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LISTA DE ABREVIATURAS.

E2 Estradiol
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INTRODUCCION.

La susceptibilidad de los organismos superiores a ias infecciones
virales esta inicialmente determinada por la existencia de moléculas
receptoras apropiadas en la membrana de la célula hospedera. Los
miembros de la familia Paramixoviridae son capaces de provocar
infecciones en cerdos, principalmente en individuos jovenes. La
mayoria de estos virus requieren de moléculas glucoconjugadas que

actlen como receptores en las células susceptibles.

El Rubulavirus porcino (RvPo) anteriormente conocido como el virus
del sindrome del ojo azul (VSOA) é paramixovirus porcino La Piedad,
Michoacan (PpLPM) es la especie porcina del género Rubulavirus, que
taxonémicamente se incluye en ia subfamilia Paramixovirinae,
perteneciente a la familia Paramixoviridae. Es un virus emergente que

fue aislado en 1980 en granjas porcicolas del centro del pais (Reyes-

Leyva y cols., 2002).

Por otra parte, las sialogluproteinas de ia membrana celular
experimentan profundes cambios en la composicion de carbohidratos
durante la diferenciacion celular, en el desarrollo y en la transformacion
de células cancerosas. Ademas, algunas de estas moléculas funcionan
como receptores para virus. Todo esto sugiere que las

sialoglucoproteinas desempenan funciones clave en estos procesos

biolégicos y patologicos (Furukawa y cols., 1993).



Se han realizado estudios con el fin de identificar a la molécula
receptora en la membrana celular. Experimentos realizados con células
de la linea PK15 (de rifdn de cerdo) y con células de la linea Vero (de
rindn de mono verde africano) han demostrado que el RvPo es capaz
de reconocer moléculas de la membrana celular que expresan un
patrén de glucosilacion terminal con acido sidlico unido a 2,3 sialil-
lactosa (Reyes-Leyva y cols., 1993). En estudios in vifro, la infeccién
por este virus ocurre tanto en neuronas como en células gliales y utiliza
una sialoglucoproteina que se piensa es la isoforma de 120 KDa de la

molécula de adhesién celular neuronal 6 NCAM (Mendoza-Magana y

cols., 2007).

Las hormonas estercideas sexuales, como el estradiol (E2), ejercen un
efecto positivo sobre la expresion de las proteinas involucradas en los
procesos de plasticidad neuronal en las células de la regién del rafé
dorsal de macacos. Por el contrario, la progesterona (P4) tiene un
efecto contrario al del estradiol ya que se encontré que el RNAm de

dichas proteinas disminuye por efecto de esta hormona (Reddy y cols.,

2004).

En el presente frabajo se evalué el efecto modulador del E2 y de la P4
sobre la unidon de! RvPo en proteinas membranales de células

neuronales del hipotalamo, hipocampo, cerebelo y corteza cerebral de

cerdo necnato ex vivo.



ANTECEDENTES.

Epidemiologia del Rubulavirus porcino.

El Rubulavirus porcino (RvPo) antes llamado virus del sindrome del ojo
azul (VSOA)} 6 paramixovirus porcino La Piedad, Michoacan (PpLPM)
es el agente etiologico def sindrome del ojo azul porcino. Fue aislado e
identificado a partir de cerebro y otros tejidos de cerdos infectados en
brotes naturales ocurridos en granjas porcicolas de la regién del Bajio
en la década de 1980. Los brotes se diseminaron en 16 estados del
centro y del noroeste de la republica. Esta enfermedad solo ha ocurrido
de manera natural en México (Santos-Lépez vy cols., 2004), aungue se
han identificado nuevas especies patdgenas del género Rubufavirus en
diferentes partes del mundo (Reyes-Leyva y cois., 2002; Heinen y cols.,

1998, Chua y cols., 2000).

Caracteristicas y estructura viral.

Los viriones del RvPo son pleomdrficos, casi esféricos y miden entre
180 y 300 nm de diametro (Santos-Lopez G. y cols., 2004). Presentan
una capside helicoidal que esta constituida por la unién de la niacleo
proteina (NP) con el ARN, en ella estén unidas las proteinas de alto
peso molecular (L) y la fosfoproteina (P), las éua!es son responsables
de la formacion de un complejo con actividad de polimerasa de ARN.
La capside se encuentra rodeada por una envoltura lipoprotéica, la cual
presenta en su cara interna y en estrecha relacioén con la capside, una
proteina denominada de matriz (M) y hacia el exterior dos

glicoproteinas, una llamada proteina de fusion (GPF) y la otra es la



hemaglutinina-neuraminidasa (HN), las cuales miden entre 8 y 12 nm

{Santos Lopez G. y cols., 2004).

La HN es la responsable del reconocimiento de receptores en Ig
membrana celular. Las moléculas receptoras celulares requieren de la
expresion de oligosacaridos con configuracion de dimeros o polimeros
de acido sidlico unidos en a 2,3 a lactosa. Estos se encuentran
localizados en las porciones terminales de glucolipidos vy
glucoproteinas membranales. El reconocimiento del receptor involucra
la hidrélisis de los residuos de acido siadlico y a la acfivacion de la GPF

(Reyes-Leyva y cols., 2004; Ramirez-Mendoza y cois., 1999; Sundqvist
y cols., 1990).

La GPF activada por el reconocimiento del receptor induce la fusién
entre la envoltura viral con la membrana ceiular. La GPF es
responsable de la lisis de eritrocitos y la formacién de sincitios en los
cultivos celulares, rasgos caracteristicos de los paramixovirus (Reyes-

Leyva y cols., 2004; Santos-Lopez y cols., 2004; Sundgvist y cols.,
1990).

Clasificacion.

E! Rubulavirus porcino es un virus de origen desconocido. Los estudios
filogenéticos revelan una similitud estructural, genética y funcional con
los virus de la parotiditis humana (VPH), parainfluenza humana 2y 4, y
parainfluenza del simio 5 (SV5) (Santos-Lépez y cols., 2004). El virus

posee un ancestro comin a todos los Paramixovirus y se ha



descartado que sea una mutacion de cualquier otro Paramixovirus ya
identificado. Este virus fue clasificado como la especie porcina del
género Rubulavirus, en la subfamilia Paramyxovirinae, de la familia
Paramyxoviridae, en el orden de los Mononegavirales (Reyes-Leyva y
cols., 2004; Santos-Lopez y cols., 2004).

Patolegia del RvPo.

Los cerdos pueden contraer la infeccién al estar en contacto con
microgotas expelidas por cerdos infectados, si la gota es muy grande
puede quedar atrapada en la mucosa oronasal condicionando la
infeccién a la existencia de células susceptibles en esta estructura; en
caso contrario las gotas pueden ingresar al interior del pulmén y

depositarse en los conductos aéreos inferiores.

En cerdos infectados por via intranasal se ha observado que el virus se
multiplica progresivamente en la mucosa nasofaringea y ef tejido
linfatico asociado; posteriormente se disemina via aérea a los
puimones y bronquios donde se replica abundantemente para después
diseminarse por via sanguinea al resto del organismo. La infeccién en
el sistema nervioso central (SNC) parece darse a través de las
terminaciones del nervio cifatorio en [a mucosa nasal (Ramirez-Herrera

y cols.,1997; Reyes-Leyva y cols., 2004).

Las manifestaciones clinicas causadas por el RvPo varian de acuerdo
a la edad y al sexo del animal, se presentan en forma progresiva,

aguda y generalmente mortal en los cerdos necnatos. El virus ataca



preferentemente el sistema nervioso central neonatal y resulta fatal en
el 90% de los casos en los que se observa (Reyes-Leyva y cols., 2004;
Santos-Lépez y cols.,, 2004). En machos aduitos el RvPo causg
lesiones en ef aparato reproductor particularmente en el epididimo y en
el testiculo. Las lesiones se caracterizan por inflamacién, edema,
degeneracion hidropica, hemorragias, necrosis, ausencia total del tejido
epitelial, lesiones granulomatosas y necrosis del epididimo (Ramirez-
Mendoza y cols.,, 1999). Dichas lesiones estan asociadas con la
generacién de epididimitis, orquitis, atrofia testicular y esterilidad
(Santos-Lopez y cols., 2004). Mientras que las hembras presentan
abortos, aumento de mortinatos e infertilidad (Reyes-Leyva y cols.,
2004). Los animales infectados de ambos géneros presentan fiebre de

40°C y ancrexia (Ramirez-Mendoza y cols., 1999).

La opacidad corneal que caracteriza a la enfermedad se presenta
solamente del 1 al 10% de los animales infectados de cualquier edad.

{Santos-Lopez y cols., 2004; Ramirez-Mendoza y cols., 1999).

ldentificacion del receptor para el RvPo.

En estudios previos identificamos al receptor neuronal para el RvPo
como la isoforma de 120 KDa de la NCAM en membranas neuronales
de cerdo neonato (Mendoza-Magafia L., 2001). Esta molécula es una
sialoglucoproteina que pierde su capacidad de union y de infeccidon
cuando se eliminan enzimaticamente sus residucs de acido sialico
{Mendoza-Magarfia L., 2001). Ademas, en estudios in vitro hemos
estudiado ¢l efecto de E2, P4 y dexametasona. El efecto de P4 in vitro

es aparentemente neuroprotector en células hipotaldmicas e

10



hipocampales de cerdo neonato, mientras que el efecto de E2 parece
favorecer la infeccion de dichas células. Por su parie, la dexametasona
presenta un efecto bifasico dependiente de concentracion, ya que en
concentraciones de 3 a 5 mM parece ser neuroprotector mientras que a
concentraciones mas bajas o mas altas no presenta dicho efecto

(Mendoza-Magafia y cols.; 2007a).
Moléculas de adhesion celular neuronal y polisializacion.

Las moléculas de adhesion celular neuronal (NCAMs) en el SNC tienen
funciones importantes en el establecimiento de conectividad sinaptica
durante el desarrollo embrionario ya gue estan involucradas en la
plasticidad sinaptica del individuo adulto (Cremer y cols., 1998). Las
NCAMs son moléculas que pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y presentan isoformas que resultan de
maodificaciones durante el proceso de transcripcion (Charles y cols,,
2000). Se conocen 3 isoformas de la NCAM: la de 180, 140 y 120 KDa
(Kiss y cols., 1994). Las NCAMs actian como un ligando homofilico en
fa interaccidon de neuronas con una amplia variedad de células
mediante un mecanismo homofilico independiente de Ca** (Eberhardt y

cols., 1986; Kiss y cols., 1994).

La expresion de las diferentes isoformas de NCAM se reguia durante el
desarrollo siendo capaces de colocar grandes homopolimeros de acido
sidlico a2,8 ligados, unidos por una cadena oligosacarida N-ligada al
quinto dominio de la lg (Charles y cols., 2000). En el cerebro

embrionario, la NCAM se encuentra enriquecida en acido polisialico
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(PSA). La PSA-NCAM gradualmente es reemplazada, en la mayoria de
las regiones cerebrales durante los periodos perinatal v postnatal
tempranos, por NCAM menos sializada (140 y 180 KDa). Sin embargo,
la expresién de la PSA-NCAM persiste en las areas cerebrales adultas
que fisioldgicamente experimentan cambios neuronales o gliales, como
es el caso del sistema hipotalamo-neurohipofisiario, nliclec arcuato y
eminencia media, entre otras (Garcia-Segura y cols., 1995). En el
cerebro adulto, la PSA-NCAM se expresa continuamente en
hipotalamo, hipocampo y bulbo offatorio adulto, donde la formacién de

sinapsis y generacioén neural persiste aun en la etapa adulta (Angata y

cols., 2004).

Las NCAM's poseen estructuras di y oligo sializadas que son
expresadas en el cerebro embrionario del cerdo. Las
sialoglucoproteinas frecuentemente terminan en cadenas
oligosacaridas con mas de 3 residuos de acido sidlico a 2,8 ligado
(Sato y cols., 2000). El PSA esta constituido de largas cadenas de
acido sidlico lo cual convierte a NCAM en una molécula negativamente
cargada. Aparentemente, la accién de PSA-NCAM puede ser el
interferir con las propiedades adhesivas de la NCAM promoviendo con
ello la remodelacién de las membranas sinapticas (Muller y cols,,
2000). Los residuos de acido polisialico de ias NCAM también sirven
generalmente como reguladores negativos de las interacciones celuia-
célula (Charles y cols., 2000). Los residuos de acido sidlico participan
en diversas funciones como: adhesion y diferenciacion celular,

transduccion de sefiales y expresion de antigenos de superficie (Sato y

cols., 2000).



En los estudios realizados por Sato y cols. (2000) se describe que
existe una mayor cantidad de residuos de acido sialico unido en a2,3 a
lactosa durante la etapa prenatal y neonatal temprana en las céiulas
neuronales del cerdo. En contraste, la expresion de este tipo de
residuos en la NCAM se encuentra disminuida en la edad adulta. La
isoforma de 120 KDa se expresa en los cerdos de etapa prenatal y
neonatal, mientras que las isoformas de 140 y 180 KDa, que se
encuentran menos sializadas persisten en el cerebro del cerdo adulto.
Esto sugiere que dicha disminuciéon de la expresion de acido sialico

ocurre gradualmente durante el desarrollo {Sato y cols., 2000).
Funcién de las hormonas esteroideas sexuales.

Los sistemas nervioso y endocrino coordinan de forma conjunta las
funciones de todos los aparatos o sistemas fisioldégicos de los
organismos superiores. El sistema nervioso controla las actividades
corporales mediante impulsos nerviosos que conducen a la liberacion
de neurotransmisores, mientras que el sistema endocrino controla

actividades corporales por medio de |a liberacién de hormonas (Tortora

y Grabowski., 2002).

Las hormonas esteroideas se producen en células especializadas
confinadas a las glandulas gonadaies y suprarrenales. Estas glandulas
secretan las hormonas en el torrente sanguineo que las distribuye
hacia todas las células del organismo. Las hormonas son capaces de
modificar el metabolismo, regular el crecimiento y desarrollo e influir en

los procesos reproductivos (Tortora y Grabowski., 2002).



El ciclo reproductivo de los mamiferos en general involucra una
compleja interaccion de diversos sistemas y organos. Los testiculos y
los ovarios, son glandulas endocrinas fundamentales para la funcion
reproductora masculina y femenina respectivamente y funcionan bajo la
influencia de las hormonas hipofisiarias foliculo estimulante (FSH) y la
futeinizante (LH). Los testiculos sintetizan la testosterona en las células
de Leydig a partir del colesterol; la testosterona es el principal
andrégenc y éste se difunde de las células de Leydig al liguido
intersticial y de ahi a la sangre. Entre las funciones que desempeiia la
testosterona esta la masculinizacion del aparato reproductor y el
descenso testicular durante el estado prenatal; asi como fomentar el

desarrolio de los caracteres sexuales secundarios masculinos (Tortora

y Grabowski., 2002).

Las hormonas FSH y LH ejercen sus efectos sobre los ovarios y éstos
en respuesta sintetizan y secretan estrégenos y progesterona, dichos
esteroides son sintetizados a partir del colesterol. Entre las funciones
que realizan los estrogenos se encuentran el fomentar el desarrollo y
conservacion de los érganos sexuales femeninos, asi como promover
el desarrollo de caracteristicas sexuales femeninas. Inducen
modificaciones fisioldégicas como la disminucién de la colesterolemia y
aumentan el anabolismo proteico. Por su parte, la progesterona se
produce principalmente en las células del cuerpo liteo y en conjunto
con los estrégenos prepara el endometrio para la implantacion del

ovulo fecundado y a las glandulas mamarias para la secrecion de fa

leche (Tortoray Grabowski., 2002).



Neuroesteroides.

Los estercides sintetizados en el SNC y el SNP se denominan
neuroesteroides y éstos pueden ser sintetizados por diferentes tipos
celulares como oligodendrocitos, células de Schwann, astrocitos y
neuronas (Yi Hu y cols., 1987; Plassart-Schiess y Baulieu., 2002).
Estas células sintetizan una variedad de esteroides en el SNC
independientemente de la actividad glandular endocrina periférica
(Baulieu E., 1997). La sintesis de los neuroestercides puede darse por
dos vias, se puede lograr a pariir de precursores de las hormonas
sexuales esteroideas, como la pregnenolona o la
dihidroepiandrosterona, © pueden ser sintetizados de novo por
segmentacion de las cadenas laterales del colesterol mediante

actividad de ia enzima P-450scc en la membrana mitoqondrial interna

(Plassart-Schiess y Baulieu., 2002).

Mecanismos de accion de las hormonas esteroideas

sexuales en el sistema nervioso central.

Se han descrito dos mecanismos de accion de las hormonas
esteroideas: ia accién gendmica esteroidea y la accion no gendmica. El
mecanismo clasico de acciéon de las hormonas sexuales, también
lamado de accidon gendmica es a fravés de i{a interaccién de las
hormonas con sus receptores intracelulares. Los receptores de
estrogeno a y B, el receptor de androgenos y los receptores de
progesterona A y B. Estos receptores son factores nucleares de

trascripcion que al unirse al acido desoxirribonucleico regulan Ia

15



trascripcion de genes especificos. Los efectos de las hormonas en
células blanco son detectables en lapsos que pueden variar desde 1h
hasta dias. De esta manera, las hormonas sexuales incrementan o
disminuyen la sintesis de determinadas proteinas. Ademas de los
receptores intracelulares, la existencia de receptores membranales

esta bien documentada (Falkenstein y cols., 2000).

Por otra parte, el mecanismo de accion no gendmico esta caracterizado
por su insensibilidad a los factores inhibidores de la transcripcion y
sintesis de proteinas, ademas de su rapido tiempo de respuesta, que
varia de segundos a minutos. Estos efectos rapidos son mediados por
receptores con propiedades farmacolégicas distintas a las de los

receptores esteroidogénicos intracelulares (Falkenstein y cols., 2000).

Durante la etapa prenatal tardia como en la etapa postnatal temprana,
las hormonas esteroideas sexuales influyen sobre la supervivencia,
diferenciacion y conectividad de poblaciones neuronales tanto en el
cerebro como en la médula espinal. En etapas tempranas del
desarrollo perinatal, el sistema nervioso posee un alto grado de
plasticidad y algunos de los efectos ejercidos por las hormonas pueden

llegar a ser permanentes (McEwen y Alves., 1999).

Neuroproteccion.

La neuroproteccién comprende un conjunto de mecanismos fisiolégicos
y bioguimicos que favorecen la supervivencia neuronal. Los agentes

neuroprotectores incluyen una gran variedad de compuestos naturales
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y sintéticos que modutan algunos de los mecanismos involucrados en

la muerte neuronal (Fiszman M., 2003).

El posible efecto neuroprotector de los estrégenos ha ganado creciente
atencion durante los Ultimos afios ya que su eficacia ha sido
demostrada en muchos modelos de neurodegeneracion y dafo
isquémico en modelos in vivo e in vitro y asi mismo se ha demostrado
también gue son capaces de reducir el dafo neuronal causado por
factores como la hipoxia, aminoacidos excitadores, aniones superdxido
y peréxido de hidroégeno. Los efectos protectores ejercidos por los
estrégenos pueden ser mediados al menos en parte por la habilidad de
éstos para alterar la produccion de radicales fibres y/o sus efectos

sobre las células (McEwen y Alves., 1999).

En este contexto, existen diversos estudios que demuestran que los
niveles elevados de estrogeno estan relacionados positivamente con el
mejoramiento de la memoria a corto plazo y que cuando los niveles de
estrégeno caen a consecuencia de la edad, hay una declinacion

temporal en los procesos de consolidacién de la memoria (Smith y

McMahon., 2005).

En afos recientes se ha descubierto que el estradiol mejora la
plasticidad sinaptica y ejerce acciones neurotréficas y neuroprotectoras
{Rau W. Shane y cols., 2003). Entre los efectos benéficos del estradiol
se encuentran el mejorar el aprendizaje como resultado de una
marcada plasticidad inducida por hormonas en‘ las sinapsis CA3-CA1
(Smith y McMahon, 2005) Sin embargo las propiedades

17



neuroprotectoras también se han atribuido a sus precursores: Ia
pregnenoclona, la dehidroepiandrosterona y la testosterona (Azcoitia y

cois., 2003).

La progesterona (P4) ejerce sus efectos a través del receptor a
progesterona (RP), el cual es un factor de transcripcion nuclear que
actla a traves de elementos de respuesta a P4 (ERP) en la regién
promotora del gen blanco para regular la transcripcion de genes.
Existen dos isoformas del receptor ciasico a progesterona: RP-A y RP-
B (Singh M., 2008).

La P4 y sus derivados sulfatados modulan |z sintesis y la liberacion de
diversos neurotransmiscres y neuropéptidos para dar respuesta a

estimulos fisiolégicos y patolégicos especificos.

Uno de los derivados de P4, la 3a, Se-tetrahidroprogesterona {THP),
ejerce sus efectos sobre [a proliferacion de celulas progenitoras de
oligodendrocitos en la etapa fetal. Se ha encontrado que tanto ia P4
como la THP son capaces de estimular la proliferacion de células
progenitoras oligodendrociticas e inducir la expresiéon de moléculas de
adhesion neuronal polisializadas tempranas (ePSA-NCAM). La
proliferacion de células ePSA-NCAM involucra una sefializacion
neuroesteroidea y de GABA. Por lo tanto, se sugiere que la THP es
importante en el desarrollo del SNC. Por lo que la expresion de las
moléculas NCAM en las céiulas neuronaies embricnarias y fetales es
fundamental, ademas se cree que existe una via de senalizacion
neurona-glia (Gago y cols., 2004; Garcia-Segura y cols., 1995). Con
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base a lo anterior resulta importante realizar este estudio ya que tanto
E2 como P4 podrian inducir modificaciones en las moléculas
membranales de cerebro de cerdo neonato que como consecuencia

podrian impedir, limitar o exacerbar la infeccién viral.



JUSTIFICACION.

El potencial neuroprotector de las hormonas esteroideas ha sido
recientemente objeto de investigaciéon. Las investigaciones se han
centradc en identificar los mecanismos mediante los cuales estas
ejercen efectos neuroprotectores en diferentes modelos experimentales
de dafo como excitotoxicidad, radicales oxidantes o schock isquémico,
entre otros. En menor proporcion se ha estudiado su potencial efecto
neuroprotector ante infecciones virales. Siendo el reconocimiento de
moléculas receptoras en membrana de células hospederas el evento
limitante para el establecimiento de una infeccion viral, resuita
pertinente evaiuar el efecto de estradiol ¢ progesterona sobre la
expresion del receptor para el Rubulavirus Porcino en células
neuronales de cerdos recién nacidos expuestos experimentalmente a
dichas hormonas. La infeccidon por el Rubulavirus Porcino en cerdos
recién nacidos resulta en una panencefalitis que provoca alta

mortalidad en los brotes infecciosos que ocurren en granjas porcicolas

mexicanas. Ademas, es necesario analizar el efecto modulador de las
hormonas EZ2 y P4 sobre la expresién de la NCAM-120 (receptor para
el Rubulavirus) y del glucotope 02,3 sialil-lactosa en diversas regiones
del cerebro de cerdo neonato in vivo. Este estudio permitira analizar ex
vivo si dichas modificaciones pueden impedir, limitar ¢ exacerbar la

capacidad de unién del RvPo.
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HIPOTESIS.
La P4 y el E2 son capaces de modular in vivo la expresién de Ia

molecula NCAM de 120 KDa y de los residuos de acido sidlico

modificando con ello la capacidad de unién del RvPo a su receptor.
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OBJETIVOS.
Objetivo general.

Analizar el efecto modulador de la P4 y del E2 sobre la expresion de la
molécula NCAM de 120 KDa vy la capacidad de union del RvPo a ésta
proteina membranal de neuronas de las regiones de hipocampo,

hipotalamo, cerebelo y corteza cerebral de cerdo neonato tratadas con

las hormonas antes mencionadas.

Objetivos particulares.

1. Analizar la capacidad de unidén del RvPPo a las glucoproteinas de

cerebro de cerdo tratado con E2 y P4.

2. Analizar y cuantificar la expresion de las moléculas NCAM de 120
KDa en cerebro de cerdo neonato tratado con E2 o con P4 en

diferentes regiones de cerebro de cerdo.

3. Analizar la expresién de residuos de acidoe sialico unido en 2,3 a

lactosa, en membranas neuronales de cerdo pre-tratadas ¢con E2

y P4.
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL.

Administracion subcutanea
de E2, P4 y vehiculo en cerdos recién nacidos (RN).

[ Sacriicio |

v}

Obtencion de membranas celulares de diversas regiones cerebrales de cerdos RN E

=

Cuantificacion de proteinas mediante el
meétodo de Bradford.

g

A

Electroforesis en geles de poliacrilamida.
(Ensayo por duplicade para cada muestra).
Electrotransferencia de las proteinas
a membrana de nitrocelulosa o PVDF,

AT L T T T e T

y

Ensayo de unidn de proteinas a virus sobrepuesto.
(VOBPA virus overlay binding protein assay).
Inmunodeteccion de la NCAM de 120 KDa.
Inmunodeteccion de residuos de acido sialico unido en a2,3 a lactosa.

+ i
I Deteccién por el método de peroxidasa,

Andlisis estadistico utilizando andlisis de varianza (ANOVA).I




MATERIALES Y METODOS.

Hormonas utilizadas.

e 17-B Estradiol (E2, Sigma-Aldrich, E-8875)
* Progesterona (P4, Sigma-Aldrich, P-0130)

Formacion de grupos y administracion de las preparaciones

hormonales.

Se obtuvieron cerdos recién nacidos de granjas libres de la
enfermedad. Se formaron fres grupos de 2 cerdos por grupo, dos
grupos experimentales y uno control. A los grupos experimentales se
les administraron las hormonas subcutdneamente a razén de una
administracion (dosis) por dia durante tres dias continuos. Las
soluciones inyectables de E2 y P4 se disolvieron en 0.5mi de aceite de
sésamo. E2 se preparé a una concentracién de 1 mg/dia; mientras que
P4 se prepard a una concentracion de 1.81 mg/dia. Al grupo control se

le administrd 0.5ml de aceite de sésamo por dia durante tres dias

continuos.

Al finalizar el tratamiento los cerdos fueron sacrificados por
decapitacién previamente anestesiados y se les exirajo el cerebro para
obtener muestras de tejido de corteza cerebral, cerebelo, hipotalamo e

hipocampo, ias cuales fueron procesadas para obtener las membranas

neuronales.
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Obtencion de membranas.

La obtencion de membranas se realizd por medio del método descrito

por Jiny cols. (1994) y modificado por Mendoza Magana L. (2001).

Las muestras de tejido nervioso se homogeneizaron en solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) al 0.1M, pH 7.2, con anti-proteasas
(EDTA ai 0.01M, fosforamidén 1ng/ml, leupeptina, aprotinina vy
bestatina 1ug/ml). Las muestras homogeneizadas se centrifugaron a
1,600 g durante 10 minutos a 4°C para eliminar los nucleos y restos
celulares. Posteriormente, los sobrenadantes se colectaron y se
centrifugaron a 25,000 g durante 3.5 horas a 4°C. Los sedimentos
(fraccion membranal) se resuspendieron en solucidn amortiguadora de
Tris salina (TBS) al 0.015M y pH 7.4 con anti-proteasas (Jin y cols.,

1994). La concendracion de proteina fue determinada usando el método

de Bradford (Freshney I, 1987).

Obtencién de RvPo.

Se utilizdé virus cultivado previamente en células de la linea PK-15
(rindn de cerdo), en medio esencial minimo (MEM) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB), S5ug/mi de estreptomicina y 15U/ml de
penicilina (Sundqvist y cols. 1990); cuya concentracién se determiné
por medio de la técnica de hemaglutinacion, y a su vez la
determinacion de la concentracion de proteinas virales se realizé por
espectrofotometria a una longitud de 280 nm. Para el analisis por el

metodo de unidén de proteina a virus sobrepuesto (VOBPA, virus
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overlay binding protein assay) se utilizé una concentracién de 30ug/ml

de proteina viral.
Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se realizo esta técnica con el fin separar las proteinas de las
membranas neuronales de cerdos tratados con hormonas y controles.
Se utifizaron geles de poliacrilamida al 7.5% en condiciones no
reductoras, utilizando el sistema de electroforesis vertical Mini-Protean
3 de BIO-RAD; se utilizaron marcadores moleculares pretefiidos de 204
a 48 KDa (BIO-RAD). Las proteinas fueron ftransferidas a una
membrana de nitrocelulosa Hybond-Protein utilizando el médulo para

transferencia aplicando 35 volts por 3.5 horas.

Analisis de la capacidad de unién del RvPo a las proteinas de las

membranas neuronales de cerdos tratados con hormonas.

Para analizar la capacidad de unién del RvPo a las membranas
neurcnales de los cerdes tratados con hormonas y controles, se utilizd
la antes mencionada técnica VOBPA (Gershoni y cols., 1986; Jin y
cols., 1994; Gastka y cols., 1996). Después de la separacion
electroforética y de la electrotransferencia de proteinas, las membranas
de nitrocelulosa fueron bioqueadas con leche descremada al 5% con
0.02% de azida de sodio durante 18 horas a 4°C y se lavaron 4 veces
con PBS. Después las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas
por 18 horas a 4°C con el RvPo (30ug/ml). Al término de la incubacion

se retird el virus y se realizaron 4 lavados con PBS y 2 con 0.01% de
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Triton X-100 en TBS (TTBS) durante 10 minutos. Posteriormente se
incubaron las membranas con el anticuerpo arti-RvPo 1:100 diluido en
albumina sérica bovina (BSA) al 3% en PBS, dirigido contra ias
proteinas HN y F a 4°C por 18 horas. Al término de la incubacion se
retiro el anticuerpo, se favaron con PBS y TTBS, después se incubaron
con suero normal de cabra al 10% por 18 horas a 4°C. Para detectar la
union del RvPo se realizdé una incubacién durante dos horas con anti-
IgG de ratén hecho en cabra (1:4000} marcado con peroxidasa diluido
en PBS al 0.01M, con 3% de alblmina sérica bovina y 0.01% de Tritén
X-100; después se realizaron 4 lavados con PBS y 2 con TTBS de 10
minutos cada uno. La inmunoreactividad fue visualizada utilizando |a
solucion de revelado de DAB la cual consiste de 6 mg de
diaminobenzidina en 9ml de Tris-HCIl 10mM pH 7.4, con 1ml de cloruro
de calcio al 0.03% y 10ul de perdxido de hidrogeno, tras revelarse la

reaccion fue detenida con agua bidestilada.

Anadlisis de la expresion de las moléculas NCAM de 120 KDa en

cerebro de cerdo tratado con hormonas.

El siguiente estudio se llevo a cabo con el fin de determinar si los
tratamientos hormonales fueron capaces de modificar la expresion de
las NCAM en las membranas neuronales de cerdo. Las proteinas
fueron separadas efectroforéticamente y transferidas a una membrana
de nitrocelulosa como se describid anteriormente. Despues las
membranas fueron blogueadas de la forma ya descrita, al término se
lavaron 4 veces con PBS. Después las membranas fueron incubadas
con el anticuerpo anti-NCAM (1:100) diluido en PBS y adicionado con
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BSA al 3% y se incubaron durante 18 horas a 4°C. A continuacién se
les realizaron los lavaron ya descritos. Después se incubaron durante
18 horas con suerc normal de cabra al 10%. Posteriormente, las
membranas fueron lavadas y se incubaron con anti-lIgG de raton
(1:400) marcado con biotina por 2 horas. Al término de la incubacion
las membranas se lavaron y se sometieron a incubaciéon con
Extravidina (1:1000) por 1 hora. Al término las membranas fueron
lavadas y la inmunoreactividad fue visualizada con solucion reveladora

de DAB como se describi6 anteriormente (Mendoza-Magafia L., 2001).

Analisis de la expresion de residuos de acido sidlico unidos en o

2,3 a lactosa en membranas neurcnales de cerdo tratadas con

hormonas.

El siguiente estudio se llevé a cabo con el fin de determinar si el
pretratamiento hormonal fue capaz de modificar la expresién de los
residuos de acido sialico unido en a 2,3 a lactosa en las membranas

neuronales de cerebro de cerdo.

Las proteinas fueron separadas electroforeticamente y transferidas a
una membrana PVDF aplicando 3% volts por 3.5 horas. A continuacion
se les realizé un proceso de deslipidacién; en primera instancia las
membranas fueron incubadas en una solucién de Hidréxido de sodio al
0.01M durante 30 minutos, después se les realizaron lavados
consecutivos en soluciones de cloroformo/metanol 2:1 y en seguida 1:2

por 15 minutos cada uno, finalizando con un lavado ligero de 2-3
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minutos en metanol absoluto. Las membranas fueron blogueadas como
se describié anteriormente y después se les realizaron lavados.
Posteriormente se incubaron con un anticuerpo monoclonal anti-GD3
(1:100) que reconoce residuos de acido sidlico unido en a 2,3 a lactosa,
durante 18 horas a 4°C. Al término de la incubacion se lavaron y se
incubaron durante 18 horas con suero normal de cabra al 10%,
después las membranas fueron lavadas. Enseguida las membranas se
incubaron con anti-ratén marcado con biotina (1:400) por 2 horas,
después se les realizaron lavados. Posteriormente se incubaron con
Extravidina-peroxidasa (1:1000) por 1 hora. Al término las membranas
se lavaron nuevamente. La inmunoreactividad fue visualizada con

solucion reveladora de DAB como se describi¢ anteriormente

(Mendoza-Magaria L., 2001).
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Mediciones.

Se realizaron mediciones de la densidad éptica maxima (DOmax) en
todos los grupos control, asi como en todos los grupos con tratamiento
hormonal y en los incubados con RvPo. Esta determinacién fue
obtenida de cada una de las bandas de proteina con el programa

computacional Gel-Pro de Media Cybernetics.

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de las mediciones de DOmax fueron utilizados
para el analisis estadistico utilizando Andlisis de Varianza (ANOVA) y
como pruebas pos-hoc se aplicaron la prueba de Bonferroni y la T3 de

Dunnett.



RESULTADOS.

Analisis de la capacidad de union del RvPo a las proteinas de las

membranas neuronales de cerdos tratados con hormonas.

Para analizar la capacidad de unidn del RvPo a las membranas
neuronaies de los cerdos tratados con hormonas se utilizd la técnica de
ensayo de unién a proteinas con virus socbrepuesto. En la figura 1 se
muestra la capacidad de unién del RvPo a las membranas neurcnales

de distintas regiones de cerebro de cerdos tratados con E2 0 P4 asi

como los controles.

lLos resultados de nuestros experimentos muestran una notable
disminucién en la capacidad de union del RVPO a las membranas
neuronales tratadas con E2 y P4. Sin embargo el mayor efecto se
observd en las regiones tratadas con P4. En el grupo control gque
recibid el vehiculo (aceite de sésamo) se encontrd en corteza cerebral
una DOmax de 0.80144+ 0.09331; en hipocampo se encontré 1.08313%
0.13497; en hipotalamo fue de 1.29264x 0.15601; y en cerebelo

1.08604 + 0.14364.

En los cerdos tratados con E2 se detectd una disminucién en la unién

I+

de virus. En la corteza cerebral se tuvo una DOmax de 0.41349
0.10874. En el hipocampo encontramos una DOmax de 0.40884 +
.09469. En el hipotalamc encontramos una DOmax de 0.53355+
0.14960. En el cerebelo se obtuvo una DOmax de 0.44337 + 0.15831.
En todas las regiones hubo diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05) comparado contra el grupo control.



En las regiones cerebrales de cerdos tratados con P4 se detecté que
hubo disminucién en la unién del virus adn mayor. En la corteza
cerebral se registro una DOmax de 0.20837 * 0.02693. En el
hipocampo se obtuvo una DOmax de 0.20235 + 0.02463. En el
hipotalamo se registrd una DOmax de 0.21039 = 0.00889. En el
cerebele se encontrd una DOmax de 0.29133 + 0.02884, en todos los

casos se tuvo diferencia significativa (p<0.05) respecto al control.
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Anadlisis de la expresion de las moléculas NCAM de 120 KDa en

cerebro de cerdo tratado con hormonas.

El siguiente estudio se llevd a cabo con el fin de determinar si los
tratamientos hormonales fueron capaces de modificar la expresién de

las NCAMSs en las membranas neuronales de cerdo.

En la figura 2 se muestra que el efecto modulador de E2 y P4 sobre la
expresion de las NCAM de distintas regiones de cerebro de cerdo no

se detecté.

Los resultados de nuestros experimentos muestran variabilidad en
todos los casos. Solamente las regiones hipocampo, hipotdlamo y
cerebelo mostraron una tendencia a disminuir la expresion de las
NCAM’'s. La corteza cerebral fue |a Unica regién que bajo el tratamiento
con E2 incrementd la intensidad de expresién por amiba del nivel del
control. Ademas, las mencres intensidades de deteccidon de NCAM
bajo el efecto de E2 fueron observadas en el hipocampo, hipotélamo y

cerebelo, que bajo efecto de P4 no se modificod significativamente.

En el grupo control de vehiculo se encontro en la corteza cerebral una
DOmax de 0.43345 + 0.14853. En el hipocampo se enconird de
0.42718 + 0.12398. En el hipotalamo fue de 0.45632 + 0.13807.
Finalmente, en el cerebelo fue de 0.43586 + (.13495.

En los cerdos tratados con E2 se detectd una DOmax en la corteza

cerebral de 0.55030 + 0.12318. En el hipocampo se encontré una
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DOmax de 0.25570 + 0.06002. En el hipotalamo se determind una
DOmax de 0.18264 + 0.03829. En el cerebelo se encontrd una DOmax
de 0.11447 + 0.02914. En todos los casos el andlisis estadistico mostré

que no hubo diferencia significativa con respecto al controi.

En los cerdos tratados con P4 se detectd en la corteza cerebral una
DOmax de 0.16186 * 0.01930. En el hipocampo se detecté una
DOmax de 0.22535 0.05361. En el hipotdlamo se registrd una
DOmax de 0.28109 + 0.04520. En el cerebelo se registré una DOmax

4

de 0.26215 + 0.06407. La P4 no indujo cambios en la expresién de

NCAM por lo que no hubo diferencia significativa respecto al control.
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Analisis de la expresion de residuos de acido sialico unidos en a

2,3 a lactosa en membranas neuronales de cerdo pretratadas con

hormonas.

El siguiente estudio se llevd a cabo con el fin de determinar si el
tratamiento hormonal fue capaz de modificar la expresion de los
residucs de acido sialico unido en a 2,3 a lactosa en las membranas
neuronales de cerebro de cerdo. En la figura 3 se muestra el efecio
modulador de £2 y P4 sobre ila expresion de dichos residuos en

distintas regiones de cerebro de cerdo.

Los resultados de nuestros experimentos muestran una gran
variabilidad en todas las regiones tratadas y controles. Bajo el efecto de
E2, la corteza, el hipocampo y el hipotdlamo fueron capaces de
incrementar la expresion de residuos de acido sidlico unido en a 2-3 a

lactosa en niveles superiores a los expresados por el control.

En el grupo control que recibié el vehicuio se encontré en la corteza
cerebral una DOmax de 0.2578 + 0.0878. En el hipocampo se encontrd
una DOmax de 0.5174 + 0.0766. En el hipotalamo se registrd una
DOmax de 0.1845 + 0.0440 y en el cerebelo se determiné una DOmax

de 0.4252 + 0.1021.

En los cerdos tratados con E2 se detectd un incremento de la
expresion acido sidlico unido en a 2-3 a lactosa en la corteza cerebral
con una DOmax de 04889 * 0.0463 con diferencia significativa
{p<0.05) respecto al control. En el hipocampo se registré una DOmax

de 0.5784 + 0.0488 sin diferencia significativa. En el hipotalamo se
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detectd una DOmax de 0.2513 £ 0.0235 sin diferencia significativa.
Finalmente, en el cerebelo se registrd una disminucidn con una DOmax
de 0.1620 £ 0.0180 con diferencia significativa (p<0.05) respecto al

control.

En las regiones tratadas con P4 se registré en la corteza cerebral una
DOmax de 0.2069 * 0.0226 sin diferencia significativa. En el
hipocampo se registré una DOmax de 0.2245 * 0.0268 con una
diferencia significativa (p<0.05) respecto af control. En el hipotalamo se
registré una DOmax de 0.2242 + 0.0277 y en el cerebelo se detectd

una DOmax de 0.3574 + 0.0337, en ambos casos sin diferencia

significativa respecto al control.
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DISCUSION.

El analisis de VOBPA realizado con las proteinas de membrana
neuronal de cerdos neonatos tratados con E2 mostré que la proteina
receptora NCAM de 120 KDa presentd una capacidad de union para el
RvPo significativamente disminuida. Ademas, el tratamiento con P4
mostroé que la NCAM-120 también disminuyd su capacidad para unir al

RvPo, con un efecto aln mas evidente que el tratamiento con E2.

los resultados sobre el efecto de E2 en la NCAM-120, que condujo a la
disminucién de la union del RvPo en experimentos ex vivo, contrastan
con los obtenidos en los experimentos in-vifro. Ya que, el E2
incrementd la infeccidon (Mendoza-Magafia y cols., 2006). Los
resultados de E2 ex—vivo en cerebro de cerdos neonatos, quizas se
deben a que E2 promueve la expresion de receptores a P4, por ende la
P4 sintetizada in sifu encuentra una mayor cantidad de receptores
disponibles. Por lo tanto, es probable que en realidad estemos ante ei
efecto de P4 y no de E2 (McEwen y Alves., 1999).

Por su parte, el tratamiento de los cerdos con P4 provocd que el
receptor para el RvPo disminuyera su union. Este resultado corrobora
los hallazgos obtenidos en ios experimentos de infeccion experimental
in vitro en células neuronales de cerdos neonatos expuestos a P4
(Mendoza-Magana y cols., 2004, Mendoza-Magafia y cols., 2007a).
Recientemente se documento que la P4 es capaz de provocar efectos
a nivel de membrana alterando la estabilidad de microdominios de
membrana (Furukawa y Kurokawa, 2008; Wray y Nobie, 2008, Placzek
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y cols., 2008) y en virtud de que también recientemente se reporté que
la NCAM-120 se Iocaliza en microdominios de membrana
(Leshchyns’ka y cols; 2003) es probable también que la capacidad de
unién del RvPo se vea disminuida por alteraciones conformacionales
en la NCAM-120 inducidos por el desarregle de microdominics. Por lo

tanto, no es posible descartar un efecto adicional de P4 directamente a

nivel de membrana.

Los efectos de ambas hormonas en las membranas neuronales de
cerdo neonato tratados parecen ejercer un efecto modulador que
regula a la baja la expresion de la NCAM 120. También es probable
que provoquen un cambio conformacional del receptor que resuita en la
disminuciéon de la calidad de ila NCAM 120 como receptor para €l RvPo.
El efecto de P4 a nivel de membrana celular podria ccurrir alterando la
conformacion NCAM 120 que se encuentra en microdominios de
membrana, ya que los efectos no-genémicos de la P4 incluyen la
modificacién de dichos microdominios (Leshchyns’ka y cols; 2003 y
Furukawa y Kurokawa, 2008). No obstante, es necesario realizar
experimentos in vivo para analizar si este efecto de P4 favorece o no al

establecimiento de la infeccion.

El andlisis de la expresion de la NCAM 120 realizado en proteinas de
membrana neurcnal de cerdo neonato tratados con E2 y P4 mostré que
no hubo una diferencia significativa entre ninguna de las estructuras
cerebrales bajo estudio comparadc contra sus respectivos controles.
Sin embargo las graficas obtenidas muestran que en las regiones de

hipocampo, hipotalamo y cerebelo existe una tendencia de! efecto tanto
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de EZ como de P4 para disminuir la expresion de las NCAM. Para
asegurar gue el efecto de E2 y P4 es consistente se requiere de
incrementar el nimero de animales experimentales para disminuir la
dispersion de los resultados. Esto podria también explicarse por el
efecto sensibilizador de E2 que incrementa la expresion del RP que a

su vez se activa por la P4 sintetizada in situ.

Solamente las células neuronales de la corteza cerebral de cerdos
tratados con E2 mostraron una expresién proteica normal de NCAM
que podria explicarse por una pobre expresion del RP en las células de
corteza cerebral. Por lo que se sabe, los receptores a estrogenos
existentes en la corteza cerebral son los tipos REB 1 y 2, siendo el
REB-2 el mas ampliamente distribuido, sin embargo, este es de baja
afinidad en animales adultos (McEwen y cols. 1899). Sin embargo, se
ha documentado que en el cerebro de rata neonatal la expresion del
RP ocurre por estimulacién del REa y no del REB (Wagner y cols.,
2001). Probablemente, en cerdos neonatos el incremento de Ia
expresion de NCAM 120 se deba a que EZ no estimuld a las células
corticales para expresion del RP, consecuentemente se quedd intacto

et efecto de E2 dando lugar a una expresién sostenida de NCAM.

En el cerebelo hubo mayor respuesta a P4 probablemente debido a
gue las células de Purkinje pcseen una amplia variedad de enzimas
esteroidogénicas. Estas se encargan de la sintesis de P4 y de
alopregnanolona especialmente durante la etapa neonatal para
mantener los procesos de desarrollo dendritico, espinogénesis y

sinaptogénesis del circuito neural cerebelar (Tsutsui K., 2008).
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E2 actla dentro de la misma célula en importantes eventos en el
desarrollo de las células de Purkinje y en consecuencia se inicia un
ciclo de retroaiimentacién hormonal que controla el desarrollo del
cerebelo. Tanto E2 como P4 poseen la capacidad de unirse a sus
respectivos receptores y funcionar como factores de transcripcién

controlando con ello la expresidn de muchas proteinas, entre elias las

NCAM (Tsutsui K., 2008).

Nuestros resultados muestran que debido probablemente a la
esteroidogénesis in situ, la concentracién de P4 se mantuvo en niveles
fisiologicos, que operéd ademas con un incremento en su concentracién
dada por el tratamiento, manteniendo con ello un ambiente hormonal
abundante en P4, que no fue capaz de provocar disminucién en la
expresion de NCAM. Sin embargo, en el caso del efecto de E2, su
administracion derivé probabiemente, en el incremento de la expresion
del RP, con lo cual la P4 sintetizada in situ fue capaz de provocar la

disminucién de |la expresién de NCAM.

Guerra-Araiza y cols. (2003) documentaron que la expresiéon del RP en
ef hipotalamo es incrementada por E2 de forma natural mientras que
P4 es capaz de contrarrestar dicho incremento. Esto apoya nuestros
resultados que muestran que el hipotdlamo es sensible a P4
modificando la expresién de NCAM vy del glucotope a 2,3 sialil-lactosa.
En el hipotalamo se expresan dos isoformas de RP; una isoforma de
tamarno completo llamada RP-B y una isoforma truncada en su sitio N-
terminal flamada RP-A de 86 KDa, ambas derivadas del mismo gene.

La expresion de ARNm de los RP’s varia de acuerdo al ciclo estral, a la
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region cerebral, al sexo y etapa del desarrollo (Guerra-Araiza y cols.,
2003, Wagner vy cols, 2001).

Con respecto a la presencia de a 2,3 sialil-lactosa en la NCAM, en los
experimentos realizados para este trabajo, detectamos que E2 y P4
inducen cambios sobre ia expresidon del patron de glucosilacion
terminal. Siendo este glucotope un factor importante para ta union de la
NCAM 120 con ei RvPo, el andlisis de los efectos de E2 y P4 podria
explicar los cambios en la inmunodeteccién del mismo y que afecta ia
capacidad de unién de NCAM 120 con el RvPo. Nuestros resuitados
muestran que E2 provocé un incremento importante en la expresion de
a 2,3 sialil-lactosa en céluias de la corteza cerebral. Mientras que en
hipocampo vy en hipotalamo la expresién del glucotope no fue
modificada por E2. Por el contrario, en el cerebelo E2 provocd una
disminucion en [a expresion del glucotope, quizas debido a la

abundancia de RP y de la capacidad de sintesis de P4 en el cerebelo.

En la corteza cerebral encontramos que E2 mantuvo o promovio la
incorporacion del giucotope a 2,3 siail-lactosa en la NCAM 120. Sin
embargo, esto no impidié que EZ ejerciera un efecto inhibitorio para fa
unién del RvPo. Por lo tanto, es probable que otros mecanismos estén
modificando ia calidad de la NCAM como receptor para RvPo. Los
resuitados mostraron que el tratamiento con P4 en cerdos neonatos no
modificd la expresion del glucotope en ef cerebelo, region en donde su
expresién es abundante de forma natural durante la etapa neonatal y
ademas fue favorecida por los efectos de la P4 exégena sobre las

céluias de Purkinje como se discutid anteriormente (Tsutsui K., 2008).
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CONCLUSIONES.

1. El efecto de E2 y P4 en membranas de cerdo neonato provocaron
una disminucién significativa en la capacidad de union del RvPo a
su receptor mostrando con eillo su probable potencial

neuroprotector durante la infeccion in vivo.

2. La expresion de NCAM-120 no fue modificada por E2 ni P4 en las
regiones cerebrales de cerdo neonato bajo estudio, pero si
mostraron una tendencia de su regulacién a la baja. Para
determinar si esta tendencia pudiera resultar significativa sera

necesario realizar experimentos utilizando un mayor nimero de

animales.

3. En membranas de células neuronales de corteza cerebral E2 fue
capaz de mantener un nivel de expresién de NCAM-120 alto, a su
vez en corteza cerebral e hipocampo fue capaz de promover la
incorporacion de una mayor cantidad de residuos a 2,3 sialil-
lactosa, sin embarge la capacidad de unién de RvPo disminuyé

significativamente.

4. Resulta pertinente explorar el efecto de P4 sobre la estabilidad de
microdominios de membrana, su efecto en la conformacion de

NCAM-120 y si estos cambios contribuyen a la escasa o nula

unién del RvPo.



PERSPECTIVAS.

El analisis de los datos existenies en la literatura actual en
contraposicion con nuestros resultados, arroja una cuestiéon importante
a considerar respecto a los posibles efectos de un tratamiento
hormonal en los futuros experimentos in-vivo; la dosis hormonal éptima
puede estar influenciada por el género del animal, tipo de dafio
experimental, via de administracién del tratamiento, estado hormonal
del animai, parametros estimados, tipo de vehiculo utilizado y variacion
bioldgica en el metabolismo de las hormonas de acuerdo a la especie.
Por lo tanto, se vuelven necesarios experimentos con mayor ndimero de

variables en cuanto a dosificacion y estatus hormonal, género y edades

de los animales experimentales.

Ademas, los efectos tanto de E2 como de P4 sobre la expresion de
NCAM en experimentos ex-vivo e in-vivo tendran que ser

complementados con el empleo de los antagonistas del RP y RE.
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