el apartado de técnicas estadisticas. En la calidad del nido, existen diferencias
significativas entre los grupos (Fz 2= 16, 527; p < 0, 0001). Realizando la prueba post
hoc se detecta que, el grupo de hembras de la misma raza, al poseer la media mas baja en
calidad de nido, difiere significativamente de la hembras Tfm y hermanas (HMR vs

HTfm; p <0,0001; HMR vs HH; p< 0,002) (figura 5.2.).
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Figura 5.2.: Representacion grafica de la puntuacion media obtenida por cada
grupo de hembras (HTfm: hembras T7fm, HH: hembras hermanas y HMR:
hembras misma raza) en cuanto a la calidad de construccion de sus nidos. Se
puede apreciar que las HMR construyeron nidos de calidad significativamente
menor que las otras hembras.

* p < 0,001 respecto al grupo HMR.

Tratando ahora el acarreo y el tiempo empleado en llevarlo a cabo (latencia de
acarreo) cada dia de registro, existen diferencias significativas entre los grupos para el
primer (H =9, 030; p = 0, 011) y para el tercer dia (H = 6, 272; p = 0, 043) de
observacion. La prueba de U-Mann-Whitney revela que las diferencias entre los grupos
se localizan, en el primer dia de registro, entre las hembras de la misma raza y las
hembras hermanas (HMR vs HH; p < 0, 003) y, en el tercer dia de registro, entre
hembras de la misma raza y las hembras 7fm (HMR vs HT7fm;, p < 0, 004). En este caso,
a menor latencia de acarreo, mejor ejecucion, puesto que supone haber tardado menos en
trasladar a la camada completa del lugar ajeno al nido al propio nido, aunque si no
presentan ningin valor, supone que nadie del grupo en cuestion realizé el acarreo

completo ese dia de registro (figuras 5.3.y 5.4.).
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Figura 5.3.: Representacion gréfica del tiempo medio empleado por los grupos (HTfm:
hembras T7fm, HH: hembras hermanas y HMR: hembras misma raza) para llevar a
cabo el acarreo completo de las crias en el primer dia de registro. El grupo HH no

presenta ningun valor ya que ninguno de sus miembros completé el acarreo ese dia
de registro.

* p < 0,001 respecto al grupo HH.
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Figura 5.4.: Representacion gréfica del tiempo medio empleado por los
grupos (HTfm: hembras 7fm, HH: hembras hermanas y HMR: hembras
misma raza) para realizar el acarreo completo de las crias en el tercer dia de
registro. Las HTfm tardaron significativamente menos tiempo en completar el
acarreo que las HMR.

* p < 0,001 respecto al grupo HTfm.

Los datos referidos al porcentaje de animales por grupos que realizaban completo
el acarreo de las crias durante los diferentes dias de observacion, se exponen en el

siguiente grafico (figura 5.5.).
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Figura 5.5: Representacion gréfica del porcentaje de animales por grupo (HTfm: hembras 7fm,
HH: hembras hermanas y HMR: hembras misma raza) que realizaron el acarreo completo los
cinco dias del registro. Se puede apreciar cémo los grupos HTfm y HH van practivamente al
unisono, mientras que el grupo HMR sigue otro patron diferente.

+: p < 0,03 respecto a los grupos HTfm y HH.
&: p < 0,05 respecto a los grupos HTfm y HH.

En el primer dia, los porcentajes de los grupos que efectuaron el acarreo
completo fueron el 0 % de las HH, el 15,38% de las H7fm y el 66,66 % de las HMR.
Entre estos grupos para el primer dia de registro, existen diferencias significativas entre
el grupo HMR y los grupos HH y H1fm (HMR vs H7fm; p < 0,048; HMR vs HH; p <
0,048). En el tercer dia de registro, también se dieron diferencias significativas entre los
grupos, que efectuaron el acarreo completo las HMR en un 100 %, las HH en un 45,45%
y las HTfin en un 38,46 %. En este caso, igual que en el dia de registro 1, las diferencias
significativas se dieron entre los grupos HMR vy los grupos HH y HZfm (HMR vs HTfm;
p < 0,025; HMR vs HH; p < 0,049 (figura 5.5.). Estos datos ponen de manifiesto que los
grupos de hembras hermanas y Tfm van practicamente al unisono, difiriendo de las
hembras de la misma raza, habiendo sido registradas en el despliegue de su conducta
maternal en diferentes dias, segn el parto de cada hembra.
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La prueba de Kruskal-Wallis revela que para el resto de variables dependientes,
existen diferencias significativas entre los grupos en el tiempo de acicalamiento (H=8,
739; p=0, 013) y en la frecuencia de acicalamiento (H=6,730; p=0, 035); también en
el tiempo de contactos (H = 9,823; p = 0, 007).

El test U-Mann-Whitney indica que estas diferencias generales se traducen en
diferencias especificas entre los grupos: existen diferencias entre las HMR y H7fm en
cuanto al tiempo de acicalamiento (HMR vs HTfm; p <0, 002) (figura 5.6.) y en cuanto
a la frecuencia de acicalamiento (HMR vs HTfm; p < 0, 011), al presentar el grupo
HTfm los valores mayores y el HMR los menores valores en ambas variables (figura
5.7.). Por otro lado, estos mismos grupos HMR vy H7fm también difieren
significativamente respecto al tiempo de contacto (HMR vs HTfm; p < 0,043) (figura
5.8.) y respecto a la frecuencia de expresion de la postura de amamantamiento (HMR vs
HTfm; p < 0,025), al poseer de nuevo, en ambos casos, el grupo HMR los valores

inferiores (figura 5.9.).
Los grupos HMR y HH difieren significativamente respecto al tiempo de

contactos (HMR vs HH; p < 0, 004), ya que las HMR presentan menos tiempo de

contacto con las crias comparados con los otros dos grupos (figura 5.8.).
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Tiempo empleado en el acicalamiento
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Figura 5.6.: Representacion gréfica del tiempo total , por grupos (HTfm: hembras Tfm,
HH: hembras hermanas y HMR: hembras misma raza), dedicado a la ejecucion de la
conducta de acicalamiento a las crias. Se distingue en la gréfica que el grupo HTfm
invierte significativamente méas tiempo en el acicalamiento de sus crias que las HMR.

* p <0, 001 respecto al grupo HMR.
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Frecuencia de acicalamiento
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Figura 5.7.: Representacion gréafica de la frecuencia con la que fue practicada la
conducta de acicalamiento por parte de las madres (HTfm: hembras Tfm, HH:
hembras hermanas y HMR: hembras misma raza) hacia las crias. Se aprecia que
las HTfm acicalaron con mayor frecuencia a sus crias que las HMR.

# p <0, 01 respecto al grupo HMR.
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Tiempo empleado en el contacto
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Figura 5.8.: Representacion gréfica del tiempo total, por grupos (HTfm:
hembras 7fm, HH: hembras hermanas y HMR: hembras misma raza),
dedicado al contacto de las crias. Se aprecia que tanto la H7fm como la
HH dedican significativamente mas tiempo a esta conducta que las HMR.
* p < 0,001 respecto al grupo HMR.
&: p <0, 05 respecto al grupo HMR.
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Frecuencia de expresion de la postura de amamantamiento
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Figura 5.9.: Representacion grafica de la frecuencia con la que fue adoptada
la postura de amamantamiento por parte de las madres (HTfm: hembras Tfm,
HH: hembras hermanas y HMR: hembras misma raza). Las HTfm la
adoptaron con mas frecuencia que las HMR.

+: p <0, 03 respecto al grupo HMR.
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5.3. DISCUSION

A primera vista lo mas llamativo de estos datos es que los grupos de HZfm y de
HH no difieren significativamente y sin embargo, si difieren en algunas variables
respecto al grupo HMR. Este hecho viene a demostrar que los animales HTfm y los HH
poseen una caracteristica en comun que los aproxima en conducta y a su vez los
diferencia de otro grupo, el HMR. La unica caracteristica que las H7fm y las HH han
compartido y que les diferencia del tercer grupo HMR es el seno materno durante la
gestacion en una madre mosaico o mutada, de manera que las alteraciones endocrinas
que esta mutacion pudiera haber causado a las madres repercute tanto en los animales
que poseen la mutacion (HTfm) como en los que no la han heredado (HH). Esto
exactamente es lo que se habia sugerido que sucedia respecto a la morfologia del NEST
en el experimento 1, ya que ni el macho Tfm difiere significativamente del MH, ni la
H7fm difiere significativamente de la HH en ninguna subdivision del NEST. Esta
similitud, por haber compartido €l ambiente hormonal durante el estado embrionario, se
muestra tanto en la morfologia cerebral, como en la conducta, pudiendo estar reflejando
por un lado los efectos organizacionales y por otro los efectos activacionales de este
ambiente hormonal compartido. Esto es, la morfologia cerebral del NEST se organizaria
durante los periodos criticos de manera similar en animales Tfm y hermanos machos y en
hembras, por haber compartido el ambiente hormonal embrionario alterado, proveniente
de la madre mosaico. Por otro lado, la conducta maternal reflejaria el efecto activacional
de este ambiente hormonal compartido, ya que la alteracion hormonal persistiria en
estado adulto en las Tfim y las hermanas y esta modificacion hormonal, diferente a la
que se daria en una hembra lactante sin mutacién y sin relacién con esta mutacién,
activaria diferencialmente el circuito neuronal ya organizado de manera comun en las
madres H7fm y las madre HH. Por este motivo se asimilarian tanto los grupos de HIfm y

HH en las conductas maternales registradas.

Las hembras Tfm y hermanas han demostrado tener los mejores valores en casi
todos los parametros conductuales registrados donde ha habido diferencias entre los
grupos: calidad del nido (figura 5.2.), tiempo empleado para el acarreo completo en el

primer (figura 5.3.) y tercer dia de registro (figura 5.4.), porcentaje de animales por
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grupos de animales que efectuaron el acarreo completo el primer y tercer dia de registro

(figura5.5.)y el tiempo medio de contactos a las crias (figura 5.8.).

Esta superioridad de las HTfn y de las HH frente a las HMR podria interpretarse
argumentando que las hembras Tfm y hermanas se comportarian de manera mas
maternal debido a la alteracion endocrina que se produce en ellas por motivo de ser hijas
de madres portadoras. Bajo este supuesto, las hembras Tfm y hermanas tendrian mayor
cantidad de estradiol en plasma, hormona muy relacionada con el despliegue maternal,
como se expuso en el Capitulo 1. El estradiol en estas hembras estaria incrementado, al
contar con el estradiol que poseerian normalmente por su estado de lactancia y ademas,
el que seria aromatizado del supuesto exceso de testosterona circulante el plasma por
motivo de ser hijas de madres portadoras. Este incremento podria estar traduciéndose en
la mayor efectividad que muestran las hembras hermanas y Tfm en los parametros

conductuales maternales registrados citados anteriormente.

Ademas, las hembras Tfm han diferido significativamente de las HMR en mas
parametros conductuales maternales. Estos son el tiempo total (figura 5.6.) y la
frecuencia total (figura 5.7.) dedicada al acicalamiento de las crias y la frecuencia con la
que se adopto6 la postura de amamantamiento (figura 5.9.). Las madres Tfm registradas
en esta observacion poseen la mitad de sus receptores de androgenos insensibles, dada su
calidad de mosaicos (Freeman y cols., 1996; Monks y cols., 1999; Monks y Watson,
2001; Watson y cols.,, 2001). Esta insensibilidad parcial a los andrégenos podria
provocar que éstas hembras se comportasen de manera mas maternal. A este respecto, no
existen demasiados datos referentes a la funcion que desempefian los androgenos en la
conducta maternal y los que hay, se refieren a otras especies animales (ratones, conejos,
Jerbos y primates) (Gonzédlez-Mariscal y Poindron, 2002). Sin embargo si existen
abundantes datos referidos al efecto agresivo que los andrégenos desempeiian tanto en
ratas hembra y macho en situaciones de ataque a extrafios y en el canibalismo o
infanticidio de las madres hacia sus crias. Por otro lado se ha detectado una correlacion
positiva en ratas macho entre la cantidad de testosterona en plasma y la agresividad ante
extrafios y en ratas hembra, entre la cantidad de testosterona en plasma y el infanticidio
(Miley y cols., 1982; Albert y cols., 1988; Albert cols., 1989a; Albert y cols., 1989c;
Albert y cols., 1991; Albert y cols., 1992). Por lo tanto, parece ser que la testosterona en

ratas estd relacionada con conductas alejadas del cuidado maternal (canibalismo,
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infanticicio, agresividad) y dado que las hembras Tfm poseen la mitad de sus células
insensibles a los androgenos, se podria estar anulando en ellas las conductas promovidas
por la testosterona e incrementarse por ello los cuidados maternales hacia sus crias,
comparadas con las hembras control de la misma raza. El hecho de que los valores
superiores de las variables en las que hay diferencias significativas entre los grupos los
presentan las HTfm, excepto para el tiempo de contactos y la latencia de acarreo en el
primer dia de registro, sugiere que esta insensibilidad de los androgenos podrian tener un
reflejo conductual de mejora en la calidad o efectividad del despliegue conductual. Las
hembras del grupo HH, aunque no difieran significativamente de las H7fm en ningun
parametro conductual, no llegan a alcanzar los valores de éstas, pudiendo deberse a la

sensibilidad a los andrdgenos que las hermanas presentan.

Por otro lado, las propias crias sobre las que las H7fm efectuan el cuidado
maternal en esta observacion, o poseen esta mutacion al haberla heredado de sus madre
o han estado compartiendo el seno materno con las que la poseian. Esta variable podria
estar, asimismo, incidiendo en que los niveles hormonales de estas crias estuviesen
igualmente alterados o modificados, respecto a las crias sobre las que se efectud el
cuidado maternal de las madres de la misma raza, que ni poseen la mutacion ni han
compartido el ambiente hormonal alterado. Este hecho podria estar repercutiendo en que
estas crias despertasen més activamente en sus madres la conducta maternal, pudiendo
estar influyendo esta alteraciéon hormonal de las crias en las sefiales feromonicas que
éstas emitan para provocar el cuidado maternal en sus madres. De esta manera la
presencia de la mutacion en la madre puede condicionar los cuidados que efectue hacia
sus crias primero por la alteraciéon hormonal que la propia mutacion efectiia sobre las
madres 7fm y segundo, por la alteracion hormonal que la mutacion provocaria sobre sus
crias, ambas variables ausentes en las madres de la misma raza y sus crias. Esta relacion
bidireccional explicaria la diferencia que existe en la calidad maternal entre las madre
Tfm y las madres control de la misma raza y la ligera inferioridad en los pardmetros
conductuales que las HH presentan frente a las H7fm, puesto que en éstas, las crias no
han heredado la mutacién ni han compartido el ambiente hormonal alterado, no
incidiendo por ello en las sefiales feromoénicas que éstas pudieran emitir para iniciar los

cuidados maternales de las hembras hermanas.
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Por ultimo, abordaremos la explicacion de la conducta maternal segun el
entramado neuronal. Existen evidencias en la literatura de que el despliegue de conducta
maternal es capaz por si mismo, de cambiar la morfologia cerebral de algunos nucleos.
Tal es el caso de lo que sucede con las ramificaciones dendriticas del nticleo supradptico
en hembras nuliparas, que se incrementan en longitud tras expresar éstas conducta
maternal hacia crias extrafias (Hatton y cols., 1992) o lo que sucede en el APM del ratén
de California (Peromyscus californicus) macho tras ser paternal con sus crias, que

disminuye en su nimero de neuronas un 20 % (Alberts y Gubernick, 1990).

La olfaccion de feromonas a través del SVN esta mediando el despliegue de la
conducta maternal en las ratas (Fleming y cols., 1979; Wysocki, 1979; Fleming y cols.,
1980; Saito, 1986; Halpern, 1987; Wysocki, 1987; Wysocki y Meredith, 1987; Menella
y Moltz, 1988a; Menella y Moltz, 1988b; Numan, 1988; Saito y cols., 1988; Meredith,
1991; Del Cerro, 1998). Las proyecciones primarias (BOA) y secundarias (NEST,
NTOA y amigdala) del SVN son muy relevantes para que la conducta maternal se lleve
a cabo (Segovia y Guillamén, 1993; Guillamén y Segovia, 1996; Del Cerro, 1998).
Respecto a las proyecciones terciarias del SVN implicadas en la conducta maternal
natural, se propone que lo determinante es la conexion que se establece entre el APM y
el area tegmental ventral, a través de las conexiones que el area predptica lateral (APL)

envia (Numan, 1994a).

Algunos autores han sugerido que la conexion que se establece entre el NESTv y
el APM son muy importantes en el establecimiento de conductas maternales motoras,
tales como el acarreo, el lamido y acicalamiento de las crias (Numan y Numan, 1996;
Numan y Sheehan, 1997; Lonstein y De Vries, 2000; Stack y cols., 2002), mientras que
otras conductas mas estdticas como la postura de amamantamiento, dependerian de la
sustancia gris periacueductal, parte ventrocaudal (SGPvc) (Lonstein y Stern, 1997,

Lonstein y De Vries, 2000; Stern y Lonstein, 2001).

La subdivision NESTpm envia eferencias al APM (Swanson y Cowan, 1976,
1979; Hutton y cols., 1998). Esta regién ha sido analizada morfolégicamente en el
experimento 1, en el que se demostré que HTfm y HH poseen unos valores
significativamente superiores en numero de neuronas al grupo de HMR. El NEST esta

implicado en el circuito neuronal que media la conducta maternal y, aunque la
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subdivision que ha sido mas estudiada en relacion a las conductas motoras maternales de
acarreo, acicalamiento y lamido de las crias, es el NESTv, (Numan y Numan, 1996;
Numan y Sheehan, 1997; Lonstein y De Vries, 2000; Stack y cols., 2002), el NESTpm
podria estar relacionado indirectamente con estas conductas. Y es que las hembras Tfm
(HTfm), que poseen valores superiores a las hembras control de la misma raza (HMR) en
el nimero de neuronas del NESTpm (Experimento 1 de esta Tesis Doctoral, figura
4.16.), también presentan conductas maternales significativamente superiores a éstas en
cuanto a la calidad del nido (figura 5.2.), en cuanto a la latencia del acarreo en el tercer
dia de registro (figura 5.4.), en cuanto al porcentaje de animales que efectuaron el
acarreo completo el primer y tercer dia de registro (figura 5.5.) en cuanto al tiempo total
(figura 5.6.) y la frecuencia (figura 5.7.) dedicada al acicalamiento de las crias y en
cuanto al tiempo de contacto con las crias (figura 5.8.). Por su parte, las hembras
hermanas (HH), que también presentan un numero significativamente superior de
neuronas que las HMR en el NESTpm (figura 4.16.), también superan a éstas en la
calidad del nido (figura 5.2.), en el tiempo empleado en el acarreo el primer dia de
registro (figura 5.4.), en el porcentaje de animales que efectuaron el acarreo completo el
primer y tercer dia de registro (figura 5.5.) y en el tiempo total dedicado al contacto de
las crias (figura 5.8.). Todas estas conductas encajarian en lo que los autores llamaron
conductas motoras maternales, para las que la conexion del NESTv con el APM vy
probablemente la conexion que existe entre el NESTpm y el APM (Swanson y

Cowan, 1976, 1979; Hutton y cols., 1998) estan siendo determinantes.

Por otro lado, una parte de la subdivisién lateral del NEST, la juxtacapsular,
(NEST;jxt) envia proyecciones a la sustancia gris periacueductal (SGP) (Dong y cols.,
2000). La SGP parte ventrocaudal (SGPvc) estd mediando conductas estaticas
maternales como el mantenimiento de la postura de amamantamiento, que se
desencadenan una vez iniciada la conductual maternal y se mantiene por la relacion de
estimulacién bidireccional que se establece entre madre y crias (Stern y Lonstein, 2001).
En nuestro caso, la region analizada en el experimento 1 de la subdivision lateral del
NEST fue la NESTla, en la que las hembras Tfin (HIfm) presentaron valores
significativamente superiores a los que presentaban las HMR, debido a un posible efecto
inhibitorio del andrégeno en el desarrollo de esta region, ausente en las hembras mosaico
por su condicion de insensibilidad a los androgenos (figura 4.14). La frecuencia con la

que las HTfm adoptaron la postura de amamantamiento fue significativamente mayor a
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la que presentaron las HMR, pudiendo poner de manifiesto una posible relacion del
NESTIa con la conexion que el NESTjxt mantiene con la SGPvc. En el caso de las HH,
no difirieron significativamente de las HMR respecto al niimero de neuronas del NESTla
(figura 4.14.) y tampoco hubo diferencias entre ellas en cuanto a la frecuencia con la que

adoptaron la postura de amamantamiento con sus crias.

Esta relacion entre el numero de neuronas en una estructura y la ejecucion de la
conducta asociada a esa estructura ya fue sugerida para las estructuras del SVN y la
conducta sexual de los machos y las hembras (Segovia y Guillamén, 1993). Esta teoria
explicativa propone una explicacion funcional a los patrones cerebrales sexualmente
dimorfos, tanto en machos como en hembras, que es aplicable para los resultados de
conducta maternal obtenidos en este experimento. Nosotros sugerimos una posible
relacion entre la subdivision del NESTpm y su nimero de neuronas en la hembra con
conductas motoras maternales y de igual manera, sugerimos una posible relacion entre la
subdivision NESTIla y el numero de neuronas que presente con conductas maternales
mas quiescentes. La superioridad en el nimero de neuronas de estar regiones cerebrales
podria estar incidiendo en que las conductas asociadas a €stas regiones se efectuasen de
manera mas pronunciada o bien, en que conductas antagonicas a la maternal especifica
fuesen inhibidas por las neuronas supernumerarias. A este respecto, tanto para entender
el significado de las neuronas supernumerarias en el NESTpm y NESTIa de las hembras
Tfm traducidas en una mejor ejecucion conductual maternal, como para esclarecer la
funcion exacta que desempefian estas dos regiones concretas del NEST en la conducta

maternal, es necesario mas investigacion.
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Capitulo 6

Experimento 3: Volumeny poblacion
neuronal en el Nucleo de la Estria Terminal

en ratas de raza Wistar y Long Evans

Los resultados obtenidos en el experimento 1 ponen de manifiesto que en la raza
analizada, raza resultado de la combinacién de la raza King-Holtzman con Long Evans y
Wistar, no existia dimorfismo sexual en la region cerebral del NESTma y NESTla. Estas
subdivisiones eran sexualmente isomorfas, contrariamente a lo que se habia encontrado
que sucedia en las ratas de raza Wistar, en la que estas mismas subdivisiones
presentaban dimorfismo sexual, siendo superior las hembras respecto al macho en
cuanto a numero de neuronas y volumen (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis
Doctoral, 1988; Guillamon y cols., 1988b). Este dato nos hizo plantearnos la posibilidad
de que, en el fenomeno de diferenciacion sexual, la variable raza pudiera tener alguna
relevancia. Por ello, quisimos averiguar qué sucedia en estas mismas subdivisiones en

otras razas diferentes de la estudiada en el experimento 1, pero relacionadas con ésta.

Como comentamos con anterioridad, los animales empleados en el experimento 1
habian sido multiples veces cruzadas con animales de raza Long-Evans (Dra. Jordan,
comunicacion personal a la autora). Por nuestra parte, ademas, los cruces de estas
hembras portadoras de la mutacion siempre se realizaron con ratas macho de la raza

Wistar (Charles River, Criffa; Saint-Aubin-Lés- Elbeuf, France), de manera que los
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animales analizados morfologicamente en el experimento 1 eran hijos de madres cuyo
origen era una mezcla indefinida de ratas King-Holtzman con Long-Evans y de padres
de origen claro de raza Wistar. Pudiendo haber interferido esta mezcla de razas en la
ausencia de dimorfismo sexual en las subdivisiones NESTma y NESTIa, nos planteamos
analizar las subdivisiones del NESTma, del NESTla y del NESTpm en ratas de raza pura
Wistar y Long-Evans.

Las ratas de raza Wistar y Long Evans pertenecen ambas a la familia Rattus
Norvegicus, concretamente al orden: Rodentia; suborden: Myomorpha; familia:
Muridae; subfamilia: Murinae; género: Rattus; especie: Norvergicus. La raza Wistar
(WI), también conocida como rata blanca o albina, es la que antes se empez6 a criar
como animal domesticado de investigacién por el Instituto Wistar. Este se dedico a
criarlas desde 1947 hasta 1975, momento en el que la casa Charles River United
Kingdom se hizo cargo hasta la fecha. Por otro lado, la raza Long Evans (LE), también
conocida como rata moteada o picazo, tiene su origen en 1915, cuando los Drs. Long y
Evans cruzaron varias ratas hembra blancas del Instituto Wistar con un macho gris

salvaje (Zucker, 1960; Russel-Lindsay, 1979; Pass y Freeth, 1993).

Existen datos que aportan evidencias de que estas dos razas se diferencian a
varios niveles. Exactamente hay datos en la literatura que ponen de manifiesto que
difieren conductualmente, neuroquimicamente y en habilidades perceptuales. Asimismo,
referente a otras razas de ratas o ratones, existen evidencias de que la morfologia de
algunos nucleos cerebrales son diferentes entre especies. A continuaciéon expondremos

estos niveles en los que se han encontrado diferencias entre las razas LE y WI.

Se ha registrado la ejecucion conductual en la piscina de Morris de ratas macho
WI y LE y se han encontrado diferencias entre ellos. Las ratas LE macho presentan
mayor rapidez en el aprendizaje y menores latencias en la ejecucion correcta que las
ratas macho WI (Hort y cols., 2000). En otro experimento donde se les administraba a
los machos LE y WI galanina previa a la ejecucion conductual de Morris, se pudo
comprobar que esta sustancia solo afecté a las WI, al presentar mayores latencias en
alcanzar la plataforma, respecto a ellas mismas sin administrarseles galanina y respecto a
los machos LE tras la galanina. Los autores sugieren que esta eficacia diferente puede

deberse a una concentracion distinta de receptores o de subtipos de receptores de
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galanina entre las razas (Gleason y cols., 1999). En la mayoria de los test aplicados a
ratas W1 y LE, éstas ltimas han demostrado tener ventaja respecto a las W1 en cuanto a

la rapidez de aprendizaje (Andrews y cols., 1995).

Otro aspecto conductual donde ratas macho W1y LE difieren es en la conducta
sexual. Existe una respuesta refleja en las ratas, llamada "ereccion sin contacto”, que se
presenta cuando los machos son expuestos a hembras en estro inaccesibles para ellos. Se
pudo comprobar que los machos LE presentaban con mucha mas frecuencia que los
machos WI esta respuesta refleja cuando eran expuestos a hembras en estro separadas
por un cristal transparente pero que permitia la comunicacion de otras sefiales
(olfatorias). Sin embargo, aunque los machos WI raramente presentaron esta respuesta,
si mostraron el mismo interés en la hembra en estro que los machos LE, contabilizado

por el nimero de acercamientos a la pared separadora de la hembra que ambas razas de

machos efectuaron (Sachs, 1996).

Estas diferencias conductuales podrian explicarse por diferencias a nivel
neuroquimico entre las razas, como por ejemplo las que ya apuntaron los autores en el
experimento donde se comprobaba que las ratas WI y LE respondian de manera
diferente a la galanina cuando efectuaban el test de Morris (Gleason y cols., 1999). Pero
esta no es la Gnica sustancia a la que las razas responden de manera diferente. También
con la metropina, un inhibidor de la histamina, dandose en los machos WI un incremento
de la ingesta de agua y de la miccion urinaria tras administrarseles, mientras que en los
LE este incremento tras la misma administracion no es significativo, sugiriendo por ello
los autores un balance de fluidos diferente entre razas (Leckin y Tuomisto, 1995). Con la
morfina y el efecto que ésta produce de aumento de tolerancia ante situaciones
estresantes, también hay diferencias entre machos LE y W1. La morfina en la rata Wl es
dosis-dependiente en cuanto a la latencia en el test del pinchazo en el rabo, pero no es
efectiva en este sentido con las ratas macho LE (Onaivi y cols., 1992; Woolfolk y
Holtzman, 1995). Referente a la posible diferencia sexual que hubiese entre ratas
machos y hembras de diferentes razas en cuanto a las latencias en un test nociceptivo
térmico, se encontré que existian diferencias sexuales solo en la raza LE, en la que las
hembras eran mas sensibles al dolor, no existiendo esta diferencia sexual en las ratas WI
(Mogil, 1999; Mogil y cols., 2000; Sternberg y Mogil, 2001). De entre todos los trabajos

dedicados a la diferencia entre razas, éstos ultimos son de los pocos que analizan las
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posibles diferencias entre sexos a la vez que las diferencias entre razas, ya que la

mayoria de los trabajos se concentran s6lo en la diferencia de razas entre machos.

Por otro lado el efecto que el antidepresivo triciclico imipramina tiene sobre el
sistema noradrenérgico, administrado de manera crénica, también difiere entre machos
WI y LE (Vetulani y cols., 1991). También existen evidencias de que los machos LE
responden de manera mas homogénea a la pilocarpina, un potente agonista colinérgico
muscarinico, aunque la mortalidad en los LE es mayor que en la WI, al sobrevivir las WI
mejor al estatus epiléptico que les pueda ocasionar la pilocarpina (Hort y cols., 2000).
En el periodo adulto, las ratas LE son 1000 veces mas sensibles a la toxicidad aguda de
una dioxina (TDCC) que las Wistar (Pohjanvirta y cols., 1988) y la administracién
embrionaria de esta dioxina (TDCC) tiene un efecto diferencial sobre Wistars y Long
Evans, provocando en las primeras un incremento en la sintesis de testosterona y de LH,
mientras que a las segundas no les afecta (Haavisto y cols., 2001). Y por dltimo, se ha
demostrado que administrando prenatalmente a ratas Wistar y Long Evans vinclozolina,
un antiandrogeno, los efectos que éste provocaba a dosis equiparables eran muy
parecidos en cada raza, poniendo de manifiesto una sensibilidad similar al antiandrogeno
y unas consecuencias similares en estado adulto de éste entre razas (Hellwig y cols.,

2000).

La peor ejecucion de los machos WI en los test de Morris podrian explicarse
porque los machos LE son mas activos ante situaciones adversas, ya que existen
evidencias de que éstos responden de manera mas rapida y reactiva que los machos WI
cuando en la piscina de Morris hay agua fria o aceite, pudiendo este dato ser indicio de
que los WI no reaccionan ante situaciones potencialmente peligrosas tan eficazmente a

como lo hacen los LE (Abel, 1992; Abel, 1993).

En otro aspecto en el que difirieron las razas Wistar y la Long Evans es en la
capacidad de respuesta a los bloqueadores del 6xido nitrico (NOS). Se demostré que
administrando inhibidores del NOS a machos LE y WI, los WI presentan un bloqueo
completo mientras que para los machos LE las mismas dosis de inhibidor resulté en un
bloqueo muy débil, poniendo en evidencia un posible efecto diferencial del NOS entre

razas (Holscher, 2002).
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Pero las diferencias conductuales encontradas entre razas también podrian
explicarse haciendo referencia a las diferentes habilidades perceptuales o sensitivas que
pudieran existir entre las razas LE y WI. Por ejemplo, el sentido de la percepcion visual
es diferente entre estas dos razas, ya que la condicion de albina de las Wistar no solo se
relaciona con un déficit en la pigmentacion, sino también con un sistema visual
deficitario (Hort y cols., 2000). Aunque en algunos test de respuesta ante estimulos
visuales las W1 y las LE han demostrado tener la misma eficacia en cuanto a rapidez e
impulsividad de la respuesta (Didriksen y Christensen, 1993), existen diferencias entre
las WI y las LE en amplitud de latencia de respuesta ante un estimulo visual, a favor de
las LE (Dyer y Swartzwelder, 1978). Ademas las retinas y fotorreceptores de las W1, de
machos y de hembras, parecen ser mas sensibles a la estimulacion luminica constante,
sufriendo con ello mas dafio en la retina y mayor pérdida de fotorreceptores que los
machos y hembras LE, al poseer éstos ultimos mayor proteccion a la estimulacion
fototoxica por tener pigmentos de melanina en el iris (Wasowicz y cols., 2002). Esta
proteccion diferencial ante la luz constante podria estar incidiendo en una mayor o
menor calidad visual, pudiendo expresarse esta diferencia conductualmente, por
ejemplo, no percibiendo las ratas WI con nitidez las claves visuales indicativas de la

localizacion de la plataforma en el test de Morris y por ello, siendo peores en €ste test.

Otros sentidos en los que estas razas difieren son el oido y el gusto. Se
encontraron diferencias entre cuarenta y seis razas de ratas diferentes en cuando a la
amplitud media y a la habituacion ante estimulos auditivos, poniendo de manifiesto una
diferente capacidad actstica entre las razas de ratas (Glowa y Hansen, 1994). Respecto
al gusto, existen trabajos en los que se demuestran que las ratas macho WI realizan un
consumo ad libitum mayor de etanol que el que realizan los machos LE en las mismas
condiciones (Gauvin y cols., 1993). En otro trabajo, los machos de las razas Wl y LE
demostraron tener diferentes preferencias ante los sabores, eligiendo las LE el sabor de
la mezcla de la sacarina y etanol con mucha mas frecuencia que las WI, sin modificarse
esta preferencia tras administrarles el antagonista de los opidceos naltrexona (Goodwin 'y
cols., 2001). Por otro lado, los valores de los reforzadores instrumentales entre estas
razas son distintos, debido a posibles diferencias sensitivas en el sentido del gusto entre
razas. Se encontrd que proporcionando a las ratas machos LE y WI en diferentes
sesiones agua destilada (valor neutro), agua azucarada (valor positivo) o agua con cloro

(valor negativo), las ratas LE demandaban con la misma intensidad el agua azucarada
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que la que llevaba cloro y la destilada casi no la bebia, mientras que las ratas WI
presentaron la misma ingesta de agua azucarada que de la destilada, no bebiendo casi del

agua clorada (Sorensen y cols., 2001).

Para explicar estas preferencias diferentes por los sabores, los autores aluden a la
existencia de sensibilidades perceptuales distintas entre razas, en relacion a los sentido
del gusto y del olfato (Sorensen y cols., 2001). Si esta diferencia en el sistema olfativo
existiese, cabria esperar que el SVN de estos animales fuese diferente y con él los
nucleos de relevo del SVN, presentando patrones de diferenciacion o de desarrollo
distintos. En ratones, el area predptica medial (APM), region que pertenece a las
proyecciones terciarias del SVN, es diferente entre razas. Los ratones de raza DBA/2J
(D2) machos y hembras poseen la parte compacta del APM (APMpc), la parte caudal del
APM vy el nucleo supraquiasmatico dorsal, mientras que en la raza C57BL/6J (B6), ni
machos ni hembras poseen ninguna de estas regiones (Mathieson y cols., 2000). En otras
razas también existen diferencias en regiones cerebrales pertenecientes o relacionadas
con el SVN. La subdivision NESTpm es mayor en volumen en los machos de cobayas
(Hines y cols., 1992; Hines y cols., 1985), de ratas Sprague-Dawley (Chung y cols.,
2000) y de ratas Wistar (Del Abril y cols., 1987). Sin embargo en otras subdivisiones del
NEST, como la NESTm, la NESTI] y la NESTv no fueron diferentes entre los sexos en la
raza Sprague-Dawley repecto al volumen, ni siquiera tras realizarles manipulaciones

hormonales pre o postnatal (Stefanova y cols., 1998; Stefanova y Ovtscharoff, 2000).

Por otro lado, la region del Locus Coeruleus, es sexualmente dimorfa ya que la
hembra posee mayor volumen y nuimero de neuronas que el macho en ratas de raza
Wistar (Guillamén y cols., 1988a; De Blas y cols., 1990; Luque y cols., 1992), pero la
subdivision dorsal de este nicleo en ratas de raza Sprague-Dawley presenta un volumen

mayor en los machos que en las hembras (Babstock y cols., 1997).

No existen muchos méas ejemplos referidos a la diferente configuracion cerebral
de las ratas de diferente raza, por ello quisimos plantear este experimento, en el que se
analiza una region cerebral perteneciente al SVN (proyecciones secundarias), el NEST,
que en ratas de raza Wistar posee ambos patrones de diferenciacion sexual, el de macho

mayor que hembra (NESTpm) (Guillamoén y cols., 1988b) y el de hembra mayor que
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macho (NESTma y NESTIla) (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988;
Guillamén y cols., 1988b), para comprobar si en las ratas de raza Long Evans se

mantenian estos mismos patrones de diferenciacion sexual o, si bien, eran diferentes.

6.1. MATERIAL Y METODOS.

6.1.1. Sujetos.

Los sujetos empleados para llevar a cabo este experimento fueron pedidos ad hoc
a la casa proveedora, tanto los animales de raza Wistar (Charles River, Criffa; Saint-
Aubin-Lés- Elbeuf, France) como los animales de raza Long Evans (Janvier, Espafia,
Madrid). Se solicitaron con una edad de 80 dias, para que, tras unos dias de adaptacion
al lugar nuevo, a los 90 dias fuesen sacrificados mediante perfusion transcardiaca.
Durante estos dias de adaptacion, permanecieron en el estabulario del laboratorio del
Departamento de Psicobiologia de la UNED, en jaulas con un méaximo de 4 individuos
del mismo sexo, disponiendo de agua y comida ad [libitum. Las condiciones de
temperatura y humedad permanecieron constantes (22 + 1° C y una humedad del 60 %),
al igual que el ciclo luz-oscuridad (luz de 8:00 a.m - 20:00 pm) que se controlé mediante

un reloj automatico.

Los grupos de los animales experimentales en este caso fueron los siguientes:

- Grupo de machos Long-Evans (MLE): se pidieron a la casa proveedora
(Janvier, Espafia, Madrid). N = 7.

- Grupo de hembras Long-Evans (HLE): se pidieron a la casa proveedora
(Janvier, Espaiia, Madrid ). N=7.

- Grupo de machos Wistar (MWI): se pidieron a la casa proveedora (Charles
River, Criffa; Saint-Aubin-L&s- Elbeuf, France). N = 7.

- Grupo de hembras Wistar (HWI): se pidieron a la casa proveedora (Charles

River, Criffa; Saint-Aubin-Lés- Elbeuf, France). N = 7.
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6.1.2. Técnicas histologicas

Para el proceso de perfusion, de fijacion, de corte y de tincion del tejido
encefalico empleado en este experimento se procedio de idéntica manera a la llevada a

cabo para el experimento 1, descrito en el epigrafe 4.1.3.

6.1.3. Estereologia.

Puesto que en estos animales también se analizé el volumen y el numero de
neuronas del NEST, subdivisiones NESTma, NESTla y NESTpm, las técnicas
estereologicas y la metodologia empleada, ambas descritas para el experimento 1 en el
epigrafe 4.1.4., son igualmente aplicables para este caso, ya que se procedié de idéntica

mancra.

6.1.4. Técnicas de analisis de datos.

Los datos obtenidos de la morfologia del NEST se sometieron a los analisis
estadisticos pertinentes. Las variables dependientes fueron numero de neuronas y
volumen de las subdivisiones NESTma, NESTla y NESTpm. Las variables
independientes fueron dos: sexo, con dos niveles (macho y hembra) y raza, con dos
niveles (LE yWI). Tras comprobar la homogeneidad de la varianza, se sometio a los
datos a un analisis de varianza (ANOVA) bilateral multivariado y para comprobar las

diferencias entre los grupos, se procedio a aplicar el test post hoc de Bonferroni.

6.2. RESULTADOS.

El analisis de varianza multifatorial revela la existencia de un efecto principal del
sexo respecto al namero de neuronas del NESTpm (F;, 24 = 39,326; p < 0, 0001) y
respecto al volumen del NESTpm (F;, 24 = 27,915; p < 0,0001). Igualmente hay efecto
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principal de la raza en cuanto al niimero de neuronas de las subdivisiones NESTma (F,
24 = 26,373; p < 0,0001), NESTIa (F;, 24 = 17,936; p < 0,0001) y NESTpm (F;, 24 =
13,767; p < 0,001). Hay interaccion entre las variables sexo y raza en el numero de
neuronas de las subdivisiones NESTma (F; 24 = 39,326; p < 0,0001) y NESTIa (Fy 24 =
39,326; p < 0,0001).

Empezando por el volumen en las comparaciones entre grupos, diremos que
existen diferencias significativas para el NESTpm de machos y hembras Wistar y Long
Evans (MW vs HW; p <0, 011; MLE vs HLE; p < 0,003). Los machos Wistar, ademas,
difieren significativamente con las hembras Long Evans (MW vs HLE; p < 0,001). Para
el resto de subdivisiones del NEST no hay diferencias entre sexos en el volumen. Con
estas diferencias se replica la existencia de dimorfismo sexual para el volumen del
NESTpm en las razas Wistar, que ya se conocia con anterioridad (Guillamén y cols.,
1988b) y se pone de manifiesto la existencia del mismo dimorfismo sexual en el

volumen del NESTpm en la raza Long Evans (figura 6.1.).
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Figura 6.1. Representacion grafica del volumen del NESTpm en los grupos
(MLE: macho Long Evans; HLE: hembra Long Evans; MW: macho Wistar; HW:
hembra Wistar). Hay dimorfismo sexual en las dos razas, superando en ambos
casos los machos a las hembras y ademas, las HLE difieren de los MW.

* p < 0,001 respecto al grupo MLE.

*. p < 0,001 respecto al grupo MW.

#: p < 0,01 respecto al grupo MW.
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Analizando el nimero de neuronas de las diferentes subdivisiones, podemos
comprobar que en el NESTma, existe dimorfismo sexual en la raza Wistar, teniendo las
hembras mayor numero de neuronas que el macho (HWI vs MWI; p < 0,010) y a su vez,
las hembras WI, al presentar el mayor numero de neuronas de todos los grupos, también
difieren significativamente de los machos y hembras LE (HWI vs MLE; p < 0,0001;
HWI vs HLE; p < 0,0001) (figura 6.2.). En este caso no se ha producido el dimorfismo
sexual en la raza LE (MLE vs HLE; p = 1; n. s.), pero si en la Wistar, en la direccion de
hembra mayor que macho en cuanto al nimero de neuronas. En esta raza se conocia el
dimorfismo sexual del NESTma mayor en hembras referidos al volumen y al nimero de
neuronas del NESTma (Del Abril y cols., 1987).
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Figura 6.2. Representacion grafica del numero de neuronas del NESTma en
los grupos (MLE: macho Long Evans; HLE: hembra Long Evans; MW: macho
Wistar; HW: hembra Wistar). Hay dimorfismo sexual en la raza Wistar, siendo
las hembras superiores, pero no en la Long Evans. Los dos grupos Long
Evans machos y hembras difieren de las HW.

*. p < 0,001 respecto al grupo HW.

#. p < 0,01 respecto al grupo HW.
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En el caso del nimero de neuronas de la subdivision NESTIla, sucede
exactamente lo mismo que para el NESTma. Las HWI difieren significativamente de su
homélogo macho (HWI vs MWI; p < 0,014), al presentar éstas el mayor numero de
neuronas y, a su vez, las hembras WI difieren del resto de los grupos de raza Long Evans
(HWI vs HLE; p < 0,0001; HWI vs MLE; p < 0,003) (figura 6.3.). De nuevo en la raza
Long Evans no hay dimorfismo sexual, pero si en la Wistar, replicando los datos que ya

se conocian en esta raza, en esta subdivision y en esta direccion (hembra > macho)

(Guillamoén y cols., 1988b).
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Figura 6.3. Representacion grafica del nimero de neuronas del NESTla en los
diferentes grupos (MLE: macho Long Evans; HLE: hembra Long Evans; MW:
macho Wistar; HW: hembra Wistar). Como en la grafica anterior, en los Wistar se
conserva el dimorfismo sexual, siendo las hembras superiores y los dos grupos
de Long Evans machos y hembras difieren de las HW.

*. p < 0,001 respecto al grupo HW.

#: p < 0,01 respecto al grupo HW.
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Por tltimo, el nimero de neuronas que presenta el NESTpm es sexodimorfo en
ambas razas, siendo los machos superiores (MLE vs HLE; p < 0,010; MWI vs HW; p <
0,0001). Ademas, el grupo MWI, al poseen el valor numérico mas elevado, también
difiere significativamente de los otros dos grupos de animales Long Evans (MWI vs
MLE; p < 0,011; MWI vs HLE; p < 0,0001) (figura 6.4.). En este caso se replico el
dimorfismo sexual ya conocido en la raza WI (Guillamén y cols., 1988b) y se comprobd
que en la raza Long Evans también existe el mismo dimorfismo sexual en la misma

direccion en el nimero de neuronas del NESTpm.
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Figura 6.4. Representacion grafica del numero de neuronas del NESTpm en los
grupos (MLE: macho Long Evans; HLE: hembra Long Evans; MW: macho Wistar,
HW: hembra Wistar). Ambas razas conservan el dimorfismo sexual, siendo en
ambos casos los valores del macho superior a las hembras y ademas, los machos
y hembras Long Evans difieren significativamente de los MW.

#: p < 0,01 respecto al grupo MW.

#: p < 0,01 respecto al grupo MLE.

* p < 0,001 respecto al grupo MW.
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6.3. DISCUSION.

Los resultados comentados ponen en evidencia la existencia de dimorfismo
sexual en ratas de raza Wistar en las subdivisiones NESTma, NESTla, ambos en la
direccion de hembra mayor que macho y en la subdivision NESTpm, en la direccion de
macho mayor que hembra. Estas diferencias son las que se habian encontrado
previamente en los estudios anteriores (Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis
Doctoral, 1988; Guillamoén y cols., 1988b), con la salvedad de que en nuestro caso, no
encontramos diferencias sexuales en cuanto al volumen del NESTma. Esto pudo deberse
a que, en primer lugar, la metodologia usada en la estimacion del volumen del NEST
fueron distintas, empleandose en este caso técnicas estereoldgicas. Sin embargo, a pesar
de haber usado técnicas de medicion distintas, los resultados son practicamente
idénticos, replicando, en este caso, casi en su totalidad lo que ya se obtuvo en los
experimentos previos de morfologia del NEST. Por otro lado, en la consideracién del
volumen estan influyendo otras variables, aparte del nimero de neuronas que haya en
esa estructura, como por ejemplo, la distribucion de las células en el nucleo en cuestion
que pueden estar mas o menos compactadas. Por ello, en la estimacion del volumen del
NESTma, pudo haber estado influyendo alguna variable ajena al niimero de neuronas

que, medido a través de las técnicas estereologicas, diesen como resultado una anulacién

de la diferencia entre sexos.

Por su parte en las ratas Long Evans se dio dimorfismo sexual s6lo en una de las
subdivisiones analizadas, la NESTpm. En esta, tanto el nimero de neuronas como el
volumen de la estructura son mayores en los machos (figuras 6.1. y 6.4). Sin embargo,
las subdivisiones NESTma y NESTIla, que en la raza Wistar son sexualmente dimorfas
(Del Abril y cols., 1987; Guillamén y cols., 1988b) en ratas de raza Long Evans son
sexualmente isomorfas (figuras 6.2. y 6.3.). Por lo tanto, comprobamos que el proceso
de diferenciacion sexual no es idéntico para todas las razas y que la conservacion de la
diferencia entre géneros en cuanto a la morfologia de las estructuras cerebrales podria
estar dependiendo de la region en cuestion. Prueba de esto es que todos los animales,
independientemente de su raza, analizados morfologicamente en esta Tesis Doctoral, han

presentado dimorfismo sexual en cuanto al volumen y al nimero de neuronas del
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NESTpm. Los machos de la misma raza (MMR) del experimento 1, que como se
comento con anterioridad, son el resultado de cruces de diferentes razas, han mostrado
igualmente un superior volumen y nimero de neuronas en el NESTpm respecto a las
hembras de la misma raza (HMR) (figura 4.15. y 4.16.). Esto estaria indicando lo que ya
se sugiri0 en el experimento 1, que la relevancia funcional del NESTpm y de su
dimorfismo es tan importante, que se conserva entre distintas especies. Puesto que esta
region ha sido relacionada con la conducta copulatoria del macho (Claro, Tesis Doctoral,
1992; Claro y cols., 1995), seria razonable pensar que el establecimiento del patron
sexodimorfo de esta region fuese menos flexible y estuviese en menor medida influido
por variables cambiantes (raza o mezcla de éstas), ya que de ésta dependeria la
consecucion optima de la conducta sexual masculina, de la que dependeria, asimismo, el
éxito evolutivo de la especie. Por lo tanto, la relevancia en el establecimiento del
dimorfismo sexual dependeria de la repercusion que determinadas regiones cerebrales
pudieran tener para la supervivencia de la especie, dependiendo del ambiente hormonal
y/o de la carga genética del individuo. Esta dependencia podria estar supeditada a la
flexibilidad a la que pudiera atenerse cada una de las regiones para la diferenciacion
sexual en una direccidon u otra, segin la importancia que tenga esta diferenciacion
sexual. La subdivision NESTpm es muy importante para que la conducta sexual
masculina se lleve a cabo y por ello, su diferenciacion sexual podria depender mas
directamente de la carga genética del individuo, aunque el ambiente hormonal y los

esteroides gonadales también puedan estar incidiendo en la diferenciacion de esta region.

Por otro lado, y referente a la importancia que ha demostrado tener el dimorfismo
sexual de la subdivision NESTpm a través de las razas, podriamos establecer la
prediccion de que las regiones cerebrales que envian y reciben proyecciones al
NESTpm, como ¢l BOA y el APM (De Olmos y cols., 1985), la Me (Swanson y
Petrovich, 1998; Dong y cols., 2001), el AVPv y el area predptica (Hutton y cols., 1998)
podrian estar conservando igualmente el dimorfismo sexual a través de las razas, siendo
para estar regiones el componente genético muy relevante, como ha demostrado serlo
para el NESTpm. Para confirmar o refutar estar prediccion, es necesario mas

investigacion.

El hecho de no haber encontrado los mismos patrones de diferenciaciéon sexual

del NEST en los MMR y las HMR que los que habian sido encontrados en ratas de raza
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Wistar nos resultd sorprendente. Pero este hecho, nos hizo plantearnos la posibilidad de
que la mezcla de razas pudiera ser una variable relevante en cuanto al establecimiento de
los patrones sexodimorfos y los resultados obtenidos en el experimento 3, confirmaron
nuestra hipétesis. La pertenencia a una raza u otra, debido al polimorfismo genético que
esto conlleva, supone la posibilidad de que la diferenciacion del cerebro sea distinta.
Este hecho es de enorme relevancia, ya que apunta la posibilidad de que la seleccion
sexual que ocurre en la naturaleza de manera habitual, podria estar determinando que la
eleccion de una rata hembra por un macho de su propia raza o de otra raza para que la
fecunde, pueda estar determinando la morfologia cerebral de las crias que de esta copula
resulten. Esta morfologia cerebral, posteriormente podria traducirse en conductas
diferentes. De hecho, tal y como se expuso con anterioridad, existen diferencias
conductuales y de otras clases en cuanto a las razas Long Evans y Wistar, que podrian

estar debidos a los diferentes patrones morfologicos cerebrales de las regiones

responsables de estas conductas.

Los diferentes patrones de diferenciacion sexual del NESTma y NESTIa en ratas
Wistar y Long Evans podrian interpretarse, de varias maneras. En primer lugar, podria
ser que el proceso de desarrollo y diferenciacién cerebral para estas regiones fuese
diferente entre las razas, por motivo de la informaciéon puntual genética distinta que
pudiera existir. Sustentando esta explicacion estarian todos los datos referentes a los
efectos diferenciales que diversos farmacos y sustancias han ejercido en ratas Wl y LE.
Esta capacidad diferente de respuesta podria estar reflejando una actuacién distinta de
las sustancias endogenas de cada organismo, que dirigen el proceso de formacién y
diferenciacion del SVN entre razas. Sin embargo, lo determinante en el proceso de
diferenciacion sexual del sistema nervioso, tal y como comentamos en el Capitulo 1, son
los esteroides gonadales en periodos criticos del desarrollo del organismo. A este
respecto, el tnico trabajo, que conozcamos, que analiza las diferencias en la
manipulacion de hormonas androgénicas prenatal y postnatalmente en ratas LE y WI con
vinclozolina concluye que, en ambas razas, el efecto y las consecuencias de la
administracion de este antiandrégenos son similares (Hellwig y cols., 2000). Podriamos
suponer, entonces, que los esteroides gonadales durante el proceso de diferenciacion

actuan de manera equivalente entre las razas, pero respecto a este supuesto, es necesaria

mas investigacion.
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Otra manera de interpretar estas diferencias entre razas en cuanto a la morfologia
del NESTma y NESTIa, vendria dada por las habilidades sensoriales distintas en cada
especie. Existen evidencias en la literatura de que las ratas de raza Wistar perciben peor
visualmente a como lo hacen las ratas de raza Long Evans (Dyer y Swartzwelder, 1978;
Hort y cols., 2000; Wasowicz y cols., 2002), aunque pueden distinguir los sabores y su
valencia positiva y negativa de manera mas precisa (Sorensen y cols., 2001). Las ratas
Wistar, ademas, no reaccionan de manera tan eficaz ante situaciones potencialmente
peligrosas a como lo hacen las ratas Long Evans (Abel, 1992; Abel, 1993). Estos datos
estarian indicando que la capacidad sensorial de las razas es diferente, de manera que
una de ellas pudiera tener mas desarrollado un sistema perceptual que la otra. En las
ratas Wistar, dado que ven peor y que esto les hace llevar a cabo defectuosamente
algunos test conductuales, como la piscina de Morris (Andrews y cols., 1995; Gleason y
cols., 1999; Hort y cols., 2000), podria suponerse que tuviesen mas desarrollada la
habilidad perceptual del olfato. El hecho de que en las subdivisiones NESTma y NESTIa
los animales machos y hembras de razas Long Evans y de la raza mezcla de King-
Holtzman con Long Evans y Wistar (experimento 1, figuras 4.12 y 4.14.), no difieran
significativamente entre ellos, esta revelando que el dimorfismo sexual no se mantiene
en estos casos posiblemente debido a que su conservacion no resulta tan relevante a
como lo seria el dimorfismo del NESTpm. Ademas, el hecho de que tras mezclar las
razas King-Holtzman con Long Evans y Wistar, en los animales de la misma raza
machos y hembras del experimento 1, el patron sexodimorfo que prevalezca sea el de las
ratas de raza Long Evans, que no es sexodimorfo, y no el de las Wistar, que si es
sexodimorfo, vuelve a indicar la fragilidad en la conservacion del dimorfismo en estas

regiones a través de las razas y de la mezcla de éstas.

Estas diferencias morfologicas cerebrales entre razas podrian tener reflejo
conductual. En el experimento 2 de conducta maternal, sugerimos que el superior
numero de neuronas en el NESTIa de las hembras 7fm podria estar repercutiendo en que
llevasen a cabo con mayor efectividad la conducta maternal, comparadas con las
hembras de la misma raza (HMR) (experimento 2 de esta Tesis Doctoral). El hecho de
que machos y hembras de la raza Long Evans tengan significativamente menos neuronas
en el NESTla que los animales de raza Wistar (figura 6.3.) podria estar repercutiendo en
que estos animales se comportasen de manera distinta en la conducta maternal. De

hecho, existen evidencias en la literatura que ponen de manifiesto que los machos de
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raza Long Evans son manifiestamente agresivos hacia las crias propias y ajenas y
practican con notable frecuencia el infanticidio con ellas (Miley y cols., 1982; Brown,
1986). A este respecto existe una investigacion en la que se pone de manifiesto la
relevancia del canibalismo filial en peces, ya que se demuestra que los peces machos
canibalizan sélo las crias que no son suyas, pudiendo detectar de alguna manera, el
parentesco genético de éstas (DeWoody y cols., 2001). Por lo tanto, podria ser que el
componente genético diferente de las ratas Long Evans o la diferente configuracion de
su morfologia cerebral que pudiera afectar a su sensibilidad olfativa, desencadenasen
con mayor probabilidad estas conductas agresivas de infanticidio hacia las crias. A este

respecto seria muy interesante una mayor investigacion.

Esta diferente morfologia cerebral entre razas, podria, por lo tanto, estar
expresando diferentes habilidades olfativas entre razas, puesto que la region analizada en
este experimento y que ha resultado ser diferente entre razas es el NEST, que pertenece
parte al SVN (la region NESTpm) y parte al SOP (la region NESTla) (De Olmos y cols.,
1985; Del Abril y cols., 1987; Del Abril, Tesis Doctoral, 1988; Segovia y cols., 1993).
Podria ser, por lo tanto, y dado que los animales Wistar difieren significativamente de
los Long Evans en el nimero de neuronas del NESTma (figura 6.2.) y del NESTla
(figura 6.3.), que los animales Wistar percibiesen mejor olfativamente que los Long
Evans. Pero una aparente contradiccion a este supuesto la aportaria el trabajo de Sachs
de 1996, en el que se pone de manifiesto que los machos Wistar no presentan respuestas
reflejas de ereccion cuando se les expone a una hembra inaccesible en estro, pero a la
que pueden oler, y si lo hacen los machos Long Evans (Sachs, 1996). Sin embargo, para
que esta respuesta de ereccion refleja se produzca, parece ser determinante el sentido de
la vista, ya que esta respuesta se daba con mucha mas probabilidad en los animales que
eran separados de la hembra en estro con un cristal translicido que con un cristal opaco.
Por lo tanto, la ausencia en la expresion de esta respuesta en los machos Wistar podria
estar reflejando sélo su conocido déficit visual, ya que los machos Wistar y los Long
Evans mostraron la misma motivacion por el acercamiento a la hembra en estro,
cuantificado por las veces que se toparon con el cristal que los separaba de la hembra al
querer atravesarlo (Sachs, 1996). Esto estaria indicando que, como minimo, ambos
animales percibian olfativamente a la hembra de la misma manera. Por otro lado, otra
posible variable que pudo influir en la respuesta diferencial de los machos Long Evans y

Wistar ante la hembra en estro pudo ser la propia raza de la hembra. Estas fueron
241



Diferenciacion Sexual del NEST en Ratas con el Sindrome de Insensibilidad a los Andrégenos

hembras Long-Evans y Sprague-Dawley, no se empleandose hembras Wistar. Los
machos Wistar pudieron no haber detectado tan eficazmente el estado en estro de la
hembra Long-Evans o Sprague-Dawley, ya que se ha demostrado que existe
especificidad olfativa entre especies, puesto que en hembras Wistar las neuronas del
epitelio que responden ante orina de la propia especie se localizan en una region
concreta (posicion apical del epitelio) y las que respondian a orina de otras especies se
localizaban en otro lugar distinto (posicion basal del epitelio) (Inamura y cols., 1999),
pudiendo, por ello los machos Wistar, no haber detectado con la misma intensidad el
estado de las hembras en estro a como lo hicieron los machos Long Evans. Se requiere
mas investigacién al respecto para poder concluir el motivo de estas aparentes

diferencias conductuales entre razas.
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Capitulo 7

Discusion General

El transito que un mamifero sigue desde que es concebido, hasta que adquiere sus
pautas adultas de comportamiento, conlleva multiples interacciones genéticas, celulares
y hormonales, todas ellas tan abundantes y complejas que aun estamos muy lejos de
poder comprenderlas en su totalidad. Estas interacciones se dan secuenciadas en el
tiempo del desarrollo ontogenético del individuo, produciéndose, tal y como se detallo
en el Capitulo 1, primero la determinacion genética, luego la determinacion gonadal,
posteriormente la diferenciacion sexual del sistema nervioso y por ultimo la
diferenciacion conductual. Sin embargo, todas estas escalas en el desarrollo del
individuo no son escalas aisladas, en la medida en que las anteriores influyen en las
posteriores, estableciéndose una red de interacciones entre ellas que acompafiaran y
definiran al individuo en todo su proceso vital. A lo largo del Capitulo 1, hemos podido

recoger numerosos ejemplos de estas interacciones de niveles en el desarrollo normal.

Referidas a las interacciones genéticas, hemos podido comprobar en esta Tesis
cdmo la informacion genética que los individuos posean puede estar repercutiendo en los
niveles posteriores del desarrollo. Por un lado, en los experimentos 1 y 2 pudimos
comprobar cé6mo la posesion de una mutacion genética puntual en el receptor de

androgenos estd influyendo en el desarrollo gonadal, en el peso corporal, en la
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morfologia cerebral y en los patrones conductuales maternales que estos animales
expresan. Por otro lado, en el experimento 3, comprobamos como la pertenencia a una
raza u otra y las diferencias genéticas que esto conlleve, estan incidiendo en la

morfologia cerebral de los animales.

En la determinaciéon gonadal, pudimos comprobar cémo Ia posesiéon de la
mutacion en el gen del receptor de andrégenos en los animales Tfm estaba repercutiendo
claramente en el desarrollo de los genitales que los machos Tfm poseian, ya que los
testiculos que éstos presentaban eran rudimentarios y carecian del resto de componentes
del aparato urogenital, como la prostata, el epididimo y la vesicula seminal. Este hecho
pone de manifiesto lo relevante que es la actuacién correcta de los androgenos sobre sus
receptores para que el desarrollo gonadal masculino se lleve a cabo de manera normal

(figuras 4.8.y 4.9.).

Existen otros ejemplos en la literatura en los que se pone de manifiesto lo fragil
que puede llegar a ser el desarrollo gonadal normal. El déficit de la enzima 5 o reductasa
en humanos supone que, debido a una mutacién de caracter autosémica recesiva en el
gen responsable de la codificacion de la enzima Aromatasa tipo 2, las personas que lo
padecen no desarrollan completamente su aparato urogenital hasta que llegan a la
pubertad (Wilson y cols., 1993; Wilson, 1999). El motivo de este déficit es que no existe
suficiente DHT que lleve a cabo la masculinizacién de los genitales externos, aunque los
receptores de androgenos sean perfectamente funcionales (Lecqoc, 1986; Wilson y cols.,
1993; Poletti y cols., 1998a; Wilson, 1999; Levine y cols., 2001). Otro ejemplo seria el
resultado de la mutacion en el gen responsable de la codificacién de la enzima
Aromatasa. En este caso, las nifias que lo padecen sufren una masculinizacion de sus
genitales, parecida a la que se da en la hiperplasia adrenal congénita, ya que poseen en
plasma unos niveles anormalmente elevados de tesosterona, androstenediona y 17-
hidroxiprogesterona, ademas de unos niveles bajos de estradiol (Morishima y cols.,

1995; Bulun, 1996).

Por otro lado la mutacion en el receptor de andrégenos también estaria
repercutiendo en el peso corporal que los animales machos Tfin poseen, repecto a los
otros dos grupor de machos. En las hembras portadoras o mosaicos, la mutacién no

afecto para el establecimiento de sus pesos corporales, al presentar el mismo peso que el
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resto de las hembras (figura 4.7.). En este caso, la mutacion en el receptor de androgenos
en los machos estaria incidiendo sobre el eje de retroalimentacion hipotdlamo-hipéfisis
anterior-hormona de crecimiento (GH) (Vandershueren y cols., 1992; Miiller y cols.,

1999; Pazos y cols., 2000).

Es importante destacar que los valores morfométricos cerebrales de estos
animales han sido absolutamente independientes de los pesos corporales que
presentaron. Las hembras Tfm, que no difirieron significativamente del resto de las
hembras respecto a su peso corporal, han presentado un numero de neuronas superior a
las hembras control de la misma raza para el NEST en todas sus subdivisiones. Las
hembras hermanas, que pesaron también lo mismo que el resto de las hembras, han
diferido significativamente de las hembras control de la misma raza en el nimero de
neuronas del NESTma y del NESTpm. Por su parte, en los machos 7fm, que difirieron
significativamente en el peso corporal de los machos hermanos, en el NEST estos dos
grupos de machos no difirieron significativamente en ninguna de sus subdivisiones.
Quizas el caso mas llamativo a este respecto es el que se produce en el numero de
neuronas del NESTpm, en el que los machos Tfm presentan valores perfectamente
masculinizados, a pesar de tener un peso corporal y unas génadas ambos cercanos a los
femeninos. Estas discrepancias entre los diferentes niveles de desarrollo de los
individuos pone de manifiesto que el proceso de diferenciacion sexual del sistema
nervioso es harto complejo, en el que las equiparaciones simplistas, por ejemplo entre el

peso corporal y los parametros morfologicos cerebrales, no tienen cabida.

En el nivel de desarrollo y formacioén del sistema nervioso central, pudimos
comprobar que la presencia de la mutacidn en los animales estaba repercutiendo sobre
los parametros morfologicos de volumen y numero de neuronas del Nucleo de la Estria
Terminal a través de dos formas o niveles de actuacién: uno, a través de las madres
portadoras, que provocaba que los andrégenos con los que contasen los animales 7fm y
hermanos estuviesen incrementados por motivo de la alteracion endocrina que
presentaron sus madres portadoras de la mutacion y otro, a través de la propia posesion

de la mutacion en los individuos.
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El primero de los niveles de repercusion de la mutacién lo intuimos por la
enorme similitud que presentaban en los parametros morfolégicos los animales Tfmy los
hermanos, tanto machos como hembras y también por la similitud conductual que
exhibieron las hembras 7fm y hermanas en la conducta maternal natural. Esta similitud
tenia que deberse a alguna caracteristica que compartiesen estos animales Ifm y
hermanos y que excluyese al grupo control de la misma raza y esta caracteristica
supusimos que era el ambiente hormonal materno. Avalando esta suposicion, estaban los
trabajos de Morishima y Mahendroo (Morishima y cols., 1995; Mahendroo y cols.,
1997), en los que se ponia de manifiesto que durante la gestacion, podian producirse
intercambios de niveles hormonales alterados por causa de mutaciones. Por lo tanto,
pensamos que era factible suponer que en las hembras Tfin, ya que eran portadoras de la
mutacion en el receptor de androgenos, esta afectacion podia estar incidiendo en que los
niveles de androgenos en plasma fueran superiores a lo normal, bien por la dificultad de
actuacion de éstos, que supondria mayor cantidad de andrdgeno libre en plasma, bien
por un efecto de regulacién al alza en la liberacion de andrégenos. Esta tltima
posibilidad de regulacion en la liberacién de andrégenos por su imposibilidad de
actuacion podria estar respaldada con lo que se ha demostrado que sucede en los cuadros
clinicos de depresion mayor (Klimek y cols., 1997; Stahl, 1998; Bergado-Rosado y
Almaguer-Melian, 2000). Al ser superiores estos niveles de androgenos en plasma de las
madres 7fm, influiria sobre los niveles hormonales de las crias y les afectaria al
desarrollo de todas aquellas estructuras sensibles a los esteroides gonadales, como, por
ejemplo, las pertenecientes al sistema nervioso central que han demostrado variabilidad

en su desarrollo ante manipulaciones hormonales.

Esta repercusion de la mutacion a nivel de madre portadora se puso de manifiesto
en el niimero de neuronas del NESTma (figura 4.12), tanto en machos como en hembras,
en el nimero de neuronas del NESTIa (figura 4.14), también en machos y en hembras y,
por ultimo, en el numero de neuronas de las hembras en el NESTpm (figura 4.16).
Respecto a la conducta maternal, esta similitud entre hembras hermanas y Tfin se puso
de manifiesto en todos los parametros conductuales en los que se detectaron diferencias
significativas entre algun grupo: en la calidad de la construccion del nido (figura 5.2.),
en el tiempo empleado para llevar a cabo el acarreo completo el primer y tercer dia de
registro (figuras 5.3. y 5.4.), en el porcentaje de animales por grupo que realizaron el

acarreo completo cada dia de registro (figura 5.5.), en el tiempo (figura 5.6.) y
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frecuencia (figura 5.7.) con la que practicaron el acicalamiento hacia las crias, en el
tiempo de contactos hacia las crias (figura 5.8.) y en la frecuencia de adquisicion de la
postura de amamantamiento (figura 5.9.). Esta similitud entre hermanas y Tfm podria
deberse al incremento en los niveles de estradiol en estos grupos, por motivo del

incremento en la testosterona circulante, potencialmente aromatizada, debido al

ambiente hormonal de la madre mutada.

Estos datos estan indicando una clara afectacion del ambiente hormonal alterado
de la madre con el receptor de andrégenos mutado sobre sus crias, a nivel morfologico
cerebral y a nivel conductual. Esta posibilidad resulta absolutamente novedosa, en la
medida en la que no habia sido detectada en investigaciones previas ya que nadie antes
habia comparado los grupos experimentales 7fm, hermanos y control de la misma raza.
En nuestro caso, la utilizacion de estos grupos nos ha permitido detectar este nuevo nivel
de afectacion de la mutacion, que sin duda, supone nuevas preguntas que plantear
respecto a otros posibles ambitos de influencia de la mutacion sobre el organismo y la

vez, aporta nuevas claves al entendimiento del proceso de desarrollo y diferenciacion

sexual y conductual.

Por otro lado, y refiriéndonos ahora a la repercusion de la mutacion a nivel
individual, detectamos, tras comparar lo que sucedia en los otros grupos sin mutacion,
que la mutacion estaba incidiendo directamente en los casos de los machos Tfm para el
numero de neuronas del NESTma (figura 4.12) y en las hembras Tfm para el nimero de
neuronas del NESTIa (figura 4.14). En la conducta maternal natural, la afectacion a nivel
individual de la mutacién en las hembras Tfm se puso de manifiesto en los casos en los
que solo éstas diferian significativamente de las hembras control de la misma raza. Estos
casos fueron en los parametros conductuales del tiempo empleado en el acarreo
completo de las crias en el tercer dia de registro (figura 5.4.), el tiempo y la frecuencia
de acicalamiento (figura 5.6. y 5.7.) y la frecuencia en la adquisicion de la postura de
amamantamiento (figura 5.9.). En estos casos la insensibilidad total o parcial en los
receptores de androgenos estaria repercutiendo en estas variables, por lo tanto,
podriamos sugerir que los andrégenos y su actuacion sobre sus receptores resulta ser

muy importante para estas variables morfologicas cerebrales y conductuales.
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Pero esta importancia no va siempre en la misma direccion, ya que en la
subdivision del NESTma, la insensibilidad total de los receptores de androgenos en los
machos Tfm provoca una disminucion del numero de neuronas en ellos, mientras que la
insensibilidad parcial en las hembras conlleva a un aumento del niimero de neuronas del
NESTIa, asi como a una mejora en la ejecuciéon de los parametros conductuales
maternales comentados previamente. Esta discrepancia podria deberse, en primer lugar,
al diferente grado de insensibilidad a los andrégenos en machos y hembras y en segundo
lugar, aunque no excluyendo al primero, a un efecto diferencial del androgeno sobre los
sexos, debido a una programacion genética diferente en cuanto a la capacidad de
respuesta al androgenos o a la cascada de acontecimientos que éste derive. Podria ser
que la programacion genética preparada en cada caso para responder a los esteroides,
posterior a la union del ligando a su receptor, difiriese entre los sexos en algun ligero
matiz, que fuese suficiente para generar cambios distintos en estructuras cerebrales
comunes entre machos y hembras. Ya que la configuracion genética del individuo ha
demostrado tener tanta repercusion en los diferentes niveles de desarrollo del individuo,
no es desatinado suponer que los genes estén también determinando en alguna medida,
la capacidad de respuesta de las células a los esteroides. De alguna manera este podria
ser un reflejo de la postura integrativa a la que hicimos referencia a tenor de la
disyuntiva entre determinantes genéticos y hormonales en la diferenciacion sexual
cerebral, y es que, como planteo el Profesor Alfred E. Mirsky, la expresion genética
podria estar regulando diferencialmente el cerebro, influyendo en su desarrollo y muy
probablemente siendo alterada por el ambiente hormonal durante el transcurso de la vida

(McEwen y Finch, 1992).

Otro asunto llamativo es el referido a la masculinizacion del nicleo cerebral del
NESTpm en los machos Tfm. Estos tienen, en esta subdivision del NESTpm,
practicamente el mismo niimero de neuronas que los que tenian los machos hermanos y
los de la misma raza. Resulta sorprendente comprobar que en estos animales, que poseen
unos genitales externos desarrollados de manera incompleta y parcialmente feminizados
y un peso corporal cercano al que presentan las hembras, el nucleo cerebral del
NESTpm, que se ha demostrado que es muy relevante para la consecucion 6ptima de la
conducta sexual masculina (Claro, Tesis Doctoral, 1992; Claro y cols., 1995), tenga el
mismo desarrollo en cuanto a nimero de neuronas que el que se da en los otros machos,

con fenotipos masculinos. Esta aparente discrepancia entre los centros neuronales
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responsables de la conducta sexual en los machos (NESTpm) y el desarrollo gonadal
masculino podria estar indicando que la conservacion del superior numero de neuronas
del NESTpm en los machos tuviese otra implicacion funcional, ademas de la ejecucion
de la conducta sexual. El NEST en la raza Wistar ha resultado estar implicado en tareas
de aprendizaje motor (Schulz y Canbeyli, 2000) y en conductas agresivas (Albert y cols.,
1989b). Podria, por lo tanto, conservarse el superior nimero de neuronas a pesar de no
poder llevar a cabo con normalidad la conducta sexual masculina, precisamente porque
el NESTpm también esté mediando otras funciones que incidan en la conducta, como
por ejemplo, y avalado por la conexién bidireccional que mantiene con la amigdala
(Swanson y Petrovich, 1998; Dong y cols., 2001), la asignacion de valencia positiva o
negativa a las experiencias para conservarlas en la memoria posteriormente. Apoyando
este supuesto, estan los datos referidos a las lesiones especificas del NESTpm en ratas
macho Wistar, con los que se puso de manifiesto que esta lesion afectaba a la conducta
sexual masculina solo y exclusivamente cuando no se habia producido experiencia
sexual previa alguna, pero no cuando si se habia producido (Claro, Tesis Doctoral, 1992;
Claro y cols., 1995). Este supuesto, ademas, no contradice la relevancia que esta region
ha demostrado tener a través de todas las especies analizadas en esta investigacion, en

las que se conserva el dimorfismo sexual del NESTpm.

Por su parte, en las hembras 7fm y hermanas, el NESTpm estaba masculinizado y
diferian significativamente de las hembras control de la misma raza. Puede que esta
masculinizacion en las hembras afectadas por el ambiente hormonal de la madre
portadora de la mutacion tuviera reflejo en la conducta sexual de estas hembras y
llevasen a cabo con mayor probabilidad la conducta copulatoria masculina de monta que
otras hembras o por otro lado, el nimero superior de neuronas en el NESTpm de estas
hembras inhibiese la conducta sexual femenina de lordosis, segin la teoria funcional de
los diferentes patrones de diferenciacion sexual (Segovia y Guillamén, 1993). Para

comprobarlo, es necesario mas investigacion al respecto.

Podria ser, por lo tanto, que las personas con el sindrome de insensibilidad a los
andrégenos por mutacién en el lugar equivalente al que se de en estas ratas (Arg’>> —
Gln; R752Q) (Brown, 1995; Langley y cols., 1998) tuviesen igualmente esta region
cerebral, u otras, masculinizadas, comparadas con mujeres sin mutacion. Esta

posibilidad podria estar repercutiendo en algin aspecto conductual de estas personas. En
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una revision de 1968 se describe a las pacientes que padecen este sindrome como
personas con inteligencia normal, activas, ambiciosas y con la libido aumentada
(Valentine, 1968). Sin embargo, no existe ningiin analisis, que conozcamos, conductual
minucioso que pudiera poner de manifiesto la existencia de diferentes habilidades en las
mujeres con el sindrome de insensibilidad, comparadas con hombres y mujeres sin
mutacion, debidas a la masculinizacion que hubiera podido provocarse en algunos

nucleos de sus cerebros.

También resulta llamativo, a pesar de la supuesta masculinizacién normal que se
produciria en las regiones cerebrales de estas pacientes, que estas mujeres tengan una
identidad de género absolutamente definida, sintiéndose mujeres en sus fenotipos,
anatomias, hormonas, derechos legales y entornos sociales (Ahlquist, 1994). Sin duda, la
mutacion en el gen del receptor de andrégenos supone un interesante marco de estudio,
proporcionado por un azar de la naturaleza, para entender la vinculacién entre el sexo

genético, el sexo gonadal y el sexo conductual.

En relacion con los supuestos mecanismo que estarian incidiendo en el desarrollo
de las diferentes estructuras del NEST hemos sugerido diferentes mecanismos de
actuacion de los esteroides en machos y hembras. En el NESTma, para el
establecimiento definitivo del nimero de neuronas de los machos, estaria incidiendo la
testosterona y en las hembras, podria ser la testosterona o el estradiol aromatizado de
ésta 0 ambas. En el numero de neuronas del NESTIa en los machos, estaria afectando el
estradiol aromatizado de la testosterona y en las hembras una conjuncién entre el
estradiol aromatizado y la inhibicion en el desarrollo por parte de la DHT. Finalmente,
para el nimero de neuronas del NESTpm, en los machos estaria influyendo el estradiol
aromatizado y en las hembras, una combinacion de la testosterona y/o el estradiol
aromatizado. Con estos supuestos se amplia el conocimiento referido al desarrollo y
diferenciacion del NEST, en sus diferentes subdivisiones, y a la vez, se pone de
manifiesto la imposibilidad de achacar todo el fenomeno de diferenciacién cerebral a un
inico mecanismo. Ademas de las explicaciones hormonales aportadas, podemos afirmar
que la variable raza podria estar influyendo en la diferenciacién del NEST en estos
animales como pudimos comprobar en el experimento 3. La influencia exacta de la raza
en estos animales no puede ser determinada, pero en la medida en que los grupos de la

misma raza, machos y hembras, poseen la misma mezcla racial que los otros grupos,
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éstos proporcionan un marco de referencia respecto a lo que hubiera sucedido en el
NEST sin mutaciéon y posibilita la extraccion de los mecanismos de actuacién

hormonales que se han sugerido.

Pasando ahora a tratar la influencia de las razas sobre el dimorfismo sexual,
diremos que esta investigacion es la primera en la que se ha puesto de manifiesto el
hecho de que los patrones de diferenciacion sexual puedan ser diferentes entre las razas
de ratas Long Evans y Wistar. Este hecho supone afiadir una nueva variable a considerar
en cuanto al estudio de la diferenciacion sexual. Las ratas de raza Long Evans poseian
como unica subdivision sexodimorfa de las analizadas el NESTpm, tanto en volumen
como en numero de neuronas. Esta subdivision ha resultado ser mayor en los machos
que en las hembras en todas las razas analizadas en esta investigacion, dandose este
dimofismo ademas en otras razas y especies (Hines y cols., 1992; Hines y cols., 1985;

Allen y Gorski 1990; Zhou y cols., 1995; Kruijver y cols., 2000; Chung y cols., 2000).

En este caso la informacién genética podria estar desempefiando una funcion
importante a este respecto, dirigiendo la carga genética el dimorfismo de algunas de las
regiones cerebrales que necesariamente han de ser sexodimorfas, como podria ser para el
NESTpm. Tal es el caso de la region del séprum lateral y de la densidad de las fibras
inmunorreactivas a la vasopresina que éste contiene, puesto que el patron genético XY
con o sin testiculos resultd tener siempre la mayor cantidad de fibras inmunorreactivas
(De Vries y cols., 2002; Markham y cols., 2003). Probablemente la relevancia de esta
cantidad superior de vasopresina que haya en el septrum lateral del macho sea muy
importante y por ello, la posesion de gonadas masculinas o femeninas no incida o no
incida demasiado en el designio genético que la combinacion XY haya determinado para
la cantidad de esta vasopresina del septum lateral de los machos XY. Probablemente
haya otras estructuras cerebrales en las que la diferenciacion sexual sea mas
independiente del ambiente hormonal que en otras. Para determinarlas habra que llevar a

cabo una investigacion mas amplia al respecto.

Por otro lado, nos resultdé llamativo el hecho de que en las subdivisiones del
NEST en ratas Wistar que eran sexualmente dimorfas, el sexo que despuntaba diferia

tanto de su grupo homdlogo del sexo opuesto, como de los machos y hembras de la raza
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Long Evans. Estas diferencias significativas podrian deberse a las distintas habilidades
sensoriales que existen o podrian existir en los animales Wistar y Long Evans. Las ratas
Wistar, dado que ven peor que las Long Evans, podria ser que percibiesen olfativamente
mejor, y que esta percepcion se tradujese en el mayor nimero de neuronas que presentan
en el NEST, que es una region cerebral implicada en la olfaccion. Esta diferencia podria
estar repercutiendo en las conductas que estuviesen asociadas a estas regiones. Para
comprobar esta suposicion, asi como para corroborar la diferencia perceptual olfativa

entre razas Wistar y Long Evans, es necesario mds investigacion.

Por otro lado, con los experimentos 1 y 3, se pone de manifiesto el hecho de que
la pertenencia a una raza u otra, asi como la mezcla entre razas, estd determinando la
morfologia cerebral. Ya que los animales de la misma raza (MMR y HMR) del
experimento 1 no han replicado los patrones sexodimorfos encontrados en la raza
Wistar, podria suponerse que en otras regiones cerebrales pertenecientes al SVN en las
que se ha dado dimorfismo sexual en la raza Wistar no se dieran en animales Long
Evans o de otra raza combinada con Long Evans. Esto supone que las variaciones en la
configuracion genética de los individuos por combinaciones de razas estarian
repercutiendo en que la morfologia cerebral fuese de una manera u otra, pudiendo influir
de esta manera en la disposicion de circuitos cerebrales que se han demostrado que estan
implicados en conductas reproductoras, como el caso del SVN. Por esto, con toda
probabilidad, si los patrones de diferenciacion en los circuitos cerebrales implicados en
conductas reproductoras no son idénticos entre razas, se darian asimismo diferencias en
conductas relacionadas con la reproduccion. Ademas, dado que la reproduccion en la
naturaleza se produce atendiendo al rigor de la seleccién sexual, podria simularse, en
pequeiia medida, los efectos de esta seleccion sexual mediante la seleccion doméstica,
determinando en qué medida la mezcla de razas pudiera estar incidiendo en la
morfologia cerebral y con ello en la conducta. Igualmente, podrian encontrarse regiones
cerebrales que por su relevancia funcional, conserven el dimorfismo, como ha sucedido
en el NESTpm y de esta manera, podrian establecerse regiones cerebrales en las que no
hubiese tanta flexibilidad en la diferenciacion porque la carga genética fuese
determinante para el establecimiento del patron de diferenciacion definitivo. Para todos

estos propdsitos, es necesaria mas investigacion.
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Capitulo 8

Conclusiones

Los machos que poseen una mutacion en el receptor de androgenos (MIfm),
presentan un desarrollo gonadal incompleto, al tener unos testiculos
significativamente mas pequeiios que los que poseen los machos sin mutacion y

carecer de prostata, epididimo y vesicula seminal.

El peso corporal de estos machos Tfm a la edad de 90 dias alcanza un valor
intermedio entre los machos y hembras sih mutacion. Sin embargo, en las
hembras portadoras de la mutacion o mosaicos (Tfm), esta afectacion parcial en
sus receptores de androgenos no repercute en su crecimiento corporal, al no
diferir significativamente en su peso corporal a los 90 dias de edad con otras

hembras que no portan la mutacién mencionada.

Los animales de raza King-Holtzman, cruzados con Long Evans y con Wistar,
presentan dimorfismo sexual s6lo en la subdivision NESTpm, siendo superiores
los valores que los machos presentaban en los parametros morfologicos de
volumen y nimero de neuronas que las hembras. Con este resultado se demuestra

por primera vez, que en esta raza se da dimofismo sexual en la subdivision

NESTpm.
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4. Las subdivisiones NESTma y NESTIa han resultado ser sexualmente isomorfas

en los animales de raza King-Holtzman, cruzados con Long Evans y Wistar.

S. La mutacién en la madre Tfm gestante esta afectando los niveles hormonales de
sus crias, influyéndoles en el desarrollo de las estructuras cerebrales sensibles a
los esteroides gonadales. Esta incidencia se pondria de manifiesto por la similitud
que existe en los parametros morfolégicos registrados entre los grupos de
animales portadores de la mutacion y los animales no portadores de la mutacién
pero compaiieros de camada, concretamente para los machos en el numero de
neuronas del NESTma y del NESTIa y para las hembras en el nimero de

neuronas del NESTma, NESTla y NESTpm.

6. La mutacion en el receptor de androgenos individualmente estaria incidiendo en
la morfologia definitiva del NEST, en los machos 7fm para el nimero de
neuronas del NESTma y en las hembras portadoras de la mutacion o mosaicos
para el numero de neuronas del NESTla. En ambos casos, y comparativamente
con los otros grupos, la insensibilidad en el receptor de andrégenos provoca una
reduccion del nimero de neuronas (machos en el NESTma) o un incremento en

el nimero de éstas (hembras en el NESTIa).

7. Los mecanismos que se proponen para el desarrollo y diferenciacion de las
subdivisiones del NEST son distintos para regiones y para sexos. En la
subdivision NESTma de los machos, los androgenos serian los responsables de
su desarrollo, mientras que para las hembras, lo relevante podrian ser los
androgenos, el estradiol o ambos. En la subdivision del NESTIa de los machos, el
mecanismo que subyace para el establecimiento del nimero de neuronas
definitivos podria ser el estradiol aromatizado de la testosterona y sin embargo en
las hembras, ademas del estradiol, podria estar dandose un efecto inhibitorio del
desarrollo por parte de los androgenos. Y finalmente en la subdivision del
NESTpm, en los machos lo relevante seria el estradiol mientras que en las

hembras podrian ser o los androgenos o el estradiol o ambos.

8. Respecto a la conducta maternal, las hembras portadoras de la mutacion (H7fm)

no difirieron significativamente del grupo de hembras hermanas (HH) en ningiin
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10.

11.

12.

parametro conductual, dejando constancia de nuevo de la posible afectacion
comin de ambos grupos de hembras por haber compartido un ambiente

hormonal alterado, expresado esta vez a nivel conductual.

En la conducta maternal existieron diferencias significativas entre las hembras
Tfm (HTfm) y las hembras control de la misma raza (HMR) en cuanto a la
calidad del nido, el tiempo empleado para realizar el acarreo completo en el
tercer dia de registro, el porcentaje de animales que realizaron el acarreo
completo en el primer y tercer dia de registro, €l tiempo medio y la frecuencia de
acicalamiento a las crias, el tiempo de contacto a las crias y la frecuencia con la

que adopt6 la postura de amamantamiento.

Por su parte, las hembras hermanas de camada (HH) difirieron significativamente
de las hembras control de la misma raza (HMR) en el tiempo empleado para el
acarreo completo el primer dia de registro, en el porcentaje de animales que
realizaron el acarreo completo el primer y tercer dia de registro y en el tiempo de
contacto dedicados a las crias, dejando entrever que la posesion de la mutacion
en el receptor de androgenos a nivel individual podria ser importante para el
despliegue del cuidado maternal, ya que las hembras Tfm difieren
significativamente en mas pardmetros conductuales maternales de las hembras

control de la misma raza que las hembras hermanas sin mutacion.

El NESTma y NESTla de ratas Wistar son sexualmente dimorfos, teniendo las
hembras mayor niimero de neuronas en el NESTma y el NESTla que los machos
y el NESTpm de ratas Wistar también es sexodimorfo, superando esta vez los

machos a las hembras en el numero de neuronas y el volumen.

En la raza de ratas Long Evans la subdivision NESTpm es sexodimorfa, siendo
mayor en los machos, mientras que las subdivisiones NESTma y NESTIa son

sexualmente isomorfas. Estas regiones no habian sido analizadas previamente en

esta raza de ratas.
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