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RESUMEN

Los neuroesteroides son potentes moléculas modulatorias sintetizadas en sistema
nervioso central y cuya actividad se restringe a dicho ambito. En su sintesis participan
enzimas del grupo del citocromo P450 (CP450) enzimas que no pertenecen a dicho
grupo. En este trabajo se estudia la expresion génica de CP450scc a nivel de
hipotdlamo medio basal (HMB) de ratas hembra en diferentes condiciones
hormonales, y se lo relaciona con su eventual regulacion a través de esteroides
gonadales, particularmente estrégenos y progesterona. Se proporciona evidencia de
que existe una expresion diferencial en HMB, y que dicha expresién se encuentra
positivamente modulada por estrégenos, y negativamente modulada por

progesterona.

ABSTRACT

Neurosteroids are extremely potent modulatory molecules synthesized in the central
nervous system (CNS), whose activity is limited to that ambit. Several types on
enzimatic molecules participate of their synthesis, like enzymes related to the
cytochrome P450 (CP450) and others not vinculated to this group. In this paper we
study the gene expression of CP450scc in the mediobasal hypothalamus (MBH) of
female rats under differents hormonal condition, and its eventual relationship with
estrogen and progesterone regulation of that expression. Evidence is presented
regarding differential gene expression of CP450scc in the MBH, as well as evidence

related to its positive regulation by estrogen and negative regulation by progesterone.



Introduccion

Las hormonas esteroideas han sido tradicionalmente vinculadas a su produccion en
goénadas y glandulas suprarrenales. Sin embargo, existen moléculas esteroideas
sintetizadas en el sistema nervioso central —corteza, hipotalamo, pituitaria, entre otras
regiones— denominadas neuroesteroides', y cuya accién se produce fundamen-
talmente en el sistema nervioso. El mecanismo de accion de estas moléculas
involucra al menos dos tipos de respuestas: una lenta, mediada por receptores
citosolicos y expresion génica, y otra rapida a través de la activacion de receptores de
membrana plasmatica, vinculada a receptores ionotrépicos1. Se ha demostrado que
facilitan la accién del acido y-amino butirico (GABA), contribuyendo a la apertura del
canal de cloro. # ® También se han relacionado con la modulacién de receptores
glutamatérgicos y sigma tipo 1, entre otros.* Desde el punto de vista clinico, se los ha
vinculado a diversos fendmenos: organogénesis a nivel neural, memoria,
mielinizacion, ansiedad, trastornos convulsivos, estrés, depresion y neuroproteccion.*
La sintesis de estos compuestos, derivados del colesterol, esta directamente
vinculada a la actividad de diversas enzimas. De modo genérico, podriamos decir que
estas enzimas pertenecen a una de dos clases: las relacionadas con el citocromo
P450 (CP450), y las no relacionadas con dicha oxidasa de funcién mixta.* En tanto se
conoce con bastante aproximacion las vias sintéticas de los neuroesteroides y las
enzimas intervinientes, poco se conoce acerca de la expresion génica de CP450,
particularmente CP450scc, en sistema nervioso central.

En este trabajo, precisamente, se reporta los resultados de estudiar la expresion
génica de CP450scc en hipotalamo medio basal de ratas hembra. Adicionalmente,
este estudio intenta llenar el vacio respecto a la participacion potencial de esta
enzima durante el ciclo estral, y su eventual regulacién por esteroides gonadales,

particularmente estrogenos y progesterona.



Material y métodos

Animales:

Se emplearon ratas hembra de nuestro bioterio, de la cepa Sprague-Dawley (adultos
de 90-120 dias de edad, de 250-300 gs. de peso), agrupados a razén de 4-5 animales
por caja. Posterior a la ovariectomia se los alojo en cajas individuales hasta su
completa recuperacion. Se mantuvieron a temperatura (22+1°C) y ciclo luz-oscuridad
(12h/12h) constantes, con acceso ad libitum a agua y alimento balanceado para
roedores (GEPSA Feed, Grupo Pilar, Argentina). Cada animal fue utilizado por una
unica vez, siendo manipulados de acuerdo a los estandares de los Institutos
Nacionales de la Salud (National Institutes of Health, USA) para el cuidado y uso de

animales de laboratorio.
Reactivos:

Progesterona (4-Pregnene-3,20 dione), estrogeno (B-Estradiol 3-benzoato), (Sigma
Aldrich, St. Louis, MI, USA). Enzima retrotranscriptasa (M-MLV RT) y el buffer RT
(Promega, Madison, WI, USA), “random primers” (Invitrogen, Carlsbaal, CA, USA).
Taq polimerasa, buffer green, primers ciclofilina y P450scc (Biodynamics, Austin, TX,
USA).

Procedimientos quirurgicos y tratamientos de los animales

Ovariectomia:

La ovariectomia (OVX) fue realizada bajo anestesia con hidrato de cloral disuelto en
solucién salina (NaCl 0.9%) (400 mg/kg i.p.). Se efectué una incisién dorso lateral
profunda, a un lado de la columna vertebral, por debajo del reborde costal. Una vez
expuestos los ovarios los mismos fueron retirados de la cavidad y extirpados.

Posteriormente, los cuernos uterinos fueron reubicados en la cavidad abdominal para



finalmente realizar una sutura por planos de musculo y piel. Los animales,
debidamente tratados con antibidticos, se recuperaron por 10 dias en aislamiento.
Impregnacién hormonal de los animales ovariectomizados:

Para la impregnaciéon hormonal, 48 hs. previas al experimento se les administro
subcutaneamente (s.c.) una dosis de 25 pg/animal de benzoato de estradiol disuelto
en 0.2 mL de aceite de maiz. Previo al experimento, cinco horas antes, se les
administré una dosis s.c. de progesterona disuelta en 0.2 ml de aceite de maiz a
razon de 1 mg/animal. La impregnacion se realizd en todos los casos a la misma hora
(10:00 a.m.). Las dosis empleadas para la impregnacion, se sabe, son capaces de
inducir el pico preovulatorio de LHS, provocando una condicion hormonal enddgena
semejante al proestro del ciclo estrual de la rata’. A este grupo lo denominamos
OVXep. Otro grupo de animales OVX fueron tratados solamente con 25 pg/animal de
benzoato de estradiol disueltos en 0.2 mL de aceite de maiz (grupo OVXe). Por su
parte, también se emplearon animales enteros (no ovariectomizados) y cuyas etapas
del ciclo fueron determinadas de acuerdo a procedimientos estandar de examen del
extendido vaginalg. Las hormonas esteroideas empleadas fueron primero disueltas en
aceite de maiz, y luego adecuadamente ajustadas a su concentracion final de trabajo.
En el caso de los animales controles, solo se utilizé aceite de maiz. La administracion
de las hormonas esteroideas sexuales se realiz6 por via s.c., no excediendo en
ningun caso 100 uL como volumen final.

Diseccién de hipotalamo medio basal e hipotalamo anterior:

Para obtener muestras de hipotalamo medio basal y anterior, las ratas fueron
decapitadas, sus cerebros removidos y sus hipotalamos extraidos desde la cara basal
del cerebro, utilizando para ello una tijera oftalmoldgica con la que se realizaron

cortes de un milimetro en sus lados: frontal (inmediatamente por detras de la entrada



de las cintillas 6pticas), posterior (por delante de los cuerpos mamilares) y laterales,
de similar profundidad al referido mas arriba. Posteriormente se tomé la porcidn
cubica correspondiente al hipotalamo medio basal, incluyendo el nucleo arcuato y la

eminencia media.
Expresion de P450scc:
Extraccion de ARN

Se obtuvieron hipotalamos de ratas en las diferentes condiciones hormonales
descriptas anteriormente Los hipotalamos, una vez extraidos, fueron conservados a -
30°C. Una vez descongelados, el ARN total de los hipotalamos fue extraido usando el
método de TRIZOL-Reagent. Una fraccion de estas muestras fue tomada para medir
la concentracion de ARN total por espectrofotometria. Las muestras de ARN total
extraidas fueron guardadas a -80°C hasta el momento de realizar la

retrotranscripcion.
Retrotranscripcion

Dos ng de RNA total fueron retro-transcriptos utilizando retrotranscriptasa del virus
de la leucemia murina Moloney (M-MLV RT) en presencia de primers con secuencias
al azar hexaméricas (random primers). Resumidamente, se llevd a cabo una pre-RT
utilizando random primers, incubando 10 minutos a temperatura ambiente y luego 45
minutos a 42°C. Al total del producto de la pre-RT se le agregé buffer RT, M-MLV-RT,
mezcla de nucledtidos (ANTPs) y se llevdé a un volumen final de 50 uL con agua
tratada con DEPC. Se incubd 60 minutos mas a 42°C , 15 minutos a 70°C y por ultimo
se inactivo la retro transcriptasa mediante la incubacién de los tubos en bafio de hielo.
El producto de la RT (cDNA) fue conservado hasta realizar la reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)



Se utilizaron 10ul del producto de la reaccion de RT como molde para la amplificaciéon
utilizando Taq DNA polimerasa y primers especificos. La amplificacion se realizd en
un termociclador Eppendorf Termal Cycler (USA), bajo los siguientes parametros de
ciclado: activacion inicial de la Taq DNA Polimerasa, 94°C por 5 min,
desnaturalizacién a 93°C por 1 min, anillado a 60°C. Se realizaron un total de 30

ciclos seguidos de una extension final de 15 min a 72°C cada ciclo.

Los primers especificos sentido (sense) y antisentido (antisense) para P450scc y para

el gen constitutivo de ciclofilina de rata, se muestran en la siguiente tabla.

Primer Orientacién Secuencia pb
P450scc S caacatcacagagatgctgagcagg 558
AS ctcaggcatcaggatgaggttgaa
Ciclofilina S caagactgagtggctggatgg 293
AS acttgaaggggaatgaggaaaata

S = sentido; AS = antisentido

Los productos de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 1% impregnado con
bromuro de etidio, y luego fueron visualizados bajo luz UV. La intensidad de las
bandas fue analizada densitométricamente utilizando el programa image-analysis Los
resultados fueron expresados como unidades densitométricas relativas, normalizando
los valores de P450scc en relacion con los valores densitométricos obtenidos a partir
de ciclofilina de rata.

Analisis estadistico:

Los datos se expresan como medias (+/- SEM) de 8-10 ratas por grupo, y se
analizaron mediante un test de analisis de varianza de una via (ANOVA1), seguido
por el test de Newmann-Keuls para comparaciones entre grupos. Valores de p < 0.05

fueron consideradas estadisticamente significativos.



Resultados

En la Figura 1 se presenta en la parte superior las bandas representativas de
resolucién en gel del producto de la RT-PCR para los grupos OVXep, OVXe y OVX,
en tanto en la parte inferior se muestra el grafico resultante de comparar los valores
densitométricos de cit P450scc relativos a cicloflina de rata (promedio del total de
bandas n) en las distintas condiciones hormonales ensayadas. Resulta claro que los
niveles de expresion del gen de la citocromo P450scc se encuentran
significativamente aumentados en el grupo OVX con respecto al grupo OVXep (0.26 +
0.03 vs. 0.43 + 0.04; P<0.05). Por su parte, también es significativamente diferente la

expresion génica entre el grupo OVXe con respecto a OVXep (0.26 + 0.03 vs. 0.57 +

0.08; P<0.01).
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Fig. 1 En el panel superior se muestran bandas representativas del gel de resolucidn del producto
de RT-PCR de Citocromao P450scc v Ciclofilina. En el panel inferior se muestra el grafico
correspondiente. Como se puede ver en el grupo OVX la expresidn de cit P450scc e s mayor que
en OV¥ep ven el grupo OWXe esta expresion esta alin mas aumentada. *P=0.05; =P<0.01.



Por su parte, y ya en relacion al ciclo estral, en la Figura 2 se muestran, en la parte
superior, las bandas representativas de resolucion en gel de los productos de RT-
PCR correspondientes a hipotalamo medio basal de ratas en diferentes estadios
del ciclo estral, en el panel inferior los valores analizados densitométricamente. El
analisis estadistico de los valores presentados nos permite afirmar que no existen
diferencias significativas en la expresion de cit P450scc en relacion a los diferentes
estadios del ciclo estral (0.4 + 0.03; 0.39 + 0.04; 0.39 + 0.13; 0.31 + 0.004 para los

grupos Proestro, Estro, Diestro 1 y Diestro 2 respectivamente).
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Fig. 2. La expresion génica de cit P450scc no muestra diferencias significativas entre los diferentes
estadios del ciclo estral. En el panel superior de |a figura vemos las bandas representativas del
producto de RT-PCR v en el panel inferior el grafico correspondiente luego del analisis estadistico.

Discusion

Como mencionamos previamente, los neuroesteroides (NE) son sintetizados
activamente en SNC, cumpliendo sus multiples funciones cercanos al sitio en el que
fueron sintetizados. En dicha sintesis participan diversas enzimas, relacionadas o no

con el citocromo P450 (CP450). Diversas evidencias indican que la expresion



diferencial y regionalizada de enzimas tiene que ver con los NE sintetizados en un
sitio o momento en particular. Sin embargo, no resulta claro aun —debidos a los bajos
nivels de ARNm encontrados— cuales de estas enzimas resultan constitutivas o
reguladas®. En este trabajo, y en relacién a las oxidasas de funcién mixta, se estudié
la expresion génica de CP450scc -responsable del paso de colesterol a
pregnenolona®~, su relacién con las fases del ciclo estral en la rata, y la eventual
dependencia de su sintesis por esteroides gonadales.

Como quedod en evidencia, existe una clara expresion génica de CP450 durante todo
el ciclo estral de la rata, sin evidenciarse modificaciones cuantitativas a lo largo de
dicho periodo (Fig. 2). Esto indica, tratandose de animales intactos, que pareciese no
existir una dependencia critica de la produccién de esteroides gonadales para la
expresion de CP450scc. No obstante ello, en animales ovariectomizados y tratados
con esteroides de reemplazo, se pudo observar que el gen de CP450scc se
expresaba diferencialmente segun el tratamiento: asi, en animales sin tratar la
expresion representa un punto intermedio entre animales tratados con estrégeno
solamente, en los que se observa un significativo aumento de la expresién, y los
tratados con estrogeno y progesterona, en que se observa una disminucion
significativa de la expresion (Fig. 1). Puesto asi, parece existir una regulacion positiva
—estimuladora— de estroégeno sobre la expresién, en tanto una regulacién negativa —
inhibitoria— por parte de progesterona cuando se la administra en conjuncion con
estrégeno. Todo esto es indicativo de un efecto gendmico de estos esteroides, en
lugar del efecto rapido ejercido a nivel de receptores de mebrana. Esta rica regulacion
contrasta vivamente con la controlada expresién a lo largo del ciclo estral, en el cual
los niveles de expresion del gen de CP450scc aparecen constantes.

Teniendo en cuenta el corto ciclo estral de la rata, es posible que lo visualizado con

terapia hormonal de reemplazo no sea un reflejo exacto de lo que ocurre en animales



intactos, en los cuales los ascensos-descensos hormonales estereoideos son rapidos
y transitorios, aunque de gran impacto. En tanto estrégeno no forma parte de la via
metabdlica de los NE, progesterona es uno de sus elementos mas conspicuos'’. En
dicho sentido es posible que el rol estimulador inhibitorio de progesterona refleje un
mecanismo de retroaccion negativo que no forma parte del rol funcional de estrogeno
en la misma situacion. Si bien no es posible en este momento establecer fuera de
toda duda la relacidn entre regulaciones estimulatorias e inhibitorias, no obstante es
claro que tales regulaciones existen y deben potencialmente resultar de significaciéon

biolégica y biomédica. Estudios en curso contribuiran a esclarecer el tema aun mas.
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