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Introducción 
 

Los procesos de proliferación y muerte celular están implicados en diversos 

mecanismos de diferenciación celular; por ejemplo, durante la diferenciación sexual 

del hipotálamo; existe una etapa que se define como periodo crítico en el que se 

promueven las diferencias cerebrales entre el fenotipo masculino y femenino, dando 

como resultado profundas diferencias sexuales en cuanto al número de neuronas, 

complejidad de la glía, expresión neuroquímica y conectividad sináptica (Arnold & 

Gorski, 1984; Simerly, 2002). Desde hace tiempo se conoce con certeza que el 

proceso de diferenciación sexual a nivel hipotálamo en la rata ocurre durante el 

último tercio de la vida fetal y continúa a través de la primer semana posterior al 

nacimiento (Jacobson et al., 1985; Vom Saal et al.,1992). En este periodo, los 

núcleos dimórficos son más susceptibles a la acción de los esteroides. La secreción 

de testosterona a partir de los testículos fetales es necesaria para completar el 

proceso de masculinización. Por otra parte, el estradiol solo actúa como un 

mediador de la diferenciación pero no interviene para que se expresen todas las 

características masculinas (McEwen, 1977; Baum et al., 1990). De tal manera, el 

uso de drogas como el tamoxifeno cuyo uso como anticonceptivo y en la terapia 

contra el cáncer de mama, se ha extendido ya que actúa como un antagonista de 

los receptores estrogénicos (Osborne, 1998). Se ha reportado que a nivel cerebral, 

el tamoxifeno ejerce una acción neuroprotectora en mamíferos masculinos 

(Kimelberget al., 2000), que se ha presentado en periodos posteriores a un daño 

cerebral como lo es en modelos animales experimentales de la enfermedad de 

Parkinson donde protege el cuerpo estriado contra la toxicidad inducida por algunas 

metanfetaminas y evita el agotamiento de la dopamina estrial en animales tanto en 

machos como en hembras (D´Astous et al.,2005; Dluzen et al., 2005), lo que 

demuestra un efecto directo en el cerebro; sin embargo, el mecanismo de 

neuroprotección que ofrece el tamoxifeno aún no es claro. Los estudios realizados 

por Kimelberg et al (2000), han demostrado que el tamoxifeno puede inhibir la 

excitación de la liberación de aminoácidos y la síntesis del óxido nítrico, después de 

que el cerebro presenta isquemia cerebral en roedores del sexo masculino lo cual 

parece ser importante para el efecto neuroprotector. Algunos estudios realizados en 

condiciones in vitro e in vivo han sugerido que el tamoxifeno o su metabolito activo, 

el 4-OH-tamoxifeno posee actividad antioxidante (Kuo et al., 2003; Obata, 2006). 

Otra hormona que modifica la diferenciación sexual hipotalámica es el propionato de 

 



 

testosterona; en los trabajos realizados por Korenbrot et al. (1975), donde se 

administró propionato de testosterona a ratas hembras en edad perinatal,  se 

observó que en la edad reproductiva los niveles de las hormonas foliculoestimulante 

y luteinizante decaían de manera gradual en comparación a las ratas control; 

además, las ratas tratadas no manifestaban conducta de lordosis para el 

apareamiento y sus ovarios no contenían folículos ováricos irrigados ni cuerpos 

lúteos. 

Por otra parte, se ha reportado que durante la gestación se llega a presentar una 

resistencia a la insulina (RI) y la hiperinsulinemia que puede predisponer a algunas 

mujeres a desarrollar diabetes. Durante una gestación normal se desarrolla una RI 

progresiva a partir de la mitad de la gestación y progresa durante el tercer trimestre. 

Las hormonas y las adipocinas secretadas por la placenta incluido el factor de 

necrosis tumoral TNF- α, el lactógeno placentario y la hormona de crecimiento, son 

las posibles causas de la RI durante el embarazo; además, el aumento de 

estrógenos, progesterona y cortisol durante la gestación, contribuye a una alteración 

en el equilibrio entre glucosa–insulina. Para compensar la RI periférica durante el 

embarazo, aumenta la secreción de insulina en el páncreas de la madre. El 

desarrollo de diabetes mellitus gestacional (DMG), ocurre cuando el páncreas de 

una mujer no secreta suficiente insulina para soportar el estrés metabólico de RI 

(Alfadhli, 2015). 

 

Planteamiento del Problema 
 
La diabetes gestacional se asocia con mayores riesgos adversos del embarazo 

tanto en la madre como para su progenie incluyendo preeclampsia, hipertensión 

inducida por el embarazo y cesáreas (Landon et al., 2009). La hiperglucemia 

materna aumenta los niveles de glucosa fetal y causa hiperinsulinemia que conduce 

a la mayoría de los problemas fetales denominados colectivamente, fetopatía 

diabética. La exposición intrauterina a la hiperglucemia también se ha reportado 

como un factor de riesgo a largo plazo para la obesidad infantil (Dabelea, 2007). Los 

estudios han demostrado que las mujeres son más resistentes a la insulina que los 

hombres en la vida intrauterina (Shields et al., 2009) y son más propensos a 

desarrollar diabetes a edades tempranas (Wei et al.,2003; Grinstein et al., 2003).  

 

 

 



 

Los dimorfismos sexuales de la leptina en el cordón umbilical y las concentraciones 

de adiponectina, han sido reportados como una posible atribución por el efecto de la 

grasa corporal (Basu et al., 2009). Se desconoce si la DMG puede afectar algún 

dimorfismo sexual en el feto mediante los niveles sanguíneos del cordón umbilical 

de leptina, adiponectina u algunas otras proteínas que participen en la diferenciación 

sexual. 

 

Marco teórico  
 
Diferenciación sexual 
El término de dimorfismo sexual ha sido usado para describir las diferencias en 

cuanto a funcionalidad de procesos biológicos entre sexos. Actualmente, este 

término ha sido ampliado hasta la inclusión de las alteraciones genéticas que 

pueden ocurrir en este fenómeno y que traen consigo como resultado en las 

diferencias en cuanto al fenotipo entre machos y hembras (Morelli & Cohen, 2005). 

La diferenciación sexual ocurre en tres etapas dentro del desarrollo del individuo las 

cuales son al momento de la fertilización, durante el desarrollo gonadal y durante la 

diferenciación cerebral. Es importante señalar que cada una de estas etapas se ve 

influenciada por las demás ya que de estas dependen las congruencias del sexo en 

cuanto al fenotipo, genotipo y comportamiento característico de cada individuo 

correspondiente al sexo (Wilson & Davies, 2007). Dicho esto, las diferencias 

sexuales se dan en la morfología y funcionalidad del fenotipo que es la base de la 

identidad de género, orientación sexual, comportamiento sexual y funciones 

cognitivas características de cada individuo. 

 

Diferenciación Sexual Cerebral 
La diferenciación del sistema nervioso central (SNC), se refiere principalmente a 

diferencias que involucran el número de neuronas, morfología e interconexiones que 

han sido asociadas con cambios en la fisiología cerebral relacionados con el tamaño 

del núcleo o circuito cerebral que se denomina área o núcleo del sistema nervioso 

central, o a un grupo de neuronas interconectadas entre sí con características de 

tamaño y función similar (Herrera et al., 2005). Las diferencias sexuales en el SNC 

son el resultado de la secreción de hormonas por parte de las gónadas durante 

periodos críticos del desarrollo que ocurren en la etapa prenatal y perinatal. Muchas 

especies muestran diferencias sexuales en estructuras del SNC que participan en el 

 



 

control de las funciones endocrinas y conductuales, los cuales son parte de los 

procesos reproductivos y que incluyen patrones esenciales durante el apareamiento 

(Herrera et al., 2005). 

 

El hipotálamo se conoce como el centro ejecutivo de funciones homeostáticas del 

cuerpo; además, representa una interfase anatómica y funcional entre el sistema 

nervioso y el sistema endocrino mediante las cuales se lleva a cabo la regulación de 

la ingesta de alimentos y peso corporal, conducta agresiva, marcaje de territorio, 

postura de micción, conducta social de juego , aprendizaje y ejecución, lateralización 

de las funciones cerebrales (principalmente en el humano), comportamiento durante 

la cópula, actividad espontánea y la reacción a varios estímulos sensoriales. 

 

La estructura del hipotálamo es compleja tanto en términos neuroanatómicos como 

neuroquímicos. Se puede subdividir en cuatro regiones y en más de 25 núcleos 

dimórficos de acuerdo con criterios anatómicos y funcionales; de esta manera, 

existe un creciente interés que intenta entender más a fondo cómo la estructura y 

función difiere entre el macho y la hembra. Entre los núcleos dimórficos más 

estudiados se encuentran el área preóptica (APO), el núcleo ventromedial (NVM), el 

núcleo supraquiasmático (NSQ), los cuales son subdivisiones del hipotálamo. La 

amígdala y la estría terminal (ST), son áreas dimórficas que se encuentran en íntima 

relación con el hipotálamo (Herrera et al., 2005). 

 

Periodo Crítico de la diferenciación sexual hipotalámica 
Durante la diferenciación sexual del hipotálamo, existe una etapa que se define 

como periodo crítico en el que se ejerce el potencial para promover las diferencias 

cerebrales entre el fenotipo masculino y femenino, dando como resultado profundas 

diferencias sexuales en cuanto al número de neuronas, complejidad de la glía, 

expresión neuroquímica y conectividad sináptica (Arnold & Gorski, 1984; Simerly, 

2002).  

 

Desde hace tiempo se conoce con certeza que el proceso de diferenciación sexual a 

nivel hipotálamo en la rata ocurre durante el último tercio de la vida fetal y continúa a 

través de la primera semana después del nacimiento (Jacobson et al., 1985; vom 

Saal et al., 1992). En este periodo los núcleos dimórficos son más susceptibles a la 

acción de los esteroides. La secreción de testosterona a partir de los testículos 

 



 

fetales es necesaria para completar el proceso de masculinización. Por otra parte, 

se sabe que el estradiol solo actúa como un mediador de la diferenciación pero aún 

no se entiende en qué forma participa o no, para que se expresen todas las 

características masculinas (Baum et al., 1990; McEwen et al., 1977). 

 

Acorde a esto, numerosos estudios en roedores y otros modelos animales han 

documentado que la testosterona secretada por los testículos durante el desarrollo 

se convierte a estradiol in situ por la enzima aromatasa que se encuentra en 

regiones específicas del cerebro durante los periodos críticos del desarrollo 

perinatal, donde desempeña un papel importante para la diferenciación cerebral. 

Se sabe que las hormonas esteroides de origen gonadal son las mediadoras en la 

dinámica de este proceso de dimorfismo. En roedores, el desarrollo testicular inicia 

el día 14 de gestación en donde la secreción gonadal de andrógenos y el pico de 

testosterona es hasta el día 18 (Weisz & Ward, 1980). Se puede observar un 

segundo pico al momento del nacimiento (Speert et al., 2007). 

 

Acción de los estrógenos en el SNC durante la diferenciación sexual 
La diferenciación sexual del cerebro de la rata, particularmente en algunas regiones 

intra y extra-hipotalámicas es de gran importancia en el desarrollo del patrón 

fisiológico, indispensable para que el animal adulto presente la secreción endocrina 

y el patrón de comportamiento característicos de cada sexo. La diferenciación 

sexual en la rata ocurre durante el periodo conocido como “periodo crítico”, que se 

extiende de algunas horas o días antes del nacimiento hasta algunas horas o días 

después del nacimiento. Durante este proceso, los estrógenos desempeñan un 

papel muy importante (Babichev et al., 1990).  

 

Recientemente se ha encontrado a nivel genómico que la actividad del estradiol se 

ejerce originando diferencias sexuales en los niveles de expresión de algunos genes 

en ciertas áreas hipotalámicas (Simerly, 2002; Tobet, 2002) que pueden alterar el 

desarrollo crecimiento o interacción sináptica entre diversos núcleos hipotalámicos. 

Se ha propuesto que el establecimiento de las conexiones neuronales de áreas 

dimórficas debe continuar después de la terminación del periodo crítico para 

completar la organización funcional definitiva de las áreas dimórficas. Esto es 

compatible con el hecho de que los esteroides actúan únicamente durante el periodo 

crítico promoviendo el desarrollo de un mayor número de neuronas ya que este 

 



 

aumento en la cantidad de células es necesario para el establecimiento de las 

conexiones neuronales que se utilizarán posteriormente para el adecuado 

funcionamiento neuronal. 

 

Debido a que las neuronas son limitadas en la proliferación y estas son 

considerables para la muerte celular programada después del nacimiento, el efecto 

de los esteroides parece estar involucrado en la regulación de la cinética de las 

células neurales y la apoptosis. El dimorfismo sexual solo está presente en otros 

compartimentos celulares como la glía y el desarrollo de las diferencias relacionadas 

con las hormonas sexuales observadas tanto en humanos y animales (Cooke,1998). 

 

Apoptosis 
La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso biológico irreversible que 

involucra genéticamente la eliminación de determinadas células que tienen una 

función esencial en los numerosos eventos fisiológicos siguientes: la homeostasis, 

respuesta inmune, atresia folicular del ovario, placentación, implantación 

embrionaria, condiciones patológicas, entre otros eventos (Elmore, 2007; Wang & 

Tsang, 2007; Wei & Yu, 2008). 

 

Existe una extensa variedad de estímulos y condiciones fisiológicas así como 

patológicas que pueden desencadenar la apoptosis; por ejemplo, la radiación o el 

uso de quimioterapia dan como resultado un daño al DNA en algunas células las 

cuales pueden conducir a la muerte por apoptosis por la vía dependiente de la 

proteína p53 (Elmore, 2007). Esto ocurre debido a que existe un balance muy 

delicado entre los mecanismos pro y anti apoptóticos que determinan las señales de 

muerte celular o de sobrevivencia celular (Wei & Yu, 2008).  

 

La apoptosis es muy importante durante varios procesos del desarrollo; por ejemplo, 

en el sistema nervioso y sistema inmune se incrementa la sobreproducción de 

células. Esta sobreproducción inicial es seguida por la muerte de las células que 

fallan para el establecimiento de la función de las conexiones sinápticas o la 

producción de antígenos específicos respectivamente (Nijhawan et al., 2000; 

Opferman & Korsmeyer, 2003).  

 

 

 



 

La apoptosis es central para la remodelación en el adulto en fenómenos como la 

atresia folicular de folículos post-ovulatorios o en la involución de la glándula 

mamaria después del destete. Durante el crecimiento de organismos adultos, 

algunas células comienzan a deteriorarse a una tasa muy rápida y son eliminadas 

mediante la vía apoptótica. Una teoría es que el estrés oxidativo que tiene un papel 

primario en la fisiopatología de procesos degenerativos, con la edad induce 

apoptosis mediante la acumulación de radicales libres que dañan al DNA 

mitocondrial (Harman, 1992).  

 

Vías de señalización de la apoptosis 
El mecanismo de la apoptosis es altamente complejo y sofisticado que involucra una 

cascada de energía dependiente de diversos eventos moleculares, enzimas, 

receptores y regulación de genes (Fan et al., 2005; Wei & Yu, 2008). El proceso 

apoptótico ocurre mediante dos vías principales: 

 

La primer vía es la extrínseca. Esta vía involucra a los receptores de superficie 

celular que transmiten las señales de muerte y se activan por ligandos de muerte 

específicos. Los receptores de muerte pertenecen a la superfamilia del receptor del 

factor de necrosis tumoral y el receptor del factor de necrosis neural (TNFRI/NGFR) 

respectivamente, que contienen un dominio extracelular rico en cisteínas y una 

secuencia homóloga citoplásmica llamada dominio de muerte. Los receptores de 

muerte mejor caracterizados son FasL/ FasR/ TNF-α/ TNTR1/ DR3/ Apo1L/ DR4 y 

Apo2L/DR5. (Elmore, 2007; Dewson & Klunt, 2009). La unión del ligando Fas-L al 

receptor Fas-R da como resultado la unión de la proteína adaptadora FADD y la 

unión de TNF a su ligando da como resultado la unión de la proteína adaptadora 

TRADD junto con el reclutamiento de las proteínas FADD y RIP (Hsu et al., 1995; 

Wajant, 2002). De este modo, FADD se asocia con la pro-caspasa 8 mediante la 

dimerización del dominio de muerte. En este punto, un inductor de la muerte es un 

complejo de señalización celular denominado DISC el cual se forma como resultado 

de la activación autocatalítica proveniente de la procaspasa-8 (Kischkel et al., 1995).  

 

La segunda vía es la intrínseca. Esta vía involucra una amplia gama de receptores 

proteicos y mediadores organizados mediante estímulos que producen las señales 

intracelulares que actúan directamente sobre la mitocondria. Esta vía se activa por 

estrés celular y está regulada principalmente a nivel mitocondrial por las proteínas 

 



 

de la familia Bcl-2. La vía intrínseca de la apoptosis inicia en respuesta a una 

variedad de señales de estrés que modifican el complejo de proteínas Bcl-2. Estas 

señales en la membrana mitocondrial inician la activación de Bak y Bax de tal 

manera que en ciertos tipos de células, la vía extrínseca sólo induce daño 

mitocondrial provocando una ruptura de las proteínas pro apoptóticas Bcl-2 (Dewson 

& Klunt, 2009).  

 

El estímulo intrínseco inicia con la producción de señales intracelulares que pueden 

actuar de manera positiva o negativa. Las señales negativas involucran la ausencia 

de ciertos factores de crecimiento, las hormonas y las citoquinas que pueden 

conducir hacia la activación de los programas de muerte para así disparar apoptosis 

mientras que los estímulos o señales positivas incluyen radiación, toxinas, hipoxia, 

hipertermia, infecciones virales y radicales libres (Elmore, 2007). Todos estos 

estímulos causan cambios en el interior de la membrana mitocondrial que resulta en 

la apertura transitoria de la permeabilidad mitocondriales (MPT), perdiendo el 

potencial transmembranal de la mitocondria y permitiendo la liberación de dos 

grupos principales de proteínas pro apoptóticas (citocromo c, Smac /diablo, 

proteasas séricas, y HtrA2/ Omi, AIF, endonucleasa G y CAD) desde los espacios 

intermembranales, introduciendolos hacia el citosol donde participan en la activación 

de caspasas o bien, en la fragmentación oligonucleosomal del DNA nuclear (Du et 

al., 2000; Garrido et al., 2006; Saelens et al., 2004).  

 

Las vías de la apoptosis intrínseca y extrínseca culminan en un punto llamado fase 

de ejecución o vía final de la apoptosis. Esta vía de ejecución activa las caspasas de 

ejecución que comienzan con esta fase. Estas caspasas activan la endonucleasa 

citoplasmática que degrada el material nuclear y las proteasas que degradan al 

núcleo y las proteínas citoesqueléticas. Las caspasas 3, 5 y 7 funcionan como 

efectores o ejecutoras utilizando varios sustratos incluyendo la citoqueratina, PARP, 

las proteínas alfa fodrin del citoesqueleto de la membrana plasmática, la proteína 

nuclear NUMA y otros, que últimamente causan cambios morfológicos y bioquímicos 

observados en las células apoptóticas (Slee et al., 2001). La caspasa 3 es 

considerada como un importante ejecutor de caspasas y es activada por algún 

iniciador de caspasas (8, 9 o 10); además, la caspasa 3 específicamente activa a la 

endonucleasa CAD. En la proliferación de las células, CAD son denominadas como 

un complejo inhibidor del ICAD. La caspasa 3 solo induce la reorganización del 

 



 

citoesqueleto y desintegración de los cuerpos apoptóticos dentro de la célula. 

 

Objetivo General 
Estandarizar la técnica de TUNEL para determinar apoptosis durante el periodo 

crítico de la diferenciación sexual hipotalámica de ratas provenientes de madres 

hiperglucémicas. 

 

Objetivos Particulares 
●​ Obtener crías de ratas con diabetes mellitus gestacional a edades de 1, 3 y 6 

horas de vida. 

●​ Ver el efecto de la administración de la hormona sintética propionato de 

testosterona en el tejido hipotalámico de las crías obtenidas en los distintos 

tiempos de medición. 

●​ Identificar las regiones hipotalámicas en donde se presenta el daño inducido 

por los tratamientos hormonales. 

●​ Evaluar la expresión de las proteínas FAS y Citocromo C que participan en los 

procesos de muerte celular programada. 

 

Material y Métodos 
El material biológico de estudio se obtendrá del Bioterio del Hospital de 

Especialidades del Centro Médico Siglo XXI. Se utilizarán 10 ratas hembras y 3 

machos de la cepa Sprague Daley de edad reproductiva así como a las respectivas 

crías que se alojarán bajo las siguientes condiciones: fotoperiodo de 12:12 a una 

temperatura ambiente de 21° C con una sanitización programada (2 días por 

semana) y se dará agua y alimento Lab Diet 5010 “ad libitum”. 

 

Manejo y selección de las madres. A las ratas hembras adultas se les evaluará la 

capacidad reproductiva mediante el análisis del ciclo estral haciendo citología 

vaginal diaria durante al menos tres ciclos reproductivos. Las ratas que presenten su 

ciclo estral con características normales se colocarán con un macho durante 3 horas 

con el fin de permitir el apareamiento. Una vez terminado este tiempo se verifica la 

presencia de espermatozoides así como la aparición del tapón vaginal mediante 

citología vaginal. A partir de este momento, se inicia la cuenta de la gestación con 

una duración aproximada de 502 ± 3 horas. Las ratas gestantes se les inducirá la 

hiperglucemia mediante la administración de estreptozotocina (STZ) (50mg/kg) 

 



 

disuelta en tampón de citrato 0.1 M estéril (pH 4.5) vía intraperitoneal al día 5 de 

gestación. 

 

Manejo y tratamiento de las crías. Con el propósito de estudiar a las crías a 

tiempos muy cercanos al nacimiento se llevará un control y vigilancia constante de 

las madres. La hora del parto se registrará como hora cero del nacimiento de cada 

una de las crías, se realizará el sexado de toda la camada y se administrará el 

tratamiento vía subcutánea en la zona dorsal y se cubrirá el sitio de inyección con 

vaselina. Para este estudio será a partir de crías hembras hiperglucémicas a las 

cuales se les aplicará el siguiente tratamiento: a una proporción de la progenie se les 

administrará 30 μg de propionato de testosterona en 20 μl de aceite de sésamo (HP) 

y el resto de las hembras se les aplicará 20 μl de solución salina que se usará como 

Hembras Control (HC). 

 

Eutanasia de los animales y obtención de muestras (Consideraciones 
bioéticas). Las muestras de hipotálamo se obtendrán a las 1, 3 y 6 horas de edad. 

La eutanasia de los animales se realizará mediante la dislocación cervical de 

acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-033-ZOO-1995, Sacrificio humanitario 

de los animales domésticos y silvestres. 

 

Extracción de Hipotálamo. La extracción de los hipotálamos se realizará mediante 

una incisión en la piel del cráneo a nivel de la fosa del foramen magnum. Después 

con unas pinzas hemostáticas se fracturará el cráneo desde la región occipital hacia 

la región frontal. El cerebro será disecado y se colocará sobre su superficie dorsal. 

Finalmente se aislará a 4° C. 

 

TUNEL. Para realizar la prueba de TUNEL se considerarán las recomendaciones del 

KIT ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit S700. Los tejidos se les 

someterá al desparafinado y rehidratación. Así mismo, se les someterá a la 

recuperación de antígeno como en la inmunohistoquímica. Al término de esto, se 

lavarán los tejidos cerebrales con PBS Tritón. Posteriormente, se incubarán los 

tejidos con proteinasa K durante 15 minutos a temperatura ambiente seguido de dos 

lavados con PBS Tritón. Se adicionarán 75 μl de buffer de equilibrio durante 10 

segundos por cada tejido. Se utilizarán 35 μl de enzima TdT mezclándola con 75 μl 

de buffer de reacción para incubar los tejidos a 37° C en una cámara de incubación 

 



 

durante 1 hora. Al término de esto, se realizará un lavado con PBS Tritón y se 

aplicará la anti-dioxigenina en una proporción de 1:10 en PBS Tritón dejándolo 

incubar toda la noche. Una vez finalizada la incubación, se lavará con PBS Tritón y 

se aplicará DRAQ 7 como marcador de núcleo durante 20 minutos; se realizará un 

último lavado y se sellará con PBS/glicerol. Las muestras serán analizadas de la 

misma manera que las inmunofluorescencias. 

 

Resultados 
 
Prueba de TUNEL en Tejido Hipotalámico 
En la figura 1 se presentan las muestras de tejido hipotalámico de hembras tratadas 

con propionato de testosterona analizadas a las 1, 3 y 6 horas postnatales mediante 

la prueba de TUNEL. En todos los tiempos evaluados no se observó señal positiva 

para apoptosis. Los núcleos celulares se visualizaron claramente teñidos en azul con 

DRAQ7 evidenciando integridad nuclear. El análisis de co-localización mostró 

únicamente señal nuclear sin presencia de fluorescencia verde indicativa de 

fragmentación del ADN. Las imágenes obtenidas en campo claro no presentaron 

señal de fluorescencia inespecífica. 
 

 

Figura 1. Hembras Tratadas con Propionato de Testosterona. TUNEL Control 
Negativo. 

 

 
 



 

En la figura 2 se presenta el análisis de las laminillas de tejido hipotalámico 

provenientes de hembras tratadas con solución salina evaluadas a las 1, 3 y 6 horas 

postnatales mostrando una señal negativa para apoptosis en la prueba de TUNEL. 

Los núcleos celulares se observaron claramente definidos y teñidos en azul con 

DRAQ7 sin evidencia de fragmentación del ADN. El análisis de co-localización reveló 

únicamente señal nuclear confirmando la ausencia de apoptosis detectable. El fondo 

observado en campo claro no presentó fluorescencia. 

 

 

Figura 2. Hembras Tratadas con Solución Salina. TUNEL Control Negativo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

En la figura 3 se muestran las laminillas de tejido hipotalámico correspondientes al 

control positivo analizadas a las 1, 3 y 6 horas mediante microscopía confocal donde 

se observó una señal positiva para apoptosis en la prueba de TUNEL 

implementando tratamiento con DNasa. A la 1 hora postnatal se detectó una señal 

tenue de fluorescencia verde mientras que los núcleos celulares permanecieron 

visibles en azul con DRAQ7. A las 3 y 6 horas se evidenció un incremento progresivo 

de la señal de TUNEL acompañado de una disminución relativa de la tinción azul 

nuclear conforme aumentó el tiempo de análisis. La co-localización confirmó que la 

fragmentación del ADN ocurrió en células nucleadas. Las imágenes de campo claro 

no mostraron señal de fluorescencia. 
 

 
Figura 3. Hembras Tratadas con Propionato de Testosterona. TUNEL Control 

Positivo (tratamiento con DNasa). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

En la figura 4 se muestran los niveles de intensidad de TÚNEL en donde se observa 

que estadísticamente las desviaciones estándar no arrojan diferencias significativas, 

sin embargo, numéricamente sí en donde las hembras control de 1 hora son más 

altos que las hembras con propionato de testosterona (HPT 212 ± 10.18, HCTRL 

217.6 ± 29.35); a las 3 horas, las hembras con propionato de testosterona son más 

altos que las hembras control (HPT 225.93 ± 12.64, HCTRL 214.4 ± 26.28) y a las 6 

horas, tanto las hembras con propionato de testosterona como las control son 

iguales (HPT 216.73 ± 6.05, HCTRL 216.93 ± 9.5). 

 

 
Figura 4. Niveles de intensidad de TUNEL en Hembras Tratadas (HPT); y en 

hembras control (HCTRL) sin diferencias significativas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Expresión de Marcadores Apoptóticos FAS y Citocromo C en Tejido 
Hipotalámico. 
 
El análisis mediante microscopía confocal de las laminillas de tejido hipotalámico a 

las 1, 3 y 6 horas postnatales mostró una expresión positiva del receptor FAS 

asociada principalmente a las membranas celulares. Los núcleos celulares se 

observaron teñidos en azul con DRAQ7. A la 1 hora se detectó una señal débil de 

FAS sobre las membranas de las células  mientras que a las 3 horas la 

fluorescencia aumentó de manera evidente. A las 6 horas se observó una señal 

intensa y ampliamente distribuida sugiriendo una activación progresiva de la vía 

apoptótica extrínseca. El fondo observado en campo claro no presentó 

fluorescencia. 

 

 

Figura 5. Expresión de FAS en Hembras Tratadas con Propionato de 
Testosterona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

El análisis del citocromo C en tejido hipotalámico reveló una señal positiva en las 

muestras analizadas a las 1, 3 y 6 horas postnatales. A la 1 hora la fluorescencia se 

localizó predominantemente a nivel citoplasmático con una distribución puntual 

compatible con una localización mitocondrial. A las 3 horas se observó una 

dispersión más amplia de la señal y a las 6 horas una fluorescencia intensa y difusa 

en el citoplasma, lo que sugiere la liberación de citocromo C desde la mitocondria 

hacia el citosol. El fondo claro no mostró señal de fluorescencia. 

 

 

Figura 6. Expresión de Citocromo C en Hembras Tratadas con Propionato de 
Testosterona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Cortes histológicos de tejido hipotalámico 
 
A la inspección histológica, las regiones analizadas corresponden al hipotálamo 

rostral. El tejido muestra conservación aceptable aunque pérdida de continuidad. El 

área correspondiente al núcleo sexualmente dimórfico de la región preóptica medial 

se aprecia más desarrollada en los individuos tratados (HPT) que en los individuos 

control (HCTRL). En las secciones hipotalámicas de los individuos tratados (HPT) las 

neuronas presentan mayor tamaño relativo, citoplasma más eosinófilo y núcleos más 

grandes. La densidad neuronal es aparentemente alta y el límite del núcleo con el 

parénquima circundante es más definido. 
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Figura 7. Comparativas de cortes histológicos de hembras tratadas con 

propionato de testosterona (HPT) y hembras control (HCTRL) a 2 aumentos: 2x 
y 40x. 

 
 
 
 

 



 

Discusión 
 
La apoptosis es un proceso fundamental durante el desarrollo del sistema nervioso 

central, ya que permite la eliminación de neuronas excedentes y la correcta 

organización de los circuitos neuronales. En el presente estudio, se evaluó la 

apoptosis en tejido hipotalámico neonatal mediante la prueba de TUNEL, detección 

de DNasa y la expresión de los marcadores apoptóticos FAS y citocromo C en 

hembras tratadas con propionato de testosterona y en hembras control tratadas con 

solución salina. 

 

Los resultados obtenidos mediante la prueba de TUNEL en los controles negativos 

mostraron ausencia de señal apoptótica tanto en hembras tratadas con propionato 

de testosterona como en las tratadas con solución salina, lo que confirma la 

integridad del ADN y la especificidad del método empleado. En contraste, los 

controles positivos tratados con DNasa mostraron una señal clara y progresiva de 

fragmentación del ADN, validando la sensibilidad de la técnica y permitiendo una 

interpretación confiable de los resultados experimentales. La prueba de TUNEL es 

ampliamente reconocida como una herramienta robusta para la detección de 

apoptosis en tejido nervioso en desarrollo (Gavrieli et al., 1992). 

 

Los controles tratados con solución salina arrojan información que la leptina en el 

cordón umbilical y las concentraciones de adiponectina no favorecen la apoptosis 

por lo que la DMG no influye en la diferenciación hipotalámica. 

 

La expresión del receptor FAS observada en el tejido hipotalámico de hembras 

tratadas con propionato de testosterona mostró un aumento dependiente del tiempo 

postnatal. FAS (CD95) es un receptor de muerte perteneciente a la familia del TNF, 

cuya activación desencadena la vía apoptótica extrínseca mediante la activación de 

caspasas iniciadoras como la caspasa-8 (Ashkenazi & Dixit, 1998). El incremento 

progresivo de la señal de FAS sugiere que el tratamiento con propionato de 

testosterona podría favorecer la activación temprana de señales pro-apoptóticas en 

el hipotálamo neonatal, región clave para la diferenciación sexual del cerebro. 

 

Diversos estudios han demostrado que los esteroides sexuales, particularmente los 

andrógenos, pueden modular la supervivencia neuronal durante periodos críticos del 

 



 

desarrollo, ya sea promoviendo la diferenciación o induciendo apoptosis en 

poblaciones neuronales específicas (Forger, 2009). En este contexto, la expresión 

aumentada de FAS observada en este estudio podría estar relacionada con 

mecanismos de remodelación neuronal inducidos por la exposición temprana a 

testosterona. 

 

Por otro lado, la detección de citocromo C en el citoplasma de las células 

hipotalámicas, especialmente a las 3 y 6 horas postnatales, sugiere la activación de 

la vía apoptótica intrínseca. La liberación de citocromo C desde la mitocondria hacia 

el citosol es un evento clave en la apoptosis mitocondrial, ya que permite la 

formación del apoptosoma y la activación de la caspasa-9, conduciendo finalmente a 

la muerte celular programada (Liu et al., 1996; Wang, 2001). 

 

La co-ocurrencia de la expresión de FAS y la liberación de citocromo C indica una 

posible interacción entre las vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis, fenómeno 

que ha sido ampliamente documentado en distintos modelos celulares y tisulares 

(Fulda & Debatin, 2006). Esta interacción podría amplificar la señal apoptótica en 

neuronas hipotalámicas expuestas al propionato de testosterona, contribuyendo a 

cambios estructurales y funcionales durante el desarrollo temprano. 

 

En conjunto, los resultados sugieren que la exposición neonatal al propionato de 

testosterona, puede modular la apoptosis hipotalámica mediante la activación 

coordinada de vías apoptóticas dependientes de FAS y mitocondriales. Estos 

hallazgos concuerdan con reportes previos que indican que las hormonas sexuales 

influyen de manera crítica en la organización sexual del cerebro y en la 

supervivencia neuronal durante etapas tempranas del desarrollo (McCarthy & Arnold, 

2011). 

 

En los cortes histológicos se observa que los individuos tratados con propionato de 

testosterona presentan el área que corresponde al núcleo dimórfico sexual de la 

región preóptica medial, se encuentra más desarrollada que en los individuos control 

lo que sugiere que los andrógenos (y su conversión a estrógenos), evitan la 

apoptosis por lo que en machos donde hay niveles altos de testosterona, van a 

funcionar de forma antiapoptótica y esta área será más grande en machos que en 

hembras. 

 



 

Conclusiones 
 
Los resultados del presente estudio permiten concluir que: 

a)​ La prueba de TUNEL fue un método eficaz y confiable para la detección de 

apoptosis en tejido hipotalámico neonatal como se evidenció por la ausencia 

de señal en los controles negativos y la marcada fragmentación del ADN en 

los controles positivos tratados con DNasa. 

b)​ En hembras tratadas con propionato de testosterona se observó una 

expresión progresiva del receptor FAS lo que sugiere la activación de la vía 

apoptótica extrínseca durante las primeras horas postnatales. 

c)​ La detección citoplasmática de citocromo C indica la participación de la vía 

apoptótica intrínseca asociada a la disrupción de la integridad mitocondrial. 

d)​ La presencia simultánea de FAS y citocromo C sugiere una posible 

interacción entre las vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis en el tejido 

hipotalámico neonatal. 

e)​ En conjunto, los hallazgos indican que la exposición temprana al propionato 

de testosterona puede influir en los mecanismos de muerte celular 

programada en el hipotálamo, lo cual podría tener implicaciones en la 

diferenciación sexual del cerebro y en la organización neuroendocrina. 

 

Finalmente, este estudio aporta evidencia experimental relevante sobre los 

mecanismos moleculares de la apoptosis en el desarrollo hipotalámico y establece 

bases para futuras investigaciones orientadas a evaluar las consecuencias 

funcionales de la modulación hormonal temprana sobre el sistema nervioso central y 

cómo la prueba de TÚNEL representa una excelente herramienta que al aumentar 

marcadores se potencia y se corrobora en distintas formas la muerte celular 

programada. 
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