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RESUMEN

RESUMEN

El 17B-estradiol (E;) es una hormona secretada por el ovario, cuyas funciones estan
relacionadas con la reproduccion, los ciclos de suefio-vigilia, la regulacion de la temperatura corporal
y la osmolaridad plasmatica, entre otras. Estas funciones se dan al unirse a dos tipos de receptores,
los alfa (REa) y los beta (REB). Su papel regulador en la reproduccién se lleva a cabo al dirigir la
actividad de las neuronas que secretan la Hormona Liberadora de las Gonadotropinas (GnRH),
neuronas que en los roedores se ubican en el area pre-optica hipotalamica (POA-AHA). La
importancia funcional de la GnRH radica en su papel estimulante de la secrecion de la Hormona
Luteinizante (LH) y la Hormona Foliculo-estimulante (FSH), las cuales son responsables de las
funciones del ovario, como son la secrecién de hormonas esteroides, del crecimiento folicular y de la
ovulacion.

A pesar de la importancia funcional del E; como elemento regulador de la cascada de eventos
neuroendocrinos que culminan con la ovulacién, se desconoce su papel especifico al unirse al REa.
en POA-AHA, por lo que en este estudio se analizaron los efectos del bloqueo de los REa en el lado
derecho de POA-AHA, durante el ciclo estral, sobre la ovulacion y el peso de los ovarios y del utero.
Asi mismo en las etapas de proestro y estro, se analizaron los efectos del bloqueo de estos
receptores sobre las concentraciones séricas de LH, FSH, E,, y Progesterona en el dia del proestro.

Para ello, se utilizaron ratas hembras adultas ciclicas, las cuales fueron microinyectadas con
25ug de MPP (metil-piperidino-pirazol; antagonista de los REa) disueltos en 1uL de una solucion de
Tween 20® al 1% (100 pL:10mL H,O) durante un minuto en el lado derecho de POA-AHA, entre las
8:30 y 9:30 horas del dia del estro, diestro-1 diestro-2 o proestro. Como grupo control se utilizaron
ratas microinyectadas unicamente con el Tween 20® al 1%. Todos los animales fueron sacrificados
por decapitacion, a las 10:00h del estro esperado del ciclo estudiado; se disecaron las trompas
uterinas para contar el numero de ovocitos liberados; los ovarios y el utero para pesarlos y el cerebro
para verificar la zona donde se inyect6 el farmaco o el vehiculo.

Otros grupos de animales microinyectados con Tween 20® o con MPP entre las 8:30 y 9:30
horas del dia del estro o del proestro, fueron sacrificados a las 11:00 6 17:00 horas del proestro
esperado. Estos animales fueron sacrificados por decapitacién, se recogié la sangre del tronco, se
dejoé coagular a temperatura ambiente, se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min para separar el
suero, el cual se almacend a -20 °C hasta cuantificar por radio-inmuno-ensayo las concentraciones
séricas de LH, FSH, Estradiol y Progesterona. Como grupo intacto se utilizaron animales ciclicos, sin
tratamiento, sacrificados los mismos dias y horas que los grupos experimentales.

La microinyeccion de Tween en POA-AHA del lado derecho afectd de manera diferente la
ovulacion durante el ciclo estral. En la fase de Estro y Diestro-1 el Tween disminuyo
significativamente el porcentaje de animales ovulantes (%AQ), mientras que en el Diestro -2 y
Proestro no la afecté. En comparaciéon con los efectos provocados por la inyeccion del Tween, el
bloqueo de los REa (por la inyeccion del MPP) en Estro y Diestro-1 no afectd el %A0. Sin embargo
en los dias del Diestro-2 y del Proestro, la inyeccion del MPP provocé disminucion del %AO0.

La desactivacion de los REa por MPP en Estro o Proestro provocd aumento en la
concentracion de E, y LH a las 11:00 y 17:00 h del dia del proestro esperado (en los animales
tratados en la etapa de estro, las hormons son medidas a las 2 y 8 horas después de la micro-
inyeccion del farmaco), pero no provocé cambios en las concentraciones de FSH con respecto a los
animales tratados con el Tween.

Estos resultados nos permiten sugerir que el Tween en POA-AHA altera mecanismos
neuroendocrinos que culminan con la ovulacion espontanea, exclusivamente en las fases de Estro y
Diestro-1, y dado que el tratamiento con el MPP no modificé los efectos provocados por el Tween
sugerimos que algunas de estas alteraciones involucran al REa.

La desactivacion de los REa por la unién del MPP, en el lado derecho de POA-AHA regula de
manera inhibitoria la ovulacion de la rata en las fases de Diestro-2 y del Proestro, como resultado de
la sobre estimulacion de la secrecién de E;, y LH.
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INTRODUCCION

El eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario regula los mecanismos neuroendocrinos y
las conductas que culminan con la reproduccién. El hipotalamo es el “centro
nervioso” que inicia la cascada de eventos neuroendocrinos que culminan con la
ovulacion. En los roedores, este “centro nervioso” lo conforman un tipo de neuronas
del area preodptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) que secretan la neuro-
hormona llamada hormona liberadora de las gonadotropinas o GnRH (por sus siglas
en inglés: Gonadotrophin Releasing Hormone). La GnRH al actuar sobre sus células
blanco, es decir los gonadotropos de la hipdfisis anterior, estimula la secrecién de la
hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH). A su vez,
estas gonadotropinas regulan las funciones del ovario al estimular el crecimiento y la
diferenciacion de los foliculos, la secrecion de hormonas esteroides y la ovulacion.

La secrecion de la GnRH es modulada por diferentes substancias entre las
que podemos citar a neurotransmisores como la noradrenalina, la serotonina, la
acetilcolina, el GABA, neuropéptidos, opioides y hormonas esteroides como la
progesterona y el 17p-estradiol (Silverman, et al., 1998). A la fecha se afirma que los
estrogenos secretados en la mafana del proestro estimulan la secrecion de GnRH,
la que horas mas tarde estimulan la secrecidn de las gonadotropinas.

Existen dos tipos de receptores a estrogenos (RE), el ay el B. En POA-AHA
se han identificado ambos receptores (Shughrue, et al., 1998), sin embargo, la
mayoria de las neuronas GnRHérgicas poseen solo el REf (Hrabovszky, et al.,
2000). A la fecha se desconoce el papel del estradiol al unirse a uno u otro receptor
en la regulacion de la secrecidon de la GnRH, las gonadotropinas y la ovulacion.

Tanto POA como el hipotalamo regulan de manera asimétrica la secrecion de
gonadotropinas y la ovulacién. La cantidad de GnRH en el hipotalamo medio basal
del hemisferio derecho es el doble que en el izquierdo (Gerendai, et al, 1978). De la
misma manera la cantidad acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la GnRH en
POA-AHA es asimétrica, ya que en el dia del diestro-2, la expresion de este
mensajero es mayor en el lado derecho que en el izquierdo. Asi mismo, la expresion
del ARNm para el REa también es asimétrica, ya que es mayor en POA-AHA del
lado derecho que en el izquierdo (Arteaga-Lopez, et al., 2003).

Por lo que el propdsito de este proyecto de investigacion fue conocer el papel
de los REa del lado derecho sobre la ovulaciéon y la secrecion de gonadotropinas y
hormonas esteroides.
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La ovulacién es la etapa final de una serie de eventos regulados por sefales
neuroendocrinas que involucran al sistema nervioso central, al hipotalamo, a la
hipdfisis y al ovario. Esta serie de eventos implican: la secrecion de la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), por parte del hipotalamo, la secrecion de
la hormona luteinizante (LH) asi como de la hormona estimulante del foliculo (FSH),
por la hipofisis (Butler, et al., 1999) y la secrecion de 173-estradiol, progesterona,

inhibina, activina y folicostatina, por el ovario.

La regulacién de la liberacion de las gonadotropinas (FSH y LH) sucede de
manera secuencial y sincronica durante toda la vida reproductiva del animal. En los
mamiferos, la secrecion de las gonadotropinas esta influenciada por factores del
ambiente como la temperatura, los ciclos de luz/obscuridad, la disponibilidad del

alimento o por factores conductuales (Ronnekleiv, et al. 2005)

Los gonadotropos son un tipo especifico de células productoras de hormonas
encontradas en el I6bulo anterior de la hipdfisis. Su principal funcién es la produccion
y la secrecidon de dos hormonas que regulan las funciones del ovario y los testiculos.
Una de ellas es la hormona luteinizante (LH), la cual estimula la ovulacion en el
ovario y la produccion de testosterona en el testiculo. La otra hormona es la foliculo
estimulante (FSH), la cual estimula el desarrollo del foliculo y del dvulo en el ovario y
el desarrollo del esperma en los testiculos. Estas hormonas son llamadas
gonadotropinas las cuales son glicoproteinas. Cada gonadotropina tiene dos
subunidades, llamadas subunidades a y 3. Tanto la LH como la FSH contienen la
misma subunidad a, sin embargo, la subunidad 3 es unica para cada gonadotropina
la cual les da especificidad biologica e inmunoldgica. (Childs, et al. 1997)

La GnRH es secretada por las neuronas GnRHérgicas que se localizan en el
piso del diencéfalo (Figura 1). Las neuronas GnRHérgicas no forman agregados
neuronales compactos, sino redes laxas y difusas. La principal red, por su
participacion directa en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas,
conocida como la red septo-predptica-infundibular (Kéves y Molnar, 1986), se

( )
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extiende desde la banda diagonal de Broca hasta el area septal, atravesando el
nucleo de la estria terminal y las areas preoOptica medial y lateral, hipotalamica
anterior, el nucleo periventricular y el area retro-quiasmatica del diencéfalo. También
forman parte de este sistema continuo las neuronas secretoras de GnRH ubicadas

en el hipotalamo lateral y el nucleo supradptico (Silverman, et al. 1998)

Figura 1. Localizacién esquematica de las areas predptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) en un corte sagital del
cerebro de cobaya que muestra la localizacion de los diferentes grupos de neuronas GnRHergicas, la direcciéon de sus
fibras y las terminales nerviosas. (Modificado de Fink, 1988)

Figura 2. Esquematizacion de la relacién hipotalamo e hipdfisis, en la que se ubican las neuronas productoras de la GnRH. en
POA medial. R, right, L, left; OCH, Optic chiasma; OT, optic tract; ME, median eminence; PS, Pituitary stalk; SCHN,
superchiasmatic nucleus (Merchenthaler, et al. 1980).

—
N
[ —
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Figura 3 Figura que muestra un corte coronal del cerebro de la rata, donde se muestra el lado izquierdo y derecho de POA-
AHA. Las coordenadas correspondientes al corte son: antero-posterior 0.4mm, lateral + 0.6mm y vertical 0.86mm con respecto
al punto de Bregma (Kéning y Klippel, 1963)
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OVARIO

El ovario es el organo principal del sistema reproductor, cuyas funciones
principales son la producciéon de gametos fértiles y la secrecion de hormonas
esteroides y peptidicas (Espey y Basile, 1999); (Dominguez, et al., 1991); (Guyton y
Hall, 2001).

Se presentan como 6rganos pares contra la pared pélvica, en ambos lados de

la cavidad pélvica superior. (Bahr et al., 1999)

El ovario esta limitado por un epitelio cubico simple derivado del peritoneo,
debajo del cual se encuentra la tunica albuginea, una capa delineada formada de
tejido conectivo denso, debajo del cual se encuentra la corteza (Sanchez-Criado,
2003)

El ovario esta constituido por un tejido en constante transformacion, que

macroscépicamente se divide en:

Corteza. Es la capa externa, contiene los foliculos en diferentes
estadios de maduracién, y el estroma, que es el tejido de sostén y las
células intersticiales.

Médula. Es la capa interna que se compone por una rica red vascular y
tejido conectivo. La corteza y la médula se continuan de forma
imperceptible sin que exista linea clara de demarcacion.

Hilio. Es el sitio donde se encuentra la salida y entrada de la arteria y
vena ovarica (o arteria utero-ovarica), la rama de la aorta abdominal
que llega al ovario a lo largo del mesovario, los vasos linfaticos, las
terminales nerviosas y células intersticiales. (Bahr, et al., 1999);

El ovario esta formado funcionalmente por tres compartimientos: el luteal, el
intersticial y el folicular, en éste ultimo se engloban a los foliculos en crecimiento,
que son la unidad anatomico-funcional de la gonada y a partir de los cuales se
originan los otros dos (Ganong, 2004).
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COMPARTIMENTO LUTEAL O CUERPO LUTEO
Se forma a partir de las células de la granulosa y de la teca interna de los foliculos
que expulsan al ovocito. Secreta principalmente progesterona.

COMPARTIMENTO INTERSTICIAL O GLANDULA INTERSTICIAL
Incluye tanto a las células teco-intersticiales de los foliculos en crecimiento y las
células de la teca de los foliculos atrésicos, y representa la unidad productora de

androgenos (Bahr, et al.,1999)

COMPARTIMENTO FOLICULAR
Esta formado por foliculos que se encuentran en la corteza del ovario, en diferentes
etapas del desarrollo. Como son primordiales, en crecimiento (primario, secundario y

terciario) y preovulatorios. (Ross, et al. 2005), (Dominguez, et al. 1999).

El foliculo esta formado por el ovocito |, una membrana basal que aisla a las
células de la granulosa del resto de los componentes del ovario y las células de la
teca; éstas ultimas conforman la denominada teca interna. Ademas de las células de
la granulosa y las tecales, el foliculo esta rodeado por un complejo sistema de fibras
colagenas, células del tejido conectivo, sustancia fundamental y fibras musculares

lisas, todo lo que recibe el nombre de teca externa (Dominguez, et al., 1999).

La mitosis de las células de la granulosa ocurre por accion de la FSH y de los
estrogenos, que actuan de manera sinérgica. La FSH, a su vez, estimula la sintesis
de sus propios receptores en las células de la granulosa, lo que permite que su
numero se incremente conforme el foliculo madura y también estimula la sintesis de

los receptores de LH (Dominguez, et al., 1999).

Los foliculos que forman tres o cuatro capas de células de la granulosa
alrededor del ovocito se les denominan foliculos secundarios y comienza la
diferenciacién de las células de la teca a partir de las células del estroma del ovario.
En las células de la teca la LH estimula la sintesis de andrégenos, los cuales pasan
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a las células de la granulosa donde son convertidos a estrogenos por accion del
complejo enzimatico Aromatasa (McGee, et al. 1997) (Van-Voorhis, et al. 1998).

En los foliculos con seis a doce capas de células de la granulosa alrededor
del ovocito comienza a acumularse liquido entre las células hasta formar una
cavidad llamada antro folicular. En estos foliculos (terciarios o antrales) el ovocito
termina su crecimiento y se diferencian dos capas de células de la teca; la teca
interna con capacidad esteroidogénica y la teca externa compuesta por colageno,
células de tejido conectivo, fibras musculares lisas, vasos sanguineos y fibras
nerviosas. Los vasos sanguineos, al igual que los nervios, solo llegan a la teca
interna, ya que no penetran a la granulosa, algunas de las fibras nerviosas terminan
en el musculo liso presente en la teca externa, estos nervios regulan la
contractibilidad de las mismas, lo que influiria en el mecanismo de la ovulacion. Las
células teco-intersticiales tienen receptores a LH, prolactina, ACTH (hormona
adrenocorticotropa), noradrenalina, GnRH y estrogenos. En el licor folicular se
encuentran proteinas, polipéptidos, FSH, LH, prolactina, progesterona, andrégenos
[DHT (dihidrotestosterona), 5a-androstano-3-17-diona, androsterona y
epiandrosterona],  estrégenos, gonadocrininas y  noradrenalina, cuyas
concentraciones varian durante el ciclo estral de la rata (Dominguez, et al., 1991);
(Terranova, et al. 1999); (Bahr, et al., 1999).

Conforme los foliculos antrales siguen creciendo continuan acumulando
liquido hasta llegar a la etapa preovulatoria en donde las células de la granulosa que
rodean al ovocito primario, forman al cumulus ooforus. En el ovario de la rata, los
foliculos llegan a este estadio de desarrollo 17 a 19 dias después de haber iniciado

el crecimiento.

En los foliculos preovulatorios, la ovulacién ocurre en respuesta al incremento
brusco de la concentracion plasmatica de las gonadotropinas. La LH y FSH
estimulan la secrecién de enzimas proteoliticas como el activador del plasmindgeno
(Tsafriri y Reich, 1999); (Timossi y Ulloa 2000). La LH también estimula otras
enzimas proteoliticas como plasmina y metalproteinasas, las cuales contribuyen a la

degradacion de la matriz perifolicular y principalmente de las fibras de colageno que
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forman la pared folicular. Estos cambios se acompafian de incremento en el flujo
sanguineo, en la permeabilidad vascular y en el volumen folicular. Los cambios
vasculares y en la actividad proteolitica son estimulados, ademas de LH, por
mediadores locales como: factor de crecimiento endotelial vascular, interleucina 1,
eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos), factor activador de plaquetas y 6xido
nitrico (Tsafriri, 1995).

El ovocito expulsado es un ovocito secundario (ovocito Il), ya que justo antes
de salir culmina la primera etapa de la meiosis e inicia la segunda division meiotica
que se detiene en metafase. La segunda meiosis se reinicia sélo si el ovocito es
fecundado (Ross, et al. 1997); (Espey y Basile, 1994)

Las funciones de los ovarios son liberar ovocitos capaces de ser fecundados y
producir hormonas esteroides sexuales (Progesterona, andrégenos y estrogenos) y
péptidos (inhibina, activina, entre otros) que preparan a la hembra adulta para la
reproduccion y regulan el metabolismo general de la hembra (Espey y Basile 1999);
(Dominguez, et al., 1997) (Yao y Bahr,1999)
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EL CICLO ESTRAL DE LA RATA

En la rata, la época reproductiva esta caracterizada por cambios periddicos en
la secrecion de las hormonas secretadas por el hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios,
el resultado final de estos cambios es el crecimiento, la maduracion y la liberacion de
ovocitos fértiles, asi como una conducta sexual que asegura la maxima receptividad
de la hembra durante la etapa ovulatoria. Esta conducta ritmica que presentan las

hembras se le llama ciclo del estro o ciclo estral (Mandl, et al., 1963)

Se han descrito distintas etapas en el ciclo de la rata, se ha utilizado el
término anestro para describir el periodo en el cual la rata se encuentra fuera del
periodo reproductivo. También se han usado los prefijos pro-, y di- con el sufijo estro
para describir las etapas del ciclo entre el estro en el periodo sexual. La primera
parte de este periodo es el proestro, el cual se caracteriza cuando el animal “entra
en calor”. La siguiente etapa es el estro, el término “estro” proviene del latin oestrus
y este a su vez del griego “oistros”, que significa frenesi. Este término se ha utilizado
para describir el periodo de deseo sexual de la hembra y distinguirlo del celo del
macho. Si durante ésta etapa no se dio la concepcion, el estro se recupera en un
periodo muy corto en lo que es llamado como diestro-1. El siguiente periodo es el
diestro-2, el cual su duracion puede variar en diferentes especies. Durante este
tiempo, las secreciones ovaricas preparan el tracto reproductivo para recibir el évulo,
nuevamente fertilizado poco después del apareamiento en el estro. Si la fertilizacidon
no se lleva a cabo, el animal regresa al proestro, iniciandose el ciclo una vez mas
(Freeman, 1994).

La rata es un mamifero policiclico, es decir, presenta varios ciclos estrales
durante todo el afio, cuya duracién promedio es de cuatro a cinco dias. La
determinacién de la duracidn de las diferentes etapas del ciclo estral estan basadas
en el monitoreo diario mediante frotis vaginal. El proestro tiene una duracién de 12 a
14 horas, el estro de 25 a 27 horas, el diestro-1 de 6 a 8 horas y el diestro-2 de 55 a
57 horas.




MARCO TEORICO

Las células epiteliales en el proestro se caracterizan por la predominante
presencia de nucleo. Estas células son claramente redondas, visiblemente
nucleadas y aparecen en grupos. Ocasionalmente, algunas células epiteliales
escamadas con forma de cono suelen estar presentes en el frotis en el proestro. En
el siguiente dia, el estro, las células epiteliales predominantes son las escamadas en
forma de cono. En estas células no se aprecia la presencia del nucleo, contienen
una gran cantidad de citoplasma granular y son de formas irregulares. Durante el
diestro1, las células predominantes son los leucocitos, los cuales aparecen a lo largo
del frotis mostrando un significante numero de células epiteliales nucleadas. Los
leucocitos son pequefios con citoplasma granular y usualmente contienen un nucleo

vesicular. Una vez mas, el proestro se caracteriza por la ausencia de leucocitos.

Existe un “periodo critico” diario, durante este intervalo tiene lugar un evento
neuronal, el cual conlleva a la liberacion de LH y posteriormente a la ovulacion. El
tiempo de este periodo puede ser alterado al modificar los periodos de luz-
obscuridad (pero no su duracion). Asi, los ciclos de luz-obscuridad intervienen en la
regulacion del ciclo estral al ajustarlo en funcion del ciclo luz-obscuridad en el que
son mantenidos los animales. De hecho, con la exposicién prolongada al periodo de
obscuridad, la rata se volvera aciclica de manera gradual (Freeman, 1994).

A continuacién se muestran las variaciones en la concentracion plasmatica de
progesterona (P4) prolactina, 17p-estradiol o estradiol (E;), LH y FSH durante el ciclo
estral (Figura 4). En los dias de estro, diestro-1, diestro-2 y la manana del proestro,
las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas (LH y FSH) se mantienen en
concentraciones basales, principalmente por el efecto “feedback negativo” o efecto
inhibitorio que ejercen los estrégenos y hormonas proteicas, tales como la inhibina.
Las cantidades de LH y FSH circulantes, si bien son bajas, son suficientes para
estimular el crecimiento de los foliculos. Conforme los foliculos crecen y maduran, la
concentracion plasmatica de 17B-estradiol también aumenta hasta alcanzar su
concentracion maxima en la mafana del proestro, evento también llamado secrecion

preovulatoria de estrégenos o “pico de estrogenos” (Smith et al., 1975)
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Figura 4. Variaciones en la concentracién de LH, FSH, progesterona, prolactina y estradiol durante el ciclo estral de la
rata, cuantificadas cada 2 horas de muestras de plasma periférico. Cada punto representa la media + e.e.m. de la
concentracion de hormonas de 5 a 6 ratas. Las barras negras representan los intervalos de oscuridad en el que se
mantuvieron a los animales (Smith, et al., 1975)

La secrecién preovulatoria de E; en el proestro estimula la secrecion fasica de
ambas gonadotropinas, que horas después (en la mafiana del estro) induce a la
ovulacion. Esta secrecion masiva de ambas gonadotropinas se conoce como “pico” o
secrecion preovulatoria de gonadotropinas.

En la mafiana del estro se presenta en la sangre un segundo aumento en la
concentracion de FSH, que al parecer participa en el reclutamiento de los foliculos
ovaricos que ovularan en el siguiente ciclo.

Una vez que se produce la ovulacion, el foliculo se transforma en el cuerpo
luteo. La funcidn principal del cuerpo luteo es la secrecion de P4, como resultado del
efecto estimulante de la LH (Smith et al., 1975)
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LOS RECEPTORES A ESTROGENOS

Los estrogenos cumplen una funcidn vital en la fisiologia reproductiva tanto
femenina como masculina estimulando el crecimiento y la diferenciacion celular del

tejido de mama, utero, vagina, ovario, testiculos, epididimo y préstata (Korach, 1994)

El receptor de estrogeno (RE) es una proteina perteneciente a la “super
familia de receptores nucleares”, la cual incluye también otros receptores de
hormonas esteroideas (Evans, 1988). El receptor de estrogeno fue identificado hace
aproximadamente 50 afos, por Jensen y col., ellos describieron la presencia de
sitios de unién de estrogeno en diferentes tejidos de ratas (Jensen y Jacobson,
1962). Cuatro afios mas tarde, Toft y Gorski aislaron por primera vez los receptores
de estrogeno del utero de ratas (Toft y Gorski, 1996). Ambos grupos desarrollaron
distintos modelos para explicar como el estradiol lleva a cabo su accién en el nucleo

al unirse a un receptor especifico, el receptor de estrégeno.

Funcionalmente, el REaq, al igual que el resto de los receptores esteroides,
esta organizado en 6 dominios denominados por letras de la “A” a la “F” (Figura 5).
La regién A/B esta localizada en el lado amino terminal de la proteina y es la region
menos conservada entre los distintos receptores nucleares. Este dominio contiene
una funcion de activacion de la transcripcion genética (Activation Function 1 o AF-1)
y varios sitios de fosforilacion, que son importantes en el proceso de activacion de la
proteina especialmente en los procesos donde el receptor es activado en ausencia

de hormona.
A AF1 AF-2

NTD |DBD |H HED
A B C D E F

B AF=1 AF-2
1 s— = 55
DED |H HEBD RE=:1
A B C D E F

Figura 5. Estructura general de los receptores de hormonas esteroides. A. Esquema de la estructura compartida por todos los
receptores de hormonas esteroides: HBD dominio carboxi-terminal de unién al ligando, DBD dominio de unién al ADN, region
bisagra (H) y un dominio aminoterminal NTD, de secuencia muy variable. Presentan ademas 2 funciones activadoras (AF) AF-1
y AF-2. B. Estructura del receptor de estrégenos REa de 595 aminoacidos. (Bottino y Lanari, 2010)




MARCO TEORICO

Adyacente se encuentra la region de union al ADN o dominio C, la mas
conservada entre los diferentes receptores nucleares compuesta por nueve residuos
de cisteinas que son invariablemente conservados entre los diferentes receptores
esteroides, de los cuales, ocho estan coordinados alrededor de dos iones de Zn?*
para formar dos dedos de zinc que le confieren al receptor la capacidad de unirse
especificamente al ADN. La union a una secuencia especifica en el ADN esta
determinada por la composicion de aminoacidos localizada entre estos dos dedos de
zinc, conocida como la caja P (P-box) (Freedman, 1992). Entre la regién de unién al
ADN vy el dominio E/F, se encuentra la regién D o region de bisagra, la cual no ha
sido bien caracterizada y que participa en la unién a la proteina chaperona de golpe
de calor hsp90 (heat shock protein 90), la cual permanece unida al receptor mientras
éste se encuentre en un estado inactivo. Finalmente, en el extremo carboxilo
terminal se encuentra la region E/F o dominio de union al ligando (LBD), donde se
une la hormona estradiol (Ez). Esta region a pesar de que es conservada entre los
diferentes receptores esteroides es altamente especifica para su hormona (AF-2), es
decir que el receptor de estrogeno une estrogenos con alta afinidad, pero no otras

hormonas esteroides.

Se han descrito diversas isoformas del receptor de estrogeno obtenidas
mediante splicing alternativo, concretamente hasta 3 formas del REa y 5 formas del
RER. Las isoformas del RER pueden transactivar la transcripcion unicamente cuando
se forma un heterodimero con el receptor funcional REB1 de 59 kDa. ElI REB3 ha
sido detectado en los testiculos a elevadas concentraciones. Las otras dos isoformas
del REa pesan 36 y 46 kDa (Nilsson et al., 2001) (Leung, et al. 2006).

En la rata, los efectos del 17B3-estradiol en los 6rganos blanco estan regulados
por los receptores a estrogeno (REs), los cuales son proteinas de transcripcidon de
enlace activo que regulan la expresion de los genes blanco. Como miembros de la
super-familia de los receptores de esteroides, estos receptores juegan un papel

importante en multiples procesos de la funcion reproductiva.
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El primer miembro de esta familia fue aislado del utero de la rata, el cual fue
denominado como receptor a estrogenos alfa (REa). En el afio 1996, Kuiper y col
(Kuiper, et al. 1996), clonaron un acido desoxirribonucleico complementario (DNAc)
del receptor a estrogenos de la préstata de rata, al cual denominaron receptor-beta

(REB), para distinguirlo del que previamente se habia clonado.

Los estrogenos juegan un papel critico al establecer la forma de secrecion de
las neuronas GnRHérgica durante su diferenciacién sexual, lo que determina el
patron de secrecion de la hormona durante la edad adulta (Loza et al., 1995). A
pesar de su importancia, la funcion precisa de los estrégenos sobre la neurona

GnRHérgica no es aun del todo clara.

Mediante la deteccion del ARNm (por hibridacion in situ) y la cuantificacion de
los receptores a estrogenos (por la técnica de union con estrégeno tritiado) en
neuronas GnRHérgicas (identificadas por inmunohistoquimica) (Shughrue, et al.
1998), se mostréo que las neuronas GnRHérgicas del area predptica contienen el
REB y no el REa. Estos resultados no concuerdan con los observados por
Hrabovszky y colaboradores (2000), quienes mostraron que en las areas rostrales
del cerebro anterior (estria terminal, nucleo medial de la amigdala y el nucleo
predptico peri-ventricular e incluso el area preoptica), hay neuronas que co-expresan
el ARNm para ambos tipos de receptores pero también se han identificado neuronas

que expresan solo el ARNm para el REa o para el REJ (Hrabovszky, et al. 2000).

Mediante el uso de técnicas inmuno-histoquimicas se ha mostrado que el
numero de células inmuno-reactivas (ir) al REa en POA-AHA es mayor a las 09:00 y
17:00 horas y menor a las 13:00 horas del dia, independientemente de la etapa del
ciclo que se considere. En cambio, el numero de células ir-RE3 es mayor a las 13:00
horas del proestro y del estro (Mendoza, et al. 2007). Por lo que en este proyecto de
tesis se pretende estudiar la participacion del REa del lado derecho de POA-AHA en
los dias del proestro y estro sobre la secrecibn de gonadotropinas, estradiol,
progesterona y la ovulacion de la rata adulta.
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La mayoria de las neuronas GnRHérgicas del area predptica-hipotalamica
anterior (POA-AHA) expresan el REB (99%) y muy pocas el REa, por lo que se ha
sugerido que la activacion del REa o del REJB estan involucrados en los efectos
“feedback” estimulante e inhibitorios de los estrégenos, por medio de su accion en la
neurona GnRH 6 en neuronas que modulan la actividad de la neurona en cuestion.
Se ha propuesto que los estrégenos estarian ejerciendo sus efectos sobre la
neurona GnRH por medio de mecanismos transinapticos indirectos, dependientes de
las células de la glia, en los cuales estarian involucrados los REa. (Herbison, 1998)
Por medio del uso de ratones “knockout”, en los que el REa 6 B han sido
desactivados, se ha demostrado que el REa es necesario para que se dé el efecto
“feedback” estimulante de los estrégenos sobre la neurona GnRH, pero no asi con el
REB. En este mismo modelo experimental, el uso de un ligando selectivo para el
REo demostré que este receptor no sélo es necesario, sino que es suficiente para
estimular la secrecion pre-ovulatoria de LH (Rissman, et al., 1997). Aun cuando los
resultados de Wintermantel y col parecen contundentes, no debemos olvidar que en
su modelo experimental la desactivacion génica de uno u otro receptor esta presente

en todos los 6rganos blanco del 173-estradiol (Wintermantel, et al. 2006).

En neuronas no especificas a GnRH del area pre-6ptica (POA), el 54% de las
neuronas en diestro-2 expresan el REa, el 22% en proestro y el 25% en estro; para
el caso del RER, los porcentajes respectivos son 12%, 0% y 17%; hay que aclarar
que ninguna de estas neuronas de POA medial expresan el ARNm para GnRH En
POA de ratdon hembra adulto, el 45% de las neuronas identificadas como
GnRHeérgicas expresan el ARNm para el REa y el 11% expresa el del REJB; algunas
otras co-expresan el ARNm para ambos receptores. Esta proporcién de neuronas
que expresan uno u otro receptor cambia durante el ciclo estral: el REa se expresa
en el 46% de las neuronas GnRHérgicas en el dia del diestro-2, en el proestro el
18% y el 75% en el estro; para el REP, los porcentajes respectivos son 6%, 0% vy
19% (Skinner, et al. 1999).
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En POA y area hipotalamica anterior (AHA) de la rata, recientemente se ha
mostrado que la expresion del ARNm para REa tiene un maximo en la tarde del
estro (17:00 horas), seguido de un aumento de menor magnitud a las 13:00 horas
del diestro-2; mientras que para el REB, la maxima expresion del gen se observa al
medio dia del diestro-2. Estas variaciones durante el ciclo estral se acompafnan de
disimilitudes en la porcion derecha de POA-AHA, ya que el lado derecho expresa
mas el REa que el lado izquierdo, mientras que el REB se expresa en ambas
porciones en la mafnana y medio dia del diestro-2 (Conn y Jennes, 1994)

Como se indicé en parrafos anteriores, la funcion del estradiol al unirse al RE(3
sobre la neurona GnRHérgica esta involucrado en los efectos de “feedback”

inhibitorios.

El ARNm del REf presenta valores maximos en ambos lados de POA-AHA en
el diestro-2; en el lado derecho de las 9:00 horas a las 13:00 horas, mientras que en
el lado izquierdo se presenta a las 13:00 horas. No se mostré ningun otro pico en
algun otro dia y hora del ciclo estral, lo que indica que este receptor se sintetiza en
tiempos precisos.

En el lado derecho de POA-AHA la expresion del ARNm para el REa presenta
un pico maximo a las 17:00 horas del dia del estro. Otros dos picos mas pequenos
se observaron a las 9:00 horas del dia del diestro-2 y a las 13:00 horas del proestro.
Sin embargo, solo el pico de las 17:00 horas del dia del estro, fue estadisticamente
significativo cuando se compara con la expresion del mensajero del lado izquierdo,

momento en el que el ARNm del REa se expresa muy poco.

Al igual que el REB, la expresion del ARNm de la GnRH mostré un valor
maximo a las 13:00 en el diestro-2 para ambos lados de POA-AHA. Sin embargo, el
“pico” mayor se presento del lado derecho. Un segundo aumento en la expresion del
ARNm de la GnRH pero de menor magnitud al previo se observo a las 9:00 del
proestro en ambos lados de POA-AHA. Una vez mas, la ausencia de actividad en los
demas dias sugiere tiempos especificos para la expresion de la GnRH. (Arteaga et
al., 2003)
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HORMONA LIBERADORA DE LAS GONADOTROPINAS (GNRH)

Las neuronas secretoras de la GnRH o neuronas GnRHeérgicas representan,
segun algunos autores (Timossi y Ulloa, 2000), el punto final de los procesos que
regulan la reproduccion en los mamiferos. Las neuronas GnRH estan reguladas por
muchas neuronas aferentes distintas, que secretan varios transmisores
[norepinefrina, dopamina, a-serotonina, acetilcolina, acido y-aminobutirico (GABA),
glutamato, aspartato], péptidos [Factor liberador de la corticotropina o CRF, Factor
liberador de la tirotropina o TRH, substancia P, VIP o péptido intestinal vasoactivo,
neuropéptido Y, encefalinas, opioides, kisspeptina, histamina, colecistoquinina o
CCK], factores de crecimiento y hormonas esteroides, lo que indica que estos
neurotransmisores actuan directamente sobre la neurona GnRH. La forma en que
cada una de estas substancias regula la actividad de las neuronas GnRH depende

del ambiente neuroenddcrino que las circunda. (Kordon, et al. 1994)

El glutamato estimula la secrecién de la GnRH y la LH, la administracion de
glutamato incrementa la expresion genética de la GnRH en un 30% entre los 15 a 60
minutos después de su administracion, e incrementa la secrecion de LH
(Merchenthaler, et al. 1989)

Otro factor estimulante es la noradrenalina. La estimulacion de los receptores
a-adrenérgicos estimula la secrecion de la GnRH en ratas y conejos intactos. La
distribucién de neuronas inmunopositivas a GnRH y de tirosina hidroxilasa (enzima
que estimula la conversion de la tirosina en dopamina, precursor de la
noradrenalina), sugiere un posible sito directo de accidn noradrenérgica en la
neurosecrecion de la GnRH, sin embargo no se ha identificado ningun contacto
sinaptico como los que se conocen a la fecha (Negro-Vilar, et al., 1979).

Los efectos del GABA en la secrecion de la GnRH y de la expresion genética estan
mediados por sinapsis directa entre neuronas GABA-érgicas y GnRH. GABA tiene
un efecto inhibitorio en las concentraciones del ARNm para la GnRH, los cuales son
mediados por el receptor GABAA. (Gore y Roberts, 1997)
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La Acetilcolina (ACh) estimula la secrecion de gonadotropinas y la ovulacion.
La capacidad de la ACh en regular dicha funcién cambia durante el ciclo estral y
presenta un ritmo circadico (Dominguez, et al. 1982). Mediante el uso de implantes
de cristales de atropina (antagonista de los receptores muscarinicos) en el lado
izquierdo o derecho de POA-AHA, se mostro la existencia de una funcion asimétrica
de estos receptores muscarinicos en la ovulacion de la rata, la cual cambia durante
el ciclo estral (Cruz, et al., 1989). En ratas que ovulan espontaneamente, se observé
que implantes de atropina en el hipotalamo lateral anterior altera el ciclo ovulatorio y
prolonga la fase del diestro-2 (Benedetti, et al. 1969). En cultivos de células del
hipotdlamo o de células GT1 (células GnRH inmortalizada), se mostré que la
activacion de receptores muscarinicos reducen la liberacion basal de la GnRH e
inhiben el aumento de la proteina G acoplada a AMPc intracelular; mientras que la
activacion selectiva de los receptores muscarinicos M1 facilita la hidrolisis de la
fosfoinositida, 1o que resulta en el rapido aumento de la secrecién de la GnRH
(Krsmanovic, et al. 1998). Estos efectos estimulantes de la ACh sobre la secrecion

de la GnRH se producen mediante contactos sinapticos (Turi, et al. 2007).

Los axones de las neuronas GnRH finalizan en la eminencia media, lugar
donde es liberada, la que al pasar a la sangre del sistema porta de la hipdfisis es
llevada hasta los gonadotropos de la adenohipdfisis, los cuales expresan el receptor
de la GnRH (GnRHR).

RECEPTOR A GNRH (GNRHR)

El GnRHR es un receptor con siete dominios transmembranales acoplados a
proteina-G, que contiene residuos de cisteina en el primer y segundo pliegue. La
formacion de un puente disulfuro entre los residuos de cisteina estabiliza su forma
tridimensional. La unién de la GnRH a su receptor estimula la isoforma 3 de la
fosfolipasa C (PLC-B), lo que resulta en la rapida fosforilaciéon del fosfatidilinositol-
4,5-di-fosfato, (PIP2), lo que produce un segundo mensajero, el inositol 1, 4, 5-tri-
fosfato (IP3) y diacilglicerol. Mientras el IP; activa el flujo de calcio intracelular, el
DAG aumenta la concentracion de proteina de fosforilacion por la activacion de la
quinasa (PKC) (Anderson, 1996). Esta cascada de senalizacion resulta en la sintesis
y secrecion de las gonadotropinas LH y FSH.
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(b)

Extracellular

Intracellular

Figura 6. (a) Estructura del receptor de la GnRH que muestra el extremo amino terminal (NH;), los siete dominios
transmembranales glicosilados, tres bucles extracelulares, tres bucles intracelulares, y el extremo carboxilo terminal (COOH).

(b) Diagrama tridimensional del GnRHR. (K.A. Eidne et al., 1996)
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Figura 7. Mecanismo intracelular propuesto por la unién de la GnRH a su receptor en los gonadotropos de la hipdfisis. La
activacion del receptor de la GnRH inicialmente promueve una movilizacion de inositol-1,4,5-trifosfato dependiente del calcio a
partir de inositol-1,4,5-trifosfato sensible a calcio, asi como el flujo interno de calcio extracelular por medio de canales de calcio

tipo L dependientes de voltaje (K.A. Eidne et al 1996)
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La GnRH es degradada por protedlisis en pocos minutos. El gen GnRH1,
precursor de la GnRH, se encuentra en el cromosoma 8. Se presume que éste es
una entidad muy singular, aun cuando se reportd que esta molécula se ha
conservado desde los peces hasta el hombre; diversos estudios muestran que en
vertebrados existen al menos cinco variantes, una de ellas se aislo y se identificd a
partir de 300,000 cerebros de pollo. La existencia de estas variantes, dio la pauta
para conocer la relacion estructura-funcion y permitio que hasta la fecha se hayan
sintetizado mas de 3,500 analogos de GnRH. En los mamiferos, el decapéptido se

sintetiza a partir de una pre-hormona de 92 aminoacidos (Russell y White, 1999).

La estructura quimica de la GnRH fue descubierta por Guillemin y Schally en
1977 (Mornex, 1978; Susuki, et al. 1995):

HN_ NH,
K
OH NH
I
N—
HC_ CHy G
. K(NH __NH OH cH CH
2 I
09” \(I)HZ Chy CH, C|3H2 CH, ||-| CHy CH, H
I I
NH—CHCO —NHCHCO —NHCHCO —NHCHCO —NHCHCO —NHCHCO —NHCHCO —~NHCHCO —N —CHCO —NHCHCO —NH,
(pyro)Glu  — Hs — Trpp — Ser — Tyr — Gy — Leu — Arg — Pro — Gly — NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 8. Estructura y composicién de la Hormona Liberadora de las Gonadotropinas (GnRH), la cual comprende 10
aminoécidos (Acido Glutamico, Histidina, Triptofano, Serotonina, Tirosina, Glicina, Leucina, Arginina, Prolina y Glicina) junto
con su extremo amino (modificado de Prieto, 2002.)

A su vez, los estrogenos y la progesterona estimulan o inhiben la secrecion de

la GnRH y de las gonadotropinas en funcion del dia del ciclo que se considere.
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PULSOS DFE SECRECION DE GNRH

La GnRH es secretada de manera pulsatil (25ng/pulso). En el hipotalamo,
existen dos “centros” de regulacion pulsatil de la secrecion de la GnRH: el “centro
tonico”, que incluye al nucleo arcuato, ventro-medial y dorso-medial, y el “centro

fasico” localizado en el area predptica.

El patron de administracion pulsatil de la GnRH a hipdfisis de rata en camaras
de perfusidon es determinante en la liberacidon de las gonadotropinas. Por ejemplo, la
infusion de GnRH en pulsos de 60 minutos produce pulsos de liberacion de LH de
magnitud constante, lo que muestra que la secrecion pulsatil de GnRH es esencial
para que los gonadotropos respondan de manera adecuada a este decapéptido
(Figura 9). Por el contrario, la exposicion constante de la hipdfisis a la GnRH provoca
que la hipdfisis no responda a subsecuentes administraciones de GnRH, por lo que

se altera la liberacion de LH. (Belchetz, et al. 1978)
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Figura 9. Supresion de la concentracion plasmatica de la hormona luteinizante (LH) y foliculo-estimulante (FSH) después del
inicio (dia cero) de una infusién continua de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) (1uL/min) en Mono rhesus
ovarioctemizado con una lesién por radiofrecuencia en el hipotalamo. La secrecion de las gonadotropinas se reestabiliza por la
administracion intermitente del decapéptido (1uL/min por 6 minutos cada hora). La inhibicion de la liberacion de las
gonadotropinas fue revertida después de la administracion de modo intermitente de la GnRH (Belchetz et. al., 1978)
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Los efectos de la frecuencia de los pulsos de GnRH sobre la expresion de los
genes de la subunidad-a o  de la LH (LHB) o de la FSH (FSHp), asi como en la
secrecion de las mismas han sido bien caracterizados. En la rata, la cantidad de
ARNmM para LHB y FSHB depende de los pulsos de GnRH que activen a la hipofisis.
Los pulsos de GnRH a frecuencias altas (cada 30 minutos) estimulan la biosintesis y
liberaciéon de LH. Mientras que pulsos a frecuencias bajas (2 horas) estimulan la
biosintesis y liberacién de FSH (Figura 10). (Katt, et al. 1985)
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Figura 10. Efectos de la frecuencia pulsatil de la GnRH en la hipdfisis de la rata. Sub-unidad a de la glicoproteina (A), sub-
unidad B de la hormona luteinizante (B), sub-unidad B de la hormona foliculo-estimulante (C), receptor de la GnRH (D), las
concentraciones del ARNm se muestran para cada frecuencia de GnRH. (Kaiser, U, B., et al. 1997)

La frecuencia en los pulsos de GnRH varia entre especies, sexo, edad y
circunstancias fisiologicas. La frecuencia de los pulsos de GnRH varia también en
rango, tan rapidos como 1 pulso cada 15 minutos en roedores ovariectomizados, o

lentos como 1 pulso cada 6 horas. (Levine, et al. 1991)

La secrecion pulsatil de GnRH también estimula la expresion del ARNm para
el GNRHR, lo que se traduce en aumento de la cantidad del GnRHR en la superficie
de las células. In vitro, células hipofisiarias de la rata fueron tratadas cada hora con
pulsos de GnRH, lo que resultdé en el incremento de la cantidad de ARNm del
GnRHR. En la rata ciclica de 4 dias, la secrecién fasica o preovulatoria de
gonadotropinas hipofisiarias se da en la tarde del dia del proestro (Butcher, et al.
1974). La liberacion fasica de LH dura entre 6 y 8 horas, y principalmente esta bajo
el control de la GnRH (Bauer-Dantoin, et al. 1993). La liberacion fasica de FSH
también comienza en la mafana del proestro, pero ésta continia durante el estro, es
decir, a la mafana siguiente. El patron bifasico de la secrecion preovulatoria de la
FSH, podria estar regulado por la GnRH y después por la secrecién de inhibina
(Bauer-Dantoin, et al. 1993), (Rivier, et al. 1989), (Woodruff, et al. 1989).

( )
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Figura 11. Mecanismo de la regulacioén diferencial de las subunidades a y B de las gonadotropinas por la GnRH a bajas y altas
frecuencias. Cuando la frecuencia de los pulsos de liberacion de la GnRH es baja, la concentracién de receptores de GnRH es
baja. Cuando la frecuencia de los pulsos es alta, la superficie de la célula presenta una alta concentracion de receptores a
GnRH (Jeong, 2006)

Durante el proestro, tanto el ARNm de LHB como de la FSHB aumentan
durante la secrecion preovulatoria y aunque el incremento en la cantidad de ambos
mensajeros es paralelo, hay diferencias en el momento de su inicio y su duracion. El
incremento de la subunidad LHB comienza a las 14:00 (2 horas antes de la
liberacion de LH), alcanzan sus concentraciones maximas a las 17:00 (aumento 2.5
veces), para después regresar a su estado basal a las 22:00 horas. Por el contrario,
el incremento del ARNm FSHf no se da, sino hasta las 20:00 horas del proestro, 2
horas después del incremento inicial en la FSH circulante. El incremento maximo (4
veces en magnitud) en el ARNm para la FSHp ocurre en la mafana del estro (02:00
horas), el cual retorna a valores basales, 6 horas después (08:00 horas) del valor
“pico”. Un incremento selectivo en la concentracion de ARNm para la FSH puede ser
observado en la mafana del diestro-1 cuando no se observan incrementos medibles
en la concentracion de FSH. En la mafiana del diestro-2 aumenta la concentracion
de LH, la cual no estad asociada con el aumento medible en la secrecion de LH
(Zmeili, et al. 1986).
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Figura 12. Cambios en la expresion del ARNm del receptor a GnRH, gonadotropinas y esteroides durante el ciclo estral.
Concentraciones de GnRH (A), LH y FSH (B), estradiol y progesterona (C). Met, metaestro (diestro-1); Di, diestro-2; Pro,
proestro; Est, estro. (Bauer, et al. 1993)

El estradiol estimula de manera selectiva la transcripcion del gen de la LHp, la
sintesis y la acumulacioén de LH en la hipdfisis. Los esteroides en los gonadotropos
estimulan el acoplamiento del GnRHR a segundos mensajeros. Tanto Ia

progesterona como el estradiol actuan inhibiendo la secrecién de GnRH.

25

—
[ —



MARCO TEORICO

Altas concentraciones de progesterona inhiben la transcripcion genética de
FSHB en células de la hipofisis en ovinos. La progesterona actua de manera
selectiva al estimular la expresion del ARNm de la FSH[3.

El papel de la testosterona sobre la expresiéon del gen de la FSHf es
complejo. La testosterona inhibe la expresion de la FSHp al actuar directamente en
la hipofisis (Kumar y Low, 1995). En la rata, dosis bajas de testosterona inhiben la
expresion de ARNm para FSHp, al bloquear la liberacion de la GnRH. Por el
contrario, dosis altas estimulan la expresion del ARNm para la FSH3, al actuar
directamente en la hipdfisis. La testosterona puede incrementar las concentraciones
de ARNm para la FSHf tanto en ratas machos como en hembras, lo que ha llevado
a sugirir que la regulacion post-transcripcional del ARNm de la subunidad 3 de esta

gonadotropina puede ocurrir en ambos sexos (Dalkin, et al. 1992).

La activina actua de manera independiente a la GnRH y puede incrementar la
secrecion de FSH en células de la hipodfisis (Schwall, et al. 1988). La activina
también regula la expresion genética de la FSHB mediante un mecanismo no
transcripcional, al estabilizar el ARNm de la FSHB y al aumentar la respuesta del
gonadotropo a la GnRH (Carrol, et al. 1991), (Attardi y Winters, 1993). La activina A
incrementa la expresion genética del GnRHR y su sintesis en la hipdfisis de la rata.

El estradiol, la progesterona, los andrégenos y los glucocorticoides también

regulan la expresion genética del GnRHR. (Knobil, 2005)

Ademas de los neurotransmisores antes mencionados, hormonas como la
inhibina y la activina (factores no esteroideos de las gdénadas) regulan la liberacion
de LH y FSH. La inhibina previene la “up regulation” de los receptores al bloquear la
estimulacién de la sintesis de receptor GnRH producida por la misma hormona,
mientras que la activina estimula la sintesis del receptor a GnRH. (Prieto-Gomez y

Velazquez-Paniagua, 2002)
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La forma pulsatil de secrecion de la GnRH, es decir de estimular a bajas dosis
o de suprimirlas a altas dosis, ha sido utilizada para distintos propdsitos, incluyendo
la induccidn de la ovulacidén y la espermatogénesis, el tratamiento de la pubertad
precoz, la endometriosis, diferentes tipos de cancer (principalmente prostata y
mama), asi como para una gran variedad en uso veterinario capacidad de la GnRH

para las funciones reproductoras (Conn, 1986), (Jennes y Conn, 1986) (Janovick y
Conn, 1993)
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Figura 13. Mecanismo de accién de la GnRH (Prieto, 2002)

27

—
[ —



MARCO TEORICO

SINTESIS DE LA GNRH DURANTE EL CICLO ESTRAL

En ratas hembras y otras especies animales, la GnRH liberada mediante
pulsos cambia durante el ciclo ovulatorio. Por ejemplo, durante la fase folicular de la
oveja, la GnRH se libera por medio de un patron de alta frecuencia y baja amplitud.
En contraste, la frecuencia de los pulsos se reduce y la amplitud aumenta durante la

fase lutea del ciclo.

El estradiol y la progesterona ejercen un efecto llamado “feedback negativo”
mediante rutas divergentes, y asi, la magnitud de este efecto durante la fase lutea o

folicular en el ciclo, determina el patrén caracteristico de los pulsos de GnRH.

El mayor cambio durante la liberacion de la GnRH sucede entre el diestro-1y
el diestro-2, durante el inicio de la oleada preovulatoria de gonadotropinas. Gran
cantidad de GnRH es liberada debido al incremento en la cantidad de estrogeno
secretado por los foliculos maduros, lo que estimula la secrecion preovulatoria de LH
y FSH, los principales activadores de la ovulacion (Levine, 2000).

FUNCIONES DE LA GNRH SOBRE LA HIPOFISIS

Los primeros estudios que intentaron elucidar el mecanismo a través del cual
se realiza la liberacidn de LH estimulada por GnRH, sugirieron la participacion de los
nucledtidos ciclicos cAMP y cGMP como los segundos mensajeros en la
transduccion de esta senal. Sin embargo, ahora es claro que el cAMP no es el
segundo mensajero en la liberacion de LH estimulada por GnRH, pero este
nucledtido si parece tener un papel importante en la sintesis de esta hormona.
Diversas evidencias, han mostrado que el calcio (Ca?*) intracelular es el segundo
mensajero en la liberacion de esta hormona, ya que éste estimula la liberacion
continua de LH y FSH en respuesta a GnRH. Ademas, el tratamiento con
bloqueadores de canales de Ca?* como el verapamil y el metoxinerapamil bloquean
su liberacion. (Prieto-Gomez y Vazquez Paniagua, 2002)
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El GnRHR conserva residuos de cisteina en el primer y segundo bucle
extracelular, para estabilizar la conFiguracién tridimensional del receptor hay una
formacion de puentes disulfuro entre estos residuos. Se sabe que si estos residuos
llegan a mutar, la unidn del receptor a la GnRH se pierde (Cook y Eidne, 1997).

La secuencia de los aminoacidos Asp-Arg-Tyr normalmente se encuentra en
la region proximal de la membrana del segundo bucle intracelular de una cantidad de
receptores acoplados a proteina G. La mutacidén de estos residuos normales a Tyr

no alteran el acoplamiento a proteina G, pero incrementa la afinidad del receptor
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FUNCIONES DE LA LH Y LA FSH EN EL OVARIO

La FSH y la LH son gonadotropinas producidas y liberadas por la hipd&fisis
anterior, de donde se vierten al torrente sanguineo, y de esta forma llegan al ovario.
Ambas hormonas, favorecen la maduracion gonadal y la esteroidogénesis,
capacitando al organismo para que se pueda reproducir.

En la hembra, la FSH estimula el crecimiento de los foliculos y la actividad de
la enzima aromatasa, que convierte los androgenos en estrégenos. La LH estimula
la sintesis de androgenos en las células de la teca y la ruptura del foliculo, lo que
permite la liberacion del ovocito, fendmeno conocido como ovulacién. Las células del
foliculo que ovuld, por efecto de la LH, se transforman en células luteinicas, que
secretan progesterona y se transforman en el cuerpo luteo (Figura 14). (Prieto-
Gomez y Vazquez-Paniagua, 2002)
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Figura 14. Representacion de la “cascada” de eventos neuroenddcrinos del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, durante los dias del
diestro-2 y proestro del ciclo estral de la rata (Fink, 1988)
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FUNCIONES DE LA LH Y LA FSH EN EL HIPOTALAMO

En ratas ciclicas, las concentraciones plasmaticas de estradiol son basales
durante el estro. En el diestro-1, la concentracidon plasmatica comienza a aumentar
hasta que en la mafiana del proestro alcanza un “pico” maximo de concentracién. La
concentracion plasmatica de testosterona y androsterona es similar a la del estradiol.
El modelo similar de secrecién de andrégenos y estrogenos sugiere que ambas
clases de hormonas se originan del mismo érgano, el ovario, de tal forma que su
sintesis, secrecidn y mecanismos de regulacién estan interrelacionados. (Dupon vy
Kim, 1973), (Gay y Tomacari, 1974).

El periodo pre-ovulatorio del ciclo estral se caracteriza por el crecimiento de
los foliculos que estan destinados a ovular en ese ciclo y por el aumento

preovulatorio de la secrecion de estrogenos, FSH, LH y progesterona.

Durante gran parte del ciclo estral, el estrogeno inhibe la secrecién de las
gonadotropinas, sin embargo, a la mitad del ciclo, cambia al ejercer un efecto
estimulante potente llamado también “feedback positivo”, que provoca la secrecidn
preovulatoria de ambas gonadotropinas, y por ende la ovulacion (Shupnik, 1996).

Dado que la neurona GnRHérgica expresa el RE, pero no el REaq, es posible
que el estrégeno actue de manera directa al ejercer efecto sobre los REB y de esta
forma estimular la sintesis de grandes cantidades de GnRH (Herbison, 2006) y
(Pape, et al. 2001); (Petersen, et al. 2003). Sin embargo, varias lineas de
investigacion han demostrado que los efectos del estrogeno pueden ser transmitidos
a las neuronas GnRH-érgicas de manera indirecta utilizando neuronas que expresan
a los REa o REB, células de la glia o endoteliales (Rage, et al. 1997); (Smith y
Jennes, 2001); (Prevot, 2002).
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Figura 15. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario en el cual se describe la ruta estimulante e inhibitoria por la cual la GnRH es
liberada, la que al estimular a la hipdfisis anterior estimula la liberacion de LH y FSH. A su vez, éstas actuan sobre el ovario al
regular la secrecidon de estradiol, progesterona, activina e inhibina, estas dos Ultimas hormonas se encargan de activar o
estimular en la hipdfisis anterior la secrecion de FSH, en funcion de las concentraciones de estrogenos (modificado de
Comparato, M. R. 2000)
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS HORMONAS
ESTEROIDES

Las hormonas esteroides pertenecen al grupo de hormonas derivadas del
colesterol. El  colesterol posee  un nucleo  quimico  basico, el
ciclopentanoperhidrofenantreno o “nucleo esteroide”, el cual esta constituido por 17
atomos de carbono basico, dispuestos en tres anillos de seis atomos de carbono
(ciclobencénicos) denominados A, B, C y un anillo de cinco carbonos (ciclopentano)
denominado D, una cadena de ocho atomos de carbono en el carbono 17, dos
metilos en posicién 10 y 13, un doble enlace A® y un grupo hidroxilo en el carbono 3
(Figura 16) (O'Malley y Strott, 2001).

El colesterol es una molécula hidrofoba, al presentar una cabeza polar
constituida por el grupo hidroxilo y una cola o porcion no polar, formada por el anillo
de nucleos condensados y los sustituyentes alifaticos (O'Malley y Strott, 2001).

Ciclopentanoperhidrofenantreno Colesterol

Figura 16. Estructura quimica del ciclopenatnoperhidrofenantreno o nucleo esteroide y del colesterol (modificado de Sanchez-
Criado, 2003)

Las células obtienen colesterol por medio de tres fuentes: 1) del plasma
donde el colesterol es transportado unido a lipoproteinas de alta y baja densidad, 2)
del sintetizado por la célula a partir de acetato producto del ciclo de Krebs y 3) de
ésteres de colesterol acumulados en el citoplasma de esa célula (O'Malley y Strott,
2001).

Las hormonas esteroides se clasifican segun su estructura quimica y su
actividad biolégica en: andrégenos y estrogenos, los cuales tienen un nucleo
esteroide compuesto de 21 atomos de carbono, agrupados en cuatro anillos
aromaticos, tres ciclohexanos y un ciclopentano (Brown, 1999).
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El andrégeno con mas actividad biologica es la testosterona, la cual tiene un
nucleo esteroide androstano, que es un compuesto organico con 19 atomos de
carbono, con un atomo de oxigeno con doble enlace en la posicién C3 y un grupo
hidroxilo en la posicion C1 (Brown, 1999), (Burris, 1999)

Los estrogenos comprenden la estrona y estradiol; éste ultimo es el de mayor
actividad biolégica. El estradiol tiene un nucleo de estrano que es un compuesto que
tiene 18 atomos de carbono, tiene un grupo hidroxilo en la posicion C3 como en C17
(Smith, 1999)

PROGESTERONA
Generalidades de la progesterona

La progesterona (P4) (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de hormonas
esteroides, su nombre se deriva del latin: pro: a favor y gestare: llevar, lo que denota

el efecto de llevar o sostener el producto de la concepcidn.
Estructura quimica

La estructura quimica de la P4y de sus metabolitos (derivados hidroxilados o
reducidos) es el hidrocarburo pregnano, constituido por 21 atomos de carbono (C-
21) (Figura 17). Al igual que otros esteroides, la progesterona se compone de cuatro
hidrocarburos ciclicos interconectados, contiene cetona y grupos funcionales
oxigenados, asi como dos metilos. CH,

CH, ©

CHj,

o)

Figura 17. Estuctura quimica de la progesterona (Gore-Langton, 1988)
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Sintesis de la progesterona

La P4 se sintetiza principalmente en el reticulo endoplasmatico liso del cuerpo
luteo, durante el ciclo menstrual (Hsueh, et al 1984), (Hutchison, et al. 1986), otros
organos donde también se ha demostrado su sintesis son la corteza adrenal, la
placenta, el testiculo y el cerebro (Zwain, et al. 1999) (Ukena y Kohchi, 1999)

La sintesis de la P4 se inicia con la pregnelonona, un derivado del colesterol.
Esta conversion se lleva a cabo en dos fases. El grupo 3-hidroxilo se convierte en un
grupo ceto y el doble enlace se traslada al C-4 de C-5 (Figura 18)

A Colesterol B Pregnenolona C Progesterona
HaC CHs HsC CHj

o 1 He [ 2 CH, [7©

CH3 CHs

3B-OH-esteroide
deshidrogenasa
HO
A

HO )

20,22 esteroide liasa

»

Figura 18. Biosintesis de la P4. La biotransformacion del colesterol a P4 implica tres cambios estructurales en la molécula: a)
pérdida de un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena lateral en el C-17 por medio de la enzima 20,22 esteroide
liasa (1), b) la oxidacion del grupo alcohol, en el C-3 por medio de la enzima 3B3-OH-esteroide deshidrogenasa (2) y c) la
migracion del doble enlace del anillo B al anillo A. (Gore-Langton, 1988)

Acciones generales de la progesterona

La P4 participa en muchas de las actividades biolégicas de diferentes tejidos
(tabla 1). Sus efectos pueden ser estimulantes, como en el caso de la liberacion de
la GnRH, de la dopamina, en la induccién de la lordosis que es una conducta de
receptividad sexual durante la cual la hembra flexiona su espina dorsal en forma de
arco al ser montada por el macho para darle acceso a la cavidad vaginal; en la
sintesis de uteroglobina, en la reaccién acrosomal y en el fluido de Ca®* en el
espermatozoide. Los efectos de la P4 también pueden ser inhibitorios, como en la

contraccion uterina.
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Tabla 1. Acciones fisiologicas de la progesterona

Tejido Funcién

Liberacion del ovocito

Utero/Ovario Facilitacion de la implantacion
Mantenimiento del embarazo

Estimulacién de la regeneracion del estroma

Regulacion de la sexualidad
Cerebro Regulacién de la excitabilidad neuronal y aumento del suefio
Neuroproteccion

En ratas adultas, la progestina predominante que es secretada dentro del
ovario durante el ciclo estral es la 20a-hidroxipregn-4en-3-ona (Eto, et al 1962),
(Uchida, et al. 1969), también conocida como 20a-hidroxiprogesterona (20a-OH-P).
Esta progestina (Figura No. 19), es un metabolito de la progesterona, y su sintesis
es catalizada por la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Wiest, et al.
1963). Hay dos “picos” maximos de concentracion en la secrecion tanto de la 200-
OH-P como de la progesterona durante el ciclo estral. El primer “pico” se da durante
la tarde del diestro-1, y ambos esteroides son secretados por los cuerpos luteos,
este incremento resulta del efecto producido por la LH en los foliculos preovulatorios
que ovularon y se transformaron en cuerpos luteos. El segundo “pico” se presenta
durante la tarde 6 noche del proestro. (Eto, et al. 1962), (Hashimoto, et al. 1968)
(Freeman, 1994)

H3C 0 H3C OH
=
CH3 20 o —~HIDROXIESTEROIDE CH3
DESHIDROGENASA
CH3 ( ) CH3
NADPH NADP
(0] (0]
PROGESTERONA 20 a-HIDROXIPROGESTERONA

Figura 19 Destino de la progesterona sintetizada a partir de un nuevo cuerpo liteo de la rata. Durante el ciclo estral el cuerpo
liteo nuevo contiene altas concentraciones de 20 a-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Esta enzima convierte la progesterona a
20 a-hidroxiprogesterona.
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ESTROGENOS

Los estrégenos son hormonas ampliamente distribuidas en el reino animal,
que estan presentes en hembras y machos. Los estrogenos estimulan la
proliferacion, el crecimiento y la diferenciacién de las células que los reconocen
(Guyton y Hall, 2001) (O'Malley y Strott, 2001).

En la hembra, la principal fuente de estrégenos son los ovarios, sin embargo,
la piel, el higado, la médula dsea, los tejidos adiposo, nervioso, 6seo y muscular y
las glandulas adrenales pueden aromatizar andrégenos en estrégenos; también la

placenta secreta esta hormona.

Los ovarios secretan 17B-estradiol y pequefas cantidades de estrona. La
mayor proporcién de estrona se sintetiza en otros tejidos a partir de androgenos:
androstendiona y testosterona, secretados por las adrenales y las células de la teca
ovarica. El estriol es el producto oxidativo del estradiol y de la estrona, cuya
conversion se realiza en el higado y la placenta (Figura 20) (Brown, 1999).

En comparacion con el 17B-estradiol y la estrona, el estriol es un estrégeno
débil. La potencia estrogénica evaluada por el aumento de peso de una rata
castrada, del 17B-estradiol es 12 veces mayor que la de la estrona y 80 veces que la
del estriol. Considerando estas potencias relativas, el efecto estrogénico del 17(3-
estradiol es mayor que el de los otros estrégenos juntos. Por esta razén se considera
que el 17B-estradiol es el principal estrogeno (Guyton y Hall, 2001) (Smith, 1999).

OH o) CH, OH

OH

HO HO HO

ESTRADIOL ESTRONA ESTRIOL

Figura 20. Estructura quimica de los estrogenos (modificado de Guyton, 2002)
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Estructura quimica

El 17B-estradiol conserva el nucleo esteroide de 18 carbonos, por lo que se
forma un anillo fendlico A (anillo aromatico) con un grupo hidroxilo en la posicién C3
y un grupo B-hidroxilo o cetona en la posicion C17 del anillo D (Figura 16). El anillo
fendlico A es la principal caracteristica estructural de la cual depende la union
selectiva y la alta afinidad a receptores de estrogenos (Sanchez-Criado, 2003)
(Smith, 1999).

Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario

En la sintesis de estradiol participan dos células, una que a partir del
colesterol sintetiza testosterona o androstendiona y otra con la capacidad de
transformar esta hormona en un estrégeno. La conversién de colesterol se logra por
modificaciones estructurales que incluyen hidroxilaciones, pérdida de las cadenas
laterales y la transformacion del anillo A (con un doble enlace caracteristico de los
androgenos) en el anillo aromatico (fendlico) de los estrogenos (O'Malley y Strott,
2001).

En las especies animales que se han estudiado, el foliculo ovarico es el
sustrato anatomico mas importante para la sintesis del 17 B-estradiol. La biosintesis
de estrogenos en esta glandula por la teoria de “las dos células” o “doble célula”, en
la cual se plantea la participacion combinada de las células de la teca interna y las
células de la granulosa (Figura 21) (Brown, 1999) (Sanchez-Criado, 2003).

Acetato
ap
Colesterol
N
Pregnenolona
\}’e

Progesterona
g - Androstendiona 1] Androstendiona
Androstendiona :j i\
N Testosterona 77 Testosterona
Testosterona %
Estradiol Estradiol Estradiol
Sangre Cel. de la teca Celula granulosa Liquido folicular

Figura 21: Biosintesis de esteroides en los compartimentos del ovario
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METIL-PIPERIDINO-PIRAZOL (MPP)

Los farmacos selectivos a estrogeno han sido creados para especificar y
descifrar las funciones de los estrégenos en los 6rganos “blanco”. Estos farmacos
moduladores tienen actividad agonista o antagonista especifica al REa o B (Duax, et
al.,1985)

Los pirazoles, tienen alta afinidad para los RE, aunque se unen con mayor
afinidad al REa que al REB (Stauffer, et al. 2000); (Sun, et al. 1999). Por ello, y a
falta de antagonistas selectivos para el REa, Sun y colaboradores (2002)
desarrollaron compuestos que antagonizan con este receptor y no con el RES, al
adicionar una cadena lateral a ligandos pirazélicos [agonistas selectivos para el REa
(BSC- pirazoles)], que substituye a la tipica encontrada en agentes antiestrogenos
como el tamoxifen y el raloxifen. Entre estos BSC-pirazoles, el mas selectivo para el

REa es el metil-piperidino-pirazol (MPP).

La informacidn acerca de los efectos del bloqueo de los REa sobre la funcién
del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario es escasa al utilizar el MPP. Sin embargo, se
sabe que el MPP incrementa el porcentaje de apoptosis en células del endometrio
humano mantenidas en cultivo y en la linea celular del endometrio de ovino (oLE),
cuando se compara con los efectos del estradiol. En ratones ovariectomizados, la
administraciéon de MPP aumenta el peso del utero y la proliferacion del endometrio
(Davis, et al. 2006). En ratas ovariectomizadas a los 15 dias de la castracion, la
inyeccion de MPP por 6 dias consecutivos provoca disminucion de la concentracion
de LH en la hipdfisis y en el suero (Garrido-Garcia, et al. 2007). Los autores sugieren
que la accion de los estrogenos sobre la secrecion de LH en la rata es ejercida por el
REa. En ratas adultas ciclicas, la inyeccion subcutanea de MPP en la mafiana del
diestro-1 provocoé aumento del numero de ovocitos liberados y disminucion del peso
de los ovarios, lo que se acompano de un menor numero de foliculos, reflejo de la
disminucién del numero de foliculos pequefos sanos y aumento de los medianos en

los animales sacrificados a las 9:00 y 17:00 horas del proestro (Cabrera, 2009).
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El MPP a dosis de 25 a 150ug aumenta el peso humedo del utero, pero no de
la forma en que lo hace el 17B3-estradiol, ya que éste provoca efectos pleiotropicos
dentro del utero, estos efectos incluyen un aumento en el peso humedo del utero, y
diferenciacion en el epitelio luminal y glandular, simulacién de transcripcion y
translacion de una variedad de productos genéticos que regulan la progresion del
ciclo celular, hiperemia, edema del estroma e inhibicion del agua, angiogénesis,
incorporacion de células inmunes y morfologia endometrial (Dickson y Stancel, 2000)

ESTRUCTURA

OH

HO

Figura 22. Metil-piperidino-pirazol (MPP) (Zhou, et al., 2009)

REa=12+2% Valor de afinidad relativa de enlace (estradiol=100%)
Peso molecular de 469.574 g/mol
Densidad de 1.22 g/mL.
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TWEEN 20

HO(CH,CH,0),, {OCH,CH.), OH

{OCH,CH,),0H g

DJ‘\ (..|TH3.1

Figura 23. Estructura del Tween 20® en donde w + x + y + z = 20. (Wenger, et al., 2005)

(OCHCH,),

Nombre comun: Tween 20®

Otros nombres: Polisorbato 20, PEG (20) sorbitan monolaurato
Formula condensada: CsgH114026

Masa Molecular: 1227.54 g/mol

Densidad: 1.1g/mL

Punto de ebullicion: >100°C

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

El polisorbato 20 (comercialmente conocido como Tween 20®) es un
surfactante no ionico que se utiliza principalmente en la fabricacion de cosméticos,
productos del cuidado de piel, en alimentos y productos farmaceéuticos. El polisorbato
se compone de un grupo central sorbitdn con cuatro cadenas de Oxido de
polioxietileno de lado (Figura 23), cuando estas cadenas se esterifican con un acido
oleoso y con acido laurico dependiendo de la longitud variable de las cadenas,
pueden obtener 1500 estructuras posibles. Ya que si las cadenas de polioxietileno
son mas cortas se forman agregados muy grandes y por tanto la solucion es muy

viscosa.

En el desarrollo biofarmacéutico, el Tween 20® se puede usar durante la
purificacion y la formulacién para aminorar la adsorcion de superficie, en las
formulaciones liquidas el Tween20® se agrega para aminorar la absorcion de la
proteina a superficies y mantiene la concentracion a una distancia definida durante
un proceso de purificacion, tal como un paso de ultrafiltracion o cromatografia.

( )
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La dosis oral reportada de Tween 20® para ratas adultas es de > 30ml/Kg y la
intravenosa de 0.7ml/Kg, por su baja toxicidad el Tween 20® se ha considerado
bastante seguro para la preparacion de alimentos y productos farmacéuticos.
(Bartsch, et al., 1976)

Sin embargo los detergentes no idnicos también se utilizan para la
solubilizacion de membranas y como un medio solvente para proteinas de
membrana (Figura 24), generalmente la cantidad de detergente Optima para cierta
proteina de membrana o membrana se tiene que encontrar empiricamente y puede

depender del tipo del experimento que uno quiera hacer.
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Los detergentes no idnicos no poseen grupos cargados. El caracter hidrofilo de
estos detergentes se debe al grupo hidroxilo, disuelve los enlaces lipido-lipido y
lipido-proteina, mientras que las interacciones proteina-proteina no resultan
afectadas. De este modo se conserva la estructura nativa de las proteinas. Ademas,
el detergente sustituye a los lipidos, que normalmente estan unidos a la parte
hidrofoba de las proteinas, con lo que crean un entorno de tipo lipido y pueden
estabilizar proteinas solubilizadas.

Es importante tener presente que los lipidos y proteinas de una membrana
nativa actuan reciprocamente uno con el otro de una manera compleja que diferira

con todo detalle de membrana a membrana.
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Estudios han establecido que el Tween 20® por ser un detergente no iénico
es usado para estudiar la estructura de las subunidades de proteinas de membrana
y las interacciones de proteinas de membrana con estructuras externas, ya que no
desnaturalizan a las proteinas porque débilmente desnaturalizan y no alteran la

carga de las proteinas a las que se unen (Figura 25).
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Figura 25. Propiedad de Detergentes (Helenius et al., 1979)

Por las propiedades mencionadas, el Tween 20® se emplea para estabilizar
la solucion de proteinas purificadas usada en pruebas de piel para la exposicién de
tuberculosis, como un agente para lavar las marcas de pruebas de inmunoensayos
como el de Western Blot y ELISA. Se puede disolver en Tris-Buffer Salino o buffer de
fosfato salino en diluciones de 0.05% a 0.5% de v/v. (Joint, 1974).
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ASIMETRIAS NEUROENDOCRINAS

El hipotalamo es una region del diencéfalo dividida por el tercer ventriculo, en
dos porciones anatomicas semejantes pero fisiolégicamente diferentes, ya que en la
rata hemi-ovariectomizada, la lesion (por radiofrecuencia) del lado derecho del
hipotdlamo anterior inhibe la hipertrofia compensadora del ovario in situ, mientras
que la lesiéon del lado izquierdo no la modifica (Nance y Moger, 1983). La lesion del
lado derecho del area retro-quiasmatica con acido kainico, bloquea el desarrollo de
hipertrofia compensadora cuando se extirpa el ovario del mismo lado de la lesién. La
lesidon del lado derecho del area preoptica (POA) en el dia del estro, disminuye el
numero de animales ovulantes (Nance, et al., 1984).

La primera observacién que mostro la existencia de funciones asimétricas del
eje hipotalamo-hipofisis-gbnada fue dada por Gerendai y colaboradores (1978), al
indicar que en la rata hembra, la concentracién de la hormona estimulante de la
secrecion de las gonadotropinas (GnRH) en la porcion derecha del hipotalamo medio
basal era el doble que la del lado izquierdo. Dicha asimetria también se ha mostrado
en la rata macho, pero ésta solo se observa en horas especificas del dia (Bakalkin et
al 1984). En el raton macho el numero de células inmunoreactivas a GnRH es mayor
en el lado derecho del cerebro que en el izquierdo (Inase y Machida, 1992).
Recientemente hemos mostrado que la sintesis del ARNm de la GnRH también es
asimeétrica y varia durante el ciclo estral (Arteaga et al., 2004): la mayor cantidad de
ARNmM se observa en la tarde del diestro-2, en la porcion derecha del area predptica-
hipotalamica anterior (POA- AHA).

La actividad asimétrica de la neurona GnRH es regulada por las gbénadas: la
orquidectomia bilateral o la extirpacion del testiculo izquierdo disminuye el numero
de células GnRH, en tanto que la extirpacién de la gébnada derecha no cambia este
hecho (Inase y Machida, 1992). La falta de una gonada incrementa el contenido de
GnRH en el hipotalamo medio basal del mismo lado que se extirpa la gonada, de
manera que la hemiovariectomia derecha incrementa el contenido de GnRH del lado
derecho del hipotalamo (haciendo mas marcada la asimetria), mientras que la
extirpacion del ovario izquierdo aumenta el contenido del decapéptido en el lado
izquierdo del hipotalamo (anulando la asimetria) (Gerendai, et al., 1978).

( )
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La secrecion asimétrica de GnRH del hipotalamo es regulada por sefales
extrahipotalamicas: en la rata macho, la deaferentacion del lado derecho del
hipotdlamo y extirpaciéon del testiculo derecho, bloquea el incremento en la
concentracion plasmatica de FSH que normalmente ocurre después de la

hemicastracion (Nance y Moger, 1983)

Las hormonas sexuales establecen algunas asimetrias fisiologicas vy
conductuales que varian con el sexo. En la rata de cuatro dias de vida, el contenido
de receptores a estrogenos en la corteza cerebral es asimétrico: en el macho, hay
mas receptores del lado izquierdo, mientras que en la hembra sucede lo contrario
(Sandhu y Cooke, 1986).

La asimetria en la concentracion de receptores y los efectos de las hormonas
gonadales en la etapa perinatal, repercuten en el establecimiento de patrones
fisiolégicos y de conducta en la etapa adulta. Norden y Yahr (1982) mostraron que
los implantes de estrégenos en el hipotalamo de la rata hembra recién nacida,
inducen cambios conductuales diferentes en la edad adulta; estos cambios
dependen del lado y del nucleo hipotalamico en el que se coloque el implante. Asi, el
implante de benzoato de estradiol en el lado izquierdo del nucleo ventromedial
disminuye la conducta sexual femenina (expresada como disminucion del coeficiente
de lordosis); mientras que la colocacion del implante del lado derecho del area
preodptica incrementa la conducta sexual masculina, la que se evidencia por la

aparicion de la conducta de monta (Norden y Yahr, 1982).
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ASIMETRIA OVARICA

En mamiferos, las diferencias en el desempefio funcional de los ovarios se
pueden observar en el murciélago Taphozous melanopogon melanopogon, en
quienes la ovulacion ocurre sélo en el ovario derecho, a pesar de que la
foliculogénesis se da en ambos ovarios; o en las musarafias, donde el ovario
izquierdo es el dominante en la ovulacion. En humanos, el ovario derecho recibe
mayor inervacion que el izquierdo, es por eso que existe evidencia de que la
inervacién en los ovarios juegan un papel importante en la diferenciacion entre

ovario izquierdo y derecho.

El analisis de los efectos de la denervacion, de la inyeccion sistémica o local
de neurotoxinas, o farmacos que afectan la transmisién neuronal, ha mostrado que
la inervacion proveniente del nervio ovarico superior regula la respuesta de los
foliculos ovaricos a las gonadotropinas. El ovario envia informacién neuronal de
estas actividades hacia el sistema nervioso central por medio del nervio vago. La
respuesta de esta sefal neuronal proveniente del ovario puede ser ipsilateral o
contralateral. Mas aun, la regulacién de las funciones del ovario dependen no solo
de las gonadotropinas, sino también, de los efectos moduladores de la inervacion
ovarica en las acciones gonadotropicas y el ovario en especifico bajo estudio.
(Dominguez, et al., 1982)

De acuerdo con Vercellini y colaboradores (1998), la incidencia de quistes
ovaricos en humanos es significativamente mayor en el ovario izquierdo que en el
derecho, mientras que la incidencia de miosarcomas es significativamente mayor en

el ovario derecho que en el izquierdo (Vercellini, et al., 1998)

En mamiferos poli-ovulantes, se han observado diferencias de ovulacion entre

el ovario izquierdo y el derecho.

De acuerdo con OWS y Chow (1987) en el dia 9 de prefiez del hamster, el
numero de cuerpos luteos en el ovario derecho es mayor al del ovario izquierdo. A
pesar de los porcentajes de ovocitos fertilizados de ambos lados no hubo diferencia,
el porcentaje de ovocitos perdidos fue mayor del lado izquierdo que del derecho.
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Después del apareamiento, el numero de espermas fue mayor en el testiculo

derecho que en el izquierdo (OWS y Chow, 1987)

En la rata, se ha observado que en ratas ciclicas, en el dia del estro, el ovario
izquierdo libera en promedio seis ovocitos, mientras que el derecho solo libera cuatro
(Butterfields y Matthews, 1979)

En la rata adulta, seccion de uno de los nervios ovaricos superiores da como
resultado la disminucidn o la falta total de ovulacién por parte del ovario desnervado;
y los efectos en la ovulacidén varian segun el dia del ciclo estral en que se realizo la

cirugia (Chavez y Dominguez, 1994).

Las concentraciones de FSH y prolactina circulantes son mas bajas en ratas
con el nervio ovarico superior seccionado que en ratas control, mientras que la
concentracion de LH no varia. Las concentraciones de progesterona sérica son mas
altas en ratas desnervadas, y aumenta el contenido de noradrenalina en el ovario
(Forneris y Aguado, 2002)

ASIMETRIAS DEL SISTEMA NEUROENDOCRINO

La primera evidencia acerca de la existencia de una asimetria cerebral fue
dada por Paul Broca (Springer y Deutsh, 1985), al informar que las afasias
cerebrales eran provocadas por malformaciones o lesiones en el lado izquierdo del
cerebro. Posteriormente se mostré que la region temporal de la corteza del lado
izquierdo (area de Wernicke) es mas grande que la del lado derecho (Geschwind y
Levitsky, 1968). Estas observaciones Illevaron a plantear el concepto de
lateralizacion cerebral y posteriormente en el de dominancia cerebral. Este concepto
fue también modificado con base en el hecho de que ambos hemisferios tienen la
misma complejidad con funciones diferentes, es decir que cada hemisferio era

dominante en funciones especificas (Gerendai y Halasz, 1997).
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En el hombre, el hemisferio izquierdo se especializa en la organizacion de la
informacion en forma analitica, como el lenguaje y las habilidades matematicas,
mientras que el hemisferio derecho se especializa en procesar la informacion en
forma holistica, como la relacionada con el reconocimiento espacial y las emociones

(Sanchez y Dominguez, 1994).

El concepto de lateralidad cerebral fue aplicado en otras especies, al
mostrarse en algunas especies de aves, que ciertas conductas del canto son
controladas por el lado izquierdo del cerebro y por el nervio hipogloso del mismo
lado (Nottebohm, 1977) y que en la rata, aspectos emocionales y de orientacion
espacial son controlados por el hemisferio derecho (Donnenberg, 1981), semejante

a lo que ocurre en los humanos.

Estas asimetrias funcionales estan relacionadas con asimetrias quimicas y
bioquimicas; por ejemplo, en la rata la conducta de giro producida por lesion
unilateral de la substancia negra o por la inyeccion de anfetamina, provoca un
desbalance neuroquimico en el lado opuesto al que gira el animal (Glick et al.,
1977). El entrenamiento del uso de una de las patas conduce a un incremento en la
concentracion de la enzima acetilcolinesterasa (Krivoneck y Buresova, 1972) y a
alteraciones del arbol dendritico en la corteza sensorio motora contralateral a la pata
usada (Greenough y Larson, 1985), asi como a cambios asimétricos en el
metabolismo de la dopamina (Yamammoto y Freed, 1982); (Schwating et al, 1987).
Ademas se mostré que soélo el receptor D1 dopaminérgico esta asociado al control
asimétrico de la actividad locomotora regulada por el nucleo accumbens (Belcheva,
et al. 1990).
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ASIMETRIAS HIPOTALAMICAS

En el raton macho el numero de células inmunoreactivas a GnRH es mayor
del lado derecho del cerebro que del lado izquierdo. La orquidectomia bilateral o la
extirpacion del testiculo izquierdo disminuyen el numero de células GnRH, en tanto
que la extirpacién de la gonada derecha no cambia este hecho (Inase y Machida,
1992)

Diferentes estudios llevan a considerar que el hipotalamo regula en forma
asimeétrica la funcion de los ovarios. En la rata hemiovariectomizada, la lesion del
lado derecho del hipotalamo anterior (por radiofrecuencia) inhibe la hipertrofia
compensadora del ovario in situ, mientras que la lesién del lado izquierdo no la
modifica (Fukuda, et al 1984). La falta de una génada incrementa el contenido de
GnRH en el hipotalamo medio basal del mismo lado que se extirpa la gonada: la
hemiovariectomia derecha incrementa el contenido de GnRH del lado derecho del
hipotalamo (haciendo mas marcada la asimetria), mientras que la extirpacion del
ovario izquierdo aumenta el contenido del decapéptido en el lado izquierdo del
hipotdlamo (anulando la asimetria) (Gerendai, et al. 1978). La lesién del lado
derecho del area retroquiasmatica con acido kainico, bloquea el desarrollo de
hipertrofia compensadora cuando se extirpa el ovario del mismo lado de la lesion
(Nance y Bhargava, 1984). La lesion del lado derecho del area predptica en el dia
del estro, disminuye el numero de animales ovulantes (Moran et al., 1994).

Los receptores muscarinicos localizados en el area predptica e hipotalamica
anterior (POA-AHA) regulan en forma asimétrica la secrecion de la GnRH y la
ovulacion. Dicha asimetria cambia durante el ciclo estral (Cruz et al., 1992). El
implante de atropina del lado derecho POA-AHA (colocado a las 13:00 horas del dia
del estro) bloquea la ovulacién, mientras que el implante del lado izquierdo no lo
hace. Cuando el implante se realiza en el dia del diestro 1, ambos implantes
bloquean la ovulacion; en el dia del diestro 2, sélo los implantes del lado izquierdo
bloquean la ovulacion. En el dia del proestro los implantes en uno u otro lado POA-
AHA no la alteran (Cruz et al., 1989).
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La falta de ovulacién en animales con implante unilateral de atropina en POA-
AHA resulta de modificaciones en la secrecion fasica de la GnRH en la tarde del
proestro, ya que la inyeccion subcutanea de LHRH sintético a las 14:00 horas de
este dia, induce la ovulacion (Cruz et al., 1992)

Esta modificacién en la secrecién fasica de la GnRH parece ser el resultado
de una alteracion en el efecto de “feedback” estimulante de los estrogenos, ya que al
reestablecer la sefial ovarica en el dia del diestro 2, sélo ovulan aquellos animales
en los que el implante de atropina se coloco en el lado izquierdo de POA-AHA (Cruz
et al., 1992)




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la rata, el estradiol es una de las sefiales que regulan la funcion del eje
Hipotalamo-Hipofisis-Ovario. Existen dos tipos de receptores a estrogenos: el REa y
el REB. En el area predptica hipotalamica anterior (POA-AHA) se han identificado
ambos RE (Butler et al., 1999); sin embargo sélo el REB ha sido identificado en las
neuronas GnRHérgicas y se ha sugerido que tanto el REa como el REB estan
involucrados en los efectos de “feedback” inhibitorios de los estrogenos sobre la
secrecion de la GnRH y las gonadotropinas. Por medio del uso de ratones
“knockout”, en los que el REa o REB son desactivados, se ha sugerido que el REa
pero no el RER es necesario y suficiente para que se manifieste el efecto “feedback”
estimulante de los estrogenos sobre la neurona GnRH. Y en consecuencia estimular

la secrecion preovulatoria de LH (Wintermantel et al., 2006).

Sin embargo, los resultados obtenidos con este tipo de modelos
experimentales no son concluyentes, ya que limitan el estudio de las interacciones
fisiologicas entre el REa y el REB en la regulacion de la secrecion de la GnRH, las
gonadotropinas y la ovulacion, por derivarse de un modelo experimental en el que la
desactivacion génica de uno u otro receptor esta presente en todos los 6rganos
blanco del 17B-estradiol; asi que se trabaja con un animal anti-fisiol6gico.

Por otra parte, previamente se ha mostrado que el maximo numero de células
inmunoreactivas al REa en POA-AHA se observa a las 9:00 Y 17:00 horas de cada
dia del ciclo estral (Mendoza et al., 2007).

Por lo tanto, en este proyecto de tesis se estudiaran los efectos del bloqueo
de los REa del lado derecho de POA-AHA sobre la secrecién de gonadotropinas,

progesterona, estradiol y la ovulacién.




HIPOTESIS

HIPOTESIS

Dado que por medio del uso de ratones “knockout”, en los que el REa o REf
son desactivados, se ha sugerido que el REa pero no el RE[3 es necesario y
suficiente para que se manifieste el efecto “feedback” estimulante de los estrégenos
sobre la neurona GnRH, y en consecuencia la secrecion preovulatoria de LH,
entonces el bloqueo de los REa de POA-AHA bloqueara la ovulacién y la secrecion
preovulatoria de las gonadotropinas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del bloqueo de los REa del lado derecho de POA-AHA
durante los cuatro dias del ciclo de la rata, sobre la ovulacion, la secrecién de FSH,
LH, progesterona, estradiol y el peso de los ovarios y del utero.

Objetivos particulares

Demostrar los efectos del bloqueo de los REa del lado derecho de POA-AHA
durante el ciclo estral, sobre la ovulacion espontanea y el peso de los ovarios y del
utero en el dia del estro esperado.

Valorar los efectos del bloqueo de los REa del lado derecho de POA-AHA en
el dia del proestro, sobre la secrecidn preovulatoria de las gonadotropinas,
progesterona, estradiol, la ovulacion y peso de los ovarios y del utero.

Calcular los efectos del bloqueo de los REa del lado derecho de POA-AHA en el dia
del estro, sobre la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas, progesterona,
estradiol, la ovulacion y peso de los ovarios y del utero.




MATERIAL Y METODO

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas hembras adultas virgenes de 3-4 meses de edad de la
cepa ClIZ-V, con un peso corporal de entre 195 y 225g, mantenidas en grupos de
siete animales por jaula (43x27x19), en periodos controlados de luz-oscuridad (luces

encendidas de 5:00-19:00 horas) y con libre acceso al agua y al alimento.

Se les evaluo el ciclo estral por la toma diaria del frotis vaginal y solo se utilizaron
aquellos animales que presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias. La
laminilla con los frotis vaginales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, mediante
la siguiente metodologia: hematoxilina durante ocho minutos, después se colocaron
en agua de la llave durante 10 minutos e inmediatamente se tifieron con eosina por

espacio de 5 minutos, finalmente se elimind el exceso de eosina con alcohol al 70%.

Entre las 8:30 y 9:30 horas del dia del estro, diestro-1, diestro-2 o proestro, grupos
de 9 a 10 animales fueron anestesiados con 45mg/kg peso de pentobarbital sédico
por via intra-peritoneal. Una vez anestesiados se colocaron en un aparato
estereotaxico para ubicar la zona de estudio, con base a las coordenadas del Atlas
del Cerebro de la Rata de Konig y Klippel (Konig & Klippel, 1963). Una vez en la
zona de estudio, las ratas fueron micro-inyectadas en el lado derecho de POA-AHA
con 25ug de MPP (Metil-piperidino-pirazol, antagonista al REa, Sigma-Aldrich,
México) disuelto en 1uL de una solucion de Tween 20® al 1%, durante 1 minuto.
Como grupos control se utilizaron animales inyectados con vehiculo (1uL durante un

minuto).

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion, a las 13:00 y 17:00 horas
del dia del estro esperado, se disecaron las trompas uterinas para contar el numero
de ovocitos liberados; los ovarios y el utero para pesarlos y el cerebro para verificar

la zona donde se inyect6 el farmaco o el vehiculo.




MATERIAL Y METODO

Con la finalidad de conocer las causas endocrinas por las que los animales no hayan
ovulado, como resultado del bloqueo de los REa, se inyectaron nuevamente
animales bajo el mismo procedimiento y fueron sacrificados a las 11:00 y 17:00
horas del proestro.

Los animales asi tratados fueron sacrificados por decapitacion; y se recogio la
sangre del tronco, que se dejo coagular a temperatura ambiente y se centrifugo a
3000rpm durante 15 minutos para obtener el suero, el cual se almacend a -4°C
hasta la cuantificacion de hormonas esteroides y gonadotropinas por radio-inmuno-
analisis (RIA).

Los grupos de referencia correspondieron a animales sin tratamiento sacrificados en

las mismas horas que los grupos experimentales.

Cuantificacion de Hormonas.

La cuantificacion de las concentraciones plasmaticas de estradiol (Ez) y
progesterona (P4) se realizaron por RIA usando estuches comerciales marca Coat-A-
Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA), que contienen tubos de
polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de hormona marcada
(***I-Progesterona ¢ '®I-Estradiol) y calibradores para la realizacion de la curva
patron (P4 0.00, 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 5.00, 10.0, 20.0 y 40.0ng/ml; E,: 0.0, 10.0, 20.0,
50.0, 150.0, 250.0, 500.0 y 900.0 pg/ml ). A cada tubo del estuche se le adicionaron
100 pl de suero problema mas 1000 ul de la hormona marcada ('?°I-P 6 '?°I-E,). Los
tubos se agitaron durante 1 minuto y se incubaron a temperatura ambiente durante
tres horas; posteriormente se decantaron y limpiaron, finalmente con la ayuda de un
contador de centelleo Gama, se cuantificod la cantidad de la hormona problema. Los
datos de la concentracion de E; se expresaron en pg/ml y los de P4 en ng/ml.

La cuantificacion de LH y FSH se realizo por RIA usando el anticuerpo rLH-RP3
(NIAMDD-Rat), para el programa de LH y rFSH-RP2 (NIAMDD-Rat) para FSH,
proporcionados por la National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD,
USA). A 100pL de suero se le adicionaron 100ul de hormona marcada con 123) y
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100ul del primer anticuerpo de suero de borrega para LH o para FSH, y se incubaron
a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente se le agregaron 100pl del
segundo anticuerpo (suero normal de conejo) y se incubaron durante dos horas; los
tubos se centrifugaron a 3000 rpom a —4 °C por 30 min. El sobrenadante se decantd,
se secaron las paredes de cada tubo y se colocaron en un contador de centelleo

Gama para su analisis.
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RESULTADOS

RESULTADOS
EFECTOS DEL TWEEN Y MPP
OVULACION ESPONTANEA

La microinyeccion del vehiculo en la fase de estro y diestro-1 provoco la disminucion
del numero de animales que ovularon en el dia del estro esperado; mientras que en
las fases de diestro-2 y proestro, el vehiculo no modifico este parametro (Grafica 1,
panel A).

El bloqueo de los REaq, por la microinyeccidon del MPP, en las fases de diestro-
2 y proestro, provoco la disminucion del porcentaje de animales que ovularon en el
estro esperado con respecto a los animales tratados con el vehiculo.
(Grafica 1, panel B).

A B
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Grafica 1. Porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado después de inyectarles el vehiculo o el
antagonista de los REa (MPP) en el lado derecho de POA-AHA, en cada fase del ciclo estral.

* p<0.05 vs. intactos; *%* p<0.05 vs. Tween (Prueba %?)

Cuando se analizaron los resultados en funcion del ovario, se observo que el
bloqueo del REa en el dia del proestro provocd que el 100% de los animales
ovularan del ovario izquierdo y 65% lo hicieran del ovario derecho (p<0.05).
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RESULTADOS

NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

La microinyeccion del vehiculo del lado derecho de POA-AHA en los diferentes dias
del ciclo estral no modificé el numero total de ovocitos liberados con respecto a los
animales intactos (Grafica 2, panel A).

Solo cuando se bloquearon los REa en la mafiana del proestro, el numero
promedio de ovocitos liberados aumento (Grafica 2, panel B).
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* *%
p<0.05 vs. grupo intacto vs. grupo inyectado con Tween (Krushkal-Wallis, seguida de “U” de
Mann.Withney)
Grafica 2. Media * e.e.m. del numero total de ovocitos liberados en los animales intactos o microinyectados con Tween

(panel A) o MPP (panel B) en el lado derecho de POA-AHA durante el ciclo estral. Los valores sobre la barra indican el
numero de ovocitos liberados por el animal ovulante en ese grupo.
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RESULTADOS

PESO OVARIOS

La microinyeccion de Tween 20® en el lado derecho de POA-AHA en alguno de los
dias del ciclo estral, no modifico el peso de los ovarios respecto al grupo de animales

intactos. (Grafica 3).

La inyeccion de MPP en la fase del estro o del proestro provocé aumento del
peso del ovario izquierdo pero no modifico el del ovario derecho (Graficas 4). Hecho
que se refleja en la masa ovarica (sumatoria del peso de los dos ovarios de cada

animal) (Grafica 5).
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Graficas 3 y 4. Media * e.e.m. del peso del ovario izquierdo y derecho en los animales intactos o microinyectados con
Tween o MPP en el lado derecho de POA-AHA durante el ciclo estral.
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RESULTADOS

MASA OVARICA
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Grafica 5. Media * e.e.m. de la masa ovarica de los animales intactos o microinyectados con Tween o MPP en el lado
derecho de POA-AHA durante el ciclo estral.

PESO DEL UTERO

Ni la microinyeccion de Tween 20® o de MPP en el lado derecho de POA-AHA,
durante el ciclo estral, modificé el peso del ttero. (Grafica 6)
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Grafica 6. Efecto de la microinyeccion de Tween en el lado derecho de POA-AHA, en cada uno de los dias del estro el
peso del utero de los animales que ovularon en el dia del estro esperado

Dado que en el dia del estro y del proestro, la microinyeccion de MPP provocd asimetria
sobre el peso de los ovarios, se microinyectaron otros grupos de animales en estas fases

del ciclo para evaluar los cambios en las concentraciones séricas de estradiol, progesterona,
FSHy LH.
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RESULTADOS

CUANTIFICACION DE HORMONAS
PROGESTERONA

En el dia del estro, la microinyeccion de Tween 20® en el lado derecho de POA-AHA
provocd aumento de la concentracion de progesterona en la mafiana del proestro y
disminucién en la tarde de este dia del ciclo, cuando se compara con respecto al
grupo de animales sin tratamiento (intactos). Por el contrario, la inyeccion del
antagonista de los REa provoca un efecto opuesto al del Tween 20® , es decir, a las
11:00 de la mafiana del proestro, la concentracién de progesterona disminuyd pero
aumento a las 17:00 h del mismo dia.

40 -~
30
20

10

Progesterona (ng/ml suero)

Proestro 11:00 Proestro 17:00
Dia y hora del sacrificio

M INTACTAS M TWEEN HEMPP

* %k

p<0.01 vs. Intacto; p<0.01 vs. Tween (ANDEVA, seguida de la prueba de Tuckey)

Gréfica 7.- Media £ e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales
intactos o microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la maifana del
estro.

En el dia del proestro, la microinyeccion de Tween 20® en el lado derecho de POA-
AHA provocoé aumento de la concentracion de progesterona solo en la mafana de
este dia. La microinyeccion del MPP no modifico el efecto producido por el Tween.
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Gréfica 8.- Media £ e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales
intactos o microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la maifana del
proestro.
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RESULTADOS

ESTRADIOL

En el dia del estro, la microinyeccion de Tween 20® en el lado derecho de POA-AHA
provoco disminucién en la concentracidn de estradiol, mientras que en la tarde no
provocd cambios en la concentracion de esta hormona con respecto al grupo de
animales sin tratamiento (intactas). Sin embargo la microinyeccién del antagonista a
los REa aumentd la concentracion de estradiol tanto en la mafiana como en la tarde
del estro (Grafica 9).

500 -
400 +

300 ~
200 ~ *%

*

-

100 -

Estradiol (ng/mL suero)

0 -

Proestro 11:00 Proestro 17:00
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p<0.01 vs. Intacto; >kp<0.01 vs. Tween (ANDEVA, seguida de la prueba de Tuckey)

Grafica 9.- Media * e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales
intactos o microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la maifana del
dia del estro.

En el dia del proestro, la microinyeccion de Tween 20® en el lado derecho de POA-
AHA no modificé la concentracidon de estradiol ni en la mafana, ni en la en la tarde
del proestro. Por otro lado, la inyeccion de MPP incrementd la concentracion de
estradiol tanto en la mafiana como en la tarde de este dia (Grafica 10)
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Grafica 10.- Media * e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales
intactos o microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la maifana del
proestro.
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RESULTADOS

LH
La microinyecion de Tween 20® en el lado derecho de POA-AHA, en la manana del
estro, no modificoé la concentracion de LH, mientras que en la tarde de este dia, la

disminuyé (Gréfica 11).
Por otro lado, la inyeccion de MPP aumento en la concentracion de LH tanto
en la mafana como en la tarde del proestro (Grafica 11)
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Grafica 11.- Media * e.e.m. de la concentracién sérica de LH a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales intactos o
microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la mafiana del dia del

estro.

En el dia del proestro, la microinyeccion de Tween 20® en el lado derecho de POA-
AHA no modificé la concentracion de LH en la mafiana del proestro pero en la tarde
la disminuy6 (Grafica12).
En cambio, la inyeccion de MPP indujo aumento de la concentracion de LH
tanto en la mafiana como en la tarde del proestro (Grafica 12).
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Grafica 12.- Media + e.e.m. de la concentracién sérica de LH a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales intactos o
microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la maifana del proestro.
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RESULTADOS

FSH

En el dia del estro, la microinyeccion de Tween 20®en el lado derecho de POA-AHA
bloqueo la secrecion preovulatoria de FSH en la tarde de este dia (Grafica 13).

Con respecto al grupo de animales inyectados con Tween20®, el bloqueo del

REa aumentod la concentracion de esta hormona en la tarde del proestro (Grafica
14).
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Grafica 13.- Media * e.e.m. de la concentracion sérica de FSH a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales intactos o
microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la mafiana del dia del
estro.

En el dia del proestro, la microinyeccion de Tween 20® en el lado derecho de POA-
AHA provocd disminucion de la concentracion de FSH en la tarde del proestro,
cuando se compara con respecto al grupo de animales sin tratamiento (intactos). La
inyeccion del antagonista de los REa no modifico los efectos del Tween 20® (Grafica
14).
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Grafica 14.- Media * e.e.m. de la concentracion sérica de FSH a las 11:00 6 17:00 h del proestro, en animales intactos o
microinyectados con Tween o MPP (antagonista del REa) en el lado derecho de POA-AHA, en la mafiana del dia del
proestro.
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DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Los REa del lado derecho de POA-AHA regulan de manera estimulante la
ovulacion en los dias del diestro-2 y del proestro. En el dia del proestro, la unién del

estradiol a su receptor a estimula la secrecion preovulatoria de estradiol y de la LH.

Dado que la inyeccion del Tween 20®, el solvente del farmaco, en los dias del
estro y del diestro-1, bloque6 la ovulacion, sugerimos que este efecto es el resultado
de la alteracion de la secrecion de la GnRH. El Tween 20® es un surfactante
(detergente no ionico) que se utiliza para solubilizar las membranas celulares al
disolver los enlaces lipido-lipido y lipido-proteina; este efecto podria modificar la
disposicion de las proteinas de contacto celular que existen en POA-AHA, lo que
alteraria las estructuras proteicas de los receptores de neuromoduladores
estimulantes o inhibitorios que regulan la actividad de las neuronas, las sinapsis
entre las neuronas GnRH, la glia y otros neuronas. Dado que la inyeccion del Tween
20® en los dias del estro y del diestro-1 bloqued la ovulacion espontanea en el dia
del estro esperado, efecto que no fue observado en el diestro-2 y el proestro,
podemos sugerir que estos posibles contactos celulares y receptores membranales
que se establecen en estro y diestro-1 determinan que el animal ovule normalmente,

al encenderse la cascada de eventos que culminan con esta funcién.

La alteracion de estas sefales neuroendocrinas en la mafana del estro, por la
inyeccion de Tween 20®, estaria modificando la frecuencia de los pulsos de
secrecion tonica de la GnRH, lo que en parte, se tradujo en la disminucion de la
secrecion preovulatoria de estradiol en la mafiana del proestro, como consecuencia
de modificaciones en el crecimiento de los foliculos. Se ha mostrado que la
secrecion de estradiol se correlaciona con la concentracién de FSH (Ferin, 1969)
(Neill, et al. 1971)

A su vez, esta disminucion de la concentracién de estradiol en los animales
inyectados con el Tween 20® en la mafana del estro, quiza alterd la frecuencia y
amplitud de los pulsos de secrecidén de la GnRH, lo que se tradujo en el bloqueo de
la secrecion preovulatoria de ambas gonadotropinas, ya que en las ratas tratadas en
estro con el vehiculo disminuyé la concentracion de LH y FSH en la tarde del
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proestro. Se ha mostrado que la administracion de inhibidores de estrégenos
(Palafox, 2007), de antisuero al estradiol (Chavez et al., 1987), (Krivoneck y
Buresova, 1972) o la ovariectomia (Flores, et al. 2005) realizada en el diestro-2,
bloquea la secrecién preovulatoria de LH en la tarde del proestro. Mientras que la
administracién de estas substancias o la ovariectomia realizada en la mafana del

proestro no bloquean el “pico” de LH en la tarde del proestro.

Otra de las explicaciones a la falta de ovulacion en los animales inyectados con
Tween 20® en la manana del estro es que el aumento en la concentracion de
progesterona (dos horas después del tratamiento experimental) haya provocado el
retrazo en los mecanismos neuroendocrinos que culminan con la ovulacion. Everett
mostré que en ratas con cuatro dias de ciclo estral, la inyeccion de 1mg de
progesterona en los dias de diestro-1 6 diestro-2 retrasaban la ovulacién por 24
horas (Everett, 1948). Otra explicacién seria que el aumento en la concentracion
sanguinea de progesterona haya sido metabolizada a alopregnenolona por las
células de la glia de POA-AHA, metabolito que promueve directamente la apertura
de los canales a cloro asociados al receptor GABAa en las neuronas GnRH, lo que
suprimiria la secrecion de GnRH, la liberacion de la LH y la ovulacion. Altas
concentraciones de progesterona inhiben la transcripcién génica de FSHf3 en células
de la hipodfisis en ovinos. La progesterona actua de manera selectiva al estimular la
expresion del ARNm de la FSHpB. Explicaciones semejantes podemos sugerir
cuando los animales fueron inyectados con el Tween 20® en la manana del proestro
(Herbison, 2006).

En la manana del estro, la union del estradiol a los REa del lado derecho de POA-
AHA regula de manera inhibitoria la secrecion de GnRH, ya que el bloqueo de estos
receptores por la inyeccion del MPP resulté en el aumento de la concentracién de
estradiol, progesterona, LH y FSH en el dia del proestro. A la fecha, se reconoce que
la secrecion de FSH o de LH depende de la frecuencia de los pulsos de secrecion de
la GnRH; pulsos a frecuencias altas (cada 30 minutos) estimula la biosintesis y
secrecion de la LH, mientras que pulsos de GnRH a frecuencias bajas (cada 2
horas) induce la secrecion de FSH. Por lo tanto, es posible que el bloqueo del REa

en POA-AHA haya modificado el generador de los pulsos de GnRH, lo que se
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tradujo en la activacién de los diferentes mecanismos regulados por el estradiol,
tanto en el hipotdlamo como en la hipdfisis. Otra explicacién es que la falta de
disponibilidad de REa, los cuales no son expresados por la neurona GnRH haya
ocasionado que las neuronas que lo expresan produjeran sefiales nerviosas que
condujeron a la hipersensibilidad al “feedback” estimulante de los estrogenos, a la
sintesis de GnRH, de los GnRHR en la hipdfisis y por tanto de la secrecién de FSH y
LH (Herbison, 2006).

Si consideramos que la GnRH regula la secrecion de ambas gonadotropinas,
¢,.como se puede explicar que solo la concentracion sérica de la LH haya aumentado
en forma excesiva? Se han identificado en la parte rostral del diencéfalo (el area
predptica y en el érgano vasculoso de la estria terminal) neuronas inmunoreactivas a
la isoforma conocida como GnRH de lamprea tipo Il (GnRH-Ill), la cual regula
especificamente la secrecion de la FSH (Hinney, et al. 2001). Por tanto, es posible
que el REa regule de manera inhibitoria la actividad sintética de estas neuronas, lo
que explicaria la ausencia de modificaciones excesivas en las concentraciones de

FSH en las horas posteriores a la inyeccion intra-hipotalamica del farmaco.

Con base en los resultados obtenidos en esta tesis sugerimos que el estradiol por
medio de los REa en el lado derecho de POA-AHA regula de manera diferente la
sintesis de LH y de FSH, lo que apoyaria la hipotesis de la existencia de dos factores
hipotalamicos de regulacion de las gonadotropinas, un LHRH y un FSHRH (Buttler et
al., 1999).

Si se comparan los resultados de esta tesis con los obtenidos por Rodriguez
(2010) (tablas 1 y 2), se deduce que en POA-AHA el estradiol regula de manera
diferente la secrecion de gonadotropinas y las funciones del ovario al unirse al
REa 6 al RE, y que la funcién de esta hormona esteroide cambia durante el ciclo

estral de la rata:




DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

En el dia del estro, el REa juega un papel inhibitorio en la secrecién de LH,
mientras que el REP la estimula. En cambio, la secrecion de FSH no se

modifica por la activacion del REa o del RE.

En el dia del proestro, el papel de cada receptor sobre la secrecion de la
LH es igual que en el dia del estro. Con respecto a la secrecion de la FSH,

la activacion del RER la inhibe y no se modifica cuando se une al REa.

La secrecion de estradiol es estimulada al bloquearse el REa y no se
modifica al desactivar el REB. Este hecho podria ser explicado si al unirse
el estradiol al REa se hubiese modificado la forma de secrecién y los tipos
de FSH (Ulloa-Aguirre, et al. 1996) y de LH. O que, por medio de una
conexion nerviosa entre la zona de estudio y el ovario, haya aumentado la
sensibilidad de los foliculos a las gonadotropinas y por tanto la secrecion
de estradiol. Dado que en general, la concentracion de progesterona no
cambié de manera inversa a la concentracion de estradiol, podemos
pensar que la via sintética de progesterona y de testosterona fue
estimulada, y como resultado de este efecto, aumentase la activacion de la
aromatasa y asi la concentracion de estradiol. En el ovario la LH estimula
tanto a la enzima aromatasa como la sintesis de testosterona y
androstenediona mediante la accion reguladora del segundo mensajero
AMPc. La accion de la aromatasa incluye hidroxilaciones y
deshidrataciones lo que concluye en la aromatizacion del anillo A de los

androgenos.

Con respecto a la ovulacion, es necesaria la activacion de ambos
receptores, ya que el bloqueo de uno u otro reduce el numero de ratas que
ovulan. Sin embargo, hay dos fases del ciclo en el que la falta de la senal
generada por el estradiol a través de uno de los receptores no compromete

la ovulacidn: para el estro es el REa y para el proestro, es el REP.




DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

PROESTRO

Tabla 2. Comparacion del efecto del bloqueo del REa y del RE del lado derecho en la tasa de animales
ovulantes, ovocitos totales, peso de ovarios y peso del utero.

Tabla 3. Comparacion del efecto del bloqueo del REa y del REB en la liberacidon de las gonadotropinas,
progesterona y estradiol a las 11: y 17:00 horas del proestro.

™ AUMENTO vs. TWEEN
v DISMINUCION vs. TWEEN
T™1T | GRAN AUMENTO vs. TWEEN
Vv | GRAN DISMINUCION vs. TWEEN
= SEMEJANTE A TWEEN

* Rodriguez, 2010
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CONCLUSIONES

Conclusiones

La activacion de los REa del lado derecho de POA-AHA, por la union del 17f3-
estradiol, en las fases de diestro-2 y proestro, regula de manera estimulante la
ovulacion espontanea de la rata.

La union de los estrogenos a sus REa regula de manera inhibitoria la secrecion

preovulatoria de la LH y de estradiol pero no modifica la secrecion de la FSH.
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