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De pronto tuve conciencia de que ese momento, de que esa rebanada de 

cotidianidad, era el grado máximo de bienestar, era la Dicha. Nunca había sido tan 
\ ~ •. ¡ . . . .• . •• 

plenamente feliz como en ese momento, pero tenía la hiriente':~erí~adón de que 

nunca más volvería a serlo, por lo menos en ese grado, c~~:~~~,Ú~tensidad. La 

cumbre es así, claro que es así. Además estoy seguro de que 1~\;u~bre es sólo un 

segundo, un breve segundo, un destello instantáneo, y no hay derecho a prórroga 

Mario Benedetti 
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RESUMEN 

Efecto de la leptina en la esteroidogénesis y m ultiplicación de células de la teca i11 

vitro. Rodríguez-Cortez AD, Gutiérrez CG, Larrea GF, Páramo RRM. El propósito del 

presente trabajo fue investigar Jos efectos de la Jeptina sobre la producción de testosterona y 

la multiplicación de células de la teca in vitro. Se realizaron 3 cultivos subsecuentes e 

independientes de células de la teca para probar diferentes dosis de leptina (O, 0.1, 1, 1 O y 

lOOng/ml) y sus interacciones con lng/ml de IGF,.:l, 0.1 ng/ml de LH o lng/ml de IGF~Iy 
1 • • • • 

O.lng/ml de LH. A Jos grupos control nci se lesa¡iregóLH, ni IGF-I. Las concentraéiones 

de testosterona y progesterona se deterihiriar~~ ~~r~1 método de ELISA, a la~ 72 ~ l20 
' "''·~ '··•'" .. , ' , - .,_ - '"· •"-•. . " -

horas de cultivo. El número de células se e~al~Ó por medio de tinción con MTT.a'la.S 168 
.' ·--~·-.->..:; :.-· .- ·, --, ... >-.:.:·:.._::-~:. :~.:_:;; .. :::~<;'.·::<--:-.:.~-, .---·.,-

horas. La Ieptina a dosis fisiol.ógicas, (0.1 a 1 ng/ml) · estimuló'IaJi>rodllc~ióri de 

progesterona, mientras que a dosis superibres 'ejerció,· un. efecto inhibit~~~.· ~~t~!~recto solo 

fue observado·en· presencia··de. IGF:IÓ>~0.01 ). N~. hub~ .. efecto:<l~'le,p~ti~~·~~;·i~:~r¿ducción 
de testosterona (P>0.05) por célula~ de la teca en los dOs p~riod¿~'~e:tl~~·~éi:e'sf~~li~d()s.La 
Jeptina estimuló el númer~ éelular en foima dosis deperidie~t~·ha~t!li~·5·:TQ ~JPrilí(p;o':oI ).: 
Cuando al cultivo se le adicionóJGF-I, el número dé ~élulas·~~r11eiÚÓ· c6~.~+~pe~to al -

:~:::~:::~:::: ~~~:ll~~~i~~~~~ii~~~l~~1~1~,i~j~~~1~~~í!~ 
de esteroides y en el número;de células.'déila:tecade'bovfooéen:-cultivci•rio•hiteínizado;·Se 

._ : ~- ~:: ---~<-~~~<--/~~;. ~:.~;: ".::~~:?f:~':f;·<~s ~.~~~~:~ ~·~f-~.::<':.~~.i'.~~ ~-:· ;_, :~-~~ '; .. ~ r .~·~'-:.'.f<<:ir-:i?::·~.·~-~r ,. <~~:,-t{:f?; ~r~ :7:\ \:t:: ::~:: ;:~:-;(: t, ~\ .~"- ,-:~; .. ~ ":--./, ~ ~·:.~ · '. ·; ·;. 
pudo determinar que existe:UniCre'spúésta:bifásica á,la-áééión :de'láléptiiía eri:lá'pró'dúé:ción. 

r • •• • :'?:·'~\(x,~";,·~: : ·¿.p,¿~·,:;:·)~;~:Z·'::,;.-·~.' [/},;\ ~~~ L:{:{«~:i;Ytf ~~Jf:'.?t)i:,:·~.f:~-t ~· :f~~'.~~:¿/~Y;,~~~.;~~'.:J~·~~·'- < :¿: :· ; /::·~t:;y~"~;·~-i :·- ""-"~'..' ~-.;-"::·~~)::_~;~\~·:~·\: :~'··~~;·· -~- / ~;~; -. -- -· -
de progesterona. Adicionallllente/sedenl~stró'.que7I :fecfo·in!Jibitojodélal~ptina .ªdosis 

suprafisiológicas,. e11:ja!fa~'1:~~~~-~:~:~~~:~~~~~;~:t~~o·~e::~¿:,~~'~¡~~ct~.:·Y~ •. ::~~~· i.Ab,i~e .la;-~~.ciÓn 
estimulante del factor de creciriiieíltoJGF~t · · ,; · 

·';"·:<::~;,/:': .·;;.·• ~~:'.:1=~:-:~ ·«'--··_.',·>· ... 
. -··-:.:!.-

' ,, ' :-í-:,\:::· '_;~ 

Palabras clave: Leptina, esteroidc)génisis: laf-1, celülas dela teca. 
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SUMMARY 

The purpose ofthe present work was to investigate the effect ofleptin on steroid production 

and multiplication of bovine theca cells in vitro. Three subsequent ~lldindependent theca 

cell cultureswere used lo test different doses ofleptin (0,0.l, l,>1o·'an'.~Úbori8;m1) and its 

interactions with l ng/ml of IGF-I, 0.1 ng/ml of LH or 1 ngfml o'r~rd'E1J.2~~d 6!1 riiJ'rrií of LH. 
,, '· . ;"'' .. \., ·--· .-. ··.,, ,.' .. 

Confrol groups only contained the different doses of leptin. f e~tostéf6ne a¡;'~ ~r~gesterone 
levels were measured by ELISÁ at 72 and. 120 hrs of cultllre.'C:eú ·riu~1b%f;~is determined 

by MTT stain at 168 hours. Physiological doses of leptin(O'.l to 1 nglmfr stl~~lated the 

production of progesterone. fa contrast, higher doses .exercised an. inhibitory effect on 

progesterone production when in conjunction with IGF-1 (P <0.01). There was no effect of 

leptin on testosterone prodÚctioI1 (P> O.OS). Leptin increased lhe number ofcells in culture 

up to the 10 ng/ml dose (P <0.01). When IGF~I was added in absence of leptin, the cell 

number also increasecl. Howeve~, the combined action;'of leptin and IGF-1 caused a 

decrease of thec~ c~ll numberatihe end of thecultur~ (P <0.01) at t68 h~s, .This is the lirst 

work ·. that . demÓristfates: al"I' in vitro effect Of ,leptin . on steroi.d :p~bd~i;'liori and theca cell 

==~~.:;f if ~1:f fi~r !:rt~~Ii~::~;z1t~~ti~~~~1~~t~Jf ti~t~:r~: 
'~· .. ;_,_ 

through tlie b'1dck:ageóf il;e stimUJ~tol"y action. of1(if'~1: 

Kcy words: Leptin, steroidogenesis, IGF-1, theca cells. 
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EFECTO DE LA LEPTINA EN LA ESTEROIDOGÉNESIS Y 

MULTIPLICACIÓN DE CÉLULAS DE LA TECA IN VITRO 

l. INTRODUCCIÓN 

Algunos estudios previos han centrado su atención en la asociación entre el balance 

energético negativo (BEN), la baja fertilidad y-' la pérdida de la ciclicidad, ya que los 
- ... -.~-<. ;..-. . ,., ... , .. 

procesos reproductivos son. de baja prioridad 'éomparados con funciones que ocupan un 

~:::.:::~~:~ f0,~,f ¿~~~~~~~~1~r;;~1ah•1iSmO hMa4 la actividod, y el 
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Sin embargo, a partir. de las investigaciones de Kennedy en· 1953, donde postuló que había 

señales proporcionales a· la grasa corporal que regulaban el ,apetito a ti:avés del cerebro; se 

permitió conceptUalizar la denominada '~teoría . lipo~táti~a"~ I~ cual propone que la 

~::~:~j'.=~~¡~~ltili~~::tt:.~~O::án ·cOO<di08d., 'pq,"Un fuciriitcidhiPOtético del 

~.'~·~i;~~~:1.j~;<~- ·:;~~Al!~iJ~:·,~t~)_: .. . ~-·º ·-.~~---..-·:-~,__, -- -,- ;.-F -
.. ,-"'· >:-,·· :.:; ".-::•:, .~· --.': -

"~~~:..J~º~~it~~ll"~l~~~~~~~r5~:1~:::~·~·· ~,2:~1\j¡~r.: .. ::::·: 
peritoneos ·de·~bos;ariimaÍes;:ipara!permiÜr.cque~·1os.~apilar~~se·· intercone~~aran, sin ·que 

. '. -· --) : .. :· '/;~ ;; .. ,\ :~:,· :-ii~~-f~~~;~:,:~'.; ~};.;_~, '}}/!;t~~:~'t;;;(;S:,\¡~ {~.::;()·Ni~~} .. :---::~~.'.;:~{;·<:/'. ,_ -.·,:-~-- ,-:·_'.'· -_<:: ./:~~~.-.>:: .,~·'::t:~:-:r::5 :-;~-¡ ;:-~ · ___ '.-:: :--;r~:. ':2: ::+.~< ~~ :, ) ::.>.-\"~·~"', :~-'.-: .. ·_ i:-,:~-:: · -?· , 
los grandes .vasos sarigúírieos ·se~uhieran; Cori' dicha .únión se logi-á el intercambio continuo 

\< ~ -,_:" ·:-_,:,: :.>'~:/f;~·: ~t~d~\'.<:~:; f,_~5(~}7~~:1:·1~·.[.t~f.::~,;y~~,~·,~~·Íf,:'.{·~~.:;\--:}:':'c:;::;,;;_:.·:~} .'?~~·.·:::.~·--.~:~;'.r.:~;;;:.~ :>f;+:::\~.-?!'('.;:,;s<~~~;;:).~:.:~)/: i./{~-;;:t~T;i2f~~ '~~--·:: :i "f./.· :·.- · -· ·. · 
de fluidos .vaáculares de';í.ina' aiiimalJ~l 'ofro/el .:t::arnbio ,es lerit'o .y;sóló laS mólécúlás é:on una 

~ ,. · , · ··: : · :·:': · ;:;~>~: .. .-. ·:.'.·:.:::,.~~--~-'t::.:~::~)_:.:~ .;_~~<:;?';);:~~>,'.'.~¿:~~-;~ft:~~~-0~:>~i:/~~~"~f:jU:~~:;-1-~-~;;:;~:<~~~~r~:'.:}~~~·~~:~;; :~}':f:~.~ :·~-t::x~;·-::1~; 1~:~~~)1~<:~--~ ·_: 3'_.: .. -,~: .. f::_>::. ~; : · 
vida promedio larga pueden pasar de unlado'a,.otro.(Casanueva·et a/.,'1999). ,.:., .: 

, . .· . ,· ' .... , .. ·, ~ . . ··.·•· ·. ·,·· . ' l:,'.'.i.:c::r,:}.'~;;;i:?''.~:'?~.l~F,:·}3;:, •,,y,~ • ,, • ,f ;:f t·!~~·~·i}};3~$l~ .. '";~'.·;< ~.~'' '\ -~ .. ,. , . 
Para el modelo .parabiótoéC>;I:l~rv~ey ei/31:'.·(1?59.),iitilizárcWunr#ió~;delgado normal y un 

~-,~--~~~e::.,·~-=··,, .. ·. -".:.> :~;:,_=·:~- ~::::· '.~>;<·-. · - : · ·L".:-,_·' .\ •.. :~:,·1 .,, 

. -~< :.:-~:',·:.·:··:;·.-·-. '-'':· ":~.)~~-·_:,< ·._ 

Estudios·•posteri_qresi:c'~n. r¡tÓnesparabióticos de:LlÍne et,al . . (1959), demostraron que la 

esterilidatlpr~~~~t66~ lb~ ratories' ~onmutác.ióÍí re~ési._;a en ei gen 6 de la obesidad (ratones 

ob/ob) (C~a~ii;?'~~J?~/.")'\1999 y Tarta~lia,et ~1.,\'99s)no era causada por un defecto en los 
- . - . ~< '.:;;-~ ;--~,':::·~\:'.~,;. .e - .. - . . . , .- .· , ',•:. 

órganos 'reprod1;1ctiyos periféricos, si no por.?.una anormalidad en la región hipotálamo-

:~:~~1~)~~~~~füfa~:O~~/I6TyJ~~f~ii~!/f,fl:::,~n::::á::;,,:;::~: 
evali:ianéfo si la dep!éC:ión de éstrógenos Óváricós' éalisaba hipersecreción de las hormonas 

- . ~ . . . - ; ¡. ', ' - ' . . '· . ·... . . 

gonadÓtrópicas. Y demostraron que los aniin~les ob/ob tenían la función ovárica intacta y 
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que ovularon en respuesta a la sobredosis de gonadotropinas de la pareja castrada (Chehab 

et al., 2000). 

á .. efiÜiencia · 

y lepÚna' són•coiisÍde~~dÓscomo I1onnonas lipostáticas (De Mora et al., 200Ly Burk~ et al., 
2000; R~i~t;~?c11.~·.ió6h .· . . . . .·. · ... · .. ·. . . . . . . . .. 

... ·-····.·~<::;~~~"'···":~·~'.,-:\ , ~:,.:T?:.~_ ... ,, 
.·. \ ~ ':' :~:· . '.~';',:-' 

La insu1di~ ;e·~ 'liria: .l1ormona • secr~tada por.· las· ~éiulas p . del' pári6reaii; que . ha sido 

::::t;~,~~~~~:ts:::. :::~~:::1~·~~iÉ\.f f ii;)~~!~~r~~i'.~!t!i,~:t:: 
producción P()r el· hígado, y la supresión deá~idós gr.a.sos por.;e1 ¡tejid(){adip.oso::Au~~u~ el 

:~~:t;J:~~::::~;~:·::,:~~:~t\~Z~If~~~~jf{~t'f~E: 
intér~étÓa con las gonadofropin.as de ti~a fornía sinér~ic~Cb~~·M:o~a ét alii'20ÓI y Luna-

Pinto and Cr9n}é, 2000). ;, ~ 1 • .ó • . •· 

El IGF-I~l.,iguaUq~~.· •. Ja i~~~1i11a, r~gula •u~~·~t11pli~ivarÍ~d.~d;d~efectós.metabólicos y 

:~B::~!?~f %~~~~]!li~~~;±~11~~~\~f ~i:1lc~E~:=::::::::::,~:: 
traducción ·de genes, .... el: efe~to «ar¡dapoptOtico;Ia promoción de la diferenciación y la 

replicación . ~el~lar:: Adiéion;hri~nte' ~I IGF~( ·ha sl.do . implicado como un importante 
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regulador del desarrollo embrionario y posnatal, posiblemente desempeñando un papel 

mitogénico. A nivel ovárico, se le ha imputado un efecto en el desarrollo 'del: foÍículo; en 

al., 2001 y Luna-Pinto and Cronjé, 2000). 
·.';<·, '·"<,·:.,.e"\" 

~'.:·:·.·:·>:: ~/>,.', \'~-.:<" .}·,·.~~~··: .,'.~)~·: .. 
• ._ -.. - .- ··:·,~·-".;:~·):_-:-~·:·: .. ;.:_:-.:.:F.:~;.,.- •.... :;;:·.·,:;\;~(~~'.~:)~:··:·,··«-,:>.'.-._·- ... ~.: 

En el añoJ994; cuando Zhang, et al., clonaron el'géiú: Ob (de;la'obesidadfdel ratón y su 
. , ·«· ::~~- -,·::_\· _ . ·-<: :~::<,·i.-~\~\~~·~,~~~i'.,;~;-?;'}?:-~.;~~;-~~:::::;<{,::;'"~/::4~~?Vi;.··~·~;:,,:;_i'.:·;; ;t ·-:· :: __ ·_,. --

homólogo. en_. el húniano; identificaron como su proC!úCio;proteíniéó' 3''.Ja le'ptil1a/\ ' · 

. <_,: · __ ·•-• ,; ,:_. .. . . . . . -·· ··.·2~·-~~·~D~r~~í~f~;~K.~;:¡:m2:~~[3~~~!;._;:, . 
La l~ptina es Ünahorinona de 167 aminoácidos; qúe lleva señales· acerca de los almacenes 

-. ·. ::\.:.;_:· . .-:'~~~-;.~ ;:~)~:-\1~~··_.:.~- ::, . _, . · .·. - :: · ' _-: _. '.·~:--., ;~.;-:;'r:: ~~~/-;':!t~~,d~;·:~it':~?~~{·i~.-;-~i:f,~i~~: .. ::~·'.f;::-~·~:\r'.~:·(; ·. !; - - -.-

de energf~ haciá":I ~ipotálamo. Es secretada por los adipodt~s;<,jjcirelepit~HC>'gást~co ~por 

la pface~t~,.~~H~~a~··f tlit., ;ooo, Botella et al., 200 l, Ahiril~:·~~f~:~~:~~~g~Í,"~s.g~y~.±für~ción 
presenta dim:Orfismo sexual, con mayores niveles en mujeres'.que.~en;hoiübres:.Esto' puede 

. ·_,_ · · -· -- ;- .::_~ -~,,·: j,.~::::.-.-,::-: (.-.-: ( :'- - · · - ·,:_: :;'-:;-~_-~:.<~~~?«'.~.-:':_~ .. ,~r.;.~/}s;~i/:~~:.:;~ .. :~:-~l.'.~:i>'.;-;h~_'.;;<~:~-~:{_;:. -~~ ;~·¡ 
deberse a su:~Itaexpresión en el tejido adiposo subcutáneo,'efC:üaI:existe'·en 111ayoréantidad 

:::1:::>i::::=:::~",:º;;:b::7:~:::::.:·itf 1'~1~{~1i~~~~i6f~:1t;~ 
oscila entre los 2 y 100 ng/ml siendo menor. en lcls ihdi\ric!Üos'd dgadC>~ ci ue'e n fosq uc 

tienen sobrepeso (Spicer and Francisco, 1997). 

La leptina señaliza a través dei acoplamiento de receptores de secuencia:homóloga a la 

familia.de receptores citocinas.Clase:r,:~ii~ten 6'isoforrnas del receptclr: Ob-Rb·•·(forrna 

larga), OB-Ra~Ob-Rc, Ób~Rd,(b~.i[í}~:bb-~e (formas cortas, sienclb ~ste:·uÍtl~o el que 
• ' • - • ' ' ~ _¡ • ' '-.. ' • - ., • • • • - ' 

carece. de dominio tfahsm~riíbr~'íii'.:;."q~~. s~ ha especulado qUe sea lafo~íl ~é>l~blé que 
·-;:_~:-.:.-·- :··_:::- _,_:_-·:>:·:~;~~:_:~<;:·;.:"·--~~{;;'.:·:::.":~~~l~~':~rf:}.<-~-i,:~r,; ... ,:··-.{<·::·.:·_-.. --,: , -_ " . .. - ,, · -·--~ : .. ;}. ~-- -::_;·:>· ,: __ :- ·:;; .. :~: ~ -;·:, .. :; >- :·_.>-.": 

funciOne como prot~íria ;transpm1ad_ora)(Tartaglia., 1997; Pro lo et aL, l 999;·López et al., 

2000 y H~h~ ~~~,::n::~~t:~;~ r .. . . . .· .· .· •· .. . 
m~:::·,:;:h~~~~tt~~.)~l~;ó}~~f dl~dr;f 4;,:1'~~~;~~~~~:~~~~0:'.'::: y d:: 
hipotálamo·~esporisables.dela'saéierl~d (BcÍtell~ eial:~ 2001); AderTiás,'Jos receptores de 

leptina.exhib~n una ~~Íia·dist~b~éión·~-~ di~~rsos t~Jidos:de los·_ma~íferos, incluyendo 
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hígado, corazón, riñón, pulmón, intestino delgado, bazo, páncreas, tejido adiposo, testículo 

y ovario. Así, la leptina puede tener efectos periféricos fundainentales para el metabolismo 

y la reproducción y no únicamente un papel central (Ruíz-Cortés et ;l., 2000). - -·' -·· ... 

_· .:~.··~·: <:._<-.. ,_.,º 

Posiblemente, exista· un efecto .. directo ·de la . leptina' ~~ :1~:.;e~,r~dhcción{pues .·se tiene 

evide~ci~··~~~.Jrd}:~~··,l:·.~:'.~C:ión;:.r,itre .• ~~~tir~2~i~~ÚJ~~~:~:i~I~I~J·~~~i~iS";•¿~:.1ept,ina exógena 
durante. la 'desnutrición mejora la fu~ciónreprC>'Ciúctiva;~.aFevitar-liicsií'presiÓ,n de· los. pulsos 

:~r:~~~~·~~i~~i1~l~~~t~!~~i~J¡~~\if ~i\~~~~ti~i;~l~:;~::c 
infértiles'y farríbiéri. incapaces de -sintetizar,: leptina:•:er(tanto iqúé i las ratas'fa?fá·Zilcker, que 

; ·. • · : ·.,-:_. .:·, ~ .:;. - · . '. ,--~.:~- -. . ·: . · -_.':. ,::: :.: .:~: .:;, :>~.:'.-~'<:/:t:'.~~;·;c_ \'-~;~~~·:{¡;i{··:\s>r:;~~.;_1~~~~::J:~gx,'.~~;,·~·.'.1.~~;::~·~!,';-~:;_\1~ú?\~-~~·':_.¡.~:;\·-~:::·_,·;r;::.:~---~-\-/{::: .. é ::... -._ 
también són obésa5 y estériles,. sOn iricapaces'de. responder. ál iefücto dé ·.esta:hom10ha, por , : . -:.. <' _'" •, '· -. : - -< ."'' . ' ' ':· ::;<- :' -. _ ..... :. ·'. '.·-.:,_ .··' --~·; '.~;":.' .. -,,~_ '.:'~~?;•.< 1~'·:\~:'.'.~~}(~·\ii~{~_{i;;~:;-~-~:t<·:;{'~. '.'.\:~~,~-;~~(i}\}\ >);:-:::;-<.-: : 
carecer de receptores funcionales. En los ratones ob/ob alsumfriis'trar,·sobreéfosis de leptina 

provoca u nad isminución dosis-dependiente del peso corpo~~I ;debld6:~.¡·l:~::~{~~m~¡'~ y se 
' ·, • -. •. '. ,,. ., .,, . · .• .. ,: •• , ·' :.'' ':- ·-. ''. :- ' ·._·_ -~ . , . •'•· ·_';> :· c. - .-

restablece la actividad gonadal (Casanueva et al .• 1999iAhiiÍ1.a ~t'áí.; 200Ó}Khir~ddine et . .. .. . . . . .. 

al., 1998). 

Sin embargo, la presencia de la hormona y de sus receptores(fo~as :c¿~as) en el ovario 

han llevado a sugerir que la leptina tiene un potencial ~ar~s~'r~n fa~tofcoí{~re~'io ~irecio a 

nivel·· gcmad~l .... (Ruíz-Cortés. et . al., 2000). ~st~·di~~ f }/l ' vftr~· dl1an ~tigericlo ··efectos 

estimulatorios .. ·c~u~z-.~orté~ .. ·jt.·.~/:···.:.??.9.·:~'.0g~f.:;·• ... ~~.~~~\,~~)nr~2-~.1.~2~).,~,'-i,{~1;i~:i;t(),rie>s.·del 
proceso d~ crecimiento y ?esa!T()Il~Cfolicul~r :por,,Ieptina•': (A~a~al et ~L,•1999;· Zachow 

=d Magoffinc199,;·'!~~~,~~,i~7J~~{~~:ilf p~:~~-if if ~;~:l;,, ,/ 
Los estudios :·que >menciorian:i;efectos/inhibitorios;\i.indicaiit;1;quer/;Ja,;01eptina,;afecta 

. . - -·: --... . · :,_/ _:::·"·:~·:.,:~>':i·:':\-.~;:~!~~r:.·~>'-::.~/:·;-::~~":: .. : ~~:·::;,:¡;f·?·- ,:;-~·;~; ~~'.\:;;;:\: .. V{i{<'F~'.i~::f1~~~!:~:~·~:·p:~~:d~:;;f;;;~,:.~:\t~f•·.:;·:,·t;'.i ::'.:':~:J<t.2~;:";~~·-'.-~:,:;-.: -·>~: .. :::· -.. :. ->-~ _ ._. -:· -
negativamente. la' funéión •. ovárica;"' al; inhibir'; Ja: esteroidcígériesis 1eiffcúlti veis·: aé cél illás; de la. 

teca ·~: .de.1a:;~~f ¿·lí~~,~,~~~N.~\~,{~~·~~~t~~Y.tir~a~1~~~~i~~~~;;;:~~i,§~tf~~q,~~rr~~~'H\~~,·.~;~9.8 .· .. 
Spicer ·et a/.;r2000;)\gar-Wal'é(a/.·;:.l 9.99á.Ouggal ;et'ái.;2QOO);' granulosa· de rata· (Zachow 

and. Magoffin,l ~~H ~~~~~~:~; '~í.}'~~~9) ~<~~~A~i~~~~h~*~~i.(8i~~¡¿¡;~da''·~~~.;;, \·~99). 
·- ' . - .. ,. •' .. - .. . . - ... - ·«-' . . .,, '<<)j:'t··:,-.·· 
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Esto sugiere que las formas cortas del receptor de leptina (las más abundantes en ovario) 

actúan de forma predominantemente negativa (Clarke and Henry, 1999). 
' .. , ....... ': ___ _ 

Otros ii'ab~j6iii~dican efectos estimulaton()s' ctfi ial~ptina directamente en el ovario. El 

grupo de :iGíB.Jf~f~t al . . (1999) demostró q~~ dClsÍ~ hljas de leptina (0.5 a 10 ng/ml) 
.'."-'.: •. • ·. - .. ::-;.~·- .... _, .:,.-:,:· ~ -- ' , . ·: '. ¡ • » -: •. •. '•'' - .. ._ .. _ • ' . ' . .' 

estimu1ru:iúilaétrvid~d'aromatasa eri cultivos de célúlas d~ ia granulosa en humanos. Así 
~ .;:.'.: .. :-- .. ;.:'o.'':-.·::-~·-·-~)'~'=-~~-·-··-·- ._ - ·-_-_, :_,.".'._:·.·.·-"··· -' .. ; - ~ - -

mismo,.'R.hí~~C:tirtÜ et al. muestran que eí{ 'étiltivos de células de la granulosa porcina el 

erei::~~"c&S~ i~~iíAa ª dosis de hasta 1 o ~g/m1 ~s~~ti~u1~torio, pero ª dosis de 1 ººº ng/m1 

es iriliÚ:>lt6riÓ'.P~r ~llo, el propósito del prese~t~ trabajo es investigar los efectos directos de .. : ',,,._ -,.,·.· 

la leptimi' sobre la producción de testosterona y la multiplicación de células de Ja leca in 

vitro. 
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11. ANTECEDENTES 

LEPTINA 

Del griego leptos = delgado, se expresa y se secreta pOr los adipocitos, reflejando la 

cantidad de reservas grasas del organismo: De cliecho, . se ha obsel"Vado .'lue las 

concentraciones_. de_ leptims~~ ir:ay6res eh los illdi~id~~s. co~.- sobrepes~ (10~100. ng/ml), 

que. en·. los 'delgados(2~ tÓ: llg/iiÚ)·CB~tell~ et ali 2001;. Spicer. and .·Francisco, 1997); .•. füiste 

:::.~i~lli~~i~Y~~ti~~~~i1tit::::;'.::~iJ~~i!~~r!E~t. 
:::::;~1~1iif i~~B~~~1f ti~;\~!¡~~~'f0!::x~1r;f '~1:~rt~i~t~~:1;;1:: 
2000y Moschos ·et a/.y20.Q2;;Prolo et af.'~ 1~99)-'. . ··· :>'· :' ;·;~ · · · • · 

. :·· .... :·:>·L .:1:'.··.~:~~,z~~\'.:~~~·::::f~~·<:·~"t;r;;-'·:"/,>·' · .. :,'.:;' ~' ~\~.~~~:~B:!,(.· ,,. ·,~\; .. ·-~-·;· ·:,.:, "· . -.~,.· ,.,-: .. ;~ ~.·.¡c._:~- .. <-,e ,; .. -{'~ .- ~- "~-. (:\;_:· -~:.,,:~'.:;, ".; 
,.· .. º,., >,·- ·-- ·-. - -·.<·:-:·~::: ;~~--x-::-f'\~.· -.:1:;:1;¡·\,.,~ ... ~: .. :_'.··· ···.;-·:·»-:·;::·-,x~>-J -··-·- .,::;r·---~-/. ---··"'·" '" ;·<-·-··.--

La leptl~a .~~U~iiB·~ :n~;e;t1R~btM~· ci~é~dt;ii~"~c:: ,secrecl~n;: C()~· ul1'·~r~o~~~octumo y una 

pulsatilidad:de alred~dor~ad:32.p~lso~ pc5r élÍ~; existi~;{do ~na·r~serv~ rápi,da,éon una vida 

;,:~:·e~:~;Tu:~;~~R~~~\~f tf.f~T{i~~~~~,1d~f, . ~iritliOi tBot•úaé, ª'·· 2001; 

El ge~ ~{~J~'-1:!~~fü;~;1;~1;;~{S'g~;~~r~<~Fc[~~·?s?~~; 7q3 l .3 ·.en humanos y· tiene más de 

l 5000ph: c~n3'c::x9§C::;fz,'intfon'es.~~sto's'tí1tiÍ11os~C>difican para una proteína inmadura de 

167 ªIl1ih?á~~~t~'.·~:~fJtffc,~~~R~B~~J;~~!~,~'.i::~?~;~~~ueB~i~~.e~al __ hidrofóbica compuesta por 
21 aminOácidos'.•La' translocaciór1 dé. fa';léptina a los micrósomas es seguida de la remoción 

. ' - : ' -''.·;· ·;-~''. .'.: ~~\-.'.~;~:,-;~~~~.d,~.\~,~~·\~:~f ~~~:~:;'/:~;~;~~~:~:~~~::~~¿/;.;~;~~:-jf;,§i'• f;~~~.-;¡,;."J{-~:~;; •;--'~;,?~;e; ·:¡ j::~~-.~ ;:::~: ~i. -.:'. .;,',~ '. . :'._. .' · , ;, - '' • . 

de la se.~Í.tencia~señ~l;''. sécrétánd()Se 'al Hofrenfo. sanguíneo.'. C0!110 . una forma libre . de 146 

aminoáciia6~'_c~1!~:!X~·#:'~:Z/~g6"G'}~d~~H6A;·51~~Ll·'.~§~2;;Prolo et al., .1999). Esta proteína 

madura p~ed~~f~N~'~*fuo.lal:b ~rii~~~·#~~~?·rdfrii~·~¡;I~hÍ~ 'del receptor Ob- R~ o a una a. 2 

maéroglohi.t!il1a (Botella et 'al.; 2ÓO l; Casanueva and • Diéguez , 1 999). 
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La leptina es una proteína no glicosilada con un peso molecular de 14 a 16KDa, 

altamente conservada, ya 'que lá ho111ologíaentrél áleptiria,huíñana y ratón es det 84%, 

mientras que con la rata·. es de 83%. Su estructura teici~ria 're~ela u~ burile d~ 4 l~élices, 
. --~ · .. __ . . -.. ' 

similar. a 1a·· cádena helicoidal de··1a .familia d~las·~'itoci'1~s~ueinc11lye ajas'Interleucinas 2, 

IL6, ILl ~. ILI 2 LIF, G~CSF y 1~ ~~cost~i~~a,:iyl,:· 16.··.~ue iis·Je1rm9'.9'.i7te,··.:P.~rc0'.tu1.~0ar····eat·: 0tr1·.ª.ve1's99d9~. receptores•· q~e••·rertenecen ·· a.·.esia· .• 5ll¡)ei{~fü3./cK:ar1~so~"'et· <11;•, 
- - - -- - - • - - • • - - •• q - - • "~- .--. • ' - - -

RECEProRE;•;;••JJ~iÁs~'liJ:~;¡j_j,ZlcilóN··· · 
-:>·>:_.;' ''':'. ; .. ::.·-.-,.:_>::' ·:~·.;,:.-;._,:,;::·'>::·>~;; ~-~· : -·:.: /, , .. 

m
Ear· lc·· .. •ªr·edcae.;:.'.pc•.•.iognt,i.·.;·d.•.:.I'. .. e.·.1.· ... ··.'.·~.]]t·'.·\··~yR ... •.• ... 'e·;ef.::v:.~1•"d'.'ae' ... 'ln.~c-.·.:,:1.~an'. .. ~.:·. ,id~o~;· .. ·.:ts~iu.~~p:;~r.~e, ºs·•."e;enn .. c .. '.1·al9e9n5 por Tartaglia. et al .. uti !izando· leptina 

.. . ·. . ••·.· ... , los plexos coro,ide~~ de! i~tÓn. Los 

recepto&~ ~~· ~~6u~átr~ri'~'hqric6ilt~adoi• en' el Si~tellla Neryioso ·',Central •. (hip()tál~mo, plexos 

~~:~:,~iI~r~tl~F:~W~i~:±:.i~~~1;~::~::J:~lY~t~il~~~~~::: 
ha· identificado en .el. cr~mos~1;1ª 4, ··región Ap32; en el .sitio dond~;5e;~ncuehtra'1 la .mutación 

::.i.·:z:r~i~~~~~~~A~~t~;¡i;~,~d~~~ii~]·~~~F.·,~~~:;1~~~i~~~rt~.1'ª· 
·~: .. -;:-. , . ,,_ .. ·•.· •,:,;.:,;.,, ~:c .. ::J.~.;~ . . é'.·;·;-~: . .J.i.~:'.· ;·:·,.,_,.~ ·(·_·,_ -,. 

- - ,. ••• , - _. ' • ~> ----~- ·.: :;.-:::' 

El' reccipt~,~·~:;'.t~ :~~j;;tiíÍ~·.·~·ed~~o~i1cª§i~i~i·}~i~~."~~~{!i,g!~§%.,~~i;r~~t~H~~r~~.llJ~ ·~T .. las 
citocirias clase L Existen 6 isoformasé:onoé:idas (OB~'.'.Ra;'\OB.:Rb;·:oa~Ré:','OB;Rd,'Ob~Re y 

: .- :·-_:- :,._- :-.:'·--.::, -.~:, ,. :~·, -- . . , · -_ · :· · -· . · .··:_-:. - ::····:~::·~-.?~/;~;::\::1;~\~~'~t(--~~¿_-~{';~;l:{:!¡f~'..\~{;:J~,~-:_t;~~~~~-\'~:-~t~f-~-:;~~J:~1t~Z~~~!~~;úf~-f~::f~~::;;~:-~,:.'>.>t-if-:·>:· 
Ob-Rf),• estás proteínas son idénticas en su.secuetjcia'.éxtraéCl1:1lai' (8J6/)iminóácidós);en el 

-·" ' . -:~ -.. -· . . . -__ '._;·,; _:< :> ~'.>' ·;~; ~~~'.:_~:.:-~~i·.:· :-~~Y:J.':<:::J;·:.:·; ~:;·5~J.~.~:.;r;¡¡\(!.'0~~~~!:~~·~J:i~-1~··3:~,:'{.-~~:"~\~~1:;:-'~:.?·:~t~:·:1;.;,:~ .. -· ~ _. · ~ 
dol11iilio . tránsmembranal (34 arilinoáéidos) \' y.?' eri''\ los::';;pnméfüs;,),29 '~üiiniifoáé:idos 

.. - · ... · . ·>: · ......... · .'.-._: ·: __ ; _:_·~:- ·:~· ::.-.~:,:;~->~r~:.\¿·: ~~1~~;_i~.~~~;_~?:~;·-~i~i:,~f~~:~~-~;~·,.~:,·:~~\·.?f;(; . ..:: :: : · .-; .. 
intracitoplasmáticos, pero la secuencia que ·sigue difieré.'.dé'spüés!;dél::;iimirioácido K889, 

· · · . . . . ~-: .\ '.: J'.' \~r>:~:~~,i~~~Jtfr::\:.!it;~~;:i:~;:.~~~:.,\{~t(:~~¡~~~?:~-~:~'·' 
resultando en s secuencias e terminales de aminoácidos :que:tienenYdiferérite~longitud 

. • .--- .. . ... ~ ·?:.;:(, ::.-:.7~/2'·.:;·;~~~ .. ~¡~~~·:1{~;,.;/j/·:" ·:) . : . . . 
(Ghilardi and Skoda, 1997, Tartaglia et al., 1995). Una 1soformaÍ:]Ue:'c:ar~_c<;:de dom1mo 

transmembranal se ha propuesto como la forma soluble (Ob-Re) (~artig)-i;éY~97). 
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La homología en la secuencia extra y transmembranal entre los receptores para leptina en 

especies comohumanos,·ratón, rata, oveja yvaca,varían e~tree1·45.y 90%.·Sin einbargo, 

únicamerité la fonna ·larga del dominio citoplas~áti~o\::on .302 aminoácldos; denominada 

g~f.~i!illiiif i~i~~~~:~rí~~~~~:::.::::~:::~:~:: 
" .· ... · .. ~··:~ .. :.,::~:~·~.~--~:~Ú~~:~~;j~:;1~.f~~:f:·J~;~S~ij~:,~:·:~:/:?·~-> .. - ._ _ _ .~ ·.e'- ->-~ -. 
La unión· deI;l~gfilléloTá's~' receptor permite la homódimeriza~ióndel propio receptor, esta 

proteína,, será la 

extracelulares) o PI3K (fosfoinositol 3 cin~a) \d~i'i'~~~Í~~~~';~~d~a~:·1·~9;;· Prolo et al., 
' . ,··- - - .... 1.:0~~:-~-\"."~.~1·._:.:'"'.'_.- _'_; -.-· ... ! 

1999, Bjorbaek et aL, 1997 y 2001, Brann.et cit.;,2.002 y'Duggal ~úi't.;ioó2)>;:'. 

. ..·. ..· ...... · ···::••·: .. ;:··· .... :· ... •.:.· .. •·: :~:;· .. ·'.,:~.:~"s.·;~I:;·~·if ¡~·~t:;!;:H{:.;_:~t:·:;.-:;:;::.~%~U.:, ;:;){ ..... :·.·.···· · .... . 
La oligomerizacióri del 'éómpléjo OB-'RO•y'JAKi 2\a;fravés\deliestímuloCunión:ligando-

receptor, pue4.f_•·~f;~~·;ri~~~~.~~~~l~[F.~~'f ~l.t~~~~~f.~~S;:g~h~~~~~~~:~~~~~,g¡~[~~~+~~i.~;j'.~REi lardi 
and Skoda, 1997):,Esta'.acti vacióri'ocurie'c\:i'áñCiéí¿!JAK':se'''úne"á los'mofifS';l)()'x 1 ;y,box 2. del 

; -__ , ,_: ;_,:·::--~: :\:]_{.':~~-i~3i,:·:~~¿~,~~~~~~i;~-:~~?~:/;~~~i:'.~º:'.·,~~;~~~;~A~[,~.?(s:~~Y,;_~2~~~-~{~t0Jf~/~~;f,,~f::Xf~~-;t~~~:~;~~~}f;~'~~2~~~~?~~:pt?::;!;4fr;y~~/:s·~·);~;;,::~:··.-.. <
dominio. intraCitóplas.mático:11La::áétivac.ión'.'de 'J AK:;\ ihdüée.fa sü ,\iezilaifósfoii liición sde las 

-, -\ .': :,_, . <:.~_-.f. -.i·)~:-·-:\s:i -"·-'.::_},~~.;~·\:.~'/.-~~-,;1:~'.;.~ <:.·?¿~~ ~--\_i:?: ·_:?:);.~:,\<! :~f~\~;~-~ ;~;.~:~E>~}::~~i,i J§'~~:'.-:i~~~::_:I.::;:;~\:~,~~:~(~2¡~¿~~:{~:-l~¿~i.~\~~::;:'1/\;~ :'.~~ .; ·':··. : _". · 
tirosinas 985y 1.13.s~ael ~aoñiiriio'.ifüraéifol)1a5irilítiéo;ae1 óB"'iRb·~·EaJósfóriliíción de '.aínbas 

-.· --· . ·,;-.s~::~ :'.~~ ~_:;:~.~<1!Jr".-:{t~::(~?~?-~é~~~;\:;:~~~,:i.~-~{:.·~tf'.~~:~~,;~'.?j~i~;w~~::?~:J,t~;,:~i\'·~t~~~::'.~~~!.~;~;<.tü~~·~~};t2E~-7~~~~~:,:1~:~1??~.f:1~~f~~~,4f~i:'·:I~ .. ~,~r}.~.'.~·::-;~. :- - -.~··, 
tirosinas;. estimulá·'. lá;;úriión;'déf SH2,· (profoíriasYSic'',hoinólogas·~2) ~al 0'áminolícidó •T)ir. 985 

,· · ... :~'<i-. ..:.~~- ;' ·:.,;:\:)</:~~ ,:i i ;~t' ::t:,~~-~:-1 ~-':·::·:.~ 1f\ '>},.;{~f~.~~1V:~·::;~.;}.~.~:.~-;k·.f'.!;;~::~<í ~~~~:~:l;./If¡~:~~~?f ~'.¿t:; :;~~:~fJ(;:>:_~:,;:,:I"t:.t~~·'.•'' ::~~·:'.)\~:;·w~f; ?:~~,;:~r;?:S~::;·.:~:~;::·;:~.~ .·-1.:,:· .. ~ '. :1_·: 

activado.Y. ~~ºST,'\ ?'3 •. a:Ia"íf)tr 1 1138áétiv~dás,'(Bjórbaék éi'al.?200 l•;yBránn~éi;.~/.~2002). · 

~rL¿;:\f ~~~~J.~¡~~~f~~ij}f~;;.~~~~~~~l~~~·¡~f~~c~i~i~~~~~j·;~;~:: 
,._. ___ ·; .-':>>~"'.:~:. ·-.--·· .- ,.- ~·: 

GRB 2; réslíJ't.~n-~o;tfü?i~·:Mii~aciÓn dela,yíri Rás/Rar,''MAPKíERK (Óhil~rc!Í:and Skoda, 

I 997; ar~nri ~i-a1./2ó'oi). 
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La activación MAPK/ERK transloca al núcleo, donde induce la transcripción de genes de . . - - . . . - -

respuesta inmediata como c-jun; c-fos; B~jun y egr~ 1: C~fos y ·c-jun, que pertenecen a la 

familia di! oncogenes que codifican proteínas ri~cleares fos yjun.'Estas proteínas.p~eden 

~;:::.:~~i~;~~:1~~~¡;~~¡~~f ~7t~t~r.·r~~~il~i~t:,t: · 
obseryado '. correlaciciriadá ··de 'foriria' negativa coir la·. expresión de''. StAR~ ( enzinúúegufadora 

-:. :· ~.:- .-.:; .. ·: ·:o:'.-~_'./F.:~>:t·-::~':;c-{·-.·.f:·?:>~:::?.-~?::'.~'.,:.~.;:1:~Yt/$:J/~']'._~~~k~:;~;~; >~·-~-:-~~5~'i .:-·:.~_..,·:<'> ·., -~::~ :-:,:_, ~'~-- ·, ,''.' :'~ :.'~,_-;.~.-'.-'~ s ~:~:· '.:~·:;~~>~;.:;::.(1;~-:-.\t~?:f"Tf:F:~.':t;,,:\}~-::~~',::'.:;;:'·:·-.-:_ . 
aguda. d,e h1 esteróidogén(:Sis~;)'es'prCÍbable' que esta regulaciónnegati\fa ocuijai a nivel del 

;~,~~~~::::~:)~::5f ~f~~~t~~t~E;~~i#~~~~t~::::: 
-•-., ••• -· ·'·;-)·' {¡·•,¡.,, 

juegan un papel importante ·.~ri' Iá. ~xpre~ión d~ ~ múltiples/enz,imas d~ ·la cadena 

esteroidogénica, incluyendo la p~5¡j·¿st~~~iaé hÍdroxilasa y s~' CLai~'et al., 1997, Gyles 
,,. ,.-:..- _, ,. '-.::,-/:;' ::_·-.:,:_·,' 

et al .. 2001 y Dewi et al., :2002) .. ·~:-, _ ·:·< _ ,,_ 
.', - ._ .. '' ;·~ _ .. ' -~ :· .: :.--; ,-· ':·. ' 

Siguiendo la ruta de señalii'.lcf ¿11 p.or'.ví~ 1..\K, 1~e '.ha ;,§~'~€&~~()~~q~~· ST AT .. 3 activado 

di m eriza y trans loca·. aln úcl~o; donde in'duc~ li ~tr~~scrl pcÍón' 2de'':~~ri~.s ~esp6nsi\los a STA T 

3, incluyendo. SOCS 3. ·Este estímul() al g~+~f,i~i~~}~;i;;~~~~~t~~~if~~'.~~'~1~',~!~l~fp:~~~ocs3 
al citoplasma(Ghilardi et al., 1995; Bjorbaek~(~/., 1 1997~)"Brann etaf.7;·2002):''.E~i'J11ismo 

STA T 3. tiene la capacidad de estimular u~a~~~~fi~~~~t::,t~~E~~.~~J~;PI~~!~~gi'.§%~1~~~?rª de 
unión al elemento de respuesta 1 (SREBP. ·Ihio_r.el'.retíéuh:eridoplásrñiécúriigoso (Ruíz-

-- : .- . ·_::., -~·,>-:-~-~:;~:/(:,:·-.:~,é' ;·:.'~\-~;,l);_.j:(~~?::.:};_;-~--:~::l ::f.f:-:~:~:-,;:h.'.:_':/{;_:;):~~:t't:-\~~~?-~"i·¡;:_:~<~>::::) :': 
Cortés et .al., 2003). Las SREBP 1 y _2 estirríulan la··~~~b;·ac_icJ.r(del;gene. P.t:éfüotor~c:le StAR~ 

: ;-. <::': ;:/ .. __ {:.·>:~~~·/\~~-?-'\~·/:.f~;iX~i::;.;:it:~: :.}~~'~:: .... E~f.~ú·,, ~~,:~ºit~ ·;1~~~;;:-;.~:-~;;¡:~~~~il~M::-_._;<:;./'.·}:(/.:o :' . , 
sin embargo, la activación por sí solaes débilj,·porJo)iue"~e ~ace;neéesana\l~F~resenciade · 

cofactores de trascripción ubicuotos,··.~~~f !~P;~;:B~~rI%~y~i~;~wf·f§~J~~~'.·~?H~~;{p~?~~ín~s 
SREBP se unen a los elementos•regulad~res d~·,~~ter~i~s.(SER'.~);Ú~é·~íiza:Cio~'·~¡-¡ ;egiéme~ 

., .,·,_··~·,··.,, <:·'''.-:··.,~~-... ~-·· .... , .. , .. •; . .. -.. _~"::;-,\~'"'·.-.. -:'~··.--~ ... , , .. ·,:<-·:,:,:~-,-·--...,·-~· .. , .. ·"··'' -.. 

promotoras de genes como StAR para sintetizarlaenzimaéster~idogéllicá'o .. piira lriducir la 

síntesis de ácidos grasos (FAS) (~hea~Eat<:>net~/., 2()o {~~iz cohé~ 'e.t ~/;" ~003).. . . ' . 
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El 08-Rb puede activar STAT3,5 y 6 pero no a STAT1, 2 y 4, mientras que 08-Ra es 

inactivo en la señalización de los S.TAT por carecer del motif~.box 2 en el. dominio· 

intracitoplasmático (Ghilardi and Skoda, 1997 .y Baúmann et cil., 1996): El receptor corto 

OB-Ra carece de tirosinas, ha demostrado ser c~paz CI~ sci~alitar. po~<Z,í~s'C¡üé~~invoiucren. 
:._ . l;.,, 

las fosfori !ación de STA T (Bjorbaek et ál:; 1997); sugirl~ndose las .rutas: MAPIS. ERK y . 

PI3K ((8jorbaek et a/.; 1997 e Ingvartsen and Bois~lair,-2ÓÜ1), 

MAPK, P/3KyERK 

Debido a la similitud. estructural de los receptores de insulina con los receptores miembros 

de la superfamila de las citoc.inas de clase I (Martín and Sánchez-Margalet.; 2001; Takahasi 

et al., 1997), el sistema 08-R puede interactuar con otros ·centr()s.regulaci()res de. gasto y 

consumo .de energía, para el control de la grasa corporal. J\sí;'pued~ ser qué como l~ptina 

actúe a través. de varios componentes. de: I~ .• ~~sM.~~:'.~;·;~~h~J1.~;~,i~.?~;·~.~"i~s~lj~a;,, para 

modificar los cambios·.· inducidos por la ésta e11:1a;~expresión~'·Cici~genes;2 yaysea~a nivel del 

and 

También se hace nec~saria Iá f~srÓriia¿ión de Úrosina y treoninade MAPKJERK 'e lRS 

para su activación, y en elcasodcb Ia unidad regulad~ra PI3K para que Src··~Úed;ii ~sociarse 
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con p85 o para que pueda unirse con la proteína. de mitosis (Sam68) (Martín- Romero and 

Sánchez"'."Margalet.,2001; Takahasi et·a/.; l997 y Tanabe·et al., 1997).Sam68; es una 
_, ... · . . . . . . -. . - -, . 

proteína que se une al RNA y. que se asocia cori Src a través d;; los domiriios,SH2 y SH3. 

Sam68· ·.ha ·mostrado· actuar coino · coprecipHado'.''.c~fi'.;v.ario~:~prÓteínas qÚé.'Coniieneri el 

::.:~·j~l~~1~~::r:~,:~~~;::±~~~1~~r~tt:t~~5s:~::~: 
Romero 'hl1d S~ri~hez-Margalet, 2001; Szant~ et al.~ 2000): 

Autorre~Úción 

LaproteínaS.TAT 3•induce .. así mism~, .1~ transcripción de.un supresordela.s.eñalización 

de citoélnas .cs~cs 3), es dci:C:i;/ í~:JJc/ la transcripción de un mecani~·~~~ ~J~)imit~. la 
,,· ... ·., .. ;' '.. . . ·. ' ... ,, ....... - -.. - ,_. . ' ·'- .. " .;·. 

señalÍzaciÓri·<le.1afeptÍl1!1.; I:,~·rifnili~socs se comprende de ocho riiié~b'~ót10'~ cuáles 

conti~nen ~~~d~~i~i6~fioilli1C>¡i6'src'(SHZ)y un box e-terminal. Laspiot~íri~s~SÜCSson 

=~:~f t f j~~ii~ti.~~t:,,:~~¡:~in:e>.:~:~:o ~~~~hff.L::::::~¡:: 
-.. ~\;_:~5.: .. -~~:·_·-~.: _, ;· >· ·,f<' -.··1>:· ,,_.,_~_ :/ ~'·.·~:- _.:. - . ·' · 
. . -'. . . '.:..' ,' ·, .... , '°f' _, •, ··, ; '/":: ~ ~· 

·-,··-~:~,_~>;·-·:'' ,.-; .,-' . .:::.. .. _ ':--'> 

'.."'-;. ' ~--. -.. · . 
(Brann et a1.;;,2~ó'2)/;:,:,,H;.,~':n ·~;:; ,~''' ·· .. t· 

~,\"/:.: . z~· --_ .. ;/ ,..,~,, ~:·~- .. :-.-
º - -~- ··:'( .-~,, :·~~~~-~ _'.(~";/.' 

La adminfstr~c'ió~Cié'Ieptilla pe~iféricaind~ce una rápida elevación de RNAmde SOCS 

3 en el hipot~Íarri~-'.-EI c~al~sun pote~te.mediador de la resistencia a leptina enla o~esidad 
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ya que en mamíferos, SOCS 3 bloquea.la tran.sducción inducida por leptina (Brann et al., 

2002). 

EFECTOS LOCALES DELEPTINA:'E!ifF:i'(JVARIO' 
' • .• 7_\-,':f':f!: ;.'·e:·~·>/.:?'.· :.'".:·i: ~:¡~~<~')'; ;:'.-";~· :»'.· .. ';" .. ,· .. 

···>,.~i ~· ~::'· :·'····,·.· .. •' ,~ ~i:'~{i :·.::~::·> "'~,··;«'; ,. 

A la lepti~a'. ;c~6~~,izi~ti;~Ú~:&:~~.t~S~í!i~~~~'~f~~~i.·:~ ~ivel central como controlador 
del apetito, del. gasto énerMticcj ~·PC>(en~é/com~~régulador de peso corÍJoral (Henson et al., 

:::~{~~~;~~f~ti~11~i~Jl~lf~~;~h:we;:~.:·:ºd~~~'1:::~,º: 
OB-Rb y O~°"}lá (C.ióffi et·'~l.)J997;1 I<:arls~o~' ~t al.,) 997) se iiliciaron las hipótesis d.e un 

efecto lo~~t~ci~'.1f·:~~h~~l~~~~~~5í~~~~~~~)~;~~g'.ó),{-, .•· . . .. .··. 

En · l 997,0i:dm·:if .~f:~;~f~'.g:~\~~t~rt!'~f~ifii~~A~:~~irf.c.eptor os. para le~ti1tl en el dvariº ·y 
de la protéíria ,miSma" eíi',el l,íqiiido'rfolicular,•, eri . riiveles ·,similares a·, los 'sanguíri~os. ; Estos 

;: : .. : '.;: :;·~::<·: ':} ~:·:·:~':'.'.~:~-:·:.~:/<; ;::?·'.(~ '.~·.::'f~~~-~:~·:;:,~;~'.~~~~;~·;~::(f~t~~·~,~~r~~~~~! :.:~+)·;·;e;:.-{:>::~;·~'·'.':-::· ,><,_ ::.,:,~:_.::>e',":' <- r_-/,': :;-~r:->--,,_:\,>:' :'--.'.:<·:-:_.,:· .. :: '.> .... ' << 
hallazgospérmitieron haéer·I as 'p~méra~···.suposicio~és de un '.efecto .; 1 oéal >Re>sterioffi1ente, 

.. ; ,·.,~' -~ - _::~-

la expresión ;de ;receptores•'de~ leptmayrlas 'caritidades 'de ·progesterona 1asociadas coll la 
,, . . . : ;r/t_ :: ,:_.¡·) z>·~,'./i~~~:'.,;:~.:?-t,, ;-t., ·>~-·>-&.<1-'"J,:,:~~-;:_! i-~~.:~~Li.~~{{\>/U-:_:·: ;j.1;\\! >?/) ':" _,::-::_.;--'.-\r_-:.~ ·:.- · :/:,'.~ ·:,~~k-;: .'./'{./·-.:.:_;~/'.:?· :~-"{'~~\'.:(i':>:·~~-::~:' /->~:~ '.· ·;'. -

lute1n1zac1on i11,vivo;d~I(~L.:Estasconcentrac1onesde rec~ptores·_c~rtos d1smmuyen con· la 

regresión :IÚt~a;:~~iiri~~·do';~~ge:~1~; ~~¿j~:r6riri'is ~6rt~;d~I ~e¿é~~rir<l~·1i:~·;iria i~~Óan 'de 

rorma pr¿ctC>O-:i~~ni~oi~nt~· ·~~iatiV~''iJi{;~ ¡~<~}¡;~~~~ió~ ;cte. e~traclí61:· .nº·-··<isien 1a 

producción depl"og~~tf:~on<l (Clark~ arld H~;ey, 1999) .. ·.' . 
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Se han demostrado efectos estimulatorios e inhibitorios de la leptina en Ja producción de 

esteroides en células de 1 a granulosa y de 1 ateca del o vario. P ára e llo;s eh an-realizado 

experimentos con células de diversas especiescomo: humano (Ka~Jsson ~li:zl., 1997, 

Agarwal et al., !999;Kitawak{¿/ al.; 1999 y Ghizoni et al.'. 200();)1-;iá((zachówand 
,, '~ .. ..,~. '·:·.-.~ ~:·· .. :· ... ; . · .. · ·.. . - . :·> . :: . ·'.' ~>-:.: -· . <;>.-~--.=<"> ;. 't'·« '._'···~·'.?'~ "/'(':-··->::·-~:; ·,_; 

M~goffin 1997 y Zach~w ei .;/,; 1 ~99); bovino (Spice~ ei i:zl.,l 997:/,(9~/¡fj X:~~·rdirib;(iluíz~ 
Cortés et al., 2000, y 2?~:~)-tI.g~'.!~· : L _ .... ···.. . . >~--~:~·~'.~J··;~-,f~~j'''.(L~(~'.:¡r'~~0:~~~~;;~'.L:: · 

Im · efeoto< !~~i~it~~~~[if J~tÍ:~:·~i'.:,;:i4gg~~ifaf~~~g~{~!~~~~~~~~'. en 
células .. de ·la·. granulosa••p()r::Karlsson;et ~l.:{1Q97).'y;por,;Spic_er/ancl1Francisco'(l 997); así 

como por _.J\garf ;I'er._~,í.• ('1.9~~~-'.x.~~i~.f~.:~l~~~f,~¿l~~~$;~ii~-~:~;;:~:;wí~If sfüi~i3~.·:é1u1as 
de la teca, en g erieral. h an s ido e ncol1tra~os ~ ()n 'dosisd e 1 epti na slÍperiores'a 'los rangos 

:::u::ó::: ::~e:o;::':;o~~~~f ~~~;~~;:;::;a;1~~:;~~1;1~f~~¡~~~%f h~i)'; 
Ruíz-Cortés _et al. (2003) .c~inti_dén éon los rangos fisiológicos para laespe6ié"en:e~tudio. 

, -. < ... ; .,. .. ; ·-. ·.-:.~· .~ ... ·<~x;:g.:f~:i.c-~-,~~{: ~<?·i·'.,~·.; :...:_.. . :·:_ ..... , __ :'··Z?-·-~ ,~~·'·-::·~:-~~.:,>,~t--:~t <t ... _'.>.'.-. - , 

::::::~~1~~~.f ~í1I~i~~i1i~~::~:.;:~;~~~f tf ttl1l!f j;~1~I.:: 
Coronen e/al.,· 2001 ) .. _Adicionalmente se demostró .. en éstudios';'¡~i ,-vitro .con::celulas de la 

granulosa provenientes de. folículos poliquísti~os, ~:~ .. e:~,~~'~¿~~~'.(ffi~p·:ikf;'.'~~~~~~~»~~º\la 
falta de establecimiento de un ambiente estrogénico.ideal; ya qúé laS células deJa'gr.anulosa 

. : ' . ~ . ', . . . -~-·1.'. " "· _, )• .. ·--~ -' "''. ' ' ... ' '·' .! ' ' ...... _, ,... -, ., • 

de SOP ~xpresaban P450 aromatasa .y .secrétalfari':6~t~~di~I: c'6i-ri~{:.'i~~~u'~stri a la 

administración de FSH (Zachow et al., 199.9)7 
: "·.- ' . . :• 

Sin embargo, el efecto inhibitorio pe1·se·d~laleptiriásobre.laproducciónde esteroides 

no ha sido demostrado fehaciente111ente,;Y~. ~h~Za~how,et, ~L ( 1999), Spicerand Francisco 

(1997),Spicer et al. (1998) y Agarwál'.e~·~/.•(1999) dem'.~straron que dicha inhibición ~ra 
producto del bloqueo del efecto esti~uÍ~·rite de facíor~s de crecimiento y/o insulina. Esto 

. : - . ' . 

condujo a suponer que insulina e IGF-Iti6n~~ un papel importante como co-gonadotropinas 
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a nivelovárico, donde se manifiestan como factores mitogénicos y como estimuladores de 

Ja producción de esteroides. El posible mecanismo de la acción inhibitoria de leptina sobre 

la produc~ión ~de pr~gesterona ·y, and~oÚene~iona estimulada po~ ·insulina, no es mediada 

por la icllibici~~ al)eC,~pt9r de insulina; sirio por atenuar la fosforilación del IRS 1 (Spicer 

and FrancÍs~~;\?.9i)'. •··· 
.~, ., ~-::~ :c=:·:~~·5 __ 

.>.;_ - <~·~:.::;-.-+~~x-,.-~~~~~::.::.·-·r>_::~:- _:·: ;: ~- :.- -. . .: _-
con ~especto,~'los éfo~tosestimulatorios de Jeptina en la actividad ovárica, Zamorano et 

al. en•i997'·.~eif26A~~fu:o~·t111~re~láción á Ja alta del RNAm de los citocromos P450 scc y 
";''. :';'·'.O,·· --. 

P45o .• i7Zf;.,~h¡d;~·;¿¡la~a .. en el ovario. Estudios similares en··células .. de .la. granulosa· 

:t:~~~:~~~l~~~~~r~;;;.:::'. q;:::m::!·.: e:~:;,;&";ie~~41E~~:~. 
enzirriaP450árom'atasá,-coriel co11secuente aumento de la actividad aroma.tá5:~ (KitáwáJciet 

al., .. l 999fü~f:C,i·~E~~fü~3i~·· ~~í~-S·~~:~:i.tD~i.3309:3)' mo.stra~on .eviden.c~a.~f ~~f '~1.f f ~~t~ .. ~e 
la leptina tienelÍ: patrón bifási~~· es decir, a dosis de hasta 1 o. ng/1111 e~ estimulatoiia sobre 

~;l~~!i\¡;·i[{lil!llJ~~~¡¡¡¡¡¡i~ii~l!llt if~l:~ 
mostritrido _¡111~6\Ít~~~ia para 'Jos' di~erso's procesos. reprodu~ti~os :ce>ihó>¡;¡ ·creci;ni~nto 

. --'"·- - -'"--:· ·;:;J· , . ,_ - .;-~-- - '\:' .-. 

folicular o.lá'ovÜla'Clóri.: <; ' .. 
·-· ·: ~:;;'·. ~~< '._;\, _.-'<. ·\.~· "··:~::·:.:~. -~--~:-·: --< ' . 

··;_·, :-; . .-;'.:_,~; ~'- -,: . _., . 

FACTORD;ttR.if§¡Jfj/Jv-;;~;:Áki~IDÓÁ LÁINSÚLij¡A. (IGF 1) 
.-::-~-:'·~---· .~ '·· ·;···<-:}_:··::::~~ ,';;-; : -.-'," "« -

':,::<\· ... ,:;_ :">·:·--

El ·desarróUo~~úC:~lar,:es3Jn ~r?6~~~,que .• iri~cii~ci~ ·proliferación~·.•·diferenciación ·de Jos 

::::~~1i~~~~tif ~i,f ¡¡~~jÉ~f ~u~r~~~i~~:~: .. E: 
estas .sustanci~s' ~vá~i~as seencu~nt~an :ho~Jrias e~tef~Ídes·(est~~diol ·y 'progesterona), 
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polipéptidos (activina, inhibina y folistatina) y factores de crecimiento (IGF's, el factor de 

crecimiento epidermal (EGF), 1 a sustancia ántimuiériana;e 1 factord e c reciiniento de los 

fibroblastos (FGF) y factores ar;giogéniCosj (Giudicé et~/., 1992 y S;icer;/d/.,'2000). · 

::it~~ti1t~~1~4f ¡4{~~i~tl~i~~~~~ill:t~f ir Jf ¡~¿:1: 
puentes disulfüro, son de bajo peso 1130Iecular;yestmctur~lmente están.relacio~ados con la 

;;:,e 

RNAm de c-fos( uriprotori~?gén>;yla activación;'~é'jJi-Offi.ot~)I'e'sDNAribosomales,· eventos 

Con bas~ e~)J~ eitudi~s'·~n:iat+ s•eha visto, que'est6:'.efectosinérgico :ntre IGF~I y LH 

~:=~:~~~{"~~~~]i~!i~t{~'.fi~~f~~~~~~~f~~~~;t~: 
sustrato; IGF estimula la aé:tividaa 'aromatása para la prcidU:é:cióri de esfrádiOF(Giudié:é 'et ·al., 

,·- ... ~ .. : -~-~ :~ · ;: :~ ;·,: .~':· ;:,· ··~ t~(::.:·:~~.:~~,; _f:t:J'..'.~·:~":::~-, /:;··iYú_ :,·-.<:::\".'/\: ~-'.;.: ~ ·: /'~:_;::· · ~;_,! / '.'"X-~,,,,:·~-::f~-~'.)/;:;~~j}:-~::·:.':\·t:;}.;~~~--i.:\~~?.~:~~-)::~lf'J(< ::~;:.:.~f}~:1~:;·:,S };~·!."~" ;){~ :;\ :).' _ · : .. · · .. 
1992; Zachow et :af..~· I 997;'Armstrong et al;~· 2000):'Sm embargo;:no;,s,e,ha. ()bservado que 

• .. >.:.-_:_\~ ·:<¿,:';".{: \~<:}~---~~:./.:·:;,::::T.~~: .. :~:,_;~/·:,_.(· .. :_~--:'_-~.-·-~ . _ . ·. · .:- :· .;:._ ,- ::.r··:\: .·-':{'..-~~:<(:.~:/'.·(\~:~ ',:é~'~.:-~~'.~~:-,~<.:;'.~~k::~·::.~,~~~y.~~r~~~f~~\:~:~~-~i~~~\:;::~::~:~·:!-:~ ~ ::: · ... --
este smergismo :entre IGF y: LH para el mcremento; de. Ia;estero1dogenes1s~jeste'med1aélo a 

través· del a~me11t~, de los sitios· de unión para IGF en c~IJiasdé '1}'.~~J~'i:;~{;i~~:·~~ ;~ambio, 
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se ha asociado en parte, al incremento de la expresión de RNAm para los receptores de LH 

en células de .la teca (Stewart et al., 1995; Spicer et a/,, 2002): • 

,, ,., ' 

La· producciónde moléculas sensibilizantes .• como·1c)8·1G~l por.Ios;f oÍícúlo~ ~1)minantes, 

aumenta I~ capacidad d~ respu7sta ~ I;~~;·,~f~~f~~:~~~~I~Bi1~foB~~~':~~¡~~~;~~#~;}21~:~odo,que . 
dan al folículO dominante una ventajaen'eldesarrollo~'con'respecfo 'a.fosótros,folículos del 

' ·- . - . _ _ __ __ . :_ .,·: ·._"_ -: ·:· ~j ~.:.-.-~ -- ~:~;'f:).·:: ·;::~~~~-,~f(~,:'.}.:t::t~~:-.~~;~~{';;_~~':s:~~A\~,~~~hif~~~~~\~~ii~'.\~~~\}.::;,~/-fl;:'.:~:: ..... :~,~-~,:- ~- .' 
grupo, puesto que la FSH disminuye a la'iniúid:'déFciClo:ó'en)a'-fase·:rolicúlár tárdíá,fel 

· -··._ : -_.-.,_: .. (~:-~--}r:i::::.->··;}i~~:i:'.~:~:;~~.:~:::;.;1~~.'.~i,:J-;:;f:_;~~~;;~{~i·~~:M,."..~f'.1?~!J~{: f_:~~\1i~·{tt~~~,_~:(\?·:~ . . _ 
folículo dominante es capaZ de continuar creciend0;y:desarrollári~()$e/mieritriis que los 

otros folfculos del grupo, ~<>n ~~;i~acÍ~c;~d~~-~;~{~m~I~~-~~b'~"~~~d!~'ÍJ~~·-~tre;ia.· Altas 

concentraciones de leptina puederi i~te~rei-i/C:()~' ~1"ci~iiu-r'biio clei folícuÍo d~minante al 

disminuir la cantidad de. estrógenos, este efecto:puede re~ultar en un inadecuado estímulo 

para el pico de LH, impidiendo la conducción del folículo periovulatorio inmaduro a 1 a 

ovulación, y en casos extremos de ningún folículo (Zachow and Magoffin, 1997). 

INSULINA 

La insulina además de encontrarse en la circulación ha demostrado estar presente en el 

líquidofoli~ular y se.~a-prC>p~esto que tiene la capacidad, al igual que IGÉ~I. de.regular la 

mito génesis y ;'de ~a2tuar de • forma ~iriérgica con LH para.· meJorar la. ~rlJ'dücción de 

and;osten~di()~a}~~~i~~t~:;Jri~·por .. Jas,~éiula~ de,Iat6ci del bb,;i•Í1·~-(~t~\~~.:¡·e1 ~/., 1995; 
; '·. ' ... · - _, - ... ·.·. ' . , . .·· ·'.' ... . . ' 
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IGF-1 parece ser un regulador fisiológico más importante en la esteroidogénesis teca) que 

insulina (Stewart ei a/.,· 1995). 

Debido a la: contradicción~ de' los estÚdiOs' realizacfos ha:Sta la fecha/acercá:; del. efecto de 
.' -' ·. «·, -;.~-- • -.'.',' , 

leptina en la prod\.l.ccióri de.tcistostéí-;Jóa y, itil.l.ltiplicación de• 1ás .c.élulas •de la tecaº ln vitro, 
- . - : .· -_. ~ , .. - .. ~:'.-": .:'2:'.1/· ~-~~A}-:·::·:.:~A-~ s7-:,:,. -:_-~,::~:.:>/ .. -. -:-·. i~:.: .1. , : ·• -· •. ·-. - • • • -" , ._.". _: ·r.> . , 

así como las interrelaciones;plante~dás' erili"e leptina e IGF quedan por ser. deteriniriaaas, ya 

que son de ~u~~ iifipd~~¿¡1~~~~\;t~i~i:°iivi~~d ~eproductiva, puesto que' se ha. obs~rvado 
deficiencia en f¿rtilid~d;eiÍ''~~~{!;'~c:Ji1sobr~peso y en animales en desnutrición, es por 

~ . . \:e=-.:,,;-.::·;,,; .. . 

ello que se decidió r~alizarel p~esc:inte experimento. 
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111. HIPÓTESIS 

• La 1 eptina actúa inhibiendo e 1 efecto estimulador de 1a1 GF-I sobre 1 a síntesis de 

esteroides y multiplicación en las células de Ja teca in viti·o 

OBJETIVO 

• Determinar el efecto de la leptina y su interacción con IGF-I en la producción de 

esteroides y multiplicación de células de la teca in vitro. 
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

MATERJALES 

Medio de colección: Medio 199 (Gibco, BRL Life Technologies, Grand lsland NY USA), 

Hepes (Sigma Chemical Co. Ltd., H3784, St Louis MO), penicilifi~-esfr~~io'ni{cin~ (Sigma, 

P 3539 cell culture), anfotericina. Dis~cción folicular: DPBS fx(GÍb~~i3~.h4~9o-144, 
Life Technologies).·.Mcdio:dé~-01.i¡~{>:•Medio D-MEM1F12•(Gibco:¡12Jó()~'ó3~krn~~tr~gen 
Corporation), penicilina~ est~~~{~~Íciirn (Sigma, P .3539 ceÚ: c~lt~~éj;ij;!~S~~:{¡~~'.'.~érica 
Bovina (Sigma, A 7030), 86-~~~,cSigm~; H3784 ), Holo-Tranir~~ri~\(~\'i.h~>~1408), 

;: .. ·.- .- .. ,- .- . . :- ·~':,'.·.,:.'·_o;*~•i.' .. ,'~:~</. ·. •·. 

Selenito de Na (Sigma; S9133), estn1diol20 ng/ml, insulina depáncrea's bovino (Sigma, 

16634). Digestión enzimática: Hi.a!Üionidasa (Sigma, H3506), P~ote~~~~"i§f~~;f P27I4), 

Colagenasa (Sigma, C6885),. Deso~iri;b;~nucleasa (Sigma, D50l~).;1·'L:i~i};:Z~rnóti~a •... de 

cél~las rojas: DPBS sin Ca++ ~i tyig:;.:. lOx (Gibco BRL, 14080-0~5~f'[(h¡:;T'~~h~¿logies). 
Viabilidad y conteo celular: ,TIYPan Blue (Sigma, T 0776) y hematocitómetro de N ew 

Bauer. Cajas de cultivo: NJ~c nalgene {Nunc A/S, Roskilde, Dinamarca) de 96 pozos 

Tratamientos: Leptina recon{~j~¡rite ~vlna, LR3-IGF-I (Gropep Pty Ltd; Adelaide, SA), 
. ·- , -·'·· :i'"-A\J."~::.>:~·.:-,;._.-. ':. 

LH ovina (26 NIADDK; Béüiés'da'Mn). Cuantificación celular al final de cultivo: 3-(4-
- · : ' ."-- o"·'.-·~· L''c ~-,". · r,_ ;•, '- '. - - ' ·· - ' - ~ 

5~dimetiltrazol-2-~l)~Z-S~br(,rii'Üro'dédifenil tetrazolium (MTT, Sigma M 5655). Buffer de 

~~~~J~~;l~~~j ~~;f~i~iW]!~t=::.::~~:~7~.:~ ~~5~) c:t.: .~, :~:::: 
de 96cp';;z~s de pÓii~~ti~~n~:Ma.Xis6q,~~unc Immuno Plate), Peroxidasa de rábano para 

testost~rcJha - 3CMO- HRP y pr~g6ster~~a- 3CMO - HRP fueron proporcionadbs por Dra. 

Corali~ Munro, Universidad de Óa~is, Carolina E.U., estándares para l.esto~t~~~na y 

progesterona y ABTS (Sigma, Al 888). · 
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CULTIVO CELULAR 

El cultivo de células de la teca de bovinos se realizó siguiendo el método descrito para 

células de I~ t~~~,eri ei. o~ino. por Campbell et al. ( 1998) .. Los Ovarios de vaca5 Holstc:iin se 

obteníaii;\i~IÜg<l¡~fa;h'e~t~ d~s¡més del sacrificio y se· colocaban·•·en ~~lución salina 
'·,;.:.:·:-:~;·:j>.}~~;;-;.,:~-_x":~'>~··]'L\·:}< .. :;::;·:·: ... : .. :.>:: ... > .:.. . . ;·~. ., .· . . , > . .> ..... ::~:._::.'·:'.;~.:;:·<··.~.: 

fisiológica:(S~lDf al.0.9%1' ~ .• •una temperatura de •. 30º(:• para .. sertransportados'al ·•.laboratorio· .. 

en···l1nt~ij~~~~~~~:·~Eg~~j~~.'.I~Tt~r~.s.·•.•,~•·s~.· •. ·J/7~~cl~.·.~1.·.·1abcé1t~ri.~:···1os··;~.~;f?~'.:.~f·1~y~6an 
primero:cc>rí;SSF{ar!o:9%;a·30~.C,';después•c?néetano.1 ·al ·70.% ·ª 30ºC pc:ír·30;segundos, ·y 

_-,,<-:;J(~.'-:-~:~:,t·'.;1:'._~~~);~;/~;1~.~~-~\r;:.i.;::;~:~<i;s/.'.'.:;~;y~~~-;~f':~1;-~<--;> ··.··:.· .. -· ,._,., .. >>-,,. -·: ·:' ,, .- . -~.; ''• ' ... · ,, .. ·-· .. :: ·-"~.~~~:,t:t"t~~~-~--- --~, ·:--. 
finalmente.conc:,má~~SSEpar~ eliminar el,exc~so de etanol.·Los .ovarios ·se;n:iantenian· .en 

me~i?~;~~;-i~\~~~!~~~~{~~~t~~t-:~~.:#:~E,;~:~;~,@'.8;~~e~ .. ; .1 Óo .. p.Y~.1;~~-~2°;~~'./~~~;·9.1'f~gÍm1. 
de estreptom1cma y . .Y µg/ml de anf()tencma a ·3 7'.'C) hasta la d1secc1ón fohcular .. : ,._ 

, ·' .. ~-/··_.·'.~.<~-/ ~-... ;~ «. ::>;,~: ·\'.·.;:~.-·.~·- ~·.-~·, ,:·_··'.///~t ·.:.;·,·-\:·~·;· :,~,:. -:.·: -~·:1:._._. :- '..<-:,.- :~·, . .. ,; ... . . . : ·. -· :·. ·-. - ; . :·- ·-~, .·: :.:~:{:;:;: ·;~,::~;-; «'.-,,:~·j.Y::-~· _::· . 

.... · .. · .... · , }.:. ;•_-:·~,;.:.::·;- . ·. '· ;·'• ?y~:~'.;11/ffr;;.-< •.... . - ., ... · ... · •..... ; .... ·e~;-"-;.;~;;'.~;~:):: ; .. <·· ... · .. -... 
Los. foHculos· s~'.di~ecaron :y. Ciasifi~aion:cle :.acuerdo'a;su diámetroféxterllo·-en pequeños 

::~tt±S2::~~i~!lil~~~1~if i!~~~~~t~::;~ 
los·. folícufos. c¡ue aparentaban; esia,<saJti~áb.J.es~ (b,ien\ya~cµliíi:izá(t~:s::::Y~<:Ci~'líqúido folicular 

: . , -- :-_:<'. ~; -. ''., <_'. .;'. __ ·1 ::>.:-~ : __ :. '~.:~~·-, -~·~:t>:,:..;; \·\.~-:-.;_;_c,:~li.ff:)tg;.,.~!:·.;.~::~~-,;~~~,>-.\:~il~'..~í,",;-/~f~~\-,~~~~::'.:'.'.~iff/:\;:';.-,:<·,{'-/0.'-r:\-~L-~J;S.!i;-~ ··\'..:.';:; ~'.·'·: ·. 

transparente .si~ .desprendi.mi~ntzs .. ,".isibl es"de •• Ja' membrana gráfll1los·a'(St~\Vªrtet. •ª'·, 1·99 5) 

o~p"'.' •7 i•i~~~~;~~il~,~~~l~[J,~~li~f~ii1i~~¡;t~1¡~;ti~[~~:d• 1 mi con 
aguja calibre 21 •. de'}~'lllm.·Los,Tolicul~seran b1pa~1dos en una'caJa',de ~etn.• c~~temendo 5 

::::~~~f ~~~~l~f~~tf tm~r~t~ii!:~~!f t~:;¡r¡:. 
P27 l 4) • y\colagenasa. Jmglml -i(Sigffia,}C6885); :~; ~aj~;~1moyi~ierito".·;:;c;oristárite '.'a'' .una 

~::.:~:tJ:rZ1~&!5,::::}~~:·;1if ~·l~~~~~~~~:~~~~,~;;::~ :::~::·~ :: 
digestión ~nzimática co~tinua~a lm~i~ ~~~ Í~~,~;61J1~~·~6Ü ;~ca se dispersaban. La reacción 

,, .. ,,_,· ' .. ,-, _ .. ,,., .-

se deteníacon la adición de lmÍ de sÚerc/fetal bovino. El sobrenadante era centrifugado a 
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l 000 rpm durante l O minutos a 21 ºC para la obtención del pellet de células de teca. Las 

células se resuspendían con 9 mi de agua bid~stÚada estéril, se agitaban por JO segundos 

para lisarlos eritrocitos presentes y la ¡~~tonicidad se restablecía rápidamente por la adición 

de l mi de DPBS- lOx (Glist~~ et:á/., 2001). 'po~t~~or a la tercera centrifugación, las 

células se resuspendían en 5 mi ;d~ n{~cii.~,cl~'i4i;¡i~~: ' : .,> . . . 
, ,,,_.;;.,: :. ·..:.· .. ,';-

-_. ,~-;-.j~,;---:-~-~~~~~ ::ii~~-·-". _,, -·· ~~:'.~~·.' > 

La viabilidad de las células obt~~~d~s:~:::~::iÍlli.''l!tilizando una tinción de azul Trypan al . . ·-·. - ..,:',~ , . . . ... 

0.4% para discriminar y exclui~'i~i ¿éllilas riluertas. La concentración celuÍar se determinó 

con un hemocitómetro. 

Las células se cultivaron en unadensldad de entre 50 ylOO x 103 célula.~ con 95% de 

viabilidad por pozo, erÍ cajas. d~ cültivo. estériles Nunc. nalge~e; cN'Jnc :A./s, Roskilde, 
' ;• •;) •: ,• ', "• :·~ • - ' • •'..•., • e ' ; - • • • :• ' ,•• • • • -. '•' •' , •, • ~ • ,•, •, ; ' • • - '•<" • ,', 

Dinamarca)· de .96 pozos; en·un•_volmne'I1 "?<2.soµidemedi•o D1'AE~l2~(Mé<liu~ Eagle 

Modificado por ou1befr~.:s:f.d;r,~.·~.~~~.·(·'·g~i .. §J~.~t·i;~.~~0~,~~~~fi.k'1.3~J:·ú.:;gi~e~~.Hrt~.~~.fagen 
Corporation) suplementado •. con,: f5inM •'dé hépes:':(bic.arbonato~ ,; 100.füJ/ml '.de· peniCilina, 

. - ., -- --~-...,.-_.;·:\- ·.·: ,_~,.;·-->: ~:·:-':. ·,,.·:: \:: .. -::::·:;·: .:.~, >>::: :'~ '· ~;-~~.~·~~.~:?:\~:1.:-:t?~~~:\·r:;:~~'?;:(}~ _:_·"·<·:~:.:~'.:··<~:.':,:~:,~··,~:-_')~~:~:::'..~.·F.;··'.:·.·:!:~:~ ._ 
0.1 mg/ml de estrepto1Tli~ina,•o,: 1 % ~~ BSA,' 20µg'd,e'estíiidi()J!;~.sµg;riiLdt: tránsferrina, 4 

=~~~::i:;::·~~~¡:~~t~::t:b~e=~.:~i~É;íi.~:~~~~~X.'~!~!:c;~b::~ 
ó 7 días, cori 7Ó%'dcÚecambio delhiedio a la~':72 yT'.20'116ras. El cultivo terminaba a las ,_ .. ,. _-.-. ··-·· .... ;.. , .. ,_,_ _, ., __ .. · -

16s horas, <lt)Üci~se·~~traía la últim~ muest;~: .··• T > 

DISEÑOS EXPERIMENTALES 

Efecto de LH e11 la prod11cció11 de esferoides 

El efecto . de la LH sobre la prod~cción •.de .·•andrógenos, progesterona y relación 

testosterona:progesterona en células de ¡~·tec~ de.bbvi~o' in vitro, se estudió en 3 cultivos 

independientes con células proveniente~·cle~fól}~úlos :peq~eños y folículos medianos. Se 

determinó la dosis óptima . de ·• LH. ~J~' •)JiÜdtÚe~~ ~ n~a~tuviera niveles máximos de 

testosterona. Para ello, cada cultivo ~éJ~iÓ.· c'8Ü 24 réplicas por dosis, las dosis de LH 
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probadas fueron O, 0.1, 1 y 10 ng/ml, y las muestras (obtenidas a las 120 y 168 horas) se 

mantuvieron a -11 ºC hasta realizar la determinación de testosterona y progestcrona por 

medio de Ja prueba de ELISA. 

Determil1ació11 del efecto de lepti11a y su b1teracció11 co11 LH. LH/IGF-I o IGF-1 

Se realizaron tres cultivos subsecuentes e. independientes para probar diferentes dosis de 

Jeptina recombinante ovina (O, 0.1, l, 1 O y· 100 ng/ml) y sus interacciones con 1 ng/ml de 

IGF-1 LR3 (Gropep, Pty Ltd Adelaide, SA) (Grupo IGF-1), 0.1 ng/ml de LH ovina (Grupo 
.. ,.·'···'-'.-: .. ,c. 

LH), Ja combinación de 0.1 ng/ml d~:ff.H y 1.ng/ml de IGF-I (Grupo LHIIGF-I) o Ja 
. .·",' ' ··-:,:\~' ;,:. ' , .. ·; . . 

ausencia de LH e IGF-1 con las di.f~~~ñies dosis de Jeptina (Grupo control). Cad~ cultivo 

contenía 4 réplicas para cada tratami~~{b.ÓadÓsi~ de O ng/ml del grupo control fue repetida 

8 veces). Las muestras se obtuvieron·~ l~s· 72yl 20horas de tiempo de cultivo, las cuales se 

mantuvieron a-11 ºC hasta reali~ar la de.~eril1inación de testosterona y progesterona. 

CONTEO DE CÉLULAS 

Al finalizar Jos cultivos celulares a las 168 horas, se ~_stimó la. densidad celular 

por el método de azul formazán. Este método se basa~~~·.Ja C:apacidadde las células 

vivas para reducir la s~lde tetrazolium 3-(4-5-dimetiltrazol-2~.Yl)-2-5Ebrol11uro de difenil 

tetrazolium (MT~,}si~~a. M-5655) al producto •azul f~~liz~. E~ta: capacidad de 

transformaciónc,s~~t~rd~ ¿orno proporcional al número de,é:élulas vivas, ya que el MTT se 
. . . , .. - ·. - ''· .. -····-~. "''• .. . . ,· - . 

transfori:hi''~J'~T~i'rdr:Ilazán por medio de la enzima sucCinát~~t~tfaz~lium reductasa la cual 
." ". ,,,:. ~-.·,;·-~:','.i·',;''.;,~:c:·L'<j:J,,' ;.-,.. . ·. .:.· ·• ·.~··.. . ,•, . 

inici~hl.'C'ád~n~''fe~pi~atoria en la mitocondria y ú,nicamente ~s activa en células vivas, por 

ende, est~ c~aci~i~stica auxilia a discriminar las células viables (Berridge ~dTan, 1993). 
;1 ····<.:<:-_f'\)>~;;. ~-~·. : .. ' .. ' . - ·" .. 
' ·~ : ·.->~ ·~<-~ .. -· 

Para lo ari~~~(i~.c,·~l final~zar el cultivo ~al~s 'i68:'hor'~ se extrajeron\fr ~I I de m~dio. de 

cultivo y se ~fi~di~ro~ 2Ó ¡.t Id e M T;T ( sll1g¡1n1)a lis u'spensión celular restante en cada 

pozo. D~spués de 24 hC>ras d~·inc~b~~ión a 3 7ºC las células fu~ron lisadas con Ja adición de 
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100 µ!/pozo de buffer de lisis ( 10% dodecil sulfato de sodio SOS, en O.O 1 N HCl, O.O 1 N 

NaOHy 1 :lde N-Di~etil fonnamida:agua) se reincubaron 4 horas a 37ºC. Los platos eran 

leidos en uri espectrbfcitómetro Spectra Shell 'Microplate Reader MRX (Dynatech, 

Laboratcirie~) a 63oYn:rii .. L~,'absorbanci~ fi.1e r~.l~~l~nada ,directamente con ·c1 'nú_n-Í~r~ de 

células.· .. vivas, ·i~ediante .·'una· .. curva estándÚ:~,i~~lizada . para cada cultivo: s~)¿~t~~o . ' 

incub,an?~·s}.1'óf ~.~1~1~s,v;i.ab1:e~/~~:;~;?,~~t.iii~i~I~&Ei.~C>.·,~.º~.--.10 .·~,i· .. ?:,~.m~"ii;~-~;~12~Mt·}f ·le · · 
añadió .MTTy.sé h1cubó por.24 .horás.'Poste(ioi-fuente';se dés.p~~arolllas'~Ólul~s, ~:]is~ron 

~ ;::.1~2~:o~¡ii1;7JJ.·~~b~t;Ó~~~~·~¡.!~~~;~:i!~~~~~~j1~l7:í~K\~o6;:; 
sextuplicado. 

ENSAYO INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA) PARA 

TESTOSTERONA Y PROGESTERONA 

La producción de testosterona y progesterona se determinó por el método de ELISA de 

competencia indirecto, utilizando un segundo anticuerpo sin purificar de origen equino a 

una concent~ación de 1 :300 unido a la fase sólida (placas de 96 pozos de poliestireno 

MaxiSorp, Nunc Inununo. Plate) .. Después de incubar. por una noche ~ 4°c, ~e lavabán las 

placas en cuatro oc~iones, :y ~e incubaban durante 18 :a 24' hrs,'6c:>ri ef · ~tibfhrpÓ}spc;;cífico 
: ·:: :}:, r~-~-::t~,;.;~}::~;.' ·;í:~~:=.:~:; ··:.:~~; ·· ... : .i { :. ~. ·~··._ ·· ,_ · : . . . -:. : .:··· :·:: -::·:_./-:._ '.·;~~·,;:~', ~':/.~':'·.:-;?;~~·:::.-~t'.~;-;-/:'.~~'-:)·¿~:e~~z~~:A~u:<-:<;?.>: \:::'.<.- ! 

contra testosterona (1:24000) 'o pro gestero na ( l :32000) seguri'et ciiso;1:.rurr11'.ucs,tras :q :.20), 

:~:::~!!$~~~~~~) ~;::o~)7lo!ee;;::[f~i~\~Ef~~il~~¡f iili~~~ 
se lavaban y se adicionaba el sustrato (ABTS,2~~·azino-bis ácido 3.::etilb~l'J,Z~:~.~1.az;<¡>lme-6-

sulfónico) (1 oo µl por pozo). Posteriorrrierite ~6,iri~Übó'Úha,hora rilás'~'3'o,~c!.Y:(~spl~b¿¡s se 

leyeron en el espectrofotómetro a 405run. L~s dat~s obtenido~ por el ~spcC:té.íC,otl)~etrC> se 

analizaron con el programa UniversalAssay Zap (Bcdolla et al., 1994). 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico para.Io.s tratamientos hormonales se realizó por medio de un análisis 

de variania,,se :ÜtiHzÓ elp~ograma ·estadístico ~ornputacional 'Genstát; Las producciones 

;1~~llif 611~~;~¡~i1i~ll~~~I~f~ 
datos a Log n se réalizó pará'cori-egir:lá heterocedasticidad deJa.varianza;yse revisaron los 

, . -~'-·'.~~-', >.::-~;:.--;:'.:y·~-:::,r~~/i)::(,'.~::-~f:\;·~:::~:;~~¿:::~-::_~;/,~-~~:-~·/:~·:.-.\ .. -:-"~?;~·~>:·<:~-,-;-L.:. , :~, ;;_ _; _- j;~ .. --~-~'.·.:.·:·->!·;f:-_;')L\·::.~ ... '{~?::;'_ -{;/.:-::,~ ·s-- ~:-·r::>-- : __ . ;·:·.:·: .. -, ~-~'.:'/ ·: º:-~- ;·; 

residm1Jes'.para vérificaI' que Ja transfonn~ción a Logn ~orregía•Jahéterocedásticidad;' La 

transrónii~c,f6~:ji'¿;k;~~;ri~ rii~
1

~~c~~~ª para el análisis •. d·~(ll¿n'.i~r~ de células ... ·.. .. 
. -····"' 

El mofaeto' e~t~~istico . incluyó com~ variables dependientes o de respúésta a la 

prodticción de testosterona o pro gestero na; 'la' relación testosterona:progesteron~ y ~·úrnero 
de células vivas. Las variables independientes: 

A) Para analizar el efecto de LH:. dosis de LH; tiempo de cultivo, t~~~"(olicular e 

B) 

interacciones dobles y triples. · •. .·· .... ' . . ·. . . ·. .· •< :; L.fi~';'.'·t '.::;, ··. ·. · 
Para el efecto de leptina: dosis a~·Jeptina, cotratan1ifntos (~H{IG¡¡l¡;~·fI-i;ldF-I y 

grupo cont~ol), tÍémp6:;~6:~J;ti~á~}~~a~¿_ f~Úc~llll". e'i'1t~~rlci~fi~~~~~~bi~~;:i}~~les ·y 
,•':/• ,· .. : .. :."'-;.:-;.'.'···· 

Así mi:::~::~: v~á~¡e~ ~leat~~ª~ ~~ don~fa~~~::'.{¡. :,~~l~i0o.')'
2

I~~;pozos. El• análisis 
,,, .,, 

estadísticopara~etérrninarel efecto en el níÍmerC>de'c~l~lasiné:Íuyó a lascélulas sembradas 

al inicio del cultivo como covariable. 
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V. RESULTADOS 

EFECTO DE LH EN LA PRODUCCIÓN DE TESTOSTERONA 

. . ' -

En general, la LH a concentraCio.ries de 0.1 ng/ml esti~uló la producción de testosterona, 

mientras que a concentraciones mayores~caÚsó 'u~a disrriinu~.ión altlimenfe significativa 

(P<0.01) (Figura 1).Sin.elllbar~~,'j~ubo tin~ inter~cciónsigllificativ~ ent.re Ja·concentración 

2i:ljif l~íif f }¡1~/f J~1!~~,~~f f iil~f ~r~Ee~~ 
LH (P<O.O l.)}y"c'Ol1 ü(~iintidad ··producida coh · 1~s ;riisn~·~~~d~si~ ~ Ja~ i 20 horas d~ cultivo 

CP<o.01) (°Fi~r~~tJ/::'o > .·. . . . 

No hubodfr¿ier1'cia estridísticamerite significativa en la producción de testosterona debido 

al tamaño ;thÜéul!Íi- ci>':>o.05), ~i en la r~spuesta a la LI-I debido al tanmño de f~Jículo 
(P>0.05). 

EFECTO DE LHENLAPRODUCCIÓN DEPRQGESTERONA 

En forma general, s~ observó que lá LH_ estimúlÓ la producción de progesterona y que los 

incrementos fueron' estadísticamente signÍficaÚvcis en .forma dosis dependiente a la 
,. '" '._,,:·.-: .. ·:~ .. - .)· ''··'.•".·-· .. ·· .. '-,.~-<- ,-~·:··.'·~· - _. 

concentración de LHi(P<0.01). Sin embargo, a las>16s horas de cultivo, con la dosis de 0.1 

ng/ml de LH la producción d~ Jrogcstero~a'dis.m'inuyó en un 18% en los folículos pequeños 

y un 50% en l~s folículos ITl~dianos, cc>nrespecto a. la cantidad producida a las 120 horas. 
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En contraste, con dosis de l y 10 ng/ml de LH, la producción de progesterona en folículos 

pequeños a las 1.20horas fue, respectivamente de 148 y 232 veces superior a la producción 

observadapor célulÍlssin el C::stímulo deLH (P<0.01). Para las 168 horas, dentro del rriismo 

tamaño foli6\l1~.}6C>ri}as' ~ismas aosis, la producción de progesterona aumentó.·: l 33y 164 

5~~{f illli!iiJtI~jf~i~~:~~~~;~~~:e±gi~~~ 
No hubo diferencias estadísticamente si~ificativas en la producción de progesterona 

entre.los diferentes tamaños foliculares utilizados (P>0.05). 

EFECTO DE LH EN LA RELACIÓN TESTOSTERONA: PROGESTERONA (T:P) 

La relació.n en la pro~uc~ión de testostel"ona:progesteroria se mllestra .en· la Figura 3. 

=::i~ll!líilii81!!l;ililf f illtilll~:;;,;:.~ :·~ 
en de· 43···.·Y'4?% .~parai;las:~.12.0 ;;ho.r~sc,en~Io.s ( fol1c.ll:l.os.~ peq11eñ()S:'.':1lesu.ltad~s;s1m1lares .se 

.. - -_:~; ~ .:_ .' .. ~<· :_ '.:'. ¿,~'Y;/.',~-: '.;~?'f ~.-~ ;i·f ~f(,s'i~~'-If/~t~'.. -:'.:~·::~~}·~~ .~~~:\~~\,:•?:~·~,-:i; :•rt:· ::;i.1':~.;;:?:;.1;p,;;;;~~-~t{!;1/- .~/f :~f'~:}I}:f ;.;:~:j~r~ ·"·· 7Y.',~': :.if, ~;;·;_~~:}:· ;:~it:; ~ ~:r.~ ,-~ :--.~1 ~- :.: ~::~: .:< : . 

observaron ,.a :IáS •168' horas;·dó.nde:Ja•dismiriución ifue:de;49 :5 ;y'.52%:· en 'el.• misínó .•tarriaño 
< ._,· ;: ··'; ,;.':'. ,._·,¡ \:?~·/,~:í~i~;i.:;~;·:::;,~ii'. :~~;~:. :·:.:-. ·;.~~; ~· :: :\·:.:.:\.":>~· ·;_: .:·:,:. :~ ?, \\;:.~:- :.;~\~~~~ii'.·'·l!~~s'.·::,~;~;;:;~.·\:::'.:~r~i~;\''~;:< ~.:;y .. ·,:<,\~~:<¡\,:;~\<.{~ ,_:·,.··~'.~:s·f; .. ·~"~';, ),·:: ·'.:· .. ·~.·\.: .. -- ·.; · : -. 

folicular.· Las ·misriias coricerifraciones disíninüyeron;3 1 \y'32%>Ja'relacioh:ff:P •eri'folículos ' 
_·.: :. . . ·'. :- .· :_.'. •:t ht~ ·~-·~,::tú<~:;~·~···-'.Y;~ii?.'::p;,V,f\' ·J);'(.~\}:~;·\~l?~::?~~~:~".;-~~·r;.:\~~:·'.if~.;:'.'~~/b ·;'.é1i:f,>: :;:!~~{.:~·:~,e•:~~~~~.\~?. :_,,~1~.~,,¿;'S;:--':{~:!,::~~Y.~< .'·::.(''.:·:~·":'·Y,' f''. ;',:: .:: . :. ':. ·.' ' 

medianos·.a:::las;;12.0:·horas'.'y;se;redujéron:eri:uii:42¡y;43'y.i~á:las).168'.hoi:a:s·de.'cultivo;.en 

com)Jaraciók'.~~,~~·li~.;d~i~í:~·~ih'tEWJ~~:~·~IB,~iki'{~::~~~¡'~~¡J;d\;J,fl···~w~1~~i~duj()'~·~···~u~~nto. 
de un. JO% ?'ara las·; 120 ho.ras :y 30 °/.; • p~~~ l~s' I 68 hor~~ ~n róúculo~ pequeños, comparadas 

". • . "- . . ,: .. .,, "·· : -· . ',' '-::" ... ·:;: .. ·,,'; .• e-,·" -

con las células con ausenci'3.de LH.: Erí eÍ.caso'delos folículos medianos, se observa una 
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disminución del 9% a las 120 horas y un aumento del 10% de la relación T:P a las 168 

horas de cultivo, en comparación con las- células que no estuvieron bajo el estímulo 

hormonal de• LH, indicando esto, que a_ concentraciones superiores a O. 1 ng/m 1 de LH -se 

presenta luteínizáción de las células. 

EFECTO DE LH EN EL NÚMERO DE CÉLULAS 

El número. de células de -Iá teca de~pués de Í 6S horas de cultivo se presenta en la Figura 
. - . . - . . ' . . . . ' . . - ' - - -

4. En general, puéde observarse que la LI-iprodJj() un descenso en el .número de células 

(P<0.01) p~o~enici~t~s de f~lic~lds p6~ueños ; mediki6s; confom1e aumentaba la 
concentraclÓncieLH. - . . -. ·-- - -··- . 

Con basea.;los resultados anteriores, se estableció la dosis de O'. l ng/ml de .LH para los 

cultivos subsecuentes. 

EFECTO DE LEPTINA Y SU INTERACCIÓN CON IGF, LH Y LHIIGF EN LA 

PRODUCCIÓNDE TESTOSTERONA 

,._:_:' .. ·.- __ ·- -. . -

La adición de IdE~f~al cultivo, aumentó la producción de testosterona en células de la 

teca de bo\lino a.Ías '.12<h~ras, in~epencli~ntem~nte de la pres~ncia o ~úsencia de LH 

{P<O.Ül). -~in e~b~go, h~b~':uF~jp,~~f~c9i§n·e~;tre/e\ •. trát~tnierito d_~-_IGF~I:y H:0CJF71 con 

el tratamiento. de _-IepHlm.'.la'qU~-¿?ri'.1§ ·adl~i~n'.de·lépti ~i(O-. I-- ~{ 1 oó ~g¡riil)Y.~5:t~; a~rnento 
en la produc~ión d~. ~est~~iei~~a~~~-·fü~:-g6s~ig,~d~·¿¡;.¿o_(}¡ ) .• No hubo· e.f~~ic>~·á;-[:~~i~~a· en 

la producción de te~to~teró~~{~;o.bs) ;~~-;~é1Ü·1~i d~ lateca~n ;~s: ~º~ periodos de tiempo 

estudiados, independiente de !~~ ho~o~~d ~;oficas pre~entes (FifÍura 5). 
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EFECTO DE LEPTINA Y SU INTERACCIÓN CON IGF-I. LH Y LHIIGF-I EN LA 

PRODUCCIÓN DE PROGESTERONA 

' . 

A las 72 h de cultivo, la leptina no tuvo efecto·sobre la producción de progesterona por 

las .. células incubadas del grupo control o , incubadas con Lli. Sin eri'tbargo,. en ~élulas 
incubadas conjuntamente con IGF~r; 1~• .. 1eptil1~ n1ostrÓ .·~r~ctos'i.cl1Íbitoíi~s ;sC>bre•·.·1a 

:3·::::1:;::.:::::::r;~~~J~~~~ii~~~~¡~g~~~~r~ft~~~~: 
tuvieron menor (1 Ong/ml) o. ningún(! OO:.ng/ml) ;;.efecto estimulatorfo en-· la producción de 

-. . -. '·· -.··; '.'_:-.,~--- , ·.·¡.<,:.- ~(<,~~,,;""._?/i!_'~-'i-:/V,;,'.·-, ·.:·~.'~:i?;~:->':·. ;_·{!<:..:;· ~\: -:;·." :-.·,~·-_.:\)''::·_·:::~ '.'.:·:-.:<:.·. · ·'.-- ·, · 
progesteroria (P<0.01 ). La .adié::ióii'de' LH -:eIGF7l. áumentó :Ia producción de progesterona 

. -. -_ < --_ .. - --- _-_ (·:__ ¡~>- .. ;-~- ·:_:-.\ ... ::-:;~-.. ,~ .. -(:J?·,·-~;?V>:i.;;?>>/·.:-:.:>--~;~_:/.;._:;. ·-:_,· ·_ ... _->->::::·_-,_:-.;·_,}:·:::~~y>)··,:. _: '. ·.. . 
por.•' ambos' tipos.· de . folículo!<:Bajo ·.·.éstas >condiciones;' la : foptina •mostró poco efecto - ' - . . _· '"~ -. - - > .,_,-._ ---··: -. -_•J.. . •• -,\' •• .. , '- - '_ ..... - -· ,.-, :. -·. ·. " .·, ' 

estinmlat~rio a do~is baj~s. sin ~mb~~~~·: á'dosis ~itatse observó un efecto inhibitorio sobre 

la produc~ión de p~oge,sterona par~ células de folículos medianos y pequeños (P<0.01) 

(Figura 6). 

EFECTO DE LEPTINA. Y SUJNTERACCIÓN CON IGF-I. LH Y LHIIGF-I EN LA 

RELACIÓN TESTOSTERONA:PROGESTERONA. (T: P) 

·, • - .. - ... < : 

El tratamiento c()n leptina no ca~~Ó ca~bios :si~ifié:ativos (P>0.05) en la relación 
_y • ,, •••• •• -.· •••• - ••••••••• ' ··.' • •• ' 

testosterona: progést~ro.na en célul~s· d~ folí~~ios medianos (Figura. 7). En contraste, en los 

folículos .pequ~ño~};cixi~tiÓ .'un frn6~~iii~nt6 e~<1ri r~iaciÓ~ T:P adosis ·•altas. de•leptina, 

probablemente causadas. por. el .·de~ieménto · d~ ~r~~~st~~~~2a ~~~as mÍsm~s dosls (Ver 

Figura 2). 
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EFECTO DE LEPTINA Y SU INTERACCIÓN CON IGF-I, LH Y LHIIGF-I EN EL 

NÚMERO DE CÉLULAS 

En ambos tamaños . foliculares, el tratamiento con leptina estimuló. el número de células 

conforme aumentó la dosis de leptina hasti l~s · l O· rÍg/ml · (P<O.O 1): Cuando el tratamiento 
' - .. ··._ . - . -. :· '• . ' .' -· .. ~ . ·: - . , . . - - . -

contenía IGF-I, álll!~1dro d~ C:é1u1i~ ~~fnent~bá'~c()n respecto al cont;ol en las células que 
__ ,·."·-;·.··-··' _. -~-:-·-:,,_,·,,~,·>-'"~-----'','- --·--,-· "-·- --~-- -·-.· ·.- , '· -·. "-,--

no contenían leptiri~: p~~~ la'C:orijÜ~c::!iÓn de l~pt:Ín~<e IGF-1 provocaba tina disminución de 

las célul~ .d~ !~1 teca ~¡-~~aL~el ~~J;l~o 'c-~~~-~l) ·(Figura 8). -
- - - ~ ., , ,. . ·! .;_s·»-., . ,. . . ., , . ._ .,. -.. : _,,._ -··". ~ ·,. . : . . , 
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Figura l. Efecto de LH a concentraciones de O, 0.1, 1 y 10 ng/ml en la producción de 
testosterona de células de la teca de (a) folículos pequeños a las 120 horas, (b) folículos 
pequeños a las 168 horas, (e) folículos medianos 120 horas y (d) folículos medianos a las 
168 horas. Los resultados muestran la media y la barra de error representa el error estándar 
de 3 cultivos independientes, con 24 observaciones por tratamiento, con una significancia 
de a=0.05. El efecto de LH y tiempo de cultivo fue significativo (P<0.01) en can1bio, el 
efecto de LH debido a tamaño de folículo no fue significativo (P>0.05). 
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Figura 2. Efecto de la LH a concentraciones de O, 0.1, l y 10 ng/ml en la producción de 
Progesterona de células de la teca de (a) folículos pequeños a las 120 horas (b) folículos 
pequeños a las 168 horas (e) folículos medianos a las 120 horas y (d) folículos medianos a 
las 168 horas. Los resultados muestran la media y la barra de error representa el error 
estándar de 3 cultivos independientes, con 24 observaciones por tratamiento, con una 
significancia de a=0.05. El efecto de LH y tiempo de cultivo fue significativo (P<0.01) en 
cambio, el efecto de LH debido al tamaño folicular no fue significativo (P>0.05). 
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Figura 3. Efecto de LH a concentraciones de O, 0.1, l y 10 ng/ml y la relación 
testosterona: progesterona en (a) folículos pequeños a las (O ) 120 horas y ( 13) 168 horas 
(b) folículos medianos (O ) 120 horas y ( EJ) 168 horas en cultivo de células de teca de 
bovino. Los resultados muestran la media y la barra de error representa el error estándar de 
3 cultivos independientes, con 24 observaciones por tratamiento, con una significancia de 
a=0.05. El efecto de LH, tiempo de cultivo y tamaño de folículo fue significativo (P<0.01 ). 
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Figura 4. Efecto de LH a concentraciones de O, 0.1, 1y10 ng/ml en el número de células 
provenientes de (a) folículos pequeños y (b) folículos medianos en cultivos de células de la 
teca de bovino a las 168 horas de cultivo. Los resultados muestran la media de cada dosis 
de LH, las barras de error representan el error estándar y la línea horizontal muestra el 
promedio general de células viables sembradas en 3 cultivos independientes, con 24 
observaciones por tratamiento, con una significancia de a=0.05. El efecto de LH fue 
significativo (P<0.01). 
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Figura S. Efecto de leptina en concentraciones de O, 0.1, l, 10 y 100 ng/ml y su 
interacción con 0.1 ng/ml de LH ( A )ó l ng/ml de IGF( • 1 ó O. lng/ml de LH y l ng/ml 
de IGF ( O "'\)'en el grupo control r·o 1en la producción cle testosterona en (a) folículos 
pequeño~a lasl72 horas (b) folículoslpequeños a las 120 horas, (e) folículos medianos a las 
72 horas y (d) folículos medianos a las 120 horas en cultivos de células de la teca de 
bovino. Cada punto representa la media y las barras de error representan el error estándar 
de 3 cultivos independientes, con 4 observaciones por tratamiento y por dosis de leptina, 
con una significancia de cx.=0.05. El efecto de JGF-l aumento producción de testosterona 
(P<0.01), sin embargo no hubo efecto de leptina en la producción de testosterona (P>0.05). 
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Figura 6. Efecto de Leptina en concentraciones de O, 0.1, I, 10 y 100 ng/ml y su 

interacción con 0.1 ng/ml de LH ( A J o 1 ng/ml de IGF I ( • J o 0.1 ng/ml de LH y 1 

ng/ml de IGF 1 ( O J y en el grupo control ( O J en la producción de progesterona en (a) 

folículos pequeños a las 72 horas (b) folículos pequeños a las 120 horas, (e) folículos 

medianos a las 72 horas y (d) folículos medianos a las 120 horas en cultivos de células de la 

teca de bovino. Cada punto representa la media y las barras de error representan el error 

estándar de 3 cultiv~~ in~ependientes, con 4 observaciones por tratamiento y por dosis de 

leptina, co~~~ri~ ~igriifii:~~fa de cx.=0.05. El efecto de leptina a dosis bajas aunado a IGF-1 

fue esti~ul~tori6'¿~ I~ ~r~d~cclón de progesterona (P<O.O 1) y a dosis altas de leptina fue 

inhibitorio (P~O.O 1 ) .•. 
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Figura 7. Efecto de Leptina en concentraciones de O, 0.1, 1, 10 y 100 ng/ml y su 

interacción con 0.1 ng/ml de LH ( .Á. J ó 1 ng/ml de IGF ( • J ó 0.1 ng/ml de LH y 1 

ng/ml de IGF ( O J y en el grupo control ( O Jen la relación testosterona:progesterona en 

(a) folículos pequeños a las 72 horas (b) folículos pequeños a las 120 horas, (e) folículos 

medianos a las 72 horas y (d) folículos medianos_ a l_as I 20 horas en cultivos de' células de la 

teca de bovino. Cada punto representa l~;_<m6dia/y.la~ ~arras de error representan el error 

estándar de 3 cultivos independi~rite¿~~~~;~-~'i~'riJ~~iÓ~es por tratamiento y por dosis de 

leptina. El efecto de leptina no causó ef,~~to~ ~igJifi~ritivos (P>o:os). 
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Figura 8. Efecto de Leptina en concentraciones de O, 0.1, l, 10 y 100 ng/ml y su 

interacción con 0.1 ng/ml de LH ( A ) o lng/ml de IGF ( • )ó 0.lng/ml de LH y 1 

ng/ml de IGF ( . O . )y en l'.l, g~p~ .. c()11~C>! : (e><> i1i:n ~11111!11.c.r~ .. d~ f~l~.1.a:¡,~11 ~~) f olícülos 

:::~ (~~ :;~:;t~t~~~~~t&~t~~~~t!i"(i~~~~l~f f ~~~r.::: 
mdepend1entes, con. 4 ·~bservac1onespor'tratam1en~()·YPºr dos1s'<d~';leptm~. El efecto de 

leptina aumentó el ~wriero d~ ~él~la~ (P~g~o.1).Yel ·(;0'tr~:t~i~~~6'c6~<rof' .. 1·'J¡~¡ri¡~uyó ei 

número de células (P<0.01)/ 
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Figura 1 O. Cultivo de células de la teca de bovino con a) 0.1 ng/ml de LH las cuales no 
muestran morfología de luteinización, se aprecia una apariencia redonda con formación de 
cúmulos celulares y pedúnculos con células alargadas y b) células de la teca con 1 O ng/ml de 
LH con apariencia de células alargadas que simulan fibroplastos y forman una monocapa típica 
de cultivos luteinizados. 
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VI. DISCUSIÓN 

En este estudio se encontró que la leptina a dosis fisiológicas (0.1 a 1 ng/ml) estimula la 

producción de progesterona en células de la teca de bovino in vitro no luteínizadas (Figura 
. . 

6). Adicionalmente, confirma que la leptina a dosis superiores a las fisiolóitcas~jerce un 

efecto inhibitorio en la producción de progesterona, y suprime el efécto estimulantede IGF-

1 sobre tas céhi'las de la· te~á.-_ ~ 

Eiie 2onff~,U~e'~ ~~~ec áiUdio que preoenta efecto< e<timul~te< di l~)ep\i"" a d~''' de 

0.1 a l·~g¡~i'.~ff i~.·;~~~"d~c¿iónpr~gesterona por células de la teca (Figu,.a:6). Sl~ilarmente, 
se hal1 detri6~tradlefeétos. esthnulantes de la leptina en la producción de pr~gest~rona por 

. ·-. -- ·•~•l. :;; ••.;-,.y;-.-;,•'; - ." .. • •• :;·,-.-, · · ·''-é:•r .. ~· · "'• > • ·; 

las células de la granulosa luteínizadas del humano, cuando se administrá'el1 dosis de entre 

1 y.JO ~~~l~"®t~;:~i et al., 1999; Ghizzoni et. al;. 2001) i.~;~i~~i¿m~rife, po~ células de 

la gral1ul~~~Iiit6í~Ízadas de porcinos con dosis delO á'100/n~~í~{Il~ii~cortés eta/., 

2003). 's¡fi;~~b~rgo, la mayoría de los autores coinciden e~ q~~ l~:Í~~~ir1a posee efectos 
. ~:··;_'";:··,:.:\.z~._:y,/._-'·.,_ -- ...... -.,··,>\·:<·:;·~-.:>\:::~.::_°'::'.<:~.:::">-'<:,<':- ~~·- .. 

inhibitorios sobre Ja producción de esteroides. Spicer and Francisccí,(1998), encontraron 

que,dosisde lOa 300 ng/ml de leptina inhiben la producció~-d~~r¿~e5,~~r~na~ncultivos de 

células 'de la teca de bovino. De la misma manera, Grn;·se:~·~i;'X{(~oo~)··d~mostra~cm tin 
·.·.•·. ·. ._. : .· • - ':'. ,· ·- ~-.\-.:, ... »': ., -·:~·:.·,.,,,_: .. ::,·,; ;;¡~''.~·.'-"- <":·- ... ,-·<.-. '- '··· - : -

efecto inhibitorio sobre 1 a producción de p rogesterona cC>n,2,o;y';30 ngtl1ll 'd6:1eptina, eri 

cét~Ías.de .. t~ granulosa tuteínizadas de.ori~enc~';~~~~Í:··~~Ii:.~~}1:,~f~f~~'.~}é~t:~~-;1~~.~~[ef;fºs.de. 
ta 1eptina sobre 1a producción de esteroides e.n.1as:cé1ü1as'Wtic~~_1¡¡res.pareéé'e~ru--·ex(JHcada 

por• 1.as .•. concentraciones . de c~ta .•.. ho:~0r~.:;n~~~~i~t~I"%+fü~'§:~1~g~~;~i~~Í,~~i#,f l~~~&~~~s· .d.e 
leptina' circulante en bovinos se encuentran érifre·;r51 5}ng/ml éri yacas''detgadas'y~de 5 a.1 o .•. 

-.: ~ . .. ·-:- :·- · ~, ·: :: :~ :.- ·. :.-.~ :'. .. -,·_·:.~ ~-:--::.>;i:?-~·~i:iffi?{:~:1~:r~::~~;;~~}-.:_¿,~~:,;.·.~~;.~:·.?é?.:-:)%2)~t\f.:~~~f:.:-~~~~i;:rr:~~~~/~;~Il.~~r~i!~~--~~:~·&?~~:x·~:_~I. ·~:/ .... -·-. . -
ng/ml en. vacas con cond1c1on ·corporal ·moderada';(León''et.:a/.;\(2003/eiJ'.p rensa): En este 

._ · .. ·· , .i _ .·· · .. :. '.. ·¡· ::.- : .. _: _._,. __ - . ·--~ -: .. :t~.-· .. · .:.!::~r} :::.:,~:~!:~:~~~¡.t"~. \ü·.~1::Y:~i~;i·;~:::t:\:(:~:<-J.Y::\.,~i::>:~~~-:: ;~;l'.',1.;·~.i~!i.J.i::~;:;:~~'.-::.!)~:::-:%·i~~<:~~:i:c~~J'.~:r·t :.~:·~::.l·:~--. , . . 
estudfo, ·las dosis. de. leptina superi°:~es /a.' los:.¡ O n glml,tu~ierori; u.ri. efecto negativo en la 

pro?ucci.Ó~cte·;·.P~°:ge;t~~<>~~:,·~3.Vi~I~~;~~:~~:~;~{~~~~;~:,',~~~~~%~,Í~~~~~[,~~J~E~~f;~;{'.~~i'"~osÍs 
inferiores. causaron efectos estirriúlantes(CoinCidenterrieiite;"IOs'~frabajós ':cori''células ·de. ta 

, . , · ", .. ~ .... : . ,º',-:'- ·.":_< ?:1 :;::· '·: ·~::~~.,:· ,~~~~· i :i~ \.,:::;,--:<<;,~ ·._?,/· :: :~:.:.'.\~1·:::1~¿.;{~}i;~.:f:¡:l(~~;~~~}~:@:';:t~{:f:'.~."~~--?;,~·I~:~,:t~;:~-:,~9.:r¿~;!-:::2{i;·~·:ff~~"'-:;#!X~~f::\!f;~?-r~:;,~'.'.~·-~'. ··:·:~I'-· : :»· · · · 
granulosá en donde se observaron ·efectos éstin1ütiüúés'de'tii)eptiiia 'S'óbre' la producción de 

"· ,,: .·. ,..~~ ~(-·.·., -: .. «-.• . ··-:· - --·.~;~~.: ·:· ·.(; ;:·';~·:.·.\·:_.'·Y~~·:j::,;:<:,;~~l;).'.t)~':~::.;;f'-':_2:~,\;6~.:::;,-~_: .. ~?i/.;~'.,~·:,);~2,.~'.'.:~. };~("~-_7:/:~--~:-:;-((:::;.- .~;:. ·.: ._ > 

esteroides utili.zaron.concentra~fonessi.nil.aresalas·•.fisiol~gicas •. c:-1 o•ng/ml), mientras que 

los efectos neg~dyos. 'se 'pt~~;ri·t~ro'~X~~;¡~~·~~~;ii~)Jl~~iJ~· ~b~~·e~~~aciones similares a 
·-'- ,· -~ .. ,-, _, 
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estados mórbidos como la obesidad (Botella et al., 2001; Spicer and Francisco, 1997). 
- --

Luego entonces, -la respuesta·-a-~la leptina parece tener un comportamiento bifásico, con 

estimulaci~ri cuando ias concentraciones son bajas y similares a las observadas in vivo, e 

inhibitorÍas;;~uando'-la(iep,tina excede dichas c~nce~traclones. Para el caso de la especie -

porcina, l~(ni0~i~~-:fi~i~lóglcos ~e leptina se encue_ntran -entre los 1.5 y_ 5 · ng/ml (~uíz~ 
Cortés e;~/.',i()Q)j','encontrándose un efecto.estimuliinte con dosis de ÍOng/~lde,le;!ina. 

. . . · .. , ,- - . - . ·, .. :.:,):·...:-:.~··:_'.l'.' '·L•··'" 

Es posible enfoñces'que exista una diferencia especÍficáde especie, ya qué lapr~oucci~ride-. 

::::::::7~:.;:"t:;~~·~::'.º,~~'..~~tit:~ .. c¡:~~º;,~4~~··~~~~-~~";~ 
Cortés et aL, 2003), ent~nto. q~:.erefecto,inhibitorio~.curre c~n-10 riwrii1'N~~[h'o~):(Spi~er 
and Franci~éo, 1997),-~o ng/~1-Je l~ptina.(h~:nanos) (o~eise~ et~ti~~OO)-y-1000 ng/ml . . ,• -· ·.,..,· . .. - - . -- . 

(porcinos) cR~i·i:CJ'rté~~-:~~-'.~l.~)2'~'~53).>·~·-,.·/· -· 
... ---.~_·\<"'---·~·-··_:·.~-.'· .. '-·{..::;~:~~-:-~.-;>'-':.;~.~:__.:" ·.- ,' .. ~_-· .·'. ___ . 

También se ~a ·?~~~s~Í~~~-?~q~e~~Ía'~·de _-efecto_• dela,Í,e~Ü~~ .• ;si~r~':J~ .pr~d~cción -de 

progesteroria en cultivós débélÜlas',dela.granul;(,sa no._·_lÚteínizacÍás'. D6hecho,.Zachow_and 

Magoffin ( l 99;~•:c~_r•:~~r~~~~,~~-'{itF ~-·~·~~i s·~~.~;¿~·~/Tl~i~~~~~ti+~:,;.f~(,~~.T,~,;~~~~~I ~( al. 
( 1999) con células de·. ___ origen•. hurriano iY concentrációries':: dei;SO.~.rig/mF,de '.: leptiria no 

·. ·-·~··· .. --.. :~ ~:··\ ·.·"' : ,·: ·: ·:?-· ·:.~ .. ·;··:· -~.' ; ,.f~ ::: .. -:·;.::_:_:~:>~:::/._::::·_.c_:··:)-:~:<;,:~~--;{~;;.-~-:(~~~A¡'.'~:·.~~ .. ,'\;. ·;::'.~;~~-r::·:·f'j~'.;;}~'._:.::.,·:-'~-::~--::;:_ ::·~-:-{\ ~--_,/;.;~·:'.-·- :-~_:·>~:-·::.~·,. ;_=_::-

encontraron ·_ningún• efecto de ésta so~re,laprodl!cpió~·~~e,progester~na,~ Esfo párec:.e-indicar 

que _es neces~ria -Ía. J~teiniiación •.P5(é~i~~\~J,ii~'1~J~Í~5~\eg1~.~·J.'{2~~F~~falf:le·~:'.~ulti vos_. 
de células dela granulosa. De hecho, la lep_tin.a 1 p~drja;jugar:un:pápel;:i~portante.en el 

proceso de luteinización, por su · ~cc:.i~tlcJ'6~*;~~'tt:tg~~~?~~~~~~t~f2~'{~~~~\·lri~~¿ir · la 

neoformación de vasos sanguíneos _qu: _fa~órezca11):la:~inigaCión !del cuerpo lúteo en 

formación · (Frül1beck et al., 2000)'. ,AsÍt@~~~;¡,;;~;1h~;~~~~~~4~;;qQ_e·· ~exis,te ---_~na_·· mayor 

:::r:~:::a r::e:::::: :a:la ~:~n:t~af~~f t~~f h~~:~~t~~~Jii:~~:~d; ;:::~::e:~a ~~,:0:¡~: 
(Ruíz-Cortés et al., 2000; Duggalet a(,·zpó:2/€i~~;;;jQi1.;ÍÓOl). . -- . 
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El carácter estimulante de la leptina en la producción de progesterona que se demostró en 

el presente trabajo,· ocurrió en presencia o ausencia de LH y/o IGF .• en tanto que el resultado 

inhibitorio se relacionó ~células estimuladas.- con IGF-.1 (Figura 6). Similarmente, los 

efectos estirJ1~Í~tes.de la· leptina en la síntesis. de esteroides demostrados. por Kitawaki et 
··.'· .. -.... · ... ':;:~-~.-/···~-:~->\,::_ ;-··< · . .-~·-<. . . :, : >, .-- . : .·< ... ,_ > '·: ·.·· -. 

al. {1999) yRuíz-Cortés et al. (2003). no se vieron afectados por la presencia·o ausencia de 

IGFiy/cí':F~H.i;P~~;~¿iro lado, al iguaLque en este trabajo, otros ~utc;;re~_han observado 
;-'/~ ·' . ' 

efecto~s 'iriliibitori~s de la leptina .- en lá esteroidogénesis, bloqueando los efectos 

esti~~IaiÓ'rl~~'éÍ~ factores de crecimiento como IGF-1 e insulina (Spicer and Francisco, 

1997; Spicer'et al., 1998, Zachow and Magoffin, 1997; Zachow et al., 1999 y Agarwal et 
,-

al., 

- . 

Lám~era,enq u~ l~ 1eptina1 ogra efectos estimulantes en 1 as íntesis de esteroides fue 

prop~esta por<Ruiz-Cortés. et al; (2003), qui~nes demostrar~n -un ªll~e~tp ~ri Ía. 

fosforil~éiÓri :el~ STA T3 (señal transducida p~r activadores de traríscripclórif'~nf~~pJesta a 

leptina. Este aumento en STA T3 fosforil~dá fue acompañado pof .tiri;~i¡:{(;f~fri~fítt('cte ·la 
·. · . - :· - . ·: : . - ~ . : <~ · ·:;:_\~ ·_:.; · :.:··~ :;:"<·· :,·;·:/:~. :~:·:¡::}·~::i:Y~:.rFY:~f~· f'.~::·j;:-<.::·:~;:_<· ... -· 

maduración de SREBP 1 y, consecuentemente, de, la trans<:ripcióri d~,St~- (~~-iz~C.ort,és et 

al., 2003). Se ha establecido que las proteíri:as SR~B~ Iy'SF~r'.·~f~;~~~~~~~~f1~"i-~itiy.ar 
el gene promotor de StAR, pero comola activaci~n por si sÓ}a'esr~ébil;'se'{requiere,de la 

~:=f i~;~;~s~; 1::;;Jf f ;~1~~~i~~~~~~ltlf ll~f i 
que leptina también tiene ére6ió~·~~úiriulatorlÓs:~n la blosífite~Ís d~ ¿nz'im~s·q~~ i~volucran 
la cadena esteroid~génic~.i ''. . -- . . .. -

Por otro laa6:. eiefeciÓ i~hÍhit()riO de la leptina sobre I~ prodlJ.6ción de progesterona 

parece ser el' pr~d~cto ci'e-~n~ disminución en la tasa de. fosforit~dó~ de, las tirnsiÜ~ -del 

sustrato ¡,d¿j,~~:ceJi~;-de,ins~Úna (lRS 1), como lo .demo~tr~~6n ~oí~~n:i{ti/(1996) en 

células hep~tlc~lH~pd2:;Las tirosinas. del lRS l··aétúan'.c~rrio:'sitios,d~ Ü~iónde alta 

afinidad par~'elacópfamÍ(!nto y activación de proteínas señ¡j'°jfü'~a~~IÜiires SH2 (regiones 
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homólogas Src 2, por la similitud con la proteína Src) (Alberts et al., 1993). Por tanto, la 

inhibición en la fosforilación evita la unión a SH2 y con eÚo, la c~~ada de señalización 

mediante SOS (son of the sevenless), proteínas Ras:y por consecuencia MAPK/ERK 

(Cinasas de proteína activadas por mitÓgenos/c,." Cin~sas ·• reguladas por señales 

extracelulares)(Alberts et al., 1993 Hausser e;dl.: ÍÓ{j1).'La inllÍbicÍón en la señalización 

vía MAPKIERK evita la fosforilación de proteíil~silliracelular~s y proteínas reguladoras, .. 

que juegan un papel importante en la activación de genes tempnmos de trascripción; comci 

el complejo proteínico que forma un factor de respuesta sérica temprana· (SRF ·y Elk 1) 

(Alherts et al., 1993, Hausser et al., 2001). Este complejo se encuentr~ eri Ii' región 

reguladora de los genes huérfanos nucleares c-jun. y c:-fos, • B-jull y Eir L (~r~~ri .~t al., 

2002). Los genes c-jun y c-fos sintetiz~ cadenas proteínicas deriomin~d~~<j&~:~~ 1~6~ qu'e 

forman un heterodímero llamado AP-1 con actividad mÍfogé0ic¡;(AI6~:f~\;~{!,~z;,;,f993; 
• • < •• < . ~ ·:.: · ·:··.,:··/:.:- .,,· ,,,>~<'i .~,_,,'O~,:::.~t:~:i~;t::~·~~-.z;:~+)·:",.~.~~R~~~~s~~'T::~,7~~~.=~, .... '.'/;~-~-~~-~ .. :)_r· ·-::. -

Hausser et al., 2001 y Brann et al., 2002). Asimismo;, se ha demostrádo~que.es. necesaria la 
• • . ·-~ , ._ .. _:_-_ ._-,:_. :: ___ · <:'·· ,. -.::~_:,:·. -~-:~:;~: ~: --:-~~~'.:---~~;:~:~~~ ~:Y~~~~;?~t:P~~~~~1'.:j}~~~~~:1;!¿,'~~~;j(t~·\~~tif'.~?"~~::;::.-i~·;:~!:;- ... :_: _·\:: . -. 

act1v1dad de ERK para fosfonlar SF 1 (F~c!9r e.stero1d9ge~uco;~,l),'u!1'1l11~TJ:l!:>,t~,.cl~ Ia,farmha 
, , - . : :· :·. -· >:·:::\ ~ :·:e-.\~::;: ::--,i\; :/-:~_:if~~:-: _;~·,).~:'._<~:·;~-.~:- :?>;·:·."~:J'/-~_-J<y,; :·:: ·.";:Y:-'-7}?~~.'~:~~:/ .. ~< >~--- -:- . -

de receptores nucleares huérfano.s..qú'e. He?~'tlln ijP~rtant~'. p~¡Jel ':e?:.';;la·e)(pi'~s,ión de 

múltiples componentes. de Ja cad~n~·;· e:t~i9i4~~é;¡¿~;riJ~
1

l~y~~li6}1~i,,~45¡) ~ster~ide 
hidroxila8ayStAR

1

(Lala ét al., 1997, Sekareí':al., iób1.:a;1~~'é(~1 .. ·:iooi, Seg~r et al .. 
2001 y Dewie/a;., ~o~2). . . . ··. .· . . .· .··· ... ··· .... ·.·. ·... .· .. ··. 

En ~l pr~senle.trnbajo' no se.encontró .. ni!1gún efecto;de lalepti?a adosisde'entre .. O.y 100 

ng/ml. s~lire.1a•·P,r?CÍ~6~ió~:·cle t~sio~t~re>ria:por c~l~Ias,'a~i~'.t~~~.·.bovin~s}Ftiura; 5},. Del 

mism10. ··~3~?· .. /;7ª~~~~ .A!. :ª·~;······•<i,~??:>·~? ..• Ü,~~i~;~~º.~;{~1~ei~?.)·.~jB,if,\;1,~i~R:~~5~~·~}<)n · de. 
testosterol1¡iütilizanqo~~ntreO.lyd1()0.'ng/111IOe.leptinacon fulti~~s~e célula.s.d~.lát.eéa de 

:::1~10~~l:~~}i~t1~J~~~w L~;~~~~x~~~ti~l~#rf i~~,~i:: :: 
10 a 300 n~ml.<!e;lepti!la e~ célülas .de la teca bovin,a;dem()sti'áron .un efecto inhibitorio. 

· .. ;: __ --;:"· ... ,;¡_/'~ :>'.'·/·Y. ' 0:!).:\·'·---'~"i:.:·::·:.''·.,:\-': ·'., .. ·.:.:.~'.!.'_ ·.~ "- .. ,.·:.: ', , '. . . : ·, ·:._.:e,-·,; ,. ;-., ' .·.- , -·. · .. ; . - . ' - · ·: .,., 
sobré la ¡Jróducci?nid.e 1 ·fostoste~ona: No obstante, est~s resultados fueron observados en 

cultivos J~·¿'g¡·~~¿'J~t'~~¡{r~t~í·~Iz~clas, en tanto que eri 1i;n~•1uteínizadas no demost~aron 
ningún c~bfC,:;;'.~g'cl~6'if:~Je, el ~feclo de la leplina sobre la producción de testosterona en 

células dt/ l~~t~¿~~ p~;e~~ ~er ·inhibitorio únicamente por el estado de luteinización de las 
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células. Así mismo, Ruíz-Cortés et al. (2000) mencionan una mayor expresión de 
. . 

receptores O B~R e onforme a vania e 1 estado de Iuteinización de células de 1 a granulosa, 

Zachow et 'al. (1999) y Kfil'.ls~on<.ei. al . . (1997) mencionan una .mayo~ ex'presión de 

receptme~ O~;Ra:en las•.células.tecales en comparación.conlascéÍ~i~'d~i~ui:O~a,' ~sto · 

esteroides; Io'qtl~'fí~s''~éf-hliteBe,var a· cabo procesos como la luteiniz~ciÓ~To;Ia:l~teóiisis 

(Seger ~1;,~fr.\~~e:~·:~.~::,:~~~J;e~\0~/., 2002). Además, la ruta de. ~e~~~fa~~!+~:·~~·ha 
demostrado;cmh1b1r,la~:expres1on:de. StAR (Seger et al., 2001 y, DewPeral.(2002). Este 

-· ,--: -. :· .. · ;·;j.i __ ;:fJ~~~i>:,;:{,;'.:;',\_;_'.~;;;f,/.:;·~.::~.·~/~;~\';;.~::·-;·>)( ~\ ~}:'> · · . - - · . - ·:. :> -,·;~·:::-::.:r::~>:\;·/\_,:·,!}/~:::; ~;f~~·::·_::~}:~~¡:T· .: . -: .. · 
punto de cO:rivergencfafréquiére '.de futuros estudios, ya que' podría,: involucrar además la 

. -:- :. \"; -. :<~~~-::'..:-\::~;'.'·:~·::~ti};~\:~1;::3/_~;:~''i.;~:t·r·~·.· .. ·<: ~-:.·.:::.. . .. , ·: :·'. - :)-~-.:· ~'.:'1~;~::.~--:~·:/~;":i:::;~~~--:~,::::>·~~:<~; -· '.:·:-> _·-, ·.-!·.: --

inhibición' de·, !á t' exJ:>resión ,~de• otras enzimas de la cadená\esforoidogénfoa y ser el 
_ ·· · - · .. ::_.; .-'> ~ .. :._:-.-~:-;, _~: ::~i.~z-.;~~:)~~~\cf,:\~~~:};~y;~:, ":~; ,t :~., :/. ;· ~;º·. · · ·.· _ .- . · .·: :' • -~·-;· .. :s:. ~'.:"~::~'i-'/:--~~ .. ~-~~;/'.;·'!ir}?-~.~: :· ,~ . · · · 
mecanismo'po(éi.~üatse ihhibe:Ia síntesis de testosterona y esfradi'ól porlas "células de la 

teca y d~Ia.· •. ~.?~.ii.·.·.:_1 .•.. º.-.~;~lij~~;:-;::~~:;X' •:· _ ' ): . ;:'._,· i' /!,'./'::'.', . -. 
·:;: .;:. - 1;:~~ :. ~º-'?.:} >·(;~:)>'-·· 

lu~:n;:~±&ºf ~~t~l~ftll;~:Í;~fe~\~:,¡~,i~,~~~~iJ:[;;::::e ~: 
testosterona·(~gaf\:V~3.l "ej:"tiL;';il99_9;y_Spi_é:er';and.~FfariciscoFI99.8)'1os'.eshié:li_ósrealizados con 

: _ : -~,-.:·_;~: ·:·- :-.~-'..: ~ ·,¡._;~~&'.11!~:~<~~-\~i<: ·~··:;:~ti:-::":1"'.":,p;~~-~:~fé.~c:::·:f}~:~::,:~;:·I~~-,::,.~_f{r1:p:::'j~~~~~~:p;;;~:-,'.~d~~~'-~~{:·{{'\:'~ :: ~<i;:·. '(:-:·?'·:o,\?<:;·~~:~~·:.:·. :·-
cé 1u1 as de)a.granlll()sa;'·~hán'ié:l~móstraC!c}¡,é¡iiéila)eptina- mtiésfráLun:;pafrón bifásico en la 

·'. -, :-~ -- ;~.::.:~:~·:-·.':·- .;'..::2~Y~:)-~i~~ií:~~:;':f .. ~:~~ff:;: {:<:;1~;~?t:''.:;~<~::.:~~:~~~}::~~:~:i::,::~Jg~~:_::::~ .. '.~:::/~-~~ ,,:e-.:~f-:_i.- :··:·-~· ·:.'.t7~:.;··~'.: ·y.:.:;;, \] · · i:;· .;~_-;·:\· ;!-:;f~.<-~-:~?;: > :. :. ·. --_ -. 
producc1on '.~,de/:,estrad1ol \;'\mdepend1ent.emente ~~-del,: estado :;de.:{ 1 ute1mzac1on : del . cultlvo 

. · · -~ _: >~,' ~" ;~.;_\.,_\·-:;~{~;~::~~8~t7-":::¡¿;.f~:.:~it:h~~}=:~}:,\~~\~~7i~~5~"}~~;~J':,~\t~f.~~:_:/~~~:~~, ~-;o~r.-:~:-:::; -~::_:~·- · .:-:; ···/:····:.,~~>: :-::;·--:'.<~/ :'./:/,.::!-JJ:~~:;-~J~·-,:~;-.~?- -:·_.·.;:_'~_~r:-:.~-(:·»-- :_ , ;··"·' .:· -:- . 
(Agarwal et al.))!) 99_Q.';Greiseri;e(a/.~: 2000 yZacho.W· and · Magoffiri:~'>l,99,7):'~s decir que 

" ' . ·.:_ .;: \ ;~<-~}x.;~-~-~~f!·;'.~8tr:~,t.\f-~>-: <S-'i];;:~.:~~:::.~~:~·/'.;t-1 :~~--~(-\' ?~-.{'~,-.·~-~ .;· : : .. :· ·: .. :., ... _~ ~::.. ,: : - . ,_.··. ·'..':.-'-'~~--;::'.'< :::;;X-.<:~\~S;~~--:~;~'f1~~út:··'.~ .. ;.~~-'~~~·'f;;,~<~~-~:-~.L:.í~:.~~-::. :., • 
los efectos mlub1tonos·se_'presentan cuandoJas dosis de leptma son altas para cada especie, 

- '.? H - ;~'~ _ <-\ '.~~~-'·;~;~;~\A.~~,~E·:~~}p~;.;:~,'::-~;-~zjt~-~~~',~~;;~~r:~?~::;;:< ·'!·,;._ ~éz .- --~ ~:- ·-;·' .: ' · · :: -· . :~ · -._.-·,e_. i;-¡"_.~~~=-:H.1:H'h::i\f.:~-.... ~;;:·'.~~'.5;i~%.;J_:-7.~~:·1~·.:~/):. ~·-·::' ~ 
en tanto que;Ios'efectos estimulantes ocurren con dosis bajas: Los resultadosdáhibitorios en 

·--~-~-;· .{~' 5.':'.; -~f;·-~~~::~~?·.-;;~:.>~}:\~f$~:::;~) J'-:-Ji.~f;·,::t;:--:,_:·, '({;·/_:· ·_>>·· -: -'. ·. > ~-~ .· . . · ... , ':":.> ':_. ... ~~--:;·· ~: ::S;,::.0::·._·~~~~{;;\;;-::;~;:·:·:·),~1;!.t;_::~;~;f:~:;·~,,;~:·~:::.::/::i'_;-,·. : : ... 
la .. produ<;ción Lde(es,fraé:liolihan;~ sido .. d.emostrados .. por-.Agarwal ·'fet,iál.'~Í( 199._9);.·quienes 

.· ;--_'.-:. '-'.-:: ·-~-~--;,>~~'.: __ \i·: ;·,;;(:··;._·.·.;~-~:;"~::_.\~;~,.'f;J~':Iif:'~;/~~-;~·:\~~'./¡'_ ~-\; -~--· ~¡'._ ~';:· :-_.\:::_·::. . ·i:_ ·,.: _..:.; :::.~~- :::.~i?~:>}'·r.:~;~;_;:[~~'::.~?J:;~~:_\~-~,;~··~~-~~'.;;~::-~:~;;-,·_;:·;:<:-.: ',;·;:,::::( ,:-::,·. :. , 
utilizaron50.?g/Ínl c(l~ lepti.na:/p~r GrCisen et ál. (2000) con??,ñg/ml'defoptina·'en cultivos 

de céi~I~s ie ~iiiiJiJ~~\~i%~~{po; Z~ch~w and M~~~Ítih'{{~-~j)"'~i ;~/, ~d~inistrando 3 

ng/ml ·· de·· l~~tl~~·~el1''d~1t1l~s-<dé ~ata .• • Por otra.·. parte; 1bé ~f~~ios estimulantes han sido 
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establecidos por Kitawaki et al. (1999) en humanos, utilizando concentraciones de 0.5 a 10 

ng/ml de leptina. Este efecto bifásico de la leptina sobre la producción de:estradiol en las 

células de la granulosa, puede estar relacionado con la mayor expresión del receptor OB

Rb, demostrada por Zachow et al., (1999) en células de la gran~lo¿~~·El recept~r largo de 

leptina es el t'mico capaz de señalizar vía JAK, de estil11ul~r3~f6sf~rita6iJndé STÁT 3 y 
... ,, -. '1', v· .. ·- "· - .· ..... . 

por lo tanto de aumentar la cantidad de SRBP maduro cj~¿~'p~~~6~~>ü~ i~br~mento en la 
• . - • ·•• ·- - e' : ; :~~-' . ,-.(o ",. - ' - • - - , 

activación del gene promotor de StAR (Ruí:z;-Corté~~tal};~'qó,'.3~ysh6á~Eaton etal.,ÍOOl) 

y este mismo receptor es capaz de inducir la respu~sfá::cl~ a~t~~égutáclÓn a través de SOCS 
:~:_.·_,_ .... ·._<_:~- :.··-'. :;.:>_:.:_·._--.-~. _:._. <·::.· ·: __ :. -_ .. - ."·.. . .. -

3 (Ghilardi et al., 1995; Bjorbaek et al.,:1997~'~Í-~111téiá!.,' 2002).Adicionalmente, 

Kitawaki et al. (1999) demostraron .un ~u.n1ehi'i·~f"·1~:'¡ctividad y en 1~ ex~re~ión. de P450 

aromatasa únicamente en las células c~lii~~(l~~·,~~n.su6~6.:en tanto que los cultivos carentes 

de ello, no mostraron ningún cambio'XÁ'~~~iJ;'~~\()da'la evidenc.ia 'anterior, también se ha 

descrito ausencia de efecto d~ lepfÍ~~;~i;·Í~~W.bct~~dón de est~adi~{6ri'diferentes especies 

(bovinos, Spicer and Francisco;:j9'9}(J:¡~n{ifu~~. Ghizzoni et.al .• '·2001~··.yporcinos, Ruiz

Cortés et al., 2003) .. Esta fa1t~•/ct~~~f~~tC>•;de,leptina.en laprod~ccióncleé~tradiol, parece ser 

:~~~0:~c:~ª::.~:isª~:eit1&ti~~f1W~~1f~.1~~:~ei~i~~ri;::i~·~Ii1;::g;1jn::rJiKl~_3-6 .raF-r 
:'·:~;":\~?z~:.:;¡%'.s:~:~.--.~;·,:;;:-·~:~~;·:. <'.-':\;: .. ·-.- ,-, -, -: -·;.-;; ;-~ , .. -.·,:--· ·.'-~~-.:-: -

:::~~·r~~li~~{{1t!~~f~~;2~;¡;i11~i;f:itj~ilf ~ll!1J:tr:: 
difiere de· la .mayona de,la.ev1dencia:encontrada en cultivos de·celulas:de bovmo. (Sp1cer et 

.:·: --·::;·:--:;":.:·_'-.--:_·:~-./-_:>e'._;.::,_\::. ~--: :_.·~ ,· ~ .. ~ :~,: ... ,-::, ._:.·· ----~:<:~-:· .. ,:·>~; .~_ .. : .. ,:33;::_··:· --:·.\_::::·_.~~\o-;:;_<.'':/.::<-:;'.:s~r-.>.,r~-'_.::·;/Yf.:?;1.t~\:~~¿~~~,~-~Y:_:~l.!:\~~:~·~.:).:~;.·_1:/._::~~~+,_:-:~- -
al., 1997. Y.···.1998)/rata: '(Zachow ána;·Mágoffin;}~l.997!iZachowi'e(fal.";;~1999)i'~húmano 

. '·- .. e':·: _·· ."; ~.-.. ·. i _'. ,.·_:c.:~~-.:• .. -. __ ;-,:\~~·<·-~-~\'.{:.,'-','.·.\-': ·<· ~ ,·-:~:'. ;-: ;":~,'. ~{.:·~<···;;~:_;.~f:"'~;~;:··~"~':;:,~~//~0~i~~:t~-;,~:::~-~~:;·~j4tl/<;\?~?;~,;:·~~2t~~·:-~~~~~:;;~-:~~:~f.'?'."f:'.{i~:~i:f-~·J;~";-'.·' :,.:_.:: - • 
(Agarwal et al., · 1999;. Kiatwak1 et.al.; 'l 999yGre1sen'.eta/;;;20QO) .y:p.Or.cmo (Rmz~Cortes 

- · ;.: · · · ·7·- .;: ,~<· : .. ,:; ~-:.:·: ·;·:-\:.' .. _. :- ;. ··. · ~-' .. ·/-'-. ~ -~_. . .-,'.;~~'--:\:- .::'.;.\<;:·::i:>¡f5:¿~~~~1:Y~~~;:::~;~·.~·~:~_;;~?~~;9;~fti~.-:":·~~;.L~;-)::i;S1i:::_~;~.~~íi}-11~{f:'.:'\;::\i/::>,= »··- :: ~ 
et al., 2003) experimentos'.que no.rríuéstran efoctos,eh.el;núriiero;de:célülas'.'asociados a 

·--~ - •. :·= .,_ .y·;·::~-·~.~: f · -:_. :~-._,. -·~\:·~.-;_:: ::/·.<~- .'/(~--~:.·:· ·:~_:_.:-~.--. :.7/:~;·:-~::r-'.·:_-':o~f'j,~l\;~;~-..;,:f1~)':r~_~··}?}\'J~,.:'.~~,;i~.:~\~~r:f!~;=~.-J~~~~~di~~t.±t::;~·'.r~t.~~·~'.~_;:~(:)~t¿J::~~:·:+~:<:-:::: :;:,~·:··' ... ·. _, 
leptina. Sin embargo; los.análisis ae~flujo citoriiétricó'réálizadóspor.:Ruíz~Co'rtés'et<al.· han 

eviden~i~~6'.:;~E~~r\~ ~~1 '.,~~?:~,,~~J1~~i~~~·c~1,~:~~!!~~1~~~~;;~i~1IirtB~t~:;~~g~~g:i~'J1~~i,~~~ se 
encontraban. en estado• latente .. (Rmz~Cortes et; al:;<2Q03 );'lesto ,' podna1·i reforzar.Ja· propuesta 

. : ·:: · _ :--. . _·_,: .':?..:.:,~:~·>;·; ' ?1 :.:::¡ ~ -.. ~, -'.'-~: :/ •· :.: '}_: ". i;.f S,~\:/ i :: :,<(~: ;:·_'? :;: {·':'i~-:;:-:(-' :°': >-~~ l::L:_; .. -,?w~:::~: \-?_ ',.~ ~· ifY· :J:¿:.~t>.~:i~;~~ ~·~;~~"~::~J):,·!t~~-'.-¿~~:J};f/?· 3~,~.>~ .!.~:' . ·._ · 
de que. ta. leptina .afecta: lilséñatiiáé:ión\de}UGF~(¡:ior~riiédfo~.de'.:ta'irlliibiéión:.det·••IRS l 

- _'., · :' · , -~. >' · ~. ·-.,/.'.· ~-: :::~~:·: ':,;-~,'.)>:/~:-r 1f:~:.::.:.:~~ .• \:f/:-~·< .="~-:.s.:.:·-~,:,; { '.';;_~~/' / :.··)::~.~-_.\~Xr.)>~:--.,:.-~-.. ':;:~i,~1;~ .. ,r¿.;~:;.;}t !::~\t~~·~J?:./~/;i~"~r.y,:~~-~·;,'._~::y~:l\:;~·:- .. ~':' ~ :-, .. :~: 
(Cohen et. al., · 199.6):' La iútá de· señal izáéión~ de IGF; eri éondiCiónes ncíITriales tiene· como 

., - ' · ·'· · · - _,_. '· · -· ·- -- · :.-º'l. ··,. ,_ -- --·_-_- .. ::· __ r~>-·::.~o:--~---~::<~+··"~ .,·,:· -
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finalidad la expresión de la proteína AP l(Alberts et al .• 1993, Hausser et al., 2001 y Brann 
- -

et al., 2002), la cu,alconduce a activa_ción mitogénica, es decir, que si leptina inhibe la 

transduccióri de !GE.por medio del IRS 1, esto disminúirá Ía capacidad de qué las células 

entr~n a estacló' Il1i_i,óúfo_y·_.po_---~-.t~to,• entran a estadó_·q; ~iesdi~ili~_.;.-.LL ·' < · . , -: ; :-; ,·':,·· -
';':~c't,·' -.1:0--.. -:·, ., ' '· ~-.. :;;~ ·:,"'..,:.:,-!}t:~."/-;:·:' -:'.'' 

En __ el:presente-;t;~~ájo, las células de:Ia teca malltu~i~i~~li4iJ~bd~~·ci~n de;téstosierona 

por 168 hoi~'io~ dosi~'de 0.1-il;yllll de LH(Fiiü2~~n~!>; Lb fuiterior es siJTiilar a lo 

demostrado, por, Campbell et al. (1998) pará cél~J~s .de "fa teca ovinas, en donde la 

concentraclÓn fisiológica de 0.1 ng/ml de LH es#~uló )a producción de testosterona 

durante. la5 primeras 48 horas dé cultivo. En ·esté trabajo, la producción de testosterona 

durante las primeras 120 horas de c~Itivo fue e~~imulada de manera dosis dependiente por 

LH con concentraciones de 0.1, 1 y 10 ngl~l (Fl~-~d<J). A las 168 horas de cultivo, dosis 

de 1 y 1 O ng/ml de LH inhibieron la ~rodu6~iÓnd~ testosterona y aumentarori',la de 

progesterona lo que coincid~ co~Ios r¡;sulta~~:s~~Campbell et al.,(1998) (Figuras ly2), 

:::roi::.,::::o::,.;;;~~~~!~~~~~~i~i?lª~~:;i~~f Nl~ii~~~:~,t::. 
lo que se traduce en uria disminución de testosfororia;:Así'úliSrí-io,;la expré'sióri cémstitutiva 

· · • . . . . · -.; ·· . . :;-.. ·, : -· -:· .:\: : ~-'.'",:t··. ·~-~- ~;.:~"i·:.::'Y~ .. ~~-'.~~~·~r!~:/,;:.·:f-1~::. ~1~~-rs~~:.:'1/~ {::=~:±~~it~':'t~~·}Y·(Fr~-~·:1~v~~!:~f~~~t.i:~?·< ·::\~~e}- .. ~º· ~.-::: ·~ ; ·.: · · 

de la enzima P450scc garanliz;a:,el contlm,io~·aporte de,proges,terona;,mdepend1entemente de 
·. , , .. ·~ ... ·: _ -'~ ·-~:'t: >8".~\:.·'.~¡:::\·-~-\-;\~:<(:~:if~iJi·?:~:~i,~:~~~~~-~,~?1i~~~ t;'~;)::{~·'.~;;<r;('.·:>·~ ·;_;.'.·~;.:;·"·>~:~·:·<:,>:'.···:;:··::''.~>>'.<« :_-·>.· -_, 

la concentración de -LH, (Voss' ruid Fortuné/),I 99'3°}y;'VossYand:'FortlÍnel 993bi .XU et al., . 
:. . . . . : ". . ---. - ,~. ;~ .:., ..... ~r.->: ·:.;·,'~:_.,:,_·.~:-/\~~~\ .;~_:c---~~·7::/,f.:\·/<:µ;~·;~:~!!-~:,~·~~+:~~u;~~~~~~?·~~:~ :,:·;~_-r;·:·-.:y<:·;·:~·:.·,.;_;~;; -';;?::.~.:~:: .. ~ /·.:·, ;:.-·· ::! ; : , 

1995; Campbell et al .• ;: 1998;:~-y:.ii,:Múi-phy;;;: 2000)~~i(P,,diciomilménte; >,.la e-. relación 

::~;;ió::;~~::e::~~,g~~~~i~!f ~f~l~li~,~~~!~l~i~l~~~q:,:: 
pequenos, la relac_1on T:P;aumento;co,n.dos1s•aJtas de;,leptina:deb1élo ·a:la;d1smmuc1on •en· la 

, .. · , ---,·-, -_~::·: _:-.·-)- · .- ·: .. -., :~--{/-~ >«~.:,::~/},{t:\~;.:):~.~·~.~::;r;~_~:~:,:~-~,,;?::+~,~~~~~f~,~\:{;r,-p{i:~~:_,~~;;'"~~·:::.i~·.;j~~f-~·.c';~~~,fo::::ft~Y."-~.0:~~:, ,:::\;{~f:"-I/\;::;~~:::~-.~~4~:::+;?,:1 .. ;,"'::~<·:: / 
producción de·. prógesfoi:oria::tAsí i> riiiSmo~''.rio}s'e tericoritró.~,:;·eviOeíicia c''.'morfológicá •. -de · 

. ,; ··; ·:: ::.' · _.,. ::>\ ·{:;' r::,:~ ;i.~<:·~-~":;l~;::.: L7~~~-: .~:~~!f:~:.;-~:'.~H~é-?:.:.~~;.(;;j·\~-:,~ i.--~<2_, ·~::-}.~:~~,: ~;'.,~:~:':::·¡.7~~\·:~~::~.l'.!:.{":;f:~~~;:);'.?'.,·:'.i~.'i~,.~~>i~·:~~;; ~1'.fi_::~« .. : ·· .. /~'. ;:··· .:. ~, .: 
luteínización .• deLcúltivó:cuarido.·se.empléaroridosis'de'.LH(meriore·s-.•á;·1fo@m1/ya'.qúe•las 

::~~::.~~·:~~,~~i?~~~f ~~~11%f~'~!~W~f I~~t~~~it~i~~~d.: · 
(Figura.JO), a_ d1 ferericia de las células alargáda5 coriapanencia_de fibroblastos'y:foITriai1do 

una monocapa, típica de :cultiv~~- J~~ef~Ízad~s (C~itipb,~ll'ei ~l:· \~98; d~tié~ez et al., 
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1997b y Murphy, 2000). Por lo tanto, este sistema de cultivo manifiesta respuestas 

fisiológicas relevantes. 

El mecanismo dé señ~ÜzaClÓn, implicado. cbn;. el éstíci~1() d((p;oducción' d~ t~st6st~rona ·e 
- ~··· · '.··.·.·-. '; . .... ::.~::.;·e~-.:.~ .~~'.: :· ._·:. ~,.~': ... ;:.::" ,;>:;; ·:. · .¿-·; :·> .: :.:-.': ~~:_,:_:·, ;· ~ '/-.}~:,,: -_ <<«·: -~---~~ -. .' ... :.r_:;.;-::-:.~::;~:~··: ~:-<. '.- -,:.-:::_(: : Y(·J ~"--~->-";_:j.-.~:--·º:/:: . ·-::

inhibición·•·.•. de. pr;gester~na' c?n d~sis .• bajas•'de ~H•:.(O:ll~ng/ml). y,;de;1~:inhibición de 

~~~ig~f ~t~~2~~~~~f~~~~f~IJ!~llll~~~; 
and·•Fortune .. 1993ª, Voss····arid Forttiríe'1993i:)<y .. ·. Murphy, ··2000); Eriion~es;.~1á.s:bajas 
concentraciones de LH son efÍcierites p'~a manterier la producción· de P450 d. hidrbxiiása 

' ··e · ......... "··- -- -·-· . ., .... •.'-__ . 

necesarias para producir testo~te~cil1~. ~i~nt;a~ que las altas c~n~entrilbiones de LH, 
- __ , ' ·, '.-·:-·-·:.~·-··'é·:·\·~·.:.-_;;.-,·-.·''·-;··-~,-~-'.··:-_'i-.'1"···-.···:-.--,;·::- -· -- --·~- .. ·----·-

disminuyen hasta en un 96%fa'expresión'de dicha enzima, interrumpiéndose la producción 
.' . . :. .. ,-:,:,~.·,::'-J-:.: :~<:::·.':.:_.:·}t,··_:::.·\< ;_;,;_\~--.. -~- ... :~- :·.: :,·. - ·-. . .· - ---.. . : . : 

de test~steron~ (Voss and Fortµ~e/.i'993b). Sin embargo, la P450 scc·tiene una expresión 

~~f riJf ~ill~ilif ltl~f i~~~lfii~I~~!J:~:¡K:~;~ 
efecto· de lute1mzación. Nofobstante;::no :s.e., p~i~~e;~escrutar; que; existiera ·.·un/; efecto ;del 

tiempo de cultivo sobre "1a · pro~¿cció~ dt~n~Úna5 ~st~r~idogénica~· . ;~~::}~8ri~i~~¡¿~,:. ~e. 
demostró.····•unri al'ta ·~~~sI~iÍJcl:~~;-r~:~':,'í~"~~~~~!~lct~Í{' teca ···~1 · er~§·t~.·~~~}~:~~[;·1·~~i~ue 
concentraciones deO. l ng/ml de LHe'stimúlári la producción de testosterona aÍín'.dura~te un·· 

---·_ .-: - :.·_,º:. :>::_:¡ >~;::,··~:1·. :·:;'.-)·,;::~/~:/::~\'::~~-·~:·.::·, .:· _, : :._ . . . . . .. - ·_:_ :' ·/·-·>;::.~._-~:- _'_;-;:·)~:.·-?~·~/::;·:,··t;,i-:~',..'.:,.--/Y '. ',:: 
periodo prolongado ( 168 :hor~),'ftdiferen~iá de 1 os efectos de. lutei~izació.iiTencocntrados 

--- " 

-... , :.-- ; - -... -··:·.:··: ' - . ~:'. ~( : ·_._· _: :._-::.:· ~; 
--·_. ~ ; :,-~~,, -

.:· ~ 

(2001) y·Ruíz-CortéS·et'al.'(2003) con células.de'lágránulosa, este .. sistema.de cultivo de 
_,- ~ ~. ~ :~--·!·-.~:-~; - ',-,"-º .:.-'_• '. ,-.,' 

,·;. ·,.. 
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células de la teca demostró que con dosis fisiológicas de LH (0.1 ng/ml), IGF-1 (1 ng/ml), 

insulina ( 1 Ong/ml) y leptina (O a 100 ng/ml) se puede mantener la- producción de 

testosterona hasta por 168 horas. Dado que estas dosis se encuentran dentro de los rangos 

fisiológicos, es posible· que la utilización de este cultivo para la comprensión de los 

procesos celulares in vitro constituya un sistema representativo de los procesos que ocurren 

in vivo. 

CONCLUSIONES 

Este es el primer trabajo que muestra evidencia in vitro del efecto de la leptina en la 

producción de esteroides y en el número de células de la· te~a de bovino en. cultivo no 

luteínizado. Se .pudo determinar que la leptiná -lllue~Ü:~fll11~~:r~spFesta:"bif"á~i~a;-.en __ Ia 

~='.~~~:~.~ej~~::';:.:~:.::~;~~i1~,K«;~~1~f lt¡;~i~iif ~~~~i~l~v;~f :,;: 
mh1b1tono .de :ia:. Ieptma· no .es .. un ·efecto directo,•smo:que'.se _deb'e:a •que ;mh1be:Ia" acc1on 

estimulant~·~.:, I~s~{2~l~r~~-~e.:~reci:i~.nto.coic,· r.?F~:~:·;~~-· . ":. ..•. __ · _.;.'.····-•-·-··L· ; •••.. ;: .•:·•: •:·~;···;_ ~):· 
"" ,.,-~-.,,, ·z';·« "'>-- -\·· .. ·_.:.-;.>~ ·,, •; ;·:·'.~:· ;,,-e·.": , ~ i'."--,:-:(:.:· '.:·_ , ' • :> ~:·:~----< ·,. --,;. \ 

~:;2~r:*~ii~1~~~~Vj1~~~~1~t~t~J~~::~11:::~~~~~~~2~I&:t::: 
observó º!.?~~2-~~ecto.( 

-""-;/- ~;~_..:;L'..'.:> ;_·-'.-~~-·-'.,'·., 
;l-~-- . ,: . \· ~-

Los C!recii'~~;~•c::?i~~-:cl~~is fisiológicas de· Íeptln~ sobre·· la -p~oduccióri ·de. p¡-ogesterona. y 

número>de'.;;~6i"~¡"¡i~ d~la teca obs~rvados en .. el .. pr~s~nte_ trábrijo; sugiereh····~Je·I~ kptina 
-· . :...~ ,¿.-_; 

puecle. esl~(iri~6iiídrada en el proceso de luteinlzaciori d_e las. células::est~-~ciiricid;;_con las 
·.~ · .. . ·:.~ ·:···'.' .. ',, ~:-_, ~.;:~;- ·---~-~-:/~; ,_··~:_,~ \t_:.:-. r ... : '··:: ·: .·-. ·'., .... ·:.' :'·.>:,, ··.~<--:::-))~:._\.< . .>:}: .-. .,'.:~·.:._.);~,~:·:::.,t:.:_,.:,·:·~-_;_;. ·_ -.. ,~~ ·:\ .. <--~L:·:;:,_}-./,-,.;~·1-~;>!/·:):·-··;::::_:~\}/ ---~-; .;· ·: ~. ".: 

observaciones de_: otros.• autores ;ql!e .111d1can .. ~un .·au111entq" ~n )a ,,ca1~ttc:ladf~e; progesterona · 

producida;\0~1· ~stad·o· ~·tiie~c-~~t~,d~~i~°'2érnl~~:g·~I/~g~~~.~~::~ri{'i?rii~~i~~7~~~~:;'rJ~¡¡;;~s· que 

~::•:r:::;:::::i~,~~::::~¡:::~::e:i,}"~fül~J~~~~iki~~!~:·::: :: 
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jugando un papel importante durante el crecimiento folicular o la ovulación. Siendo que 

esto puede ser una razón impbrtante para entender los procesos fisiológicos reproductivos 

de vacas obesas o en e~i~do franéC> de desnutri~ión. Si~ embargo, se requiere seguir 
' ·, - - . ·, '·· . . l' ' • . . 

realizando más•• irivesiigaddhe~ que conduzcan a ,dill1~idar el efecto . de leptfoa sobre la 
,,., ,, ... ,.•' ' , -. -- ,. ; . ', . . . ' . - . . ·. 

reproducción a.nivel. C>várico,'inediante el estudio de los. receptores predóminantes y las 

rutas de señalización involucrad~ para cada tip~ de receptor en cada etapaAelc;i~lp estral. 
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