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Abreviaturas comudnmente utilizadas

5 a-R: 5 alfa-Reductasa

5 a-R1: 5 alfa-Reductasa tipo 1

5 a-R2: 5 alfa-Reductasa tipo2

T: Testosterona

DHT: Dihidrotestosterona

3 a-HSD: 3 alfa-hidroxiesteroide deshidrogenasa
DHP: Dihidroprogesterona

THP: Tetrahidroprogesterona

DHDOC: Dihidrodeoxicorticosterona
THDOC: Tetrahidrodeoxicorticosterona
SNC: Sistema Nervioso Central

GABA: 4cido gamma aminobutirico
GABAA-R: Receptor GABA tipo A
BZD: Benzodiazepina

PTX: Picrotoxina

AR: Receptor de andrégenos

ER: Receptor de estrégenoscrear un indice



Introduccion

El desarrollo y diferenciacion del cerebro ha atraido la atencion de los cientificos
durante mucho tiempo. Las hormonas esteroideas producidas por el organismo
(andrégenos, estrogenos, progesterona, Yy corticoesteroides), afectan a diversas
funciones del cerebro durante su desarrollo y en la vida adulta. Los efectos neuronales
que ejercen los esteroides dependen de la estructura nerviosa, del estado de desarrollo
del cerebro, de la especie animal considerada, y del tipo o subtipo celular (Negri-Cesi y
col., 1996). Los esteroides actian en la diferenciacion sexual del sistema nervioso
central (SNC) y representan una serie extremadamente compleja de eventos, que en
roedores comienza durante el periodo de gestacion y continda en la vida postnatal

temprana.

El principal esteroide que lleva a cabo este proceso de diferenciacion sexual del
SNC es la testosterona secretada por el testiculo. Aunque los esteroides no siempre
acttan en el cerebro en su forma nativa, sino que son metabolizados a otra forma que es
la verdaderamente “activa”. Una consecuencia de esta Ultima cuestion, es la importancia
de estudiar en el SNC, la expresion y regulacion de las enzimas implicadas en el
metabolismo esteroideo. Prueba de ello, es que en el SNC los caminos enzimaticos

estan filogenéticamente bien conservados (Callard, 1984).

Las principales enzimas que transforman los esteroides en el cerebro son la

aromatasa, 5 alfa-reductasa, 3 alfa-hidroxiestroide deshidrogenasa. (Fig. 1).



Introduccién

OH
AROMATASA
_—
HO
ESTRADIOL
OH
Sa REDUCTASA J;\/tg:b 30-HSD
—_— z
TESTOSTERONA _ #900W2 0 : = o :
H H
DHT 3o-DIOL
COCH,
COCH,
Scx REDUCTASA 30-HSD
_— -
tipol o tipo2 : HO H
H
H
PROGESTERONA
DHP THP
COCH,OH COCH,OH
COCH,0OH
50.-REDUCTASA 3a-HSD
—_—
tipplotpo2 O F HO H
O = =
H H
DEOXICORTICOSTERONA DHDOC THDOC

Fig. 1. Camino enzimatico de la 5alfa-reductasa y aromatsa. 3a-diol=5andostran-3 ¢,17b-diol

DHT=dihidrotestosterona. 3 a-HSD=3alfa-hidroxiesteroide deshidrogenesa. DHP=dihidroprogesterona.

THP=tetrahidroprogesterona. DHDOC=dihidrodeoxicorticosterona. THDOC=tetrahidrodeoxicorticosterona



Introduccion

1. 5 alfa-Reductasa

La enzima 5 alfa-reductasa (5a-R) (EC 1.3.99.5) es una enzima inusual. Desde
su descubrimiento estuvo asociada a procesos de masculinizacion, no obstante y gracias
a nuestros estudios, actualmente creemos que también estd asociada a procesos de

feminizacion en el SNC (Torres y Ortega, 2003a, 2006).

La virilizacion en los mamiferos esta mediada por dos hormonas esteroideas, la
testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT). Ambas hormonas se unen a un receptor
tipico de hormonas esteroideas, el receptor de andrdogenos, y activan genes dependientes
de androgenos. Los primeros estudios consideraban a la testosterona como la hormona
androgénica por excelencia, mientras que la DHT seria un metabolito inactivo de la T.
Sin embargo, en la actualidad DHT puede considerarse como una auténtica hormona,

con un papel importante en la fisiologia del mamifero (Torres y Ortega, 2003a, 2006).

Desde que se descubrid, en los afios 50, la actividad 5a-R en un homogenado de
higado de conejo, se ha descrito la presencia de esta enzima en diferentes drganos y
tejidos de las especies animales (Scheneider y Horstmann., 1951; Scheneider, 1952). La
5a-R transforma selectivamente un 4-ene-3-oxosteroide (por ejemplo, testosterona)
irreversiblemente a 5-alfa-3-oxosteroide (por ejemplo, 5-alfa-dihidrotestosterona), en
presencia de NADPH como cofactor a un pH 6ptimo (Bondy, 1981). No obstante, en
estos primeros estudios, no estaba claro si la Sa-reduccion de esteroides se llevaba a

cabo por un sélo enzima o por un complejo multienzimatico.
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La 5a-reduccion de sustratos esteroideos, hacen que sus grupos 3-0X0 sean
susceptibles a la reduccion por 3a. y 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y a la
sulfatacion y glucuronizacién. Estas tltimas modificaciones tienen la funcién de reducir
la afinidad de los esteroides por receptores especificos, haciéndolos mas hidrofilicos y
facilitando su excrecion (Bondy, 1981). Por esta razon, se pensd que la 5a-R
participaria en el catabolismo de los esteroides. Sin embargo, trabajos llevados a cabo
en los afios 60, pusieron de manifiesto que la 5a-R no cataliza la reaccion inversa
(deshidrogenazion de esteroides reducidos) (Wilson, 1975), dando a entender que la 5a-
reduccion debe ser una etapa reguladora importante. Ademas, se observo que la DHT se
une preferentemente a receptores nucleares de andrégenos (Mainwaring, 1969; Fang y
col., 1969). Todo ello, indica que la 5a-reduccion de la T es una etapa crucial en al

accion androgénica, y por ello centramos nuestra atencion en la enzima 5a.-Reductasa.

En los afios 60 se demostré que DHT es un andrdgeno esencial en la virilizacion
del mamifero. Estudios sobre el desarrollo, demostraron que la actividad de la 5a-R en
embriones de mamifero, era mayor en prostata y genitales externos antes de su
virilizacion (Siiteri y Wilson, 1974), sugiriendo que esta reaccion es crucial para la
formacion del fenotipo masculino normal durante la embriogénesis. Posteriormente, se
demostr6 que un desorden atipico en la diferenciacion sexual masculina,
originariamente denominada hipospadias pseudovaginal perineoescrotal (Nowakoski y
Lenz, 1961), estaba causada por mutaciones en la 5a-R (Imperato-McGinley y col.,

1974), por eso hoy se conoce como deficiencia en 5a.-R.
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Los primeros intentos de purificacion de la 5a-R fueron infructuosos debido a la
alta insolubilidad de la proteina. Entre 1971 y 1991, se llevaron a cabo mudltiples
intentos de purificacion de la 5a-R a partir de muestras humanas y de rata (Frederiksen
y Wilson, 1971; Moore y Wilson, 1972, 1974; Liang y col., 1983; Houston y col., 1985;
Ichiara y Tanaka, 1987; Enderle-Schmitt y col., 1989; Levy y col., 1990; Sargent y
Habib, 1991). En estos estudios se utilizaron con éxito varios detergentes para
solubilizar la enzima a partir de membranas celulares, sin embargo, la actividad
enzimatica se perdia rapidamente. Este “callejon sin salida” en la purificacion de la 5a.-
R, se resolvid en 1989, cuando se utilizo con éxito la técnica de expresion cloning en
oocitos de Xenopus laevis (Noma y col., 1986), para aislar el cDNA de higado de rata
que codificaba para 5a-R. Este cDNA se utiliz6 para aislar un homélogo humano del
cDNA de rata, mediante screening en una libreria de cDNA de préstata (Anderson y
Russell, 1990). Cuando se compararon las actividades enzimaticas de la 5a-R hepética
y prostética, se observaron algunas discrepancias (Jenkism y col., 1992). Primero, el
enzima codificado por el cDNA de higado de rata era inhibido de forma muy débil por
Finasteride, un potente inhibidor de la 5a-R en prostata. Segundo, la actividad 50.-R en
higado presenta un pH 6ptimo alcalino a diferencia del pH éptimo acido en prostata.
Tercero, cuando se aislé y analizd el gen que codifica para cDNA de higado en
individuos con deficiencia en 5a-R, no se observaron mutaciones en la region
codificante. Todo ello sugirio la existencia de un segundo gen de la 5a-R y por lo tanto,

la existencia de isoenzimas.
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Hasta ahora se han encontrado dos isoenzimas, 5a-Reductasa tipo 1 (5a-R1) y
5a-Reductasa tipo 2 (5a-R2), se han clonado y secuenciado sus correspondientes
cDNAs (Andersson y Russell, 1990; Normington y Russell, 1992). La 5a-R1 es la
enzima predominante de tejidos extraprostaticos como la piel y el higado (Thigpen y
col., 1993; Steers, 2001), aunque también se encuentra en la prdstata. Mientras que la

5a-R2 es la isoenzima predominante en la prostata (Russell y Wislson, 1994).

2. Genética

Las dos isoenzimas de la 5a-R, han sido clonadas en humano, rata, ratdn y mono
(Andersson y col., 1989; Andersson y col., 1991; Labrie y col., 1992; Normington y
Russell 1992; Russell y Wilson 1994; Levy y col., 1995; Mahendroo y col., 1996). En
humano, el gen que codifica la 5a-R1 es SRD5AL, esta localizado en el brazo corto
distal del cromosoma 5, en la banda pl5, esta compuesto por cinco exones y cuatro
intrones, y produce una proteina de 259 aminoacidos. El gen de la 5a-R2 es SRD5A2,
estd en el cromosoma 2, en la banda p23, y tiene una estructura similar a la codificada
por la 5a-R1, pero la proteina resultante estd compuesta por 254 aminoacidos. La
estructura intron-exon de los dos genes funcionales es idéntica, indicando una antigua
duplicacion del gen. Ademas, hay un pseudogén en el cromosoma X. La estructura
proteica determinada de sus respectivos cDNA, presenta un limitado grado de
homologia (sobre el 47%), y un peso molecular de aproximadamente 28,000-29,000

dalton. La similitud de la secuencia entre humano y rata es del 60% para la 5a-R1 y del
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77% para la 50-R2. En términos de secuencia primaria, ambas isoformas estan
compuestas de un elevado nimero de amino&cidos hidréfobos, distribuidos a lo largo de

la molécula, presentando una localizacion intrinseca en la membrana.

3. Propiedades bioquimicas

Ambas isoenzimas presentan una baja especificidad por el sustrato, y por €so son
capaces de llevar a cabo una 5a-reduccion de todos los A4-3 keto esteroides, pero con
diferentes cinéticas y especificidad. Tanto en rata como en humano, ambas isoenzimas
tienen como sustrato preferente a la progesterona, seguido por la testosterona y con una
considerable distancia, la corticosterona (Negri-Cesi y col., 1996). Particularmente en
rata, la afinidad de la isoforma tipol para todos los sustratos estd en un rango de
micromolar (Kmg=1-5 uM), menor por tanto, que la de la isoforma tipo 2 que esta en
un rango de nanomolar (Kmap=4-50 nM) (Russell y Wilson, 1994). La diferencia en la
afinidad es menos marcada en el caso de las enzimas humanas, aunque también esta

presente.

Las dos isoformas tiene un pH optimo diferente, la 5a-R1 es activa en un rango
de pH optimo amplio entre 5 y 8, mientras que la 5a-R2 presenta un estrecho intervalo
de pH éptimo alrededor de 5, con muy poca actividad a pH 7.5. Dado el diferente perfil
bioquimico de las dos isoenzimas, debe esperarse que tengan diferente papel fisiologico

aungue catalizen la misma reaccién. Todo ello conlleva a que las dos isoenzimas
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muestran una sensibilidad diferente a inhibidores sintéticos (Russell y Wilson, 1994;

Taylor y col., 1995; Schwartz y col., 1997).

4. Localizacion tisular extracerebral

Se disponen de pocos datos de la distribucion tisular de las isoenzimas 5a-R. En
humano, el gen de la tipo 1 se expresa a muy bajos niveles en tejidos andrégenicos
(tales como la prostata), y a muy elevados niveles en la piel e higado (Steers, 2001;
Thiele y col., 2005). En rata, esta isoforma esta ampliamente distribuida por todos los
genitales y tejido no genital, con elevados niveles en el higado. En rata y en humano, la
isoforma tipo 2 estd muy concentrada en estructuras andrégeno-dependiente, tales como
la prostata, el epididimo (especialmente en las células basales), y las vesiculas
seminales; solamente pequefias cantidades, han sido encontradas en otros tejidos

(Russell y Wilson, 1994).

5. Localizacion subcelular

Estudios de inmunofluoresencia indirecta indican que en humano, ambos
isoenzimas 5o.-R se localizan en el reticulo endoplasmatico (Thigpen y col., 1993). La
secuencia proteica presenta un elevado numero de aminoacidos con residuos
hidrofobicos, que permite su localizacion intrinseca de membrana. La 5a-R, parece

estar fuertemente asociada con las membranas celulares (citoplamatica o nuclear).

10
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La localizacion subcelular de las dos isoenzimas varia en los diferentes tipos de
células y tejidos (Celotti y col., 1997). Asi, la actividad enzimatica esta en la fraccion
nuclear en células de prostata, tanto en rata como en humano (Frederiksen y col., 1971;
Moore y col., 1972). Mientras que en celulas de higado, la actividad de la 5a.-R esta en
la fraccion del reticulo endoplasmaético, ya que este organulo se extiende de forma
continua desde la membrana nuclear hacia el exterior. Esta diferencia podria ademas
tener un papel regulador, las células de la préstata son androgeno-dependientes mientras
que las del higado no lo son. Una localizacion perinuclear del enzima, podria facilitar

posteriores uniones del producto con los receptores andrégenos nucleares.

6. Efectos de la 5 a-Reductasa tipo 2

La testosterona es el andrégeno mayoritario secretado por los testiculos y el mas
abundante en la circulacién. En el interior de la célula la T puede ser transformada a
DHT por la 5a-R, o aromatizada a estradiol por la aromatasa. La T y DHT pueden
unirse al mismo receptor proteico, el receptor de andrdgenos y son transportadas al
nacleo celular (McPhaul y col., 1993). Aunque DHT y T se unan al mismo receptor
pueden desempefiar funciones diferentes. EI complejo T-receptor ejerce un importante
papel en la estimulacion de los conductos de Wolf durante la diferenciacion sexual, y es
el responsable de la formacion de las estructuras reproductoras internas masculinas
como son el epididimo, la vesicula seminal, y los vasos deferentes, y en la
espermiogénesis (Griffin y Wilson, 1989). En el tracto urogenital del embrion, la

testosterona es transformada a DHT. El complejo DHT-receptor es el responsable del

11
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desarrollo de los genitales externos masculinos (pene y escroto), prostata, uretra y

durante la pubertad del desarrollo de los caracteres sexuales secundarios masculinos.

Hay tres clases de genes que responden a androgenos: aquellos que ejercen su
accion a traves del receptor de androgenos acoplado a T, aquellos que lo hacen a traves
del receptor de androgenos acoplado a DHT, y aquellos que responden
independientemente del androgeno acoplado al receptor (Russell y Wilson, 1994). Los
mecanismos por los cuales las dos hormonas se unen al mismo receptor, pero llevan a
cabo funciones diferentes es todavia desconocido. Se sabe que la DHT posee una
afinidad por el receptor de cuatro veces mayor que la testosterona (Kovacs y col., 1984;
Trapman y col., 1988; Lubahn y col., 1988; Grino y col., 1990; Steers, 2001). El ratio
de disociacion de la hormona sobre el dominio de union del receptor, es de cuatro veces
menor en DHT que en T (Negri-Cesi y col., 1996). La union de DHT al receptor, induce
un cambio conformacional en la estructura del receptor mas rapido, que la union de T al
receptor; pasando de su estado inactivo a activo y permitiendo su union a la cromatina
(Martini, 1982). ElI complejo DHT-receptor activa a los genes mas eficientemente
(Goldstein y Sengelaub, 1994). Como consecuencia, el complejo DHT-receptor debe

regular genes que no respondan a la testosterona (Takani y Kawashima, 1993).

Para el desarrollo sexual masculino se requiere un proceso secuencial de tres
pasos. El primer paso, es el establecimiento del sexo genético por la presencia del
cromosoma sexual 46XY, un proceso completado en el momento de la fertilizacion del
ovulo. El segundo paso, es la diferenciacion de las gonadas indiferenciadas a testiculos,

para el que se requiere la presencia del gen SRY presente en el cromosoma Y, ademas
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de mudltiples genes localizados en cromosomas autosomales. El tercer paso, es el
desarrollo del fenotipo sexual masculino, en el que testosterona y dihidrotestosterona

juegan un papel crucial en este proceso.

La importancia de ambos andrégenos en la diferenciacion sexual masculina 'y en
la determinacion de la identidad del género masculino, ha sido determinada por el

estudio de individuos con sindrome de deficiencia 5o-Reductasa tipo 2.

El sindrome clinico de deficiencia 5a-R2 fue descrito por primera vez,
bioquimica y clinicamente, en 24 individuos de la Republica Dominicana (Imperato-
McGinley y col., 1974) y en dos familias de Dalas (Walsh y col., 1974). Posteriormente,
también se diagnosticaron individuos en Nueva Guinea (Imperato-McGinley y col.,
1991) y en Turquia (Akgun y col., 1986; Can y col., 1998; Imperato-McGinley y col.,
1987), asi como en otros lugares del mundo (Zhu y Imperato-McGinley y col., 2002).
Se manifiesta en individuos genéticamente macho 46XY, que en el momento del
nacimiento presentan un fenotipo con ambigiiedad genital. Los individuos muestran un
falo del tamafio similar al clitoris, un escroto severamente bifido, una hipospadia
pseudovaginal perineoescrotal y una rudimentaria prostata (Imperato-McGinley y col.,
1974, 1979, Imperato-McGinley 1992, Imperato-McGinley y col., 1992; Imperato-
McGinley, 1996; Peterson y col., 1977). La diferenciacién de los conductos de Wolf es
normal con vesiculas seminales, vasos deferentes, epididimo, y conductos eyaculadotes.
Los testiculos ocasionalmente estan localizados en el abdomen, pero usualmente se

encuentran en el canal inguinal o en el escroto.
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Esta alteracion fenotipica en la diferenciacion sexual masculina, se debe a una
deficiencia en la produccién de dihidrotestosterona, causada por mutaciones en el gen

de la 50-R2.

La clonacién del cDNA de la 5a-R2 y una serie de experimentos de Sourthen
blotting, han permitido identificar las mutaciones responsables de la deficiencia de la
5a-R2. Se han identificado 33 mutaciones en el gen 5a-R2 (Wilson y col., 1993;
Nordenskjold y col., 1998; Vilchis y col., 2000; Zhu y col., 1998), en nifios de Nueva
Guinea, Replblica Dominicana, y en Turquia donde la incidencia de
pseudohermafroditismo es elevada. Los nifios de Nueva Guinea presentan una delecion
de 20kb en el gen de la 5a-R2 (Anderson y col., 1991). Los nifios Dominicanos tienen
una mutacion en el exén 5, por sustitucion de una timina por una citosina, que conlleva
a una menor capacidad de union al cofactor NADPH, un pH éptimo alterado y una
menor actividad enzimatica (Trigpen y col., 1992; Cai y col., 1996). Los nifios de
Turquia presentan una delecién de una s6la base en el exdn 5, provocando un cambio en
la estructura proteica que origina una pérdida completa de la actividad enzimética (Can
y col., 1998). Recientemente se ha detectado en dos familias de Turquia (Behceci y col.,
2005) una mutacion sin sentido en el exon 2, debido al cambio de una glicina por una

arginina (G123R) produciendo un severo pseudohermafroditismo.

Cuando llegan a la pubertad en estos individuos se produce una virilizacion con
un aumento de la masa muscular, la voz se hace mas grave (Imperato-McGinley y col.,
1974), los genitales se agrandan con el crecimiento del falo, asi como una

hiperpigmentacion del escroto, y los testiculos inguinales descienden hacia el escroto.

14



Introduccion

La libido esta intacta y son capaces de llevar a cabo erecciones (Imperato-McGinley y
col., 1974; Imperato-McGinley y Peterson, 1979). La mayoria de los individuos son
infértiles, presentando una oli- o azoospermia debido a que los testiculos no han
descendido (Cai y col., 1996; Peterson y col., 1977). Raramente, se ha observado
individuos que llegan a ser fértiles (Zhu y col., 1998). La prostata es rudimentaria como
la del tamafio de un nifio prepuberal, y presentan poco vello facial y corporal (Akgun 'y

col., 1986; Imperato-McGinley y col., 1974, 1991).

Aparte de la incapacidad de virilizacion en el nacimiento hay otras
caracteristicas clinicas de gran interes. Primero, en la pubertad los niveles plasmaticos
de DHT llegan a estar dentro del rango normal (Walsh y col., 1974). Esto es debido a
que la DHT circulante en esta enfermedad tiene dos origenes; es sintetizada por la
actividad residual de la enzima mutada, y fundamentalmente es sintetizada por la
isoenzima 5a-R1 (Imperato-McGinley y col., 1991; Price y col., 1984). Segundo, el
grado de virilizacién en el momento de la pubertad puede ser llamativo, y en algunos
individuos los habitos llegan a ser masculinos. Una posible explicacion a esta
masculinizacion en la pubertad, seria la elevada cantidad de testosterona que secretan
los testiculos durante esta fase del desarrollo. Esta T podria transformarse en el higado y
en la piel donde la expresion de la 5a-R1 es elevada, en DHT, que a su vez aumenta la
expresion de 5a.-R1 incrementando aun mas la cantidad de DHT, dado que DHT regula
de forma positiva la expresion génica del isoenzima 5a-R1, presentando una regulacién
feed-forward a nivel hepético (Torres y Ortega, 2003b). Este gran aumento de DHT
circulante llegaria a diferentes drganos diana, entre ellos los genitales externos, que de

esta manera podrian virilizarse.
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La deficiencia de 5a-R2 es una enfermedad que se hereda de forma autosémica
recesiva como se ha evidenciado por; analisis pedigree (Imperato-McGinley y col.,
1974, 1987), andlisis bioquimicos (Imperato-McGinley y col., 1974, 1985), y anélisis de

genética molecular (Cai y col., 1996; Can y col., 1998; Trigpen y col., 1992).

Machos heterocigotos con una mutacion en el gen 50-R2 tienen un fenotipo
masculino normal. Hembras homozigotas con mutacion en el gen 5a-R2 tienen poco
vello corporal y una elevada fertilidad (Katz y col., 1995; Milewich y col., 1995). La
5a-R2 se expresa en el ovario (Eicheler y col.,, 1994), y una deficiencia en esta
isoenzima decrece la produccién de DHT, resultando en un aumento en el ratio de

estrogeno/DHT, facilitando la ovulacion y fertilidad (Katz y col., 1995).

7. Efectos de la 5 alfa-Reductasa tipo 1

Los ratones macho que carecen de Sa-R1, no modifican a su virilidad y parece
no tener consecuencias adversas la pérdida de este gen. La expresion de la isoenzima
tipo 2 es normal en el macho mutado y se piensa que compensa la actividad pérdida de

la isoenzima tipo 1.

La 5a-R1 tiene un importante papel en la reproduccion y fertilidad, como se ha
podido demostrar en ratones hembra que carecen de esta isoenzima (Mahendroo y
Russelll, 1999). En mas del 70% de los ratones hembra prefiadas que carecen de la

isoenzima tipo 1, mueren los fetos a la mitad de la gestacion, y un 30% presentan un
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menor numero de crias (Mahendroo y col., 1997). Estos defectos reproductivos ocurren

en hembras homozigotas pero no en heterozigotas.

Las hembras que carecen del isoenzima tipo 1 presentan un ciclo estral,
embarazo, incluyendo la fertilidad y el desarrollo fetal completamente normal
(Mahendroo y col., 1997). Sin embargo, aproximadamente la mitad de los embriones
mueren. El tiempo de muerte fetal, coincide con la induccidon en la expresion del
isoenzima tipo 1 en la decidua de hembras normales, entre los dias 6 y 14 de gestacion,
y se correlaciona con una oleada en la sintesis de androgenos originados en la placenta
en el décimo dia de gestacion. Estas observaciones indican que un incremento de
androgenos (androstendiona y testosterona) a la mitad de la gestacion, acoplado con la
pérdida del isoenzima tipo 1, origina un exceso en la sintesis de estrogenos a partir de la
aromatasa. Este exceso de estrégenos produce la muerte fetal (Mahendroo y col.,

1997). Estos estudios revelan la funcién catabolica esencial que tiene la 5a-R1.

Durante el parto se produce un aumento de andrégenos 5o-reducidos. En
hembras deficientes de 5a-R1, cuando se les administra androgenos 5a-reducidos se les
favorece el parto, por lo que indica que esta isoenzima tiene un papel anabdlico en la
fase tardia de la gestacion (Mehendroo y Russelll, 1999). La expresion de la 5a-R1 es
inducida durante la fase tardia de la gestacion. La 5a-R1 cataboliza la progesterona
presente en el cuello del Utero y cuando la isoenzima esta ausente, el incremento de
progesterona ocasiona un bloqueo en la maduracién del cuello del dtero, e impide el

parto.
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8. Patologias asociadas con la 5 alfa-reductasa

La excesiva actividad de la 5a-R ha sido sugerida como un factor etioldgico en
una variedad de enfermedades incluyendo hipertrofia prostatica benigna, carcinoma

prostatico, acné, hirsutismo, y calvicie.

8.1 Enfermedades prostaticas

La hipertrofia prostatica benigna es un alargamiento progresivo de la glandula
prostatica produciendo una obstruccion del flujo urinario. La padecen més del 50% de
los hombres a partir de los 50 afios (Berry y col., 1984). El carcinoma de préstata (CP)

ocupa el segundo lugar en frecuencia y mortalidad después del cancer de pulmén.

El desarrollo, maduracién y funcion de la glandula prostatica, asi como su
progresion a HPB depende de andrdgenos, fundamentalmente de DHT (Steers, 2001;
McCrohan y col., 2006). La 5a-R1 y 5a-R2 estan presentes en la prostata siendo la 5a-
R2 la isoenzima predominante (Torres y col., 2003). En HPB la actividad de la 5a.-R es
de 2 a 3 veces superior a la que presenta un individuo normal (Bruchovsky y col.,
1988). El finasteride, un inhibidor de la 50-R2 reduce rapidamente los niveles
plasmaticos de DHT (Span y col.,, 1999), reduciendo el volumen prostatico y

aumentando el flujo urinario.

En el cancer de prostata se plantea la cuestion si DHT es requerido para iniciar y

mantener el adenocarcinoma prostatico. Los individuos que presentan alta actividad 5a.-
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R tienen mayor riesgo para desarrollar cancer de prostata (Kantoff y Febbo 1997; Febbo
y col., 1999). Sin embargo, pacientes que padecen cancer de prostata sometidos a un
tratamiento con finasteride no ha sido probado su efectividad (Luo y col., 2003).
Interesantemente, la actividad de 5a-R1 es de 3 a 4 veces mayor en tejido prostatico
maligno que en benigno (lele y col., 1999), pero la actividad de la 5a-R2 decrece en el
cancer de prostata (Thomas y col., 2005). Probablemente la DHT sintetizada por la 5a.-
R1 sea suficiente para mantener el crecimiento de las células cancerigenas (Thomas y
col., 2005). Recientemente, se ha comprobado que un tratamiento con dutasteride un
inhibidor de la 5a-R tipo 1 y tipo 2, conjuntamente con antagonistas del receptor
androgénico, inhiben el crecimiento de lineas celulares de cancer de préstata (Foster y

Cunha, 1999, McCrohany col., 2006).

8.2 Acné

Los androgenos son los principales estimuladores de las glandulas sebaceas, y
probablemente son los responsables del desarrollo, y crecimiento que sufren estas

glandulas durante la pubertad (Lucky y col., 1994).

Las glandulas sebaceas presentan actividad 5a-R (Takayasu vy col., 1980), y la
actividad 5a-R es mayor en muestras de piel con acné que en piel normal (Sansone-
Bazzano y Reisner, 1971). La 5a-R1 es la isoenzima que predomina en las glandulas

sebaceas, DHT es el andrégeno esencial en la maduracion de las glandulas sebaceas, por

lo tanto, la inhibicion de esta isoenzima debe ser beneficioso para tratar el acné
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(Thiboutot y col., 2000). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que el

tratamiento del acné con inhibidor de la 5a-R1 es inefectivo (Leyden y col., 2004).

Se pensaba que la 5a-R2 jugaba un importante papel en el acné, dado que
individuos con deficiencia en 5a-R2 no presentan acné (Imperato-MacGinley y col.,
1974). No obstante, se ha observado que individuos con deficiencia en 5a.-R2 presentan
la misma produccion de sebo que individuos normales (Imperato-MacGinley y col.,
1991).Ademas, los individuos que presentan HPB y son tratados con finasteride no se
ve alterada la produccion de sebo (Imperato-MacGinley y col., 1993). Esas
observaciones sugieren que la actividad de la 5a-R2, no es necesaria para el desarrollo

del acné.

8.3 Calvicie

Hipdcrates se dio cuenta que los eunucos de la armada persa nunca se quedaban
calvos. O sea, que la castracion poco antes o poco después de la pubertad prevenia la
calvicie. La isoenzima 5a.-R2 es la predominante en el foliculo piloso (McPaul y Young
M, 2001), actualmente no hay evidencias que individuos con deficiencia en 50-R2
presenten calvicie. La DHT se une a los receptores androgénicos del foliculo piloso e
induce la miniaturizacion del pelo. Dos diferentes inhibidores de 5a-R, 4-AM
(Rittmaster y col., 1987) y finasteride (Diani y col., 1992) han demostrado ser eficaces

como tratamiento para la calvicie.
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8.4 Hirsutismo idiopatico

El hirsutismo es la excesiva produccion de pelo en areas asociadas a madurez
sexual masculina. El hirsutismo idiopatico es fundamentalmente ocasionado por una
sobreproduccion de androgenos (Serafini y Lobo, 1985). La 5a-R tipo 1 y tipo 2 estan
presentes en el foliculo piloso, presentando una mayor actividad la 5a-R1 (Skalba y
col., 2006). Durante mucho tiempo se ha pensado que el hirsutismo idiopatico femenino
se debe a una alta cantidad de DHT, debido a una alta actividad de 5a-R2 (Kutten y
col., 1977). Ya que los individuos que carecen de 50-R2 no presentan un patrén de
vello con caracteristicas masculinas, y tratamientos con antiandrdégenos reducen
eficazmente el vello en mujeres que padecen hirsutismo (Randall, 1994). Sin embargo,
estudios recientes han observado que no hay una correlacion entre el grado de
hirsutismo y la expresion de las isoenzimas 5a-R, por lo que la actividad de la 5a-R no
es el principal responsable del hirsutismo idiopéatico (Skalba y col., 2006). Actualmente
no se conocen los factores que determinan el desarrollo y la intensidad del hirsutismo

(Rodriguez-Dorantes y col., 2002; VanGils y col., 2003; Cicek y col., 2004).

9. 5 alfa-Reductasa en el cerebro

9.1 Distribucion en el cerebro

El cerebro contiene la enzima 5a-R ampliamente distribuida en varias areas del

mismo (Celotti y col., 1992; Negri-Cesi y col., 1996). La isoenzima tipo 1 es la
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predominante en el cerebro de humanos y roedores. Se conoce muy poco sobre la
distribucion de la isoenzima tipo 2 en el cerebro, ya que se encuentra en muy baja
concentracion. Mediante estudios histoquimicos se ha encontrado la 5a-R2 en algunas
areas del SNC de humano (cerebelo, pons, bulbo raquideo, hipotalamo (Thigpen y col.,

1993).

Usando la técnica RT-PCR, se ha visto que todo el cerebro de rata contiene altos
niveles de 5a-R1, mientras que la expresion de la isoforma tipo 2 es baja y varia con la
edad del animal, siendo maxima en el periodo perinatal y ausente o extremadamente
baja en adulto (Poletti y col., 1996). Mediante el método RT-PCR se ha detectado la
expresion de la isoenzima tipo 2 en la corteza prefrontal de rata adulta (Torres y
Ortega, 2003a; Torres y Ortega, 2006). A pesar de la alta sensibilidad de este método la
expresion de 5a-R2 ha sido detectada en muy pocas regiones, probablemente se deba a

gue se expresa en muy pocas areas localizadas del cerebro (Celotti y col., 1997).

Varios datos obtenidos en roedores (ratén y rata) (Hauser y col.,, 1987;
MacLusky y Clark, 1987), en anfibios (Jurman y col., 1982), y en humanos (Thigpen y
col., 1993) indican que el corddn espinal (CS) y el bulbo raquideo contiene una elevada
actividad 5a-R. La actividad enzimética 5a-R en el CS, incrementa progresivamente en
direccion craneocaudal. Mediante la técnica RT-PCR se ha demostrado que ambos
isoenzimas estan presentes en el cordon espinal (CS) de rata (Pozzi y col., 2003; Patte-
Mensah y col., 2004). La actividad enzimatica medida en el CS a pH acido es tipica de
la isoenzima tipo 2, detectandose bajos niveles a pH neutro (Pozzi y col., 2003), por

tanto, la isoenzima tipo 2 es la predominante en el CS.
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Usando una técnica de hibridacion “in situ” se ha observado que 5a-R2 esta
presente en las células motoneuronas del asta anterior del cordon espinal, donde se
expresan altos niveles de receptores andogénicos (Pozzi y col., 2003). La expresion
selectiva de la isoforma tipo 2 estd asociada a los conocidos efectos que ejercen los
androgenos sobre el crecimiento motoneuronal, desarrollo y regeneracion (Matsumoto,
1988; Yu, 1989). Por ejemplo, la DHT es necesaria en el periodo peri y post-natal para
inducir la completa masculinizacion de los nucleos sexo dimorfico del bulbocavernoso

(SNB), en el corddn espinal lumbar de rata (Goldstain y Sengelaub, 1994).

La isoenzima tipo 1 en el corddn espinal estid asociada a las estructuras de
mielina presentes en esta regién. Laubert y Lichtensteiger, (1996) han mostrado en el
cerebro de rata adulta, por hibridacion ““in situ” utilizando una sonda especifica para la
isoenzima tipo 1, que la mayor expresion de la enzima esta presente en las estructuras
de sustancia blanca. La presencia de alta actividad de la 5a-R tipo 1 en esos
componentes del SNC, debe explicarse por el hecho de que la enzima se encuentra
asociada a las membranas de mielina. Al purificar la mielina aparece una actividad de
ocho veces mayor que en el cerebro homogenizado (Melcangi y col., 1988). Las
propiedades de las isoenzimas 5a-R presentes en la mielina, han sido estudiadas en una
serie de analisis cinéticos, llevados a cabo a pH neutro, que han confirmando que la
actividad enzimética medida es en gran parte debido a la isoenzima tipo 1 (Poletti y col.,
1997). La actividad del enzima es muy alta en el periodo postnatal cuando los procesos
de mielinizacion son muy activos (Melcangi y col., 1988). Todos estos datos nos
indican que la enzima responsable de la formacion de Dihidrotestosterona y

Dihidroprogesterona en la mielina es la 5a-R1.
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La distribucion celular de la actividad 5a-R en los diferentes tipos celulares que
constituyen el SNC, ha sido estudiada en células aisladas de preparaciones frescas y en
cultivos celulares de cerebro de rata (Celottti y col., 1991; Melcangi y col., 1990). Los
resultados obtenidos indican que las neuronas convierten la T a DHT, en cantidades
mayores que los oligodendrocitos y astrocitos (Celottti y col., 1991; Melcangi y col.,
1990). En conclusion, parece que todo el cerebro posee actividad 5a-R, pero las
neuronas presentan mayor actividad para esta enzima que las células gliales (Celotti y

col., 1997).

9.2 Las isoenzimas 5a-R durante la ontogénesis y diferenciacion sexual del cerebro

Una de las claves fisioldgicas que ocurre durante el desarrollo y diferenciacion
del cerebro fetal, es la induccidén de estructuras permanentes sexo-especifico en el
hipotalamo y en algunas otras areas especificas del cerebro. Este mecanismo
“impriting”, en rata ocurre durante el periodo critico de vida prenatal y postnatal
temprana, dirigiendo la organizacion género-especifica del circuito neuronal, que
controla un amplio espectro de funciones cognitivas, neuroendocrinas y conductuales

(McEwen, 1999; Negri-Cesi y col., 1999).

La diferenciacién sexual del cerebro en rata depende de los niveles de
testosterona circulantes durante la vida prenatal y postnatal temprana. En los machos la
activacion del gen SRY, presente en el cromosoma Y, dirige la diferenciacion de los
genitales hacia testiculos e inicia la produccién de andrégenos. Por lo tanto, en machos

la circulacién de los niveles de testosterona incrementa progresivamente y muestra un
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patrén caracteristico con dos picos. En rata, los picos de testosterona ocurren en los dias
de gestacion (GD) 17-19 (Weisz y Ward, 1980) y al cabo de una pocas horas del
nacimiento (Corbier y col., 1978). Esos picos son considerados como el “factor de
organizacion”, que permite el desarrollo de la red neuronal, y cuando es “activado” por
androgenos en el individuo adulto son la respuesta de un patrén tipico de macho

(Colciago y col., 2005).

La hipdtesis de que la testosterona endogena influye sobre la organizacion
estructural del SNC durante el periodo prenatal, esta apoyado por la observacion que al
suministrarle testosterona exogena a rata hembra neonatal, su cerebro se masculiniza
anatomica y funcionalmente (Gorski y col., 1980; Guillamon y Segovia, 1997). Por el
contrario, cuando la rata macho neonatal es castrada, se produce una feminizacion del
nucleo sexo dimorfico del area preoptica (SDN-POA) y un comportamiento sexual
femenino (Gorski y col., 1980). La testosterona probablemente no masculiniza el
cerebro en su estado nativo, sino que requiere ser metabolizada a otra forma activa. Los
dos caminos enzimaticos implicados en la activacion de la testosterona son; la
aromatasa que transforma la testosterona a estradiol y la 5alfa-reductasa que transforma
la testosterona a DHT. El estradiol ejerce efectos en la masculinizacion del cerebro
(MacLusky, 1981), mediados por el receptor estrogénico. La DHT puede ejercer efectos
masculinizantes o desmasculinizantes dependiendo del ndcleo estudiado. Cuando se les
inyecta DHT a ratas machos durante el periodo perinatal, induce una reduccion dréstica
en el volumen del bulbo olfatorio accesorio, cuyos nucleos adquieren dimensiones
similares a los que presentan las hembras (Valencia y col., 1992). Sin embargo, DHT es

necesaria en el periodo peri- y postnatal, para inducir una completa masculinizacion en
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los ndcleos espinales sexo dimorficos del bulbocavernoso del corddn espinal lumbar de

rata (Goldstainy Sengelaub, 1992).

El hecho que la formacion de DHT ocurra con alto rendimiento en algunas
estructuras particulares del cerebro, tales como la amigdala, el hipotdlamo y el corddn
espinal (las cuales son ademas particularmente ricas en receptores androgénicos)
(Martini, 1982), sugiere que al menos, en esas estructuras fetales y neonatales los

androgenos deben de actuar via receptor de androgenos activado por DHT.

Actualmente, no se conoce mucho sobre el papel de los androgenos 5a-
reducidos en el control de la diferenciacién sexual, y los posibles mecanismos de

control en la expresion de las isoenzimas 5a.-R en las diferentes fases de vida.

En el cerebro la 5a-R1 es ampliamente distribuida y estd presente tanto en las
neuronas como en las células gliales (Poletti y col., 1997). Ademas, hay elevados
niveles de mMRNA de la 5a-R1 en todo el cerebro de rata, que permanecen estables
desde la mitad de la gestacion hasta adulto, con la excepcion de un suave incremento
justo antes del nacimiento y en la primera semana de vida (Poletti y col., 1998). Los
niveles de expresion de la 5a-R1 no se ven afectados por la presencia de testosterona
circulante. En ambos sexos los niveles de mRNA de la 5a-R1 son mayores en el
nacimiento que prenatalmente (Colciago y col.,, 2005), y no hay diferencias
significativas en la expresion de dicho isoenzima entre macho y hembra (Karolczak y

col, 1998).
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Por el contrario, la expresion de la 5a-R2 en rata es baja durante la gestacion y
va incrementando progresivamente por todo el cerebro al final de la gestacion. Presenta
altos niveles durante la vida postnatal temprana, que decrecen gradualmente, llegando a
ser bajos en el estado adulto (Poletti y col., 1998). Esta tendencia es similar en ambos
sexos, pero la expresion de los niveles es mas pronunciada en machos que en hembras
(Negri-Cesi y col., 2004; Colciago y col., 2005). Este patrén de expresion parece estar
correlacionado con los niveles de secrecion de testosterona del testiculo fetal, indicando
que la 50-R2 debe de ser modulado por andrégenos. La expresién transitoria de la 5o.-
R2 coincide con el periodo critico en el desarrollo del cerebro hacia macho, cuando la
concentracion de androgenos circulantes y receptores androgénicos en el SNC (Meaney
y col., 1985) son muy elevados. Por ello, se piensa que esta isoforma es muy importante
durante el periodo de diferenciacion sexual del cerebro. Esta hipotesis fue reforzada por
la observacion de que flutamide, un antagonista de los receptores androgénicos, es
capaz de abolir el pico de expresion de la 5a-R2 presente en el cerebro de macho
durante el periodo embrionario hasta el nacimiento. Es interesante observar como el
mismo antiandrdgeno fue mucho meno efectivo en hembras. Por lo tanto, el mecanismo
de control de la isoenzima tipo 2 es diferente en el cerebro de macho y hembra (Poletti y

col., 1998).

Los andrégenos parecen desencadenar en macho la expresién de la 50-R2,
mientras que en hembra debe estar ademas implicado otro mecanismo de control.
Interesantemente, en el cultivo de neuronas de hipotalamo la expresion de la 5a-R2 esta
altamente inducida por testosterona, mientras que la expresion de la 50-R1 permanece

invariable durante el tratamiento (Poletti y col., 1998). La induccion de la 5a-R2 por
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testosterona parece ser debida a la activacion de receptores androgénicos, porque DHT
es capaz de inducir este efecto, mientras que el estradiol es incapaz de inducir la

expresion del gen 5a-R2.

La 5a-R1 est4 constantemente presente en todos los estadios del desarrollo y
estd ampliamente distribuida en el cerebro, metabolizando andrégenos, progesterona y
otros esteroides, solamente cuando los sustratos llegan a altas concentraciones en el
interior de la célula. Dada la baja afinidad por el sustrato (Normington y Russell, 1992),
ha llevado a hipotetizar que 5a-R1 debe presentar una funcion catabolica importante,

protegiendo a las neuronas del exceso de hormonas esteroideas (Behl y col., 1997).

La implicacion de la 5a-R2 en macho sobre el mecanismo de diferenciacion
sexual del cerebro es desconocido, los ratones con deficiencia en este isoenzima
(Mahendroo y col., 2001) presentan una adecuada identidad y comportamiento sexual.
Esto sugiere que la 5alfa-reduccién de andrégenos no es tan importante como su
aromatizacion en el mecanismo de diferenciacion sexual del cerebro. El papel de la
5alfa-R2 en hembra es desconocido, la carencia de esta isoenzima no afecta ni al

desarrollo ni a otras funciones del sistema reproductivo (Mahendroo y Russell, 1999).

10. Regulacion en la expresion de la 5 alfa-Reductasa

La regulacion en la expresion de la 5alfa-redutasa ha sido estudiada en diferentes

tejidos, y se ha demostrado que estd regulada por andrégenos en un gran numero de

tejidos y especies.
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Los primeros estudios se realizaron en prostata de rata, un tejido dependiente de
androgenos. La castracion de rata macho causa una regresion en el tamafio de la prostata
(Moore y col., 1930). La regresion esta causada por apoptosis de células epiteliales del
lumen (Raff, 1992), siendo este efecto rapidamente revertido o prevenido mediante la
administracion de extractos de testiculo (Moore y col., 1930). Estudios llevados a cabo
en los afios 70, mostraron que la castracion y la readministracion de T conducian a una
marcada induccion de la actividad enzimatica (Moore y col., 1973), sugiriendo que la
DHT era el andrégeno responsable en este proceso. Ademas, se demostro que el
tratamiento de ratas intactas con inhibidores de la 5a.-R también conducia a la regresion
de la prostata, y este efecto podria revertirse mediante la administracion de DHT
(Brooks y col., 1981). Estudios recientes, han demostrado que la expresion de ambos
isoenzimas 5o-R estan regulados de forma positiva por andrégenos, ya que los niveles
de mRNA de ambos isoenzimas disminuyeron de forma significativa tras la castracion
(aunque el efecto fue mayor para 5a-R2), y aumentaron significativamente tras la
administracion de Ty DHT (Torres y col., 2003). En animales castrados, la DHT ejerce
un efecto positivo en la expresion génica de ambos isoenzimas, aunque este efecto fue
menor que el conseguido con el tratamiento con T. El hecho de que DHT incremente los
niveles de MRNA de 5a-R representa una situacion inusual, en la cual el producto del
enzima es responsable de la regulacion de la expresion de los genes que codifican el
enzima. Este mecanismo de regulacion feed-forward juega un papel fundamental en
varios sistemas del desarrollo, especialmente en situaciones en las que la concentracion
local de una molécula debe ser drasticamente incrementada para dar un patron de

diferenciacion definido (Meinhadt, 1978). La prostata podria ser un ejemplo de esto,
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explicando la necesidad de regular la concentracién intraprostatica de DHT (Torres y

col., 2003).

Ahora bien si nos fijamos en el higado, un érgano multifuncional encargado,
entre otras fuciones, del metabolismo de las hormonas esteroideas. Por este motivo, el
higado dispone de todas las enzimas necesarias para dicho metabolismo incluido la
enzima 5a-R. La 5a-R habia sido considerada como una enzima exclusivamente
catabdlica, cuya Unica mision seria actuar sobre las hormonas esteroideas con doble
enlace en posicion A*° para producir metabolitos 5a-reducidos més hidrosolubles, y por
tanto mas faciles de eliminar. Al igual que en prostata la expresion de 5a-R1 (isoenzima
predominante del higado) estan regulados de forma positiva por andrégenos (T y DHT)
(Torres y Ortega, 2003b), confirmando la regulacion feed-forward ejercida por DHT
sobre su propia biosintesis. La expresion de 5a-R1 hepatica es mayor en higado de rata
hembra que en machos, y su regulacion por T es diferente en ambos sexos (Torres y
Ortega 2003b; Torres y Ortega 2004a). Por lo que se piensa que la funcion de 5a-R
hepética en la hembra no so6lo sea la catabdlica, sino que podria intervenir en otras
funciones fisioldgicas, tales como la sintesis de metabolitos 3a5a-reducidos que son

potentes moduladores del receptor GABAA (Torres y Ortega, 2004a).

Mediante una técnica de RT-PCR competitiva desarrollada por nosotros, hemos
demostrado que en la corteza prefrontal de cerebro de rata adulta se expresan ambos
isoenzimas de la 5a-R, aunque mayoritariamente 5a-R1. La expresion de ambos
isoenzimas, asi como su regulacion por testosterona 'y DHT es diferente en ratas macho

y hembra adultas (Torres y Ortega, 2003a, 2006). Todo ello, nos hace suponer que la
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isoenzimas 5a-R juegan un papel decisivo en el dimorfismo sexual en el cerebro de

rata, y nos sugiere el presente trabajo.
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1. Estudiar la transcripcion de los genes 5a-R1 y 5a-R2, y su regulacion por Ty
DHT en corteza prefrontal de rata macho y hembra en el periodo de

diferenciacion sexual del Sistema Nervioso Central.

2. Estudiar en la corteza prefrontal de rata macho y hembra adulta, la transcripcion
de los genes 5a-R1 y 5a-R2 y su regulacion por los niveles neonatales de T y

DHT, asi como por los valores de estas dos hormonas en la edad adulta.

3. Estudiar la transcripcion de los genes 5a-R1 y 50-R2 en corteza prefrontal de

ratas adultas sometidas a estrés fisico y estrés medioambiental.
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1. Material fungible e inventariable

Puntas de pipeta automatica con filtro de 200-1000 pl

Puntas de pipeta automatica con filtro de 20-200 pl

Puntas de pipeta automatica con filtro de 0.1-10 ul

Tubos eppendorf de 2ml. Daslab.

Tubos eppendorf de 1.5 ml. Aslab.

Tubos eppndorf de 0.5 ml. Daslab.

Tubos de PCR 0.2 ml. MicroAmp® PCR tues Perkin-Elmer.

Todos los reactivos utilizados de alto grado de pureza, fueron suministrados por Sigma-
Aldrich, Panreac, Merck y Scharlau, salvo que se indique lo contrario.
Pipeta automatica 200-1000 pl Boeco.

Pipeta automatica 50-200 pl Boeco.

Pipeta automatica 5-50 pl Boeco.

Pipeta automatica 0.5-10 pl Boeco.

Pipeta automatica 0.1-2.5 ul Eppendorf.

Guillotina

Homogenizador Polytron

Agitador de tubos IKA minishaker 2.

Cenrifuga Beckman TJ-6.

Microcentifuga de mesa Eppendorf 5410.
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Microondas Samsung M1713.

Autoclave P-Selecta.

Balanza de precision AND ER-60°.

Sistema Elecsys 2010.

Contador gamma Berthold GC-360.

Lector de placas de ELISA, Bio-Rad.

Tanques de N, liquido.

Frigorifico 4 °C.

Congelador -20 °C.

Congelador -80 °C.

Maquina de hielo Difri.

Termobloque P-Selecta®.

Sistema de electroforesis horizontal, Bio-Rad MiniSu Cell GT.
Transiluminador UV Bio-Rad Mini-transiluminator.

Fuente alimentacion Bio-Rad 3000

Cémara Polaroid Bio-Rad.

Espectofotometro Shimadzu UV-VIS 1600.

Termociclador PE-Applied Biosystem 2400.

Analizador genético ABIPRISM310 Genetic Analyzer y software asociado.
Aparato de estrés medio ambiental de ratas

Jaula tipo IIT alta 265 x 180 x 420 Pilisfon (RATAS)
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2. Animales de experimentacion

Ratas neonatales macho y hembra de la raza Wistar. Las ratas neonatales estaban
en las jaulas junto a sus madres para ser amamantadas. Hubo que comprobar si se
alimentaban bien. Para ello, se mira la piel y dado que la tienen muy fina y se
transparenta la leche, se puede ver si el estomago estd lleno. Si el estbmago esta vacio
hay que cambiarlas a otra madre inmediatamente y comprobar que la alimentacion se
lleva a cabo correctamente. Con esto se evita que los efectos de malnutricion actien
como una variable. Cuando alcanzaron los 22 dias de vida las ratas se destetaron,

alojandose en jaulas separadas.

Ratas macho adultas de peso 260-280 g. y ratas hembra adultas de peso 180-200
g. en ambos casos de la raza Wistar. Las ratas eran alimentadas con dieta estandar de
mantenimiento A04 (Panlab) y agua ad lib. Las ratas eran mantenidas en animalario con

aire acondicionado e iluminacidn desde las 7:00 horas hasta 19:00 horas.

Los experimentos se realizaron acorde a la guia NIH para el “Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio.”

2.1 Ratas neonatales

Las ratas neonatales macho y hembra se dividieron al azar en los siguientes grupos:

e Ratas macho sin tratamiento, que servian como controles (M).
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e Ratas macho tratados con vehiculo (M+V).

e Ratas macho tratadas con Testosterona (M+T).

e Ratas macho tratadas con Dihidrotestosterona (M+DHT).

e Ratas hembra sin tratamiento, que servian como controles (H).
e Ratas hembra tratadas con vehiculo (H+V).

e Ratas hembra tratadas con Testosterona (H+T).

e Ratas hembra tratadas con Dihidrotestosterona (H+DHT).

2.2 Ratas adultas

2.2.1 Ratas adultas no tratadas neonatalmente (Grupo control)

e Ratas macho intactas (I).

e Ratas macho orquidectomizadas (C).

e Ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con Testosterona
(C+T).

e Ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con Dihidrotestosterona
(C+DHT).

e Ratas hembra intactas (I).

e Ratas hembra ovariectomizadas (O).

e Ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con Testosterona (O+T).
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e Ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con Dihidrotestosterona

(O+DHT).

2.2.2 Ratas adultas tratados neonatalmente con T

e Ratas macho intactas (I).

e Ratas macho orquidectomizadas (C).

e Ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con Testosterona
(C+T).

e Ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con Dihidrotestosterona
(C+DHT).

e Ratas hembra intactas (I).

e Ratas hembra ovariectomizadas (O).

e Ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con Testosterona (O+T).

e Ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con Dihidrotestosterona

(O+DHT).

2.2.3 Ratas adultas tratadas neonatalmente con DHT

e Ratas macho intactas (I).

e Ratas macho orquidectomizadas (C).
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e Ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con Testosterona
(C+T).

e Ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con Dihidrotestosterona
(C+DHT).

e Ratas hembra intactas (I).

e Ratas hembra ovariectomizadas (O).

e Ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con Testosterona (O+T).

e Ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con Dihidrotestosterona

(O+DHT).

2.3 Tratamientos hormonales recibidos

2.3.1 Tratamiento en el periodo neonatal

El tratamiento consistié en una inyeccion diaria via subcutanea (s.c.) con vehiculo
(aceite de sésamo) a los grupos M+V y H+V. Los grupos tratados con Testosterona
M+T y H+T, recibieron una inyeccion diaria via s.c. con vehiculo (aceite de sésamo)
que contenia T. Los grupos tratados con Dihidrotestosterona M+DHT y H+DHT,
recibieron una inyeccion diaria via s.c. con vehiculo que contenia DHT. Los
tratamientos se hicieron desde el dia 5 hasta el dia 12 de vida postnatal (P5-P12). Las
dosis de T eran 12 mg/Kg de peso durante los dias 5, 6, 7, y 8 y 15mg/Kg de peso en los
dias 9, 10, 11, y 12. Las dosis de DHT eran 12 mg/Kg de peso durante los dias 5, 6, 7, y

8 y 15mg/Kg de peso en los dias 9, 10, 11, y 12, siguiendo el protocolo de Valencia y
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col., (1992).A los 12 dias de vida los animales fueron decapitados dos horas después de

la Gltima inyeccion.

2.3.2 Tratamiento en la edad adulta

Un grupo de ratas que habian sido tratadas neonatalmente con T (M+T, H+T) y
DHT (M+T, H+DHT), cuando alcanzaron su estado adulto se les sometid al siguiente
tratamiento:

El tratamiento consistié en inyecciones subcutaneas (s.c.) con vehiculo (aceite
de sésamo) que contenia Propionato de Testosterona (T, 1 mg/Kg de peso y dia) a los
grupos C+T y O+T, el tratamiento se realizdo con una frecuencia de tres dias por un
periodo de dos semanas. Los grupos C+DHT y O+DHT recibieron inyecciones via s.c.
con vehiculo que contenia Propionato de Dihidrotestosterona (DHT, 1mg/Kg de peso y
dia) el tratamiento se realizd con una frecuencia de tres dias por un periodo de dos
semana. Los grupos I, C, y O recibieron inyecciones de aceite de sésamo via s.c. en los

mismo dias.

Gonadectomia

Un grupo de ratas cuando alcanzaron su estado adulto fueron gonadectomizadas.

La gonadectomia se realizd bajo anestesia con equitensina (2ml/Kg de peso), mediante

orquidectomia en la rata macho y ovariectomia bilateral en la rata hembra.
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Los animales permanecieron orquidectomizados y ovariectomizados durante 7
dias, a partir de los cuales recibieron el tratamiento hormonal sustitutivo en los grupos

pertinentes.

2.4 Ratas adultas estresadas

2.4.1 Ratas sometidas a estrés fisico por natacion

Ratas macho adultas de la raza Wistar fueron sometidas a un estrés agudo
(Hovoundjian y col., 1986; Schwartz y col., 1987) por natacion forzada durante 5
minutos, en agua a temperatura ambiente (22 °C), dentro un contenedor cilindrico lleno
al 75% de su capacidad, siguiendo el protocolo de Purdy y col., 1991. Transcurridos los
5 minutos, las ratas fueron retiradas del contenedor, secandolas suavemente con toallas
y metiéndolas en jaulas.

A los 15 minutos después del estrés las ratas fueron decapitadas.

2.4.2. Ratas sometidas a estrés medio ambientalmente

Ratas macho y hembra adultas de la raza Wistar fueron sometidas a un estrés
medio ambiental. Dicho estrés consistia en introducir al animal en un aparato de estrés
que presenta tres fuentes estresantes: luz 2500 luxes, calor 32 °C, e inmovilizacién.
(Ward, 1972, Science). La duracion de las sesiones de estrés fueron de 45 min., tres

veces al dia a las 9h, 13 h, 17h. durante 10 dias.
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El ultimo dia a los 15 minutos después de la sesion de las 9h las ratas fueron

decapitadas.

3. Recogida de muestras

3.1 Recogida de sangre

La sangre se obtuvo por decapitacién y se realizd sin anestesia para evitar
posibles efectos adversos de la misma, ya que es conocido que la anestesia provoca una
situacion de estrés. Las muestras de sangre eran recogidas en tubos que contenian
heparina y fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 15 min. El plasma era separado y

guardado a -80 °C hasta que la medida hormonal se realiz6.

3.2 Recogida de cerebro

Inmediatamente después de la decapitacion, el cerebro fue extraido, congelado
en nitrogeno liquido y guardado a -80 °C hasta el analisis. La diseccion del area de la
corteza prefrontal (PFC) se realizd tomando como referencia el Atlas estereotaxico del
cerebro de rata Paxino y Watson (1986).

Una vez extraido el cerebro se dividen los dos hemisferios con un corte sagital y
a su vez, de cada hemisferio se hacen dos cortes coronales delimitados por los planos

coronales entre 3.7 mm — 2.2 mm anteriores a bregma del Atlas. Posteriormente, de
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cada lamina se separa un rectangulo que delimita las areas; corteza singular anterior,

prelimbica e infralimbica.

4. Analisis hormonal

Las concentraciones plasmaticas de testosterona (T) se realizaron por
radioinmunoensayo (RIA) en un contador gamma, utilizando un kit comercial de
DiaSorin (Vercelli, Italia). Los coeficientes de variacion intra-e-inter-ensayo, fueron 2.1

y 4.3%, respectivamente, y la sensibilidad fue de 0.02 ng/ml.

Las concentraciones plasmaticas de Dihidrotestosterona (DHT) se midieron por
ELISA directo (Diagnostic Biochem Canada, Ontaro, Canada). Los coeficientes de
variacion intra- e inte-ensayo fueron 5.9% y 7.5%, respectivamente, y la sensibilidad

fue de 6.0 pg/ml.

Las concentraciones plasmaticas de corticosterona se realizaron por
radioinmunoensayo (RIA) en un contador gamma, utilizando un kit de ICN
(Biomedicalnc Costa Mesa California). Los coeficientes de variacidon intra-ensayo

fueron 4.4% y 3.4%, respectivamente.

Las concentraciones plasmaticas de ACTH se realizaron por radioinmunoensayo

(RIA) en un contador gamma, utilizando un kit inmunoradiométrico (CIS
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Bioinernational, Gif-Ur Yvette Cedex, France). Los coeficientes de variacion intra-

ensayo fueron 4.4% y 3.4%, respectivamente.

5. Extraccion de RNA y cuantificacion

La extraccion de RNA total del cerebro de rata se realizd mediante Tiocionato de
Guanidina-Fenol-Cloroformo (ChomczynsKi y Sacchi, 1987). Brevemente, el método
consistid en homogenizar 25 mg de tejido en una solucion desnaturalizante (Tiocionato
de guanidina 4M, N-guanidina 4M, N-lauril-sarcosina 0.5%, B-mercaptoetanol 0.1M en
tampon de citrato sodico 25 mM, pH 7.0) usando un homogenizador Polytron Kinetica
PT 1200. Se centrifuga a 13000 rpm. durante 2 min. Al sobrenadante se le anade
Acetato sodico (3M, pH 5.0), Fenol equilibrado en tampoén citrato (0.1M, pH 4.2) y
Cloroformo-Isoamilico (24:1), siempre en una proporcion 50% fase acuosa 50% fase
organica y se mezcla. Separamos las fases por centrifugacion a 13000 rpm. durante 5
min. Repetir la extraccion organica. Recogemos la fase acuosa y se afiade cloroformo-
isoamilico (24:1). Separamos las fases por centrifugacion a 13000 rpm. durante 5 min.
El RNA es precipitado con isopropanol al 60% durante toda la noche a -20°C.
Centrifugamos 30 minutos a 13000 rpm. a 4°C y decantamos el isopropanol. Lavamos
el pellet de RNA con 1 ml de etanol 75% frio. Centrifugamos 5 minutos a 13000 rpm.
Repetimos el lavado. El RNA se resuspende en agua tratada con dietil pirocarbonato

(DEPC). Evaporamos los restos de etanol a 70°C en termobloque.
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Se trata con Dnasa para degradar el DNA genomico contaminante en la extraccion del
RNA. Para degradar el DNA contaminante se tomaron 9 pl de la muestra de RNA
previamente resuspendida, 0.8 pl de 1.0 U/ul DNasa I, y 0.2 pl de 40 U/ul RNasaOUT
y se incubd a 37°C durante 15 min. Para inactivar la DNasa se incub¢ a 72°C durante 15
min. Congelar a -80°C.

Una vez extraido el RNA se comprob6 su integridad mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1%.

6. Cuantificacion del RNA

El RNA obtenido se cuantificé mediante espectofotometria, segun:

C (ng/ml=Az x EXF, siendo

C = concentracion, expresada en pg/ml
€ = coeficiente de extincion molar; para el RNA € = 44,19

F = Factor de dilucion. La dilucion se realiza en agua y habitualmente es de 1:200 a

1:500.
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La medida de absorbancia se realizd en cubetas de cuarzo y por triplicado,
tomando el valor medio de Ajgp. No se consideran validos valores de absorbancia < 0.1
o>1.

Para estimar la pureza de la muestra (exceso de sales, contaminacién con
proteinas o solventes organicos) la forma mas fiable es medir la absorbancia entre
240nm y 340nm. Una muestra pura de acidos nucleicos (AN) da una curva caracteristica
con maximos a 220 nm y 260 nm. A 320 nm la absorbancia es nula. Las pendientes de
la curva son caracteristicas del tipo de AN (RNA o DNA) y de la contaminacién de

otras moléculas.

Un método razonable de estima de la pureza consiste en relacionar la Ayg
(maximo de absorbancia de AN) con la A,so (maximo de absorbancia de las proteinas en
este rango). Una muestra de RNA pura tiene una relacion Ajep /Azgo de 2 = 0.05. Una

muestra de DNA pura tiene una relacion Ayg/ Azgode 1.8 = 0.05.

7. Disefio de oligonucledtidos usados para la amplificacion

En el desarrollo experimental de esta tesis se ha utilizado una “one step” RT-

PCR competitiva. Para ello vamos a utilizar como patrones internos competitivos dos

moléculas sintéticas (estandar internos, IS) construidas, respectivamente a partir de la

secuencia del plasmido pEGFP-C1.
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Las secuencias de nucledtidos correspondientes a las isoenzimas Sa-R tipo 1y
tipo 2 de rata se obtuvieron del GeneBank® (J05035, M95058), y la secuencia
plasmidica pEGFP-C1 se obtuvo de la pagina web Clontech. Esas secuencias eran
usadas para disefar los pares de primers. Para el disefio de los oligos se utilizo el
programa Prophet®. La secuencia de los oligos sleccionados se sometieron a una
busqueda de homologia de secuencia mediante el algoritmo BLAST, para evitar

amplificaciones inespecificas.

Los primers de los isoenzimas 5a-R son de 20 pb de longitud, mientras que los
primers utilizados para sintetizar ambas moléculas competidoras fueron de 40 pb de
longitud. Todos los primers forward estaban marcados con 6-carboxi-fluoresceina (6-
FAM), en posicion 5°. Los oligonucledtidos eran sintetizados por PE-Applied
Biosytems, UK. La secuencia de los primers (5°-3") y el tamafio de los productos de

PCR se muestran en la siguiente tabla:

Nombre |Secuencia de los primers (5°-3) Tamafio
(pb)
R1-F GAGATATTCAGCTGAGACCC 185

RI-R TTAGTATGTGGGCAGCTTGG

R2-F ATTTGTGTGGCAGAGAGAGG 192

R2-R TTGATTGACTGCCTGGATGG

IS1-F GAGATATTCAGCTGAGACCCACGTAAACGCCCACAAGTTC |300
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IS1-R TTAGTATGTGGGCAGCTTGGTCTTGTAGTTGCCGTCGTCC

IS2-F ATTTGTGTGGCAGAGAGAGGACGTAAACGGCCACAAGTTC | 300

IS2-R TTGATTGACTGCCTGGATGGTCTTGTAGTTGCCGTCGTCC

8. Construccion del Estandar Interno

Los dos estandares internos sintéticos (IS) DNAs de 300pb eran sintetizados a
partir de la secuencia del plasmido pEGFP-C1 (Clontech, Palo Alto, CA), como
previamente describieron (Torres y Ortega, 2004). Ambas moléculas competitivas, IS-1
(DNA competidor de Sa-R-1), e IS-2 (DNA competidor de 5a-R2), eran obtenidas
después de dos amplificaciones consecutivas de pEGFP-CI, con los extremos 5" y 3’
modificados para obtener la misma secuencia de nucleotidos que SRD5SA1 o SRD5A2

(Torres y Ortega, 2004).

Para ello se disenaron unos oligos de 40 nucleo6tidos de longitud, de manera que
los 20 primeros nucleodtidos del extremo 5” coinciden con la secuencia de los cebadores
disefiados para amplificar respectivamente, cada isoenzima de la Sa-Reductasa. Los 20
nucleotidos restantes en 3 anillan con la secuencia de nucleétidos del plasmido pEGFP-

C1. Como se puede ver en el siguiente esquema:
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A RIL2)-R
pF pEGFP-CI pR
i V—’
< 260 bp E
PCR-1 <
o —
——— -
< 300 bp
f
R{lf2)-R
Ry I-"EI-F.
PCR-2
15-(1/2)
\ 300 bp LN

Estos cebadores se disefian para amplificar un fragmento de 260 p.b. del
plasmido pEGFP-C1. Después de una primera PCR con estos cebadores, se consigue
integrar la secuencia complementaria a los 20 primeros nucle6tidos en 5° en un
secuencia sintética de 300 p.b., cuyos extremos en 5 coinciden con la secuencia de
nucleodtidos donde anillan los cebadores que amplifican cada uno de las isoenzimas de la
Sa-Reductasa, es decir, tanto el estandar interno como el cDNA correspondiente a cada
isoenzima de la Sa-Reductasa van a compartir idénticas regiones de union de los

cebadores.
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A continuacién se realizd una segunda PCR de estos fragmentos sintéticos de
300 p.b., en esta ocasion con los oligos especificos para cada isoenzima de la 5a-R (R1-

F/R1-R para el IS-1y R2-F/R2-R para IS-2).

La primera PCR era llevada a cabo en un volumen final de reaccion de 50 pl,
conteniendo cada reaccion contiene 1X PCR buffer (Perkin-Elmer, CA), 2mM MgCl,,
200 uM de cada ANTP, 0.1 uM de cada oligo (IS1-F/IS1-R o IS2-F/IS2-R), 100ng del
plamido pEGFP-C1 y 1.25 U AmpliTaq Gold DNA polimerasa (Perkin-Elmer). La
segunda PCR era llevada a cabo en un volumen final de 50 pl, contiendo 1X PCR buffer
(Perkin-Elmer), 2 mM MgCl, 200 uM de cada dNTP, 0.1 uM de cada oligo (R1-F/R1R
o R2-F/R2-R), 1.25 U AmpliTaq Gold DNA polimerasa (Perkin-Elmer) y 4 ul de

muestra del primer producto de PCR.

Las condiciones Optimas (temperatura y numero de ciclos) para ambas
amplificaciones se determinaron en experimentos preliminares. El programa para la
primera PCR fue: desnaturalizacion a 94 °C durante 60 s; anillamiento a 56 °C durante
30s; y extension a 72 °C durante 30 s; y el perfil de la segunda PCR fue:
desnaturalizacién a 94 °C durante 30 s; anillamiento a 55 °C durante 30 s; y extension a
72 °C durante 30 s. En cada PCR el numero de ciclos fue de 35. La PCR se llevo a cabo

en un termociclador Perkin-Elmer 2400.
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El producto de PCR correspondiente a cada estandar interno se precipité con
etanol, se purifico y se cuantificd por espectofotometria a Ayep/Azso nm. Por tltimo, ya
que conociamos la secuencia de nucleotidos de cada fragmento sintético de DNA, se
estimo6 el peso molecular medio de cada fragmento, y teniendo en cuenta el nimero de
Avogadro (1 mol=6.023x10* moléculas) se calculd el nimero de moléculas de cada

estandar interno.

Ya que se conoce el nimero de copias de estandar interno que se afiaden al
comienzo de la amplificacion, se puede calcular el numero de copias de mRNA
problema. El nimero de copias de cDNA problema se calculd obteniendo el ratio de
fluorescencia entre el estdndar interno y el cDNA problema. El ratio de fluorescencia
varia de forma proporcional a la cantidad de estdndar interno afiadido al comienzo de

cada amplificacion, de manera que los resultados representan niveles de expresion real.

9. Eficiencia de amplificacidon de dos moléculas competidoras

El requisito més importante de la técnica de PCR competitiva es que la

eficiencia de ambas moléculas, debe ser la misma durante todas las fases de

amplificacion. Matematicamente puede comprobarse que dos moléculas competidoras

se amplifican con la misma eficiencia segun la ecuacion:

Nf—prob = NO—prob X (1 + Eprob )n
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Nest=Nog x (1 + Eg)"” Ec.1
Donde:
No-prob : cantidad inicial del cDNA problema
No.st : cantidad inicial del DNA patrén
Ne.prob : cantidad final del cDNA problema, tras la amplificacion
Nt : cantidad final del DNA patron, tras la amplificacion
Eprob : eficiencia de amplificacion del cDNA problema
Eq : eficiencia de amplificacion del DNA patron

n : nimero de ciclos de PCR

Si la evolucidn de las eficiencias de ambas moléculas es exactamente la misma,

hasta el ciclo n:

Eprob: Eq = Nf—pro / Nigt = NO—prob/ No-st Ec.2

De la ecuacion 2 puede concluirse que, si las moléculas competidoras se
amplifican con la misma eficiencia, la relacion entre las cantidades de problema y
patrén es la misma en todos los ciclos de la PCR, e incluso en la fase plateu.

Si la ecuacion 2 representamos en forma logaritmica:

log (Npro / Nigt ) = 10g ( Nooprob ) / 1og ( Nost) Ec. 3

Y en analogia a la ecuacion de una recta:
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Donde:
Y . IOg (Nf_pro /Nf—St )
b: log ( NO-prob)

x : log ( Not)

Con al menos dos RT-PCR paralelas, en los que se mantiene fija la cantidad de
problema y se varia la cantidad de patrén anadido, para un numero fijo de ciclos, se
obtiene (a partir de la ecuacion 3 ) una recta cuya pendiente ideal a de ser exactamente
igual a -1. Si esto se verifica, puede concluirse que la evolucion de las dos moléculas

competidoras es la misma, hasta el ciclo n (Zhang, 1997).

Para analizar los datos debemos de mantener constante el nimero de ciclos y la
cantidad de RNA inicial y variar la cantidad de patrén, aparece una recta de pendiente
-1 sobe la que se interpola el punto (x¢, 0) en el que y = 0. (Racymakers 1993; Bolton y
col., 1996).

Segun la ecuacion 3.

Y=0 :> 10g (Nf-pro /Nf-st ) =0 Nf—pro = Nf—st NO—pro = NO—st (Segﬁn la ec. 2)

Si X0 = 10g (Nf—st) — NO—pro = Nost = IOXO
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Y combinando con la ecuacion 4:

NO—mRNA =kx 10X0 Ec. 5

Se admite que el nimero de moléculas iniciales de cDNA problema ( No-prob ) €5
equivalente al numero de moléculas iniciales de mRNA problema ( No.prob ),

mutiplicado por un factor de correccion (k).

El parametro k es un factor de correccion que depende de las caracteristicas de la
RT-PCR competitiva, y es el producto de tres componentes que representa la

correccion:

k:k1Xk2Xk3

El factor k; representa la correccion debida al diferente tamafio de la secuencia

nucleotidica del DNA estandar y del DNA problema.

ki = Lprob/ Ly

Donde:

Korob : Longitud, en pares de bases, de la molécula final de problema.

Ly : Longitud, en pares de bases, de la molécula final de patron.

El factor k, se introduce cuando el patron se anade en forma de ADN.
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Puesto que el producto de la retrotranscripcion es una molécula mixta DNA/RNA,
durante el primer ciclo se crea ¢ cDNA problema como doble hélice de DNA, que
empezara a amplificarse a partir del segundo ciclo. En consecuencia, patron tiene un

ciclo mas de amplificion que el problema:

kzzl/(1+E1)

Donde E; es la eficiencia de amplificacion durante el primer ciclo de PCR, que

es aproximadamente 1. Por lo tanto k= 0.5

El factor k3 representa la eficiencia (en tanto por uno) de la retrotranscripcion y
elimina la subestima provocada por la baja efectividad de la RT. La enzima utilizada es
la Tth DNA polimerasa, la eficiencia de retrotranscripcion es cercana a 1 (Bolton y col.,

1996; Myers y col., 1991),y ks = 1.

10. Reverso transcripcion y reaccion en cadena de la polimerasa

En el desarrollo experimental de esta tesis se ha utilizado una “one step” RT-
PCR competitiva. La RT-PCR competitiva permite la co-amplficacion de la molécula
problema (de concentracidon desconocida) , y de una molécula patron (de concentracion
conocida), con el mismo par de cebadores. La relaciéon entre sus concentraciones

iniciales se mantiene durante todos los ciclos de la amplificacion.
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Esta técnica permite cuantificar de forma precisa, rapida y fiable los niveles de
mRNA de los isoenzimas 1 y 2 de la 5a-R en las distintas situaciones experimentales.
Tanto la RT, como la PCR son llevadas a cabo en el mismo tubo. La primera-hebra
cDNA era sintetizada en triplicado a partir de 100 ng del RNA total usando el oligo
antisentido y Tth DNA polimerasa. Se afiaden los siguientes reactivos en un volumen
final de 20 pl: 1X RT buffer, 1 mM MnCl, 200uM de cada dNTP, RNA, 0.5uM de
oligo antisentido (R1-R o R2-R), 2U/ul Tth DNA polimerasa (GeneCraft, Alemania).
Las reacciones se incubaron a 55 °C durante 10 min. y consecutivamente a 70 °C
durante 20 min. El porcentaje de eficiencia para las reacciones de retrotranscripcion es
del 93 £ 1.9 (media = S.E. para n = 7) y es calculado usando la féormula: RT (%) = ng
cDNA sintetizado/ng RNA, realizando la reaccion de RT en presencia de 10 puCi [o->*P]

dCTP (3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml).

Después de ser generado el cDNA a partir del RNA total mediante la reaccion de
retroranscripcion RT, se co-amplifica en presencia de cantidades decrecientes del DNA
competidor (64 x 10 a 0.5 x 10° moléculas). Co-amplificamos el cDNA
correspondiente a 5a-R1 y el DNA competidor IS-1 utilizando el mismo par de
cebadores. Con cantidades decrecientes del estandar interno (300 p.b.), aumenta la

intensidad relativa del producto amplificado de 185 p.b. (DNA problema).

De igual modo, co-amplificamos el cDNA correspondiente a Sa-R2 y el DNA

competidor IS-2 utilizando el miso par de cebadores. Con cantidades decrecientes del
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estandar interno (300 p.b.), aumenta la intensidad relativa del producto amplicado de

192 p.b. (DNA problema).

El perfil de la PCR es: desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos;
anillamiento a 55°C durante 30 segundos; y extension a 72°C durante 30 segundos. En
cada caso el nimero de ciclos es 35. La PCR se realiza en un Perkin-Elmer 2400

Thermal Cycler.

11. Anélisis de los productos de PCR

11.1 Electroforesis preparativa en gel de agarosa

Antes de proceder a la cuantificacion mediante andlisis fluorescente de los
distintos productos de PCR, se comprueba el tamafio molecular de éstos mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Los distintos fragmentos migraran a diferente
velocidad seglin su peso molecular al ser sometidos a una corriente eléctrica.

Se utilizo el sistema de electroforesis horizontal Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, CA,
USA).

El gel de agarosa se prepara en tampon TAE 1X (0.4 Tris-acetato, 0.01 M EDTA
pH 8.0) conteniendo 0.5 pg/ml de Bromuro de Etidio. Mezclamos 10ul de muestra con
2ul de tampoén de carga 6X (0.25% azul de bromofenol, 0.25% Xileno Cyanol, 15%

Ficoll 400). La electroforesis ocurre durante 45 minutos a un voltaje de 90 Volts.
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Comparando la movilidad de nuestros fragmentos con los del marcador de peso
molecular (Sigma, DNA Ladder Markers D7808) podremos conocer el tamafio de
nuestros fragmentos. Las bandas se visualizan en un transiluminador UV (Bio-Rad, CA,

USA) y los geles se fotografian con una camara Kodak (Bio-Rad, CA, USA).

11.2 Electroforesis capilar

Un sistema de electroforesis capilar de fluorescencia inducida por laser (LIF-
CE) fue utilizado para caracterizar los productos de RT-PCR. Después de la
amplificacion, una alicuota de muestra (1pl) fue diluido a 1/20 con 18.5ul de formamida
y 0.5ul de GeneScan™-500 TAMRA™ Size Standard (Applied Biosystem, Warrington,
UK) y desnaturalizado a 95°C durante 3 minutos. LIF-CE fue llevado a cabo en un
Analizador Genético ABIPRISM 310 (Applied Biosystem, USA), de acuerdo a Torres y

Ortega (2004).

La electroforesis capilar tiene lugar en un capilar de silice de 47 cm. de longitud,
y 50 um de diametro que contiene como fase estacionaria el polimero POP-4 (PE-
Applied Biosystem, UK), a una temperatura de 60°C. Cada muestra corre durante 24
minutos a un voltaje de 60 KJul. El tiempo de inyeccién de cada muestra se determina

empiricamente, variando éste entre 3 y 7 segundos.

Una vez concluida la electroforesis capilar, el analisis de fluorescencia de las

muestras se realiza usando el software GeneScan 5.0 (PE-Applied Biosystem, UK).
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1. Ratas neonatales

1.1. Ratas neonatales tratadas con T

En este experimento quisimos conocer como la Testosterona en la época de
diferenciacion sexual regula los niveles de mRNA de la isoenzima 5a-R1 en la corteza
prefrontal de rata neonatal, y si los efectos son iguales o diferentes en la rata macho y
hembra. Para ello, se establecieron los siguientes grupos experimentales: Ratas macho
control (M), ratas macho tratadas con vehiculo (aceite de sésamo) (M+V), ratas macho
tratadas con testosterona (M+T), ratas hembra control (H), ratas hembra tratadas con

vehiculo (H+V), y ratas hembra tratadas con testosterona (H+T). Los resultados se

muestran en la fig. 2.

5¢-R1
Corteza prefrontal
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N° cde moléculas
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Figura 2. Efectos del vehiculo aceite de sésamo (V) y testosterona (T) en los niveles del mMRNA de la 5a-Reductasa tipo 1 (5-a-R1)

en corteza prefrontal de ratas (M) y (H) de 12 dias de vida postnatal. *p<0.001 vs. animales M. #p<0.001 vs. animales H.
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Como se puede observar en la fig. 2, los niveles de mRNA de la 5a-R1 en ratas
macho y hembra controles fueron similares. No hubo cambios significativos en la
expresion de mRNA de la 5a-R1 como resultado del tratamiento con aceite de sésamo
(vehiculo) en ratas macho y hembra, en comparacién con sus respectivos controles.
Después del tratamiento con T, hubo un descenso significativo en la expresion de
MRNA de la 5a-R1 en ratas macho y hembra, en comparacion con sus respectivos

controles.

De igual modo para conocer como la Testosterona en la época de diferenciacion
sexual regula los niveles de MRNA de la isoenzima 5a-R2 en la corteza prefrontal de rata
neonatal, y si los efectos son iguales o diferentes en la rata macho y hembra, se
establecieron los siguientes grupos experimentales: ratas macho control (M), ratas macho
tratadas con vehiculo (aceite de sésamo) (M+V), ratas macho tratadas con testosterona
(M+T), ratas hembra control (H), ratas hembra tratadas con vehiculo (H+V), ratas hembra

tratadas con testosterona (H+T). Los resultados se muestran en la fig.3.
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Figura 3. Efectos del vehiculo aceite de sésamo vehiculo (V) y testosterona (T) en los niveles del mRNA de la 5a-R2 en corteza

prefrontal de ratas macho (M) y hembra (H) de 12 dias de vida postnatal. *p<0.001 vs. animales M. #p<0.001 vs. animales H.

Como se puede observar en la fig. 3, los niveles de MRNA de la 5a-R2 fueron
significativamente mayores en ratas hembra control que ratas macho control. No hubo
cambios significativos en la expresion de mRNA de la 5a-R2 como resultado del
tratamiento con aceite de sésamo (vehiculo) en ratas macho y hembra, en comparacion
con sus respectivos controles. Después del tratamiento con T, hubo un gran aumento
significativo en la expresion de mRNA de la 5a-R2 tanto en ratas macho como en

hembra, en comparacion con sus respectivos controles.

Para comprobar que el tratamiento con T habia sido efectivo se midieron los
niveles plasmaticos de T. Como puede observarse en la figura 4, las ratas neonatales

hembra presentaron unos niveles plasmaticos de T significativamente menores que las
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ratas neonatales macho. Como cabria esperar después del tratamiento con T, hubo un
aumento significativo en los niveles plasmaticos de T en ratas neonatales macho y hembra

respecto a los grupos intactos y tratados con aceite de sésamo.
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Fig. 4

Fig. 4. Niveles plasmaticos de Testosterona en las ratas macho y hembra de 12 dias de vida postnatal *p<0.001 vs. animales M.

*p<0.001 vs. animales H..

1.2. Ratas neonatales tratadas con DHT

Una vez conocido el efecto que ejerce la T sobre los niveles de mRNA de la
isoenzimas 5a-R1 en la corteza prefrontal de ratas neonatales, quisimos conocer el efecto
que ejerce la Dihidrotestosterona y si los efectos son iguales o diferentes en la rata macho y
hembra. Para ello, se establecieron los siguientes grupos experimentales: ratas macho
control (M), ratas macho tratadas con vehiculo (aceite de sésamo) (M+V), ratas macho

tratadas con Dihidrotestosterona (M+DHT), ratas hembra control (H), ratas hembra
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tratadas con vehiculo (H+V), ratas hembra tratadas con Dihidrotestosterona (H+DHT). Los

resultados obtenidos se muestran en la fig. 5.
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Figura 5. Efectos del vehiculo aceite de sésamo (V), y dihidrotestosterona (DHT) en los niveles de mRNA de la 5a-Reductasa tipo 1

(5a-R1) en corteza prefrontal de ratas (M) y (H) de 12 dias de vida postnatal. *p<0.001 vs. animales M. #p<0.01 vs. animales H.

Como se muestra en la fig. 5, los niveles de mMRNA de la 5a-R1 fueron similares
en ratas macho y hembra controles. Ademés, no hubo cambios significativos en la
expresion de mRNA de la 5a-R1 como resultado del tratamiento con aceite de sesamo
(vehiculo) en ratas macho y hembra, en comparacién con sus respectivos controles.
Después del tratamiento con DHT, se produjo un aumento significativo en la expresion
de mRNA 5a-R1 en ratas macho y una disminucién significativa en ratas hembra, en

comparacion con sus respectivos controles.
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Posteriormente, para conocer el efecto que ejerce la Dihidrotestosterona sobre los
niveles de mMRNA de la isoenzima 5a-R2 en la corteza prefrontal de ratas neonatales y si
los efectos son iguales o diferentes en la rata macho y hembra, se establecieron los
siguientes grupos experimentales: ratas macho control (M), ratas macho tratadas con
vehiculo (aceite de sésamo) (M+V), ratas macho tratadas con Dihidrotestosterona
(M+DHT), ratas hembra control (H), ratas hembra tratadas con vehiculo (H+V), ratas

hembra tratadas con Dihidrotestosterona (H+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 6
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Figura 6. Efectos del vehiculo aceite de sésamo (V) y dihidrotestosterona (DHT) en los niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza

prefrontal de ratas macho (M) y hembra (H) de 12 dias de vida postnatal. *p<0. 01 vs. animales M. #p<0.001 vs. animales H.

Como puede observarse en la fig. 6, la expresion de mRNA de la 5a-R2 fue
significativamente mayor en ratas hembra control que en ratas macho control. No hubo

cambios significativos en la expresion del mRNA de la 5a-R2 como resultado del
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tratamiento con aceite de sésamo (vehiculo) en ratas macho y hembra, en comparacién
con sus respectivos controles. Después del tratamiento con DHT, hubo un aumento
significativo en la expresion de mRNA de la 5a-R2 en ratas macho y una disminucién

significativa en ratas hembras, en comparacidn con sus respectivos controles.

Para comprobar que el tratamiento con DHT habia sido efectivo se midieron los
niveles plasmaticos de DHT. Como puede observarse en la figura 7, después del
tratamiento con DHHT, hubo un aumento significativo en los niveles plasmaticos de DHT
en ratas neonatales macho y hembra respecto a los grupos intactos y tratados con aceite de

sésamo.

Fig. 7. Niveles plasmaticos de Dihidrotestosterona en las ratas macho y hembra de 12 dias de vida postnatal *p<0.001 vs. animales M.

*p<0.001 vs. animales H..
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2. Ratas adultas

2.1. Ratas adultas no tratadas neonatalmente (Grupo control)

2.1.A Ratas macho adultas no tratadas neonatalmente (Grupo control)

En este experimento se midieron los niveles de mRNA de la 5a0-R1 en corteza
prefrontal de los siguientes grupos experimentales: ratas macho intactas (I), ratas macho
orquidectomizadas (C), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con
Testosterona (C+T), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (C+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 8.
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Figura 8. Niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal de rata macho adulta no tratada neonatalmente. *P<0.01 vs.

animales C.
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Como se puede observar en la fig. 8, los niveles de mRNA de la 5a-R1
aumentaron de forma significativa en animales orquidectomizados con respecto a
animales intactos. Sin embargo, después del tratamiento con T y DHT, hubo un
descenso significativo de los niveles de mRNA de la 5a-R1 en comparacion con los

animales orquidectomizados.

De igual modo, se midieron los niveles de mMRNA de la 5a-R2 en corteza
prefrontal de los diferentes grupos experimentales: ratas macho intactas (I), ratas macho
orquidectomizadas (C), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con
Testosterona (C+T), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (C+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 9.
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Figura 9. Niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal de rata macho adulta no tratada neonatalmente*P<0.01 vs. animalC.
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Como se muestra en la fig. 9, los niveles de mMRNA de la 5a-R2 disminuyeron
significativamente en animales orquidectomizados con respecto a animales intactos. De
forma contraria, después del tratamiento con T y DHT, hubo un aumento significativo

en los niveles de mMRNA de la 5a-R2 con respecto a los animales orquidectomizados.

2.2.B Ratas hembra adultas no tratadas neonatalmente (Grupo control)

En este experimento se midieron los niveles de mMRNA de la 5a-R1 en corteza
prefrontal de los siguientes grupos experimentales: ratas hembra intactas (1), ratas
hembra ovariectomizadas (O), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas
con Testosterona (O+T), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (O+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 10.
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Figura 10. Niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal de rata hembra adulta no tratada neonatalmente.*P<0.01 vs. an.O.
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Como se puede observar en la figura 10, los niveles de mRNA de la 5a-R1
aumentaron de forma significativa en animales ovarioctemizados con respecto a
animales intactos. Después del tratamiento con T y DHT, se produjo un aumento
significativo de los niveles de mRNA de la 5a-R1 en comparacion con los animales

ovarictemizados.

A continuacién, se midieron los niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza
prefrontal de los siguientes grupos experimentales: ratas hembra intactas (1), ratas
hembra ovariectomizadas (O), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas
con Testosterona (O+T), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (O+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 11.
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Figura 11. Niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal de rata hembra adulta no tratada neonatalmente. *P<0.01 vs. an O.
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Como se puede observar en la fig. 11, no hubo diferencias significativas en los
niveles de MRNA de la 5a-R2 entre los animales intactos y ovarioctemizados. Después
del tratamiento con T, hubo un aumento significativo en los niveles de mRNA de la 5a-
R2 con respecto a los animales ovarioctemizados. Después del tratamiento con DHT, no
hubo diferencias significativas en los niveles de mRNA de la 5a-R2 en comparacion

con los animales castrados.

2.2. Ratas adultas tratadas neonatalmente con T

Para conocer si los patrones de regulacion del mMRNA de los isoenzimas 5a-R1y
5a-R2 en corteza prefrontal del animal adulto dependen de los niveles neonatales de T o
de los niveles de andrégenos cuando el animal es adulto, se administré T a ratas
neonatales durante el periodo de diferenciacion sexual y cuando alcanzaron su estado

adulto se establecieron los siguientes grupos experimentales.

2.2.A Ratas macho adultas tratadas neonatalmente con T

En este experimento se midieron los niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza
prefrontal de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con T, se establecieron los
siguientes grupos experimentales: ratas macho intactos (I), ratas macho
orquidectomizadas (C), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con
Testosterona (C+T), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (C+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 12.
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Figura 12. Niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal de rata macho adulta tratada neonatalmente con T. *P<0.01 vs.

animales C.

Como puede observarse en la fig. 12, los niveles de mRNA de la 5a-R1 en
animales orquidectomizados fueron significativamente menores que en los animales
intactos. Después del tratamiento con T y DHT, hubo un incremento significativo en los

niveles de mRNA de la 5a-R1 en comparacion con los animales orquidectomizados.

De la misma manera, se midieron los niveles de mRNA de la 5-R2 en corteza
prefrontal de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con T, se establecieron los
siguientes grupos experimentales: ratas macho intactos (1), ratas macho
orquidectomizadas (C), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con
Testosterona (C+T), ratas macho orquidectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (C+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 13.
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Figura 13. Niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal de rata macho adulta tratada neonatalmente con T.

*P<0.01 vs. animales C.

Como se muestra en la fig. 13, los niveles de mMRNA de la 5a-R2 en los
animales orquidectomizados fueron significativamente menores que en los animales
intactos. Despueés del tratamiento con T y DHT, hubo un aumento significativo en los

niveles de mRNA de la 5a-R1 en comparacion con los animales orquidectomizados.

2.2.B Ratas hembra adultas tratadas neonatalmente con T

En este experimento se midieron los niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza
prefrontal de ratas hembra adultas tratadas neonatalmente con T, se establecieron los
siguientes grupos experimentales: ratas hembra intactas (l), ratas hembra

ovariectomizadas (O), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con
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Testosterona (O+T), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (O+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 14.
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Figura 14. Niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal de rata hembra adulta tratada neonatalmente con T. *P<0.01 vs.

animales O.

Como puede observarse en la fig. 14, los niveles de mRNA de la 5a-R1 en
animales intactos fueron significativamente menores que en animales ovarioctemizados.
Después del tratamiento con T y DHT, disminuyeron significativamente los niveles de

MRNA de la 5a-R1 en comparacion con los animales ovarioctemizados.

Del mismo modo, se midiero los niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza
prefrontal de ratas hembra adultas tratadas neonatalmente con T, se establecieron los

siguientes grupos experimentales: ratas hembra intactas (I), ratas hembra
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ovariectomizadas (O), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con
Testosterona (O+T), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (O+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 15.
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Figura 15. Niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal de rata hembra adulta tratada neonatalmente con T.

*P<0.01 vs. Animales O.

Como se muestra en la fig. 15, los niveles de mMRNA de la 5a-R1 en animales

intactos fueron significativamente mayores que en animales ovarioctemizados. Después

del tratamiento con T y DHT, aumentaron significativamente los niveles de mRNA de

la 5a-R1 en comparacion con los animales ovarioctemizados.
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2.3. Ratas adultas tratadas neonatalmente con DHT

Una vez conocidos los efectos que ejerce la T durante el periodo neonatal de
diferenciacion sexual del SNC, sobre los patrones de regulacion del mRNA de las
isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2 en corteza prefrontal de rata adulta, quisimos conocer los
efectos que origina la DHT. Para ello, se les administrd Dihidrotestosterona a ratas
neonatales durante el periodo de diferenciacion sexual y cuando alcanzaron su estado

adulto se establecieron los siguientes grupos experimentales.

2.3.A. Ratas macho adultas tratadas neonatalmente con DHT

En este experimentos se midieron los niveles de mMRNA de la 5a-R1 en corteza de
ratas macho adultas tratadas neonatalmente con DHT, se establecieron los siguientes
grupos experimentales: ratas macho intactas (I), ratas macho orquidectomizados (C),
ratas macho orquidectomizados tratadas cuando adultas con Testosterona (C+T), ratas
macho orquidectomizados tratadas cuando adultas con Dihidrotestosterona (C+DHT).

Los resultados se muestran en la fig. 16.
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Figura 16. Niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal de rata macho adulta tratada neonatalmente con DHT. *P<0.01 vs.

animales C.

Como se puede observar en la fig. 16, los niveles de mRNA de la 5a-R1 en
animales orquidectomizados fueron significativamente mayores que en animales
intactos. Después del tratamiento con T y DHT, se produjo un descenso significativo en

los niveles de mRNA de la 5a-R1 en comparacion con los animales orquidectomizados.

De igual modo, se midideron los niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza
prefrontal de ratas macho adultas tratadas neonatalmente con DHT, se establecieron los
siguientes grupos experimentales: ratas macho intactas (1), ratas macho
orquidectomizados (C), ratas macho orquidectomizados tratadas cuando adultas con
Testosterona (C+T), ratas macho orquidectomizados tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (C+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 17.
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Figura 17. Niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal de rata macho adulta tratada neonatalmente con

DHT. *P<0.01 vs. animales C.

Como se puede observar en la fig. 17, los niveles de mMRNA de la 5a-R2 en
animales orquidectomizados fueron significativamente mayores que en animales
intactos. Después del tratamiento con T y DHT, hubo un aumento significativo en los

niveles de mRNA de la 5a-R2 en comparacion con los animales orquidectomizados.

2.3.B Ratas hembra adultas tratadas neonatalmente con DHT

En este experimento, se midieron los niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza

prefrontal de ratas hembra adultas tratadas neonatalmente con DHT, se establecieron los

siguientes grupos experimentales: ratas hembra intactas (l), ratas hembra
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ovariectomizadas (O), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con
Testosterona (O+T), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (O+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 18.
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Figura 18. Niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal de rata hembra adulta tratada neonatalmente con DHT.

*P<0.01 vs. animales O.

Comos se puede observar en la fig. 18, los niveles de mRNA de la 5a-R1 en
animales intactos fueron significativamente menores que en animales ovarioctemizados.
Después del tratamiento con T y DHT, se produjo un aumento significativo en los

niveles de mRNA de la 5a-R1 en comparacion con los animales ovarioctemizados.

A continuacion, se midieron los niveles de mRNA de la 50-R2 en corteza

prefrontal de ratas hembra adultas tratadas neonatalmente con DHT, se establecieron los
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siguientes grupos experimentales: ratas hembra intactas (l), ratas hembra
ovariectomizadas (O), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con
Testosterona (O+T), ratas hembra ovariectomizadas tratadas cuando adultas con

Dihidrotestosterona (O+DHT). Los resultados se muestran en la fig. 19.
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Figura 19. Niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal de rata hembra adulta tratada neonatalmente con

DHT. *P<0.01 vs. Animales O.

Como se muestra en la fig. 19, los niveles de mMRNA de la 5a-R2 en animales
intactos fueron significativamente menores que en animales ovarioctemizados. Después
del tratamiento con T y DHT, se produjo un aumento significativo en los niveles de

MRNA de la 5a-R2 en comparacion con los animales ovarioctemizados.
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2.4. Ratas adultas estresadas

2.4.1. Ratas sometidas a estreés fisico por natacion

Para conocer si las situaciones de estrés fisico modifican los niveles de mRNA
de las isoenzimas 5a.-R en corteza prefrontal de rata adulta, se sometieron a ratas macho

adultas a estrés por natacion forzada.

La figura 20 representa los niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal
de rata macho estresada por natacion y rata macho control. Los niveles de mRNA de la
5a-R1 fueron significativamente mayores en ratas estresadas por natacion en

comparacion con las ratas control.
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Fig. 20. Efectos del estrés por natacion sobre los niveles de mRNA 5a-R1 en corteza prefrontal de rata macho control y rata macho

después de ser estresada por natacién. *p<0.001 vs. animales control.
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La figura 21 representa los niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal
de rata macho estresada por natacion y rata macho control. Los niveles de mRNA de la
5a-R2 fueron significativamente mayores en ratas estresadas por natacion en

comparacion con su respectivo grupo control.
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Fig. 21. Efectos del estrés por natacién sobre los niveles de mMRNA 5a-R2 en corteza prefrontal de rata macho control y

rata macho después de ser estresada por natacion. *p<0.001 vs. animales control.

Para comprobar que las ratas habian sido estresadas se midieron los niveles de

corticosteronay ACTH.

La fig.22 muestra los niveles plasmaticos de corticosterona en ratas macho

estresada por natacion y ratas macho control. Los niveles plasmaticos de corticosterona
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fueron significativamente mayores en ratas estresadas por natacion en comparacion con

su respectivo grupo control.
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Fig 22. Niveles plasméaticos de corticosterona medidos en ratas macho control y en ratas estresadas por natacion. Cada

barra representa la media #+SEM para 5-7 animales. *p< 0.01 vs. animales control.

La fig.23 muestra los niveles plasmaticos de ACTH en ratas macho estresada por
natacion y en ratas macho control. Los niveles plasméaticos de ACTH fueron
significativamente mayores en ratas estresadas por natacion en comparacion con su

respectivo grupo control.
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Fig23. Niveles plasmaticos de ACTH medidos en ratas macho control y en ratas después de ser estradas por natacién. Cada barra

representa la media #+SEM para 5-7 animales *p< 0.01 vs. animales control

2.4.2. Ratas sometidas a estrés medio ambientalmente

En base a los resultados obtenidos en el estrés por natacion forzada, quisimos ver si
el estrés medio ambiental también afecta sobre los niveles de mMRNA de la 5a-R en corteza

prefrontal de rata adulta.

En este ensayo experimento se midieron los niveles de mRNA de la 5a-R1 en
corteza prefrontal de rata, se establecieron los siguientes grupos experimentales: macho
control (M), hembra control (H), rata macho estresada medio ambientalmente
(M+estrés) y rata hembra estresada medio ambientalmente (H+estrés). Los resultados se

muestran en la fig. 24.
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Figura 24. Efectos del estrés medio ambiental en los niveles de mRNA de la 5a-Reductasa tipo 1 (5a-R1) en corteza

prefrontal de ratas (M) y (H). *p<0.001 vs. animales M. #p<0.001 vs. animales H.

Como puede observarse en la fig. 24, los niveles de MRNA de la 5a-R1 fueron
significativamente mayores en ratas macho estresadas medio ambientalmente en
comparacion con las ratas macho control. Sin embargo, los niveles de mRNA de la 5a.-
R1 fueron significativamente menores en ratas hembra estresadas medio

ambientalmente en comparacion con las ratas hembra control.

De igual modo, se midieron los niveles de mRNA de la 50-R2 en corteza
prefrontal de rata, se establecieron los siguientes grupos experimentales: rata macho

control (M), rata hembra control (H), rata macho estresada medio ambientalmente
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(M+estrés) y rata hembra estresada medio ambientalmente (H+estrés). Los resultados se

muestran en la fig. 25.
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Figura 25. Efectos del estrés mediambiental en los niveles del mMRNA de la 5a-Reductasa tipo 2 (5a-R2) en corteza prefrontal de

ratas (M) y (H). *p<0.001 vs. animales M. #p<0.001 vs. animales H.

Como puede observarse, los niveles de mRNA de la 5a-R2 fueron

significativamente mayores en las ratas macho y hembra estresadas medio

ambientalmente en comparacion con sus respectivos controles.
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En el sistema nervioso central (SNC) de machos y hembras se encuentran
diferencias estructurales y funcionales. Estas diferencias, involucran el numero de
neuronas, morfologia e interconexiones, que han sido asociadas con cambios en la
fisiologia cerebral, desarrollo cognitivo y conducta. Las diferencias morfologicas,
fisioldgicas, bioquimicas y de comportamiento de machos y hembras se denominan, en

su conjunto, dimorfismo sexual.

Los neurotransmisores son cruciales en la citoarquitectura cerebral,
concretamente el neurotransmisor acido y amino butirico (GABA) via de su receptor
tipo A (GABAA-R). Dicho receptor es un complejo multiproteico ligado al canal de CI,
gue actia como un importante nexo entre el sistema endocrino y el sistema nervioso, de
manera que tanto su identidad molecular como su funcién de receptor estan reguladas
por los esteroides. EI GABAA-R permite el flujo selectivo de iones de CI, regulando asi
su excitabilidad neuronal. Estos receptores son proteinas pentaméricas transmembrana
gue estan compuestas por varias subunidades, codificadas a su vez, por varias familias
de genes (Schofield y col., 1987; Olsen y Tobin, 1991; Vicini, 1991). Esta compleja
diversidad molecular, hace que este receptor permita la plasticidad necesaria a este
importante sistema de neurotransmision inhibidora, basada en las siguientes
caracteristicas: regulacion dindmica de la expresion de las subunidades por accion de
esteroides; propiedades biofisicas del receptor, y sensibilidad farmacoldgica a un
namero de moduladores alostéricos entre los que se incluyen: zinc, etanol,

benzodiazepinas (BZD), barbituricos, y neuroesteroides (Majewska, 1992).
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Miembros de nuestro grupo de investigacion, habian demostrado que el R-
GABAA participa en la diferenciacion sexual del cerebro y en la conducta maternal de
rata. Para ello, se administré postnatalmente diazepan (DZ), un agonista del GABAA-R
a ratas macho y picrotoxina (PTX), un antagonista del GABAA-R a ratas hembra,.
Cuando los animales alcanzaron su estado adulto, se estudio la diferenciacion sexual del
bulbo olfatorio accesorio (BOA) (una region sexodimorfica del cerebro), y la conducta
maternal inducida. Ademas, se midieron los niveles plasméaticos de los esteroides
gonadales; testosterona (T), estradiol (E;), y progesterona. Los resultados obtenidos
(Segovia y col., 1996) demostraron que: en la rata macho la administracion de DZ
indujo feminizacion de las células mitrales del BOA y de la conducta maternal,
facilitando que el macho llegara a ser “maternal” al alcanzar el estado adulto; en cambio
la administracion de PTX a la rata hembra causé una masculinizacion de celulas
mitrales del BOA, e inhibi6 la conducta maternal cuando fueron adultas. También, se
demostré que PTX y DZ no alteraron el patrén hormonal sexodimorfico, es decir, los
sexos neuronales y conductuales resultaron invertidos por los tratamientos, pero ese
efecto no era debido a una alteracion de la funcion gonadal, dado que el patron
hormonal gonadal sexodimdrfico era normal. Ademas, se observo que los machos
tuvieron su descenso testicular y las hembras presentaron ciclos estrales iguales a las

ratas hembras controles.

Estos resultados ponen de manifiesto la participacion del GABAaA-R en la
diferenciacion sexual del SNC, y en la conducta reproductora. Por tanto, es légico
pensar que los neuroesteroides, moduladores alostéricos enddgenos del GABAA-R,

intervengan en la diferenciacion sexual de SNC y en la conducta maternal de la rata.
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El término neuroesteroide sirve para designar a los esteroides que se sintetizan
“de novo” en el SNC, bien directamente desde el colesterol o bien desde otras hormonas
esteroideas que actlan de precursoras (Baulieu, 1998). Dentro del término
neuroesteroide se incluyen esteroides cuya acumulacién en el SNC, y sistema nervioso
periférico ocurre independientemente de las fuentes esteroidogénicas exdgenas al SNC

(Baulieu, 1991).

Los neuroesteroides 3a,5a-reducidos, actian como potentes moduladores
alostéricos del GABAA-R (Majewska, 1992), y funcionan de forma similar al DZ, por lo
tanto, pueden intervenir en la diferenciacion sexual del cerebro (Torres y Ortega, 2003a;
Torres y Ortega, 2006). Allopregnanolona y tetrahidrodeoxicorticosterona (THDOC)
son neuroesteroides 3a,5a-reducidos, sintetizados a partir de la Progesterona y
Deoxicoticosterona respectivamente, por accion de las enzimas 5a-Reductasa y 3a-
Hidroxiesteroide Deshidrogenasa (3a-HSD) (Fig.1). La enzima 5a-R cataliza una
reaccion irreversible (Wilson, 1975), siendo por tanto la enzima limitante en la sintesis
de neuroesteroides 3a,5a-reducidos. Ademas, 5a-R esta implicada en el metabolismo
de T, que es la hormona responsable de la masculinizacion del cerebro. Aunque
curiosamente la T producida en el testiculo se aromatiza “in situ” a estradiol, que es la
verdadera hormona masculinizante del cerebro de rata (Lephart, 1996; Amateau y col.,
2004). Sin embargo, hay algunas estructuras del cerebro de rata macho que necesitan
DHT, junto con estradiol, para llevar a cabo el completo desarrollo masculino

(Goldstein y Sengelaub, 1994).

En el proceso de diferenciacion sexual del SNC, 5a-R juega un importante papel

interviniendo en la sintesis de neuroesteroides 3a.,5a-reducidos, asi como en la sintesis

97



Discusion

de DHT. Por ello, nos planteamos estudiar la transcripcion de los genes 5a-R1 y 5a.-R2,
y su regulacion por T y DHT en corteza prefrontal de rata macho y hembra en el

periodo de diferenciacion sexual del SNC.

En primer lugar, se administrd T a ratas neonatales desde el dia 5 hasta el dia 12
de vida postnatal (P5-P12), y se midieron los niveles de mRNA de las isoenzimas 5a-R
a los 12 dias de edad. Los resultados obtenidos (fig. 3) demostraron que la expresion de
la 5a-R2 era mayor en rata hembra control de 12 dias de vida, que en rata macho
control de la misma edad. Investigaciones previas (Russell y Wilson, 1994, Torres y
col., 2003) habian demostrado que 5a-R2 debe promover funciones especificas
masculinas, ya que 5a-R2 muestra una alta expresion en tejidos androgénicos, tales
como la glandula prostatica. Curiosamente, nuestros resultados indicaron una mayor
expresion en rata hembra neonatal que en rata macho neonatal, lo que sugiere que 5o.-
R2 puede no tener efectos clasicamente masculinizantes en cerebro de rata hembra de
12 dias de vida. Una posibilidad es que, en rata hembra, la 50-R2 evite la
transformacion de testosterona a estradiol, la cual participa en la masculinizacion del

SNC de roedores (Lephart, 1996).

Otra funcion de la 5a-R2 en rata hembra neonatal podria ser la sintesis de
derivados 5a-reducidos de progesterona (hormona clasica femenina), que
posteriormente serian transformados en neuroesteroides 3a-5a-reducidos. Estos
neuroesteroides tienen efectos hipnoticos, sedativos, y ansioliticos (Celotti y col., 1992;
Paul y Purdy 1992; Torres y Ortega, 2003a). Ademéas, como hemos indicado los
neuroesteroides 3a-5a-reducidos parecen estar implicados en la diferenciacion sexual

del cerebro y en el comportamiento, favoreciendo la formacion y mantenimiento de
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estructuras femeninas del cerebro (Segoviay col., 1996), ya que los neuroesteroides 3o.-
5a-reducidos regulan el receptor GABAA de forma similar a las benzodiazepinas (Paul
y Purdy 1992; Majewska 1992). En apoyo a esta hipotesis, se ha visto que hay una
mayor cantidad de allopregnanolona en el cerebro de rata hembra que en el cerebro de
rata macho (Torres y col., 2001), la actividad 5a-R esta presente en drganos sexuales
femeninos, y se han demostrado altos niveles sanguineos de metabolitos 3a-5a-
reducidos de progesterona en mujeres sanas, al menos durante la segunda fase del ciclo

menstrual (Rapkiny col., 1997).

En cuanto a la 5a-R1 los niveles de mRNA en corteza prefrontal de rata
neonatal (fig.2) fueron similares en macho y hembra, datos que estan de acuerdo con los
obtenidos por Melcangi y col., (1998). Los niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza
prefrontal fueron mucho mayores en rata neonatal que en rata adulta (Torres y Ortega,
2003a, 2006). La isoenzima 5a-R1 habia sido considerada como una enzima
constitutiva, con una funcién catabolica para proteger a las neuronas de la apoptosis
inducida por un exceso de glucocorticoides, por ejemplo los producidos en situaciones
de estrés (Mahendroo y col., 1997; Poletti y col., 1998). Posiblemente el SNC tiene
mayor plasticidad durante la ontogénesis postnatal que en la edad adulta y debe
necesitar, por tanto, proteccion durante este periodo. Por consiguiente, la alta expresion
de la 5a-R1 durante la diferenciacion del SNC en periodo postnatal debe tener un papel

fisioldgico protector.

La funcidn catabdlica de la 5a-R1 podria no ser la Gnica funcidn que tiene esta
isoenzima, sino también funciones de desmasculinizacion/feminizacion del SNC,

mediante la sintesis de neuroesteroides 3a,5c-reducidos de progesterona
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(allopregnanolona), especialmente en hembra, en la que los niveles de progesterona son

altos (Torres y col., 2001; Corpechot y col., 1993).

En nuestros resultados observamos que la rata macho neonatal presenta altos
niveles de mRNA de la 5a-R1. Ademas, 5a.-R1 tiene gran afinidad por la progesterona
(Negri-Cesi y col., 1996). Sin embargo, la progesterona se encuentra en baja
concentracion en rata macho en comparacion con la T, por lo tanto, en condiciones

fisiologicas no se produciran esteroides 3a,5a-reducidos en el macho.

Tras la administracion de T, los niveles de mRNA de la isoenzima 5a-R2 en rata
macho y hembra presentan un aumento significativo (fig. 3). Este perfil era similar al
encontrado en la préstata (Torres y col., 2003) y en el cerebro de rata macho y hembra
adulta (Torres y Ortega, 2003a, 2006), y corresponde a un gen que es regulado
positivamente por T, por lo tanto, debe controlar funciones masculinas. La regulacién
del gen 5a-R2 por T era mayor en rata macho adulta que en rata hembra adulta (Torres
y Ortega, 2003a, 2006), sugiriendo que esta regulacion esta condicionada genéticamente
por el sexo. De acuerdo con nuestros resultados, el efecto positivo de T sobre los niveles
de mRNA de la 5a-R2 era mucho mayor en rata neonatal que en rata adulta (Torres y
Ortega, 2003a, 2006). Ademas, el grado de regulacion del gen 5a-R2 por T es igual en
rata neonatal macho y hembra. Por tanto, la alta regulacion del gen 5a-R2 por T en rata
adulta no depende exclusivamente del sexo, y probablemente se deba a los diferentes
niveles fisioldgicos de T que presenta el macho y la hembra durante la diferenciacion

sexual del SNC (Negri-Cesi y col., 2004).
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Los niveles de mRNA de la 5a-R1 durante la diferenciacion sexual del SNC,
disminuyeron después de la administracion de T en rata macho y hembra neonatal (fig.
2). Este resultado, que puede parecer sorprendente, a nuestro entender es logico, ya que
la T es la principal hormona sexual masculina e induce eventos masculinizantes en el
cerebro. Por lo tanto, nuestros datos confirman la hipétesis de que, ademas de tener
funcién de proteccion neuronal (Poletti y Martini, 1999), la isoenzima 5a-R1 debe
participar en funciones desmaculinizantes/feminizantes en el cerebro, mediante la

sintesis de esteroides 3a-5a-reducidos de progesterona.

Para asegurarnos que el tratamiento con T habia sido efectivo, se midieron los
niveles plasméticos de T (fig. 4). Como era de esperar, las ratas tratadas con T tienen
unos niveles plasmaticos de T significativamente superiores con respecto a las ratas

controles .

A la vista de nuestros encuentros, decidimos estudiar como DHT regula la
expresion de las isoenzimas 5a-R en corteza prefrontal de rata durante el periodo de
diferenciacion sexual del SNC, ya que en el SNC los efectos de DHT podrian ser

diferentes a los de T, al menos en la hembra (Torres y Ortega, 2006).

La administracion de DHT a rata neonatal desde el dia 5 hasta el dia 12 de vida
postnatal (P5-P12), demostré que las isoenzimas 5a-R tuvieron un comportamiento
sexualmente dimarfico, pero similar dentro de cada sexo (fig. 5 y fig. 6). En el macho,
la administracion de DHT produjo un elevado aumento en los niveles de mRNA de la
5a-R1 y 5a-R2, similar al previamente observado en prostata de rata macho adulta

(Torres y col., 2003). Es posible que en el macho, las isoenzimas 5a-R estén reguladas
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por DHT durante la ontogénesis del SNC por un mecanismo feed-forwar, idéntico al
que presenta la préstata. EI mecanismo feed-forward es especifico de morfogenes que
actian durante la ontogénesis. Quizd una de las razones por las cuales la
masculinizacion de muchas estructuras del SNC de roedores es producida por la
testosterona después de ser transformada a estradiol, sea para evitar un exceso de DHT
en el cerebro. Este exceso podria inducir a las isoenzimas 5a-R, y por lo tanto,
incrementaria el nivel de neuroesteroides 3a-5a-reducidos en el cerebro. Nuestros
resultados podrian explicar el inexplicable efecto desmasculinizantes que produce la
admistracion DHT en algunas estructuras sexodimorficas del SNC, como es el bulbo
olfatorio accesorio, tal y como mostraron los trabajos realizados por Valencia y col.,

(1992).

Sorprendentemente, el efecto que origind la administracion de DHT en la
hembra era opuesto al producido en el macho, con una reduccion en la expresion de 5a.-
R1 y 5a-R2 en la hembra y un incremento en el macho. Es decir, DHT produce un
mecanismo feed-forward en las isoenzimas 5a-R en el macho, y un mecanismo feed-
back en las isoenzimas 5a-R en la hembra. Esta claro que la regulacion de las
isoenzimas 5a-R por DHT en cerebro de rata neonatal es sexualmente dimorfico.
Aungue la causa de este dimorfismo no se conoce, hay una mayor cantidad de 5a-R2 en
la hembra que en el macho, y quiza la administracion de DHT debe inducir un
mecanismo feed-back para evitar una sobreexpresion del gen 5a-R2. Aunque la
cantidad de T en la hembra era pequefia, y la afinidad de 5a-R2 era mucho menor por T
que por progesterona (Negri-Cesi y col., 1996), no hay duda que la sobreexpresion del
gen 50-R2 en la hembra podria producir DHT, masculinizando algunas estructuras del

SNC durante la ontogénesis del mismo (Poletti y col., 1998).
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Durante el periodo de diferenciacion sexual del SNC en rata, la regulacion
transcripcional de los genes 5a-R1 y 5a-R2 por T (Sanchez y col., 2006), era diferente
de su regulacién por DHT (Séanchez y col., 2005). Asi, los niveles de mMRNA de la 5a.-
R2 en rata hembra neonatal, incrementaron considerablemente después de la
administracion de T, y disminuyeron tras la administracion de DHT. Asi se demuestra
que DHT, que habia sido considerada como un metabolito de la T con idénticas

funciones que ella, adquiere un valor propio e independiente de la T.

El tratamiento con DHT habia sido efectivo (fig. 7), ya que las ratas tratadas con
DHT tienen unos niveles plasméaticos de DHT significativamente superiores, con

respecto a las ratas controles.

La administracién exdgena de T (Torres y Ortega 2003a) aumenta los niveles
plasméaticos de T, asi como la administracion de DHT. Sin embargo, hay varias
explicaciones para los diferentes efectos que se obtuvieron tras la administracion de T y
DHT. En primer lugar, es bien conocido que muchos de los efectos que ejerce la T en el
dimorfismo sexual del SNC, son mediante la aromatizacion de la T a estradiol en el
propio cerebro (MacLusky y Naftolin 1981; Lepart 1996; Negri-Cesi y col., 1996;
Amateau y col., 2004). Por lo tanto, T y DHT podrian ejercer diferentes efectos
fisiologicos ya que DHT actla via receptor de androgenos (AR), mientras que T
actuaria via receptor de estrdgenos (ER). En este sentido, la T induce la enzima
aromatasa Pyso en el cerebro (Harada y col., 1992; Abdelgardir y col., 1994), y que esta
presente en las neuronas de la corteza prefrontal de rata neonatal (Zwain 1999). En

segundo lugar, parece ser que existen tres clases de genes de respuesta para androgenos:
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aquellos que ejercen su accion a través del receptor de andrégenos acoplado a T,
aquellos que lo hacen a través del receptor de androgenos acoplados a DHT, y aquellos
que actuan independientemente del andrégeno acoplado al receptor (Russell y Wilson

1994).

En vista de estos encuentros, quisimos estudiar la regulacion de 5a-R1 y 5a-R2
por T y DHT en ratas macho y hembra adultas, y ver si esta condicionada por los
niveles neonatales de Ty DHT, o por otros factores como podrian ser los niveles de Ty
DHT en la época adulta. Para ello, a un grupo de ratas macho y hembra neonatales se
les administré T, y a otro grupo de ratas macho y hembra neonatales se les administrd
DHT. Cuando alcanzaron su estado adulto, se midieron los niveles de mRNA de las
isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2, en estado basal, gonadectomizadas y tras las administracion

de Ty DHT.

Nuestros resultados indican que en ratas macho adultas no tratadas
neonatalmente (grupo control) (fig. 9), la expresion de la 5a-R2 disminuy6 tras la
castracion y aumentd después de la administracion de T y DHT, presentando un
mecanismo de regulacion feed-forward, similar al que presenta dichas isoenzimas en
prostata (Torres y col., 2003). Por ello, la isoenzima 5a-R2 en el cerebro puede tener al
igual que en la préstata una funcion androgénica, produciendo en el cerebro DHT que
masculinizaria algunas estructuras del SNC (Goldstein y Sengelaub, 1994). La 5a-R2 es
muy importante durante el periodo de diferenciacion sexual del cerebro (Poletti y col.,
1998). No obstante, 5a-R2 es expresada y regulada por androgenos en rata macho

adulta, por lo tanto, parece que participa no sélo en la formacion, sino también en el
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mantenimiento de estructuras sexodimoérficas del SNC durante toda la vida del macho

(Torres y Ortega, 2003a).

Los niveles de mRNA de la 5a-R1 en rata macho adulta control (fig. 8)
aumentaron tras la castracion y disminuyeron tras la administracion de T y DHT. Estos
resultados, parecen apuntar a que 5a-R1 debe estar ademas implicada en procesos de
dimorfismo sexual, ejerciendo efectos opuestos a los que presenta la isoenzima 5a-R2,
dado que las dos isoenzimas estan reguladas de forma opuesta por T y DHT (Torres y

Ortega, 2003a).

En el cerebro de rata hembra adulta no tratada neonatalmente (grupo control)
(fig. 11), el gen 5a-R2 se expresd6 més que en la rata macho, aunque en la hembra
estaba muy poco regulado por Ty DHT (Torres y Ortega, 2006). Estos resultados estan
de acuerdo con previas investigaciones en las cuales un tratamiento con flutamine, un
antagonista de los receptores androgénicos, es capaz de producir una disminucion
significativa en los niveles de mMRNA de la 5a-R2 en el cerebro de rata macho. Dicho
tratamiento es menos efectivo en la modulacién de la expresion de esta isoforma en el
cerebro de rata hembra (Poletti y col., 1998). La ligera regulacion de la 5a-R2 por
androgenos en corteza prefrontal de rata hembra adulta, sugiere que la produccion de
una gran cantidad de DHT no debe ser la principal funcion de esta isoenzima en

hembra.

En cuanto a los niveles de mRNA de la 5a-R1 en cerebro de rata hembra adulta
control (fig. 10), aumentaron tras la ovarioctemizacion y tras la administracion con T y

DHT, presentando un mecanismo de regulacion diferente al que tiene la 5a-R1 en el
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higado de rata hembra (Torres y Ortega, 200a). Por tanto, parece que la 5a-R1 no so6lo
tiene funcion catabolica, sino que también interviene en la sintesis de neuroesteroides
3a-5a-reducidos, ejerciendo efectos desmasculinizante/feminizantes en el cerebro

(Torres y Ortega, 2006).

Nuestros resultados demuestran (fig.13) que la administracion neonatal de T a
rata macho durante la diferenciacion sexual del SNC, produjo cuando fue adulta un
perfil de regulacion de los niveles de mRNA de la 5a-R2 por T y DHT, similar al
encontrado en prostata (Torres y col., 2003), o en cerebro de rata macho adulta no
tratada neonatalmente (fig. 8). Aunque los niveles de mRNA de la 5a-R2 fueron 200-
veces mayores en rata macho adulta tratada neonatalmente con T, que en rata macho

adulta sin tratar.

En la prostata y en el cordon espinal de rata existen altos niveles de mRNA de la
5a-R2 (Pozzi y col., 2003; Torres y col., 2003; Patte-Mensah y col., 2004), donde
podrian ejercer procesos de masculinizacion tanto en prostata, como en cerebro (Poletti
y col., 1998; Torres y Ortega, 2003a). Por lo tanto, es razonable pensar que la
administracion neonatal de T, la hormona androgénica y masculinizante del SNC por
excelencia, no solo incrementa los niveles de mRNA de la 5a-R2 en el animal neonato
(Sanchez y col., 2006), sino que también programa la expresion de la 5a-R2 durante
toda la vida del individuo, como ocurre con algunas enzimas hepaticas (Gustafsson y

Stenberg 1974a; 1974b).

Respecto a la isoenzima 5a-R1 (fig. 12), la administracion neonatal de T

produjo un aumento en los niveles de MRNA de la 5a-R1 en el macho adulto, y una
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regulacion positiva por Ty DHT en la expresion del gen 5a-R1, opuesta a la regulacion
gue presentaba la rata no tratada neonatalmente (fig. 8). Nosotros habiamos hipotetizado
gue 5a-R1 es una enzima desmasculinizante/feminizante en el cerebro (Torres y Ortega,
2003a). Sin embargo, nuestros resultados actuales demuestran que la T administrada
neonatalmente impide el patron de regulacion normal de mRNA de la 5a-R1 por Ty
DHT en la rata macho adulta, y produce un patrén de regulacién similar al que presenta
la enzima masculinizante 5a-R2 en la prostata, un 6rgano exclusivamente masculino

(Torres y col., 2003).

La administracion neonatal de T en rata hembra (Fig.15), produjo cuando fue
adulta un aumento en los niveles de mMRNA de la 5a-R2 5 veces superior a los niveles
que presentaba la rata hembra adulta no tratada neonatalmente (Fig.11). El patrén de
regulacién del mRNA de la 5a-R2 por T y DHT fue similar en ratas macho y hembra
tratadas neonatalmente por T. Puesto que el aumento en los niveles de MRNA de la 5a-
R2 fue diferente en rata macho y rata hembra adultas, tratadas neonatalmente con igual
cantidad de T, la participacion de otros parametros sexo especificos podrian influir en el

perfil de regulacion del mRNA de la 5a-R2.

Respecto a la 5a-R1 (Fig. 14), la administracion neonatal de T a la rata hembra,
produjo cuando adulta un descenso en los niveles de mRNA de la 5a-R1 15 veces
inferior, a los niveles que presentaba la rata hembra adulta no tratada neonatalmente
(fig. 10). Interesantemente, la administracion neonatal de T en rata hembra produjo
cuando fue adulta un patrdén en la regulacion del mRNA de la 5a-R1 por Ty DHT (fig.

14) opuesto al que presentaba la rata hembra, no tratada neonatalmente (fig. 10). Los
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resultados presentes parecen confirmar la hipotesis de que 5a-R1 debia tener en el

cerebro de rata hembra una accion feminizante/desmasculinizante.

La administraciéon neonatal de DHT a rata macho, produjo cuando fue adulta un
patrén de regulacion del mRNA de la 5a-R2 por T y DHT (Fig. 17), similar al que
presentaba el MRNA de la 5a-R1 de hembra no tratada neonatalmente (Fig. 10).
Curiosamente, la administracién neonatal de DHT en rata macho, produjo cuando fue
adulta una disminucién en los niveles de mMRNA de la 5a-R2 2 veces inferior, a los
niveles que presentaba la rata macho adulta no tratada neonatalmente (Fig. 9). Respecto
a la 5a-R1 (fig. 16), la administracion neonatal de DHT en rata macho, produjo cuando
fue adulta un patron de regulacién del mRNA de la 5a-R1 por T y DHT, similar al que
presentaba la rata macho adulta no tratada neonatalmente (Fig. 8). Los niveles de
MRNA de la 5a-R1 fueron 7 veces superiores a los que presentaba la rata macho no
tratada neonatalmente. La hipotesis de nuestro grupo de investigacion de que DHT
podia ser una hormona que tuviera efectos diferentes a los de la T en el cerebro, a veces

incluso opuestos (desmasculinizantes/feminizante), se ve reflejado en estos resultados.

La administracion neonatal de DHT a la rata hembra, produjo cuando fue adulta
un patrén de regulacion de mRNA de la 5a-R1 (Fig. 18) y 5a-R2 (Fig. 19) por T y
DHT, similar al que presentaba la 5a-R1 de hembra no tratada neonatalmente (Fig. 10).
Nuestros datos demuestran que la misma dosis de DHT administrada neonatalmente a
rata hembra y macho, produjo un patrén de regulacion del mRNA de la 5a-R por Ty
DHT que fue diferente en la rata adulta macho y hembra. Esto sugiere que, ademas de
los niveles neonatales de DHT, otros pardmetros sexo especificos deben influir y

determinar la regulacion del mRNA de la 5a-R1.
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Los resultados obtenidos indican que, aunque los factores geneticos y sexo
dependientes (por ejemplo, el entorno esteroideo del animal), deben influir en los
niveles basales de las isoenzimas 5a-R y en su regulacion en el animal adulto, los
niveles de Ty DHT en el periodo postnatal de diferenciacion sexual del SNC juegan un

papel decisivo en estos eventos.

Es un hecho conocido que las situaciones de estrés modifican los niveles de T (
). Las situaciones de estrés también modifican los niveles de neuroesteroides en la
sangre y en el cerebro de roedores (Biggio y col., 1996; 2000), diferenciando los efectos
de estrés crénico y agudo (Barbaccia y col., 1996; 2001). Por ello, las situaciones de

estrés fisico fueron objeto de nuestro estudio.

La transmision GABA«gica @ Nivel central juega un importante papel controlando
el estado emocional, y regulando el estado de ansiedad originado por cambios rapidos
en las condiciones medio ambientales (Barbaccia y col., 2001). Asi, situaciones de
estrés modifican el GABAA-R en la corteza cerebral de rata (Biggio y col., 1980; 1981;
1983; 1987; Concas y col., 1985; 1887). La hipotesis de que los receptores GABAA son
modificados por el estrés, era apoyada por las observaciones de una rapida y reversible
regulacion negativa del GABAA-R en varias situaciones de estrés agudo, incluyendo
inhalacion forzada de dioxido de carbono, natacion forzada y exposicién a un nuevo
medio ambiente (Biggio y col., 1981; Medina y col., 1983; Concas y col., 1987; Drugan
y col., 1989; Serra y col., 1991; Andrews y col., 1992; File y col., 1993). Incluso

situaciones de estrés agudo, por ejemplo, intoxicacion alcohdlica aguda, incrementan
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los niveles plasmaticos de allopregnanolona en varones adolescentes implicando al

receptor GABAA, en este acontecimiento (Torres y Ortega, 2003c; 2004b).

Las benzodiazepinas y sus derivados que actian como moduladores alostéricos
positivos del complejo GABAAa-R, alivian la ansiedad en humanos, y por ello pueden
participar en la respuesta al estrés (Haefely, 1994). Los neuroesteroides 3o-5a-
reducidos regulan el GABAAa-R de forma similar a los barbitdricos (Paul y Purdy, 1992;
Majewska 1992) y pueden, por lo tanto, participar en la respuesta al estrés.
Allopregnanolona es producida en los ovarios, testiculos y glandulas adrenales. En la
glandula adrenal, la biosintesis de allopregnanolona es estimulada por ACTH que
induce la estimulacion de la esteroidogenensis via AMPc (Besman y col., 1989). En el
cerebro se expresa la proteina proteina inhibidora de la union al diazepan (DBI), una
proteina que regula la esteroidogenesis adrenal (Mukhin y col., 1989; Krueger y
Papadopoulos 1990), por ello, en situaciones de estrés pueden aumentar los niveles de

allopregnanolona en el cerebro y en la glandula adrenal (Purdy y col., 1991).

Los estudios realizados por Purdy y col. (1991), demostraron que en situaciones
de estrés agudo por natacion forzada, se produce un aumento en la cantidad de
progesterona y allopregnanolona, tanto en el cerebro como en el plasma. Dado que
allopregnanolona es sintetizada a partir de progesterona por las isoenzimas 5a-R y 3a.-
HSD, siendo 5a-R la enzima limitante de la reaccion, y puesto que los niveles de
allopregnanolna son modificados en situaciones de estrés (Purdy y col., 1991; Torres y
Ortega, 2003c), es logico pensar que una, otra, 0 ambas isoenzimas 5a-R podrian ser

modificadas en situaciones de estrés. Por ello, decidimos estudiar los niveles de mMRNA
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de las isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2, en la corteza prefrontal de rata macho adulta después

de una situacion de estrés fisico agudo, en este caso por natacion forzoda.

Nuestros resultados demuestran (fig. 20 y fig. 21), que en situaciones de estrés
fisico por natacion forzada, se produjo un aumento en los niveles de MRNA de la 5a-R
en la corteza prefrontal de rata macho, probando que los genes 5a-R1 y 5a-R2 estan

controlados positivamente por un factor o factores inducidos por el estrés fisico de

natacion forzada.

El aumento de allopregnanolona en el cerebro de rata previamente observado por
Purdy y col., (1991) ocasionado por una natacion forzada, podria ser producido por la
alta concentracion plasmatica de progesterona (Purdy y col., 1991), que podria cruzar la

barrera hematoencefalica y ser sustrato de la 5a-R en la corteza cerebral, y también

debido al aumento en los niveles de mMRNA de las isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2.

El individuo humano se ve sometido continuamente a situaciones de estres
medio ambiental, algunas de ellas ocasionadas por el exceso de calor, el exceso de luz
artificial, o el producido por la habitabilidad en un espacio reducido (situaciones
frecuentes en la vida laboral de algunos individuos). Estas situaciones pueden producir
desérdenes psicoldgicos e incluso mortalidad (Tanaka 2007, Rainham 2003) por lo cual,
nos parecio de sumo interés, ver como un estrés medio ambiental modifica los niveles
de mRNA de la 5a-R en rata, en un intento de conocer a nivel molecular los efectos de

las situaciones de estrés medio ambiental en el mamifero.
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Nuestros resultados demuestran que en situaciones de estrés medio ambiental,
(inmovilizacion, exceso de luz artificial, y exceso de calor) se produjo un aumento en
los niveles de MRNA de las isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2 en la corteza prefrontal de rata
macho (fig. 24 y fig. 25). Esto podria conllevar a un aumento en el cerebro de
neuroesteroides 3a,5a-reducidos, tal y como se ha demostrado para otros tipo de estrés
(Barbaccia y col., 2001). Nuestros resultados, estaran apoyados por los de Ordyan y
Pivina (2003), que habian demostrado que ratas macho adultas que fueron sometidas a
estrés durante el periodo prenatal, presentan un significativo descenso en los niveles de

ansiedad.

En la rata hembra, el estrés medio ambiental produjo efectos diferentes en los
niveles de mRNA de las isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2 (fig. 24 y fig. 25). La transcripcion
del gen 5a-R2 aumento tras ser sometida la rata a estrés medio ambiental, presentando
un comportamiento similar al encontrado en la rata macho. Mientras que, el estrés
medio ambiental produjo un descenso en los niveles de mRNA de la 5a-R1,
presentando asi un comportamiento opuesto al macho, y por lo tanto, sexualmente
dimorfico. La rata hembra en condiciones fisioldgicas, presenta altos niveles de mRNA
de la 5a-R1, asi como de progesterona. Ello podria ser la explicacion de que niveles de
allopregnanolona en el cerebro de rata sean superiores en la hembra que en el macho
(Torres y col., 2001). Estos datos estan de acuerdo con estudios realizados por Ordyan y
Pivina (2003), que demuestran que los niveles de ansiedad de ratas macho adulta son

significativamente superiores a los de rata hembra adulta de edad reproductiva.

Una posible explicacion al descenso en los niveles de mRNA de la 5a-R1

encontrado en rata hembra, tras ser estresada medio ambientalmente, podria ser un
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mecanismo de defensa para evitar la sobrexpresion del gen 5a-R1, ya que dicho gen se
encuentra muy expresado en rata hembra en condiciones fisioldgicas. Diversos autores
Mensah-Nyagem y col., (1999); Do-Rego y col., (2000), demostraron en este sentido
que la activacion de los receptores GABAA inhiben la actividad de las enzimas 5a-R y
3a-HSD. Los neuroesteroides THP y THDOC, que son potentes moduladores
alostéricos del GABAAa-R, regulan su biosintesis por un mecanismo de feed-back
(Dubrovsky, 2005). De acuerdo con nuestros resultados, los neuroesteroides 3a-5a-
reducidos ejercen también un mecanismo de control sobre su propia biosintesis,
regulando la expresion de la 5a-R1, al igual que se ha sugerido para el eje hipotalamo-

hipdfisis-adrenal (Barbaccia, 2001).
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Conclusiones

La T administrada en el periodo de diferenciacion sexual del SNC, modifica
los niveles de mRNA de las isoenzimas 5a-Reductasa tipol y tipo2 en la

corteza prefrontal de la rata neonatal macho y hembra.

La DHT administrada en el periodo de diferenciacion sexual del SNC,
modifica los niveles de MRNA de las isoenzimas 5a-Reductasa tipol y tipo2

en la corteza prefrontal de la rata neonatal macho y hembra.

La T administrada neonatalmente modifica en la rata adulta macho y hembra
los niveles de mRNA de las isoenzimas 5a-Reductasa tipol y tipo2 en la
corteza prefrontal, asi como el patrén de regulacion de ambas isoenzimas por

Ty DHT.

La DHT administrada neonatalmente modifica en la rata adulta macho y
hembra los niveles de mMRNA de las isoenzimas 5a-Reductasa tipol y tipo2
en la corteza prefrontal, asi como el patron de regulaciéon de ambas

isoenzimas por Ty DHT.

Los efectos ejercidos por la T y DHT administrada neonatalmente sobre los
isoenzimas 5a-Reductasa tipol y tipo2 en el animal neonato y adulto fueron
a veces diferentes, lo que confiere a DHT un papel hormonal independiente

de T.
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6.

El estrés fisico agudo producido por natacion forzada aumenta los niveles de

MRNA de ambas isoenzimas de la 5a-Reductasa en rata macho adulta

El estrés medio ambiental modifica los niveles de mRNA de las isoenzimas
5a-Reductasa tipo 1 y tipo 2 en rata macho y hembra adulta.

El estrés medio ambiental modifica de forma opuesta los niveles de mMRNA
de las isoenzimas 5a-Reductasa tipol en macho y hembra, lo que indica un
comportamiento sexo dimérfico de esta isoenzima ante esta situacion de

estrés

Por ultimo, queremos resaltar que las isoenzimas de la 5a-Reductasa juegan
un papel decisivo en la diferenciacion sexual del SNC, asi como en su
mantenimiento durante la edad adulta. Las hormonas T y DHT, asi como las
situaciones de estrés fisico y medio ambiental al regular dichos isoenzimas

modifican de forma decisiva estos acontecimientos.
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