
O:S06'Z... 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUI'ONOMA 

DE MEXICO 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS 

MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SEJ\IAL DE LA 

PROLACTINA EN LAS CELULAS DE LA GRANULOSA Y SU 

IMPLICACION EN LA ESTEROIDOGENESIS. 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

MAESTRA EN INVESTIGACION 

BIOMEDICA BASICA 

PRESENTA: 

Q.F.B. ISABEL CRISTINA MENDEZ HERNANDEZ 

MEXICO, O. F. 2004 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



'~~~ti \ ,, ~ r:.rr ·r. 
DOCTORADO EN CIE~CIAS BIO\IEDICAS 

~ ...... ~. 0~~ .) --z:-
t:c~: INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 

· ¡_'1('/f.J;/1C~L _\jA'-) :.'4'.~'. ~ 

.. \ 1 Jó.'i"' t~ [[ 

.'\J:ZIC 

ING. LEOPOLDO SILVA GUTIERREZ 
Director General de la 
Admini strdción Esco ldr 
Pr ese nt e. 

dcb/grad/130Jur/ 2004 

Por medio de la presente me permito in formar a usted que en la reunión del Comité 
Academ ico del Programd de Doctorado en Ciencids Biomédicas que tu vo luga r el 11 de 
febrero de 2004, se acordó des ignar el siguiente jurado para examen de M aestrid en 
ln vf>s ti gJción Bi omédica Básica de la QFB ISABEL CRISTIN,.\ MÉNDEZ HERNÁNDEZ 
con no. de cuenta 8309 199-9 y no. de exped ien te 30971126 con la tes is titulada: 
"Meca ni smos de tran sducción de señal de la prolactina en las cé lul as de la granul osa y 
su impli cac ión en la esteroidogenes is", dirigida por el Dr. Fern ando Larrea Gal lo. 

Pres idente: 
Secretari o: 
Voca l: 
Suplente: 
Suplente: 

Dr. Jesús Adolfo García Sáinz 
Dr. Fernando Larrea Ga l lo 
Dr. Enrique Pedernera Asteg iano 
Dra. Norma Angéli ca Moreno /V\endoza 
Dr. Ali Halhali Bagdad 

Sin otro parti cular por el momento, aprovecho la ocasión para enviarle un cordial 
sa ludo. 

A t e nt<1m e nt e 
"Por mi ra za hablar.í el espirilu " 

Universitaria, D.F., 24 de febrero d 

en Ciencia< Biomédic,is 



El presente trabajo se realizó en el Departamento de Biología de la 

Reproducción del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

Salvador Zubirán , bajo la tutoría del Dr. Fernando Larrea y con el apoyo 

del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT) con la beca 

para estudios de Maestría con número de becario 11 3989. 



DEDICATORIAS 

Con admiración y respeto, 
a mis amados padres Graciela y Efrain , 
por su amor y su apoyo. 

A mi querido esposo Carlos , 
por su cariño, su apoyo y su estímulo 
incondicionales. 

A mis hijos Karla y Daniel que han sido un estimulo constante 
para alcanzar mis metas. 

A mi querido hermano Efrain , por su 
ejemplo de constancia y excelencia y a 
Chelita , Efra e Isabel , con cariño . 

A mis compañeros y amigos del laboratorio Rocío , Elena , Lorenza , Cecilia , 
Euclides, Mayel , Angélica , por su amistad , por su apoyo , por todo lo que 
he aprendido de ellos y por hacer el trabajo más agradable . 



AGRADECIMIENTOS 

Al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán por 
apoyar la formación de profesionales e investigadores 

Al Departamento de Biología de la Reproducción de este Instituto por las 
facilidades otorgadas para hacer posible la realización de este trabajo de 
tesis. 

Al Dr. Fernando Larrea por su tutoría y su paciencia en todos estos años 
de formación profesional. 

Al comité tutoral , el Dr Horacio Merchant Larios , el Dr. Alejandro García 
Carrancá y el Dr. Fernando Larrea , por su tiempo y asesoría. 

Al NIDDK por los reactivos donados para la real ización de los diferentes 
análisis . 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnolog ía (CONACyT) por el apoyo 
financiero y la beca otorgada con núm. de becario 11 3989. 

A la Universidad Nacional Autónoma de México por darme la oportunidad 
de obtener un posgrado. 



, 

INDICE 

RESUMEN ................................................ .. ........................... ................... 3 

INTRODUCCIÓN ...................................................................................... 4 

l. COMUNICACIÓN CELULAR .... ....... ... ... ..... ..... .. ... ....... ..... .. ........... 4 

11. 

1. 

2. 

A 

B. 

C. 

LA PROLACTINA ...... ...... .. ........ . . ..... .. .... .. .. .. ........... .. ... . .. 5 

Generalidades ... ... ............. ...... ....... ...... ..... . . ... .... .... ........ 5 

Mecanismo de acción de la prolactina .. .. 

El receptor de la prolactina 

La vía dependiente de las cinasas de tirosina 

La vía dependiente de proteína ci nasa C .... .... .... . 

. 6 

..... 6 

...... 10 

. ..... 11 

111. EL OVARIO .... ... ..... .. . . ............. .. .... .. .. .. .. ..... ......... 12 

1. Las hormonas gonadotróficas y el ovario .. .... ........ .. .. . 12 

2. Las hormonas esteroides. Los estrógenos ....... .. ...... .. .. ..... .. ... 13 

3. La prolactina y el ovario ... ......... ... . . . . . . . . .. ..... . .... . ... .. .. . .. 15 

OBJETIVOS .......................................... .... ....... ... .. ..... ... ... ..... ................. 18 

HIPÓTESIS ............. .... ....... ................................... .. .......... ... ......... .......... 19 

MATERIALES Y MÉTODOS ............................... .................. .... ...... .. ..... 20 

1. Bioensayo de aromatización en cé lulas de la granulosa 
(GAB) .. ... ............... ...... . . ...... ..... ............... . ... 20 

2. 

3. 

4. 

Radioinmunoanálisis específico de estradiol 

Radioinmunoanálisis específico de AMPc 

Análisis estadístico ... ...... ... . ... ... .... ....... .. . 

.. 22 

.. 25 

. ... 27 

RESULTADOS ........................ ..... .......... ....... ..... ... ... .. ....... ............ ... .. .... 28 

1. Regulación de la síntesis de estradiol y efectos sobre el AMPc en 
cultivos primarios de células de la granulosa .. . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . .... 28 

2. Efectos de la PRL en la síntesis de estradiol mediada por la FSH 
en las células de la granulosa .. ... .. . 30 

3. Efecto de anticuerpo anti-receptor de PRL en la síntesis de 
estradiol y AMPc en las células de la granulosa estimuladas con FSH 
u 8 Br-AMPc .. . ...... 30 



4. Efectos de la activación de la proteína cinasa C en la síntesis de 
estradiol mediada por activadores de cinasas de proteína A en las 
células de la granulosa. . . . ... .. . . . . . . . .................. ............... 32 

5. Participación de las proteínas Gi en el efecto inhibitorio de la 
PRL en la esteroidogénesis en las células de la granulosa . 38 

DISCUSIÓN ............................................................................................ 40 

CONCLUSIONES ........................................................... ........................ 48 

BIBLIOGRAFÍA ...................................................................................... 49 



RESUMEN 

La hiperprolactinemia ha sido descrita como una de las causas de 

infertilidad y alteraciones a nivel gonadal tanto en hombres como en 

mujeres. Aunque la mayoría de las veces esta condición es tratable, aún se 

desconocen los mecanismos por los que la prolactina (PRL) ejerce sus 

efectos sobre el sistema reproductivo. A nivel del eje hipotálamo-hipofisario, 

la PRL inhibe la secreción de las gonadotrofinas hipofisarias, mientras que a 

nivel gonadal, inhibe directamente la esteroidogénesis ovárica . La 

interacción de la PRL con receptores membranales acoplados a cinasas de 

tirosina es el paso inicial en su mecanismo de acción . Con la finalidad de 

explicar el mecanismo de transducción de la PRL sobre la esteroidogénesis 

ovárica inducida por la hormona folículo estimulante, se estudiaron sus 

efectos a diferentes niveles de la vía de señalización dependiente de AMPc 

utilizando el bioensayo de aromatización en células de la granulosa Los 

resultados del presente estudio permiten establecer que el mecanismo de 

acción de la PRL implica procesos relacionados tanto con la activación de 

receptores acoplados a cinasas de tirosina como con aquéllos acoplados 

a proteínas G y a proteína cinasa C (PKC) Previo a la generación de 

AMPc, la PRL interfiere a nivel de las proteínas G estimulatorias , de las 

proteínas G inhibitorias y de la adenilato ciclasa . Posterior a la generación 

de AMPc, la PRL y la PKC inhiben de manera similar la esteroidogénesis . 

Finalmente, los resultados de este estudio permiten establecer mecanismos 

de regulación de la PRL a través de la comunicación de receptores 

acoplados a cinasas de tirosina con aquéllos acoplados a proteínas G. 



INTRODUCCIÓN 

l. COMUNICACIÓN CELULAR 

Las células animales contienen una maquinaria compleja que les permite 

responder a diversos estímulos o señales provenientes tanto de las 

mismas (comunicación autocrina) como de otras células (paracrina o 

endocrina) La comunicación entre las células se lleva a cabo mediante 

estímulos que pueden . ser de muchas clases como proteínas, péptidos 

pequeños , nucleótidos, esteroides , ácidos grasos e incluso gases 

disueltos como el óxido nítrico. Los organismos multicelulares están 

expuestos a múltiples señales provenientes de su medio ambiente que 

pueden actuar en diversas posibles combinaciones para finalmente 

producir un efecto biológico. De esta manera, las células se comunican 

entre sí y comunican hacia el interior de la célula el mensaje La 

maquinaria celular está constituida por receptores de naturaleza 

proteínica , proteínas que unen a nucleótidos de guanina , enzimas, 

segundos mensajeros y otras proteínas que interaccionan para transmitir 

las señales intracelulares. 

Independientemente de la naturaleza de la molécula seña l o ligando, la 

célula blanco responde por medio de un receptor específico. Las 

hormonas que actúan de manera endocrina , son secretadas por células 

especializadas hacia la circulación sanguínea , utilizando esta vía como 

medio para llegar a las células blanco distribuidas en los diferentes tejidos 

del organismo. Las células blanco responden de acuerdo a sus 

características específicas; esto depende tanto de los receptores que 

expresan como del estadio de desarrollo en el que se encuentran En 

otras palabras , la célula responderá al medio ambiente dependiendo de 

los receptores y de la maquinaria intracelular que posee, misma que 



integra e interpreta la información que recibe . De esta manera se explica 

por qué diferentes tipos celulares responden de diferente manera a un 

mismo estímulo. 

11. LA PROLACTINA 

1. Generalidades 

La prolactina humana (hPRL) es una proteína de cadena sencilla 

constituida por 199 aminoácidos, tiene un peso molecular de 23.5 kDa y 

se sintetiza principalmente en la glándula hipofisaria (1) Las células 

productoras de la PRL en la hipófisis se denominan lactotropos y 

pertenecen al grupo de células acidófilas del lóbulo anterior. La PRL se 

sintetiza en forma de pre-prolactina en el reticulo endoplásmico y es 

hidrolizada para dar origen a la hormona madura (2 ,3) Variantes 

moleculares de la PRL se han descrito como producto de modificaciones 

postraduccionales (4) previas a su secreción , tales como la hidrólisis del 

péptido señal , la oxidación de residuos de cisteína para la formación de 

puentes disulfuro y la glicosilación , además de otras modificaciones 

secundarias al procesamiento alternativo del AR N mensajero o 

modificaciones que ocurren en la circulación (4). 

La síntesis y secreción de la PRL están reguladas bajo un sistema dual que 

implica procesos de estimulación e inhibición mediante mecanismos de 

naturaleza neuroendocrina, autocrina y paracrina. El principal mecanismo 

de regulación de la funcionalidad de los lactotropos hipofisarios lo ejerce el 

hipotálamo a través del sistema portal hipotálamo-hipofisa rio , siendo la 

dopamina el principal factor involucrado y de naturaleza inhibitoria (5) . 

La PRL es una hormona que ejerce diversas acciones dentro de los 

procesos fisiológicos en mamíferos, aves y anfibios (6) En los mamíferos, 



esta hormona realiza un papel esencial en la preservación de estas 

especies, ya que participa en la provisión de nutrientes de la madre al 

producto, prepara a la glándula mamaria y estimula su actividad secretora. 

La PRL también colabora en la regulación de la funcionalidad de los 

gametos en la vida reproductiva de los mamíferos y participa en otros 

aspectos de relacionados con el sistema inmunológico y en el equilibrio de 

agua y sales entre otras funciones . 

2. Mecanismo de acción de la prolactina 

La PRL es considerada en la actualidad como una hormona que ejerce 

diversos efectos en el metabolismo, la osmorregulación y la reproducción , 

entre otros . De hecho, se han reconocido más de 300 funciones en 

diferentes especies de vertebrados (7) . Desde que fue identificada en 

primates como una hormona diferente a la hormona del crecimiento (GH) , 

la PRL ha sido establecida como un factor importante de regulación de la 

función reproductiva en el humano. 

El paso inicial en el mecanismo de acción de la PRL, al igual que la 

mayoría de las hormonas proteínicas , es su unión a receptores 

específicos de membrana y se encuentra distribuido en las células de 

diversos órganos y tejidos blanco. 

A. El receptor de la prolactina 

El receptor de la PRL (RPRL) es una proteína transmembranal , especifico 

y de alta afinidad (7) El gene que codifica para el RPRL humano está 

localizado en el cromosoma 5 y contiene en su estructura 1 O exones (8) 

El transcrito primario en diferentes especies sufre empalmes alternativos 

dando origen a la formación de diversos productos del RPRL o isoformas, 

que difieren en tamaño y en estructura primaria en su región intracelular 

(9-11 ). Estas isoformas, de acuerdo a su tamaño , se denominan como 

receptor corto , intermedio y largo (7) , y se ilustran en la figura 1. 

(1 
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Figura 1. lsoformas del receptor de prolactina (RPRL) 

En la rata , la especie mejor estudiada .el receptor largo contiene 591 

aminoácidos, el corto 291 y el intermedio 393 (Fig 1) (7) . Este último sólo 

se encuentra presente en la membrana de la línea ce lular derivada de 

linfoma de la rata llamada Nb2, sistema ampliamente util izado para 

evaluar la actividad biológica de la PRL por su dependencia hormonal 

para proliferar (12) . Además de los receptores anclados en la membrana , 

también se han identificado isoformas solubles denominadas proteínas 

solubles unidoras de PRL (PRLbp), desconociéndose todavía si 

representan el producto de empalmes alternativos y/o de rupturas 

proteolíticas de la proteína de membrana (13) Los receptores de 

membrana están conformados por tres reg iones de acuerdo a su 

localización ce lular: el dominio extracelular (E) , el dominio transmembranal 

(T) , que atraviesa una sola vez la membrana, y la región citoplásmica o 
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dominio intracelular (1) , siendo la región extracelular idéntica en todos los 

receptores (14) (Fig_ 1)_ 

El RPRL pertenece a la superfamilia de receptores de diversas citocinas 

como, del factor estimulador de colonias de granulocitos, el factor 

estimulador de colonias de granulocitos macrófagos y de la GH, entre 

otros (15 ,16)_ Todos estos receptores de membrana contienen en su 

estructura regiones de aminoácidos altamente conservadas tanto en el 

dominio extracelular como en el intracelular. En el dominio intracelular, por 

ejemplo, se encuentra una región denominada caja 1 (14) _ Esta región 

está próxima a la membrana y es rica en residuos de prolina , confiriendo 

al receptor el plegamiento adecuado para ser específicamente reconocida 

por moléculas de transducción de señal , como la cinasa de tirosina JAK-2 

(17) Además, en el dominio extracelular se encuentran dos subdominios, 

01 y 02, y una secuencia o motivo WS que son también rasgos 

característicos en esta familia de receptores (18) (Fig _ 1 ). 

El RPRL requiere para su activación de la dimerización secuencial (19), en 

la que al menos dos regiones de la molécula de la PRL están implicadas 

en la unión de la hormona al receptor y se denominan sitio 1 y sitio 2 (Fig 

2)_ El proceso de dimerización consiste en la interacción del sitio 1 de la 

PRL con una molécula de RPRL que conlleva a la formación de un 

complejo inactivo H1 :R1 (una hormona un receptor) . El establecimiento 

de este complejo parece ser un pre-requisito para la interacción del sitio 2 

de la PRL con otra molécula de RPRL, y en consecuencia formar un 

complejo trimérico H,:R2 , constituido por una hormona y un homodímero 

del receptor (20 ,21) _ 
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Figura 2. Dimerización del RPRL 

El RPRL se encuentra ampliamente distribuido en la mayoria de las 

especies de vertebrados . La expresión de las formas larga y corta del 

receptor está en función del estado fisiológico del individuo; por ejemplo 

en la rata , varía de acuerdo al ciclo estral , el embarazo y la lactancia 

(22,23). La presencia diferencial de las formas del RPRL, es decir, que 

exista en mayor o menor proporción una forma u otra . es una manera de 

regulación de las diversas funciones biológicas de la hormona. En el 

ovario de la rata , la forma larga del receptor ha sido detectada durante la 

maduración folicular y el desarrollo del cuerpo lúteo. por lo que se ha 

sugerido que el receptor largo está implicado en la esteroidogénesis y el 

reclutamiento de los folículos , mientras que la forma corta está presente 

en la luteólisis o degeneración del cuerpo lúteo (18) . 

De esta manera, todas las acciones de la PRL resultan de la interacción 

de la hormona con su receptor. Esto conduce a la activación de una 

cascada de eventos intracelulares en la que están implicadas 

fosforilaciones en residuos de tirosina , serina y/o treonina de proteinas 

que sirven como sustrato de diversas enzimas, y por ende en la activación 

e inactivación de proteinas como factores de transcripción que ocurren 



dentro de la células como parte del proceso de señalización que resultan 

en determinados efectos biológicos. 

B. La vía dependiente de las cinasas de tirosina 

La estimulación hormonal del RPRL conduce a la fosforilación de residuos 

de tirosina de diversas proteínas intracelulares (24) , incluyendo el propio 

receptor. La utilización de inhibidores de TK bloquean los efectos 

anabólicos y mitogénicos de la PRL en la línea celular de linfoma Nb2 

(25). La JAK2, que pertenece a la familia de las Janus cinasas , se 

identificó como la TK acoplada constitutivamente al RPRL (26-29), La 

activación de la JAK2 por el RPRL sucede rápidamente por la 

estimulación hormonal y la posterior dimerización del receptor, eventos 

que han sido demostrados en diversos sistemas como la línea celular Nb2 

(26 ,27) , la glándula mamaria (28) y el hígado (29), entre otros. 

Una vez activada la JAK2, fosforila tanto al RPRL como a sí misma (27). 

Los residuos de tirosina fosforilados son reconocidos por otras proteínas 

intracelulares que contienen en su estructura dominios de homología a 

Src no catalíticos denominados SH2 y SH3 . Entre estos se encuentran los 

factores de transcripción STAT (transductores de señal y activadores de la 

transcripción) , específicamente STAT 1 y STAT 5 (30) , el Grb2 y la 

fosfolipasa C-y que activa la vía de fosfolípidos de inositol , entre otros (7) . 

Las proteínas STAT fosforiladas se dimerizan y se translocan al núcleo e 

interactúan con elementos de respuesta situados en las regiones 

promotoras de genes blanco. La PRL también actúa sobre la vía de las 

cinasas activadas por mitógeno o MAPK que son inducidas por la cascada 

Grb2/SOS/Ras/Raf/MAPK que participan en la proliferación celular (7) . 

Los fosfolípidos de inositol de membrana como el fosfatidil inositol , 

intervienen en la señalización de receptores asociados a TK. La activación 

de la fosfolipasa C-y genera dos productos de la hidrólisis de fosfo lípidos 
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de inositol de membrana: el inositol trifosfato que libera calcio intracelular 

del retículo endoplásmico y el diacilglicerol que activa a PKC 

C. La vía dependiente de proteína cinasa C 

Las proteína cinasa C (PKC) son proteínas que fosforilan a substratos 

intracelulares en residuos de serina/treonina , proceso dependiente de 

calcio (31 ). Se conocen 8 isoformas de la PKC y al menos 4 son activadas 

por el diacilglicerol generado por la activación de la fosfolipasa C-y En 

sistemas in vitro, los efectos del diacilglicerol pueden ser mimetizados por 

ésteres del forbol como el PMA o TPA (tetradecanoil forbol acetato) que 

interactúan con la PKC y la activan directamente. Una vez activada , la 

PKC fosforila diversas proteínas blanco y modifica la transcripción de 

genes específicos a través de la fosforilación de proteínas reguladoras 

que, a su vez, activan o inactivan factores de transcripción (32) . La PKC 

está implicada en las vías de señalización de los receptores asociados a 

TK y de los receptores acoplados a proteínas G y en una amplia variedad 

de procesos celulares tales como la diferenciación , la mitogénesis , la 

regulación a la baja de receptores, la modulación de canales iónicos y la 

expresión de genes de respuesta rápida como c-fos y c-jun (33) . 

Diferentes sistemas celulares como los astrocitos , el hígado, neuronas 

tuberoinfundibulares y la glándula mamaria han sido modelos de estudio 

de la participación de la PKC en la via de señalización de la PRL (34-37) 

Sin embargo, falta por estudiar el efecto de la PRL a través de la 

activación de la PKC en otros sistemas relacionados con el área 

reproductiva , en donde se ubican preferentemente los efectos biológicos 

de esta hormona . 
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111. EL OVARIO 

El ovario o gónada femenina es un órgano con diversos compartimentos y 

con propiedades biológicas diferentes. Dentro de las acciones principales 

del ovario se encuentran: el desarrollo de un óvulo fertilizable maduro 

(ovocito secundario maduro) y la síntesis de hormonas esteroides o 

esteroidogénesis . Estas importantes funciones son estimuladas por 

diversos componentes del eje hipotálamo-hipófisis-ovario , como las 

gonadotrofinas hipofisarias que son secretadas de manera cíclica . A su 

vez, las hormonas esteroides ováricas por un mecanismo de 

retroalimentación negativa, modulan la secreción de las gonadotrofinas y 

de esta manera, el ovario desempeña su papel en el mantenimiento del 

ciclo reproductivo . 

El ovario cuenta con diversos componentes celulares , que están 

presentes de acuerdo al estado de desarrollo y del ambiente hormonal. 

Entre ellos , se encuentran las células de la granulosa, las células de la 

teca y las células intersticiales. Las células de la granulosa recubren al 

ovocito primario (célula germinal que se encuentra detenida en la primera 

división meiótica) y conforman al folículo , siendo el sitio donde se lleva a 

cabo la síntesis de los estrógenos. 

1. Las hormonas gonadotróficas y el ovario 

La función hormonal y reproductiva de las gónadas en los mamíferos 

están controladas , en parte , por las hormonas hipofisarias que se unen a 

receptores específicos en el ovario y el testículo para regular la 

gametogénesis (formación de gametos) y la esteroidogéneis (síntesis de 

hormonas esteroides) . Estas acciones son ejercidas por las 

gonadotrofinas hipofisarias: la hormona folículo estimulante (FSH) y la 

hormona luteinizante (LH) . La síntesis y secreción de ambas hormonas 
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por los gonadotropos hipofisarios están reguladas por la hormona 

liberadora de gonadotropinas o GnRH de origen hipotalámico. 

La maduración de los folículos ováricos se caracteriza por una serie de 

estadios secuenciales: la iniciación, el crecimiento, la selección, la 

ovulación y la luteinización . En este proceso, las hormonas hipofisarias y 

gonadales desempeñan un papel importante sobre el folículo 

seleccionado para la ovulación , que se transforma de un folículo 

primordial a un folículo preovulatorio (38) . 

La FSH actúa sobre las células de la granulosa del ovario para promover 

el desarrollo folicular temprano , mientras que la LH participa en el 

desarrollo tardío del folículo , la ruptura del folículo preovulatorio y la 

liberación del óvulo (39). Con el progreso de la maduración folicular, las 

células de la granulosa se luteinizan , y sintetizan la progesterona 

(hormona esteroide) bajo el estímulo directo de la LH (39) . 

Además de los efectos que la FSH y la LH ejercen en la proliferación y la 

maduración de las células de la granulosa , existen otros relacionados con 

la síntesis de las hormonas esteroides (40) , como es el caso de la 

biotransformación de andrógenos a estrógenos (41 ). Las células de la 

teca interna de los folículos preovulatorios sintetizan los precursores, 

androstendiona y testosterona , bajo la influencia de la LH , que son 

biotransformados a estrógenos por acción de la FSH en las células de la 

granulosa . 

2. Las hormonas esteroides. Los estrógenos 

Las células de la granulosa constituyen el origen celular de los estrógenos 

ováricos como la estrona y el estradiol. La biosíntesis de los estrógenos 

por las células de la granulosa requiere de la cooperación de las células 

de la teca . La participación de estos dos tipos celulares y de las dos 

gonadotrofinas, la FSH y la LH , en la biosíntesis de los estrógenos 
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ováricos , sustenta el modelo de dos células/ dos gonadotrofinas (Fig . 3) 

(42) . Este mecanismo involucra las acciones que por separado llevan a 

cabo la FSH y la LH en la regulación de la biosíntesis de los estrógenos. 

La síntesis de la enzima citocromo P450 aromatasa (CYP450 aromatasa) 

por las células de la granulosa es inducida por la acción de la FSH (40) . 

Esta enzima actúa sobre los andrógenos (42-44) aromatizando el anillo A 

de la molécula. La testosterona y la androstendiona, producto de síntesis 

de las células de la teca por acción de la LH sirven de precursores para la 

biosíntesis de estrena y estradiol (42,43) (Fig . 3) . 

Cok sterol 

AMe< ~ l 
Androstendiona 

(circulación) 

CYP~50 arom 

t 
/\ rl' .-\Ml'c 

CÉLULAS DE 
LA TECA 

CÉLULAS DE 
LA 

GRANULOSA 

(liquido fo licular) 

Figura 3. Biosíntesis de los estrógenos ováricos . Modelo de 

dos células/dos gonadotrofinas. (Dibujo basado en el modelo 

de la ref. 41) 
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Como se ilustra en la Figura 3, el mecanismo de acción de la FSH 

requiere de la unión de la hormona con su receptor membrana! que está 

presente en las células de la granulosa e involucra la participación de la 

enzima adenilato ciclasa (AC) (45) . El receptor de la FSH es de tipo siete 

pasos transmembranales y está acoplado a proteínas Gs (46,47) (Fig . 4) . 

En el proceso de la aromatización , la activación de las proteínas Gs 

acopladas al receptor de la FSH conduce a la activación de la adenilato 

ciclasa cuya acción es convertir el ATP (adenosín trifosfato) en AMP 

cíclico o AMPc (adenosín monofosfato cíclico) (Fig 4) El AMPc generado 

activa a la proteína cinasa A o PKA. La PKA por su parte , activa la 

transcripción del gen de la CYP450 aromatasa (46) , previa fosforilación de 

los factores de transcripción CREB que reconocen sitios específicos en la 

región reguladora del gen denominados CRE (elementos de respuesta a 

AMPc) (Fig . 4) . 

Este modelo representa el mecanismo de regulación de la 

esteroidogénesis ovárica por las gonadotrofinas; sin embargo, existen 

otras hormonas hipofisarias que participan en la funcionalidad del ovario, 

como la prolactina . 

3. La prolactina y el ovario 

En el ovario , la PRL actúa como una hormona luteotrófica , es decir, 

promueve la formación y acción del cuerpo lúteo, tanto en los roedores 

como en otras especies (7) . En los roedores , la PRL regula la expresión 

de los receptores para las gonadotrofinas en las células lúteas y provoca 

el aumento de los receptores para la LH durante la luteinización folicular 

La PRL ejerce una acción luteolítica en la rata lo que significa que también 

participa en la regresión lútea durante el ciclo estral normal. También 

estimula la producción de progesterona directamente en las células de la 

granulosa y lúteas de la rata (48) , pero a altas dosis y en células 

inmaduras de la granulosa inhibe la síntesis de progesterona (49). 

15 



FSH 
¿; li.. 

/+ 
ATP ~ f AMPc 

t + 
PKA 

t + 
CREB 

Figura 4. Mecanismo de transducción de señal de la FSH en la 
esteroidogénesis ovárica. 



El aumento en las concentraciones circulantes de la PRL o 

hiperprolactinemia resulta en la inhibición de la actividad de las neuronas 

hipotalámicas que sintetizan a la hormona reguladora de gonadotrofinas 

(GnRH) (50) afectando los patrones de secreción pulsátil de las 

gonadotropinas hipofisarias y por lo tanto la síntesis y secreción de 

hormonas esteroides por el ovario. La PRL tiene también efectos a nivel 

ovárico. En cultivos de células de la granulosa, la presencia de la PRL 

inhibe, de manera dependiente de la dosis, la producción de progesterona 

(49) y la síntesis de estrógenos inducida por la hormona folículo 

estimulante (48,51 ). Esta acción es a través de inhibir los efectos de la 

FSH sobre la actividad de la CYP450 aromatasa (51 ,52). Este efecto es 

reversible cuando la PRL es removida del medio de cultivo. Se ha sugerido 

que dicho efecto se inicia con la unión de la PRL a su receptor 

desencadenando eventos intracelulares que conducen a cambios en la 

esteroidogénesis, ya que la PRL es inocua en células sonicadas (52) . De 

hecho, se ha demostrado que la PRL inhibe la expresión del RNA 

mensajero de la CYP450 aromatasa inducida por la FSH o por un activador 

de la adenilato ciclasa como la forskolina (53) . A este respecto, se ha 

sugerido que la PRL actúa posterior a la generación de AMPc inducido por 

la FSH , ya que la PRL inhibe la actividad de la aromatasa estimulada por un 

análogo sintético del AMPc, el dibutiril AMPc (52) . Sin embargo, no se ha 

descartado la posibilidad de que el sitio de acción de la PRL en las células 

de la granulosa sea previo a la generación del AMPc, o bien posterior al 

receptor de la FSH e incluso sobre el propio receptor. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Establecer las vías de transducción de señal implicadas en los efectos de 

la prolactina sobre la esteroidogénesis ovárica inducida por la hormona 

folículo estimulante en cultivo. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Establecer y validar el bioensayo de células de la granu losa de rata 

para el estudio de la aromatización de andrógenos en presencia de 

diferentes estímulos de la vía de la proteína cinasa A 

2 Evaluar la participación de la proteína cinasa C en el efecto inhibitorio 

de la prolactina sobre la síntesis de estradiol y de AMPc inducidos por 

la hormona folículo estimulante en células de la granulosa mantenidas 

en cultivo. 

3. Analizar la participación de las proteínas G dependientes de la toxina 

del có lera y de la toxina pertussis en el efecto inhibitorio de la PRL en 

la síntesis de estradiol y de AMPc en células de la granulosa 

mantenidas en cultivo . 

4. Investigar la posible comunicación entre la de vía de señalización de 

los receptores acoplados a TK y las vías de señalización de los 

receptores acoplados a proteínas G en la regu lación de la 

esteroidogénesis en las cé lulas de la granu losa mantenidas en cultivo . 
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HIPÓTESIS 

La prolactina ejerce su efecto inhibitorio sobre la esteroidogénesis ovárica 

inducida por la hormona folículo estimulante a través de la participación de 

las proteínas G estimulatorias y las proteínas G inhibitorias, así como de la 

activación de la proteína cinasa C, lo que implica un mecanismo de 

comunicación entre los receptores acoplados a TK y aquéllos acoplados a 

proteínas G. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Bioensayo de aromatización en células de la granulosa (GAB) 

Reactivos : 

Se utilizaron dos preparaciones de elevada pureza de prolactina (PRL) 

humana hipofisaria (NIDDK-hPRL-RP-2) y de hormona folículo 

estimulante (FSH) humana hipofisaria (NIDDK-hFSH-l-SIAFP-2) , donadas 

por el National lnstitute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases 

(NIDDK). Ambas preparaciones estaban libres de hormona luteinizante, 

hormona estimulante de tiroides , hormona de crecimiento , además de 

FSH en la preparación de PRL y de PRL en el caso de la preparación de 

FSH . El anticuerpo anti-receptor de PRL de rata (U5) fue donado por el 

Dr. Paul Kelly (INSERM, París , Francia) . El anticuerpo anti-PRL de rata 

(NIDDK-anti-rPRL-S-9) fue donado por el NIDDK. El dietilestilbestrol , la 4-

androstendiona (4-androsten-3 , 17-diona), la 1-metil-3-isobutil-xantina 

(MIX), el 8-bromo adenosín 3 ', 5 · -monofosfato cíclico (8-Br-AMPc) , el 

dimetilsulfóxido (DMSO), el tetradecanoil forbol acetato (TPA) y la 

forskolina se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis , Mo. USA). La 

calfostina C y la toxina del cólera se obtuvieron de Calbiochem (La Jolla , 

CA, USA) El Medio Me Coy 5a modificado, la L-glutamina , el azul tripán , y 

la mezcla de antibióticos en solución de penicilina-estreptomicina se 

obtuvieron de Gibco BRL (Grand lsland , NY, USA) , la GnRH (LHRH) se 

obtuvo de Hoescht (Frankfurt, Alemania). 

Metodología del bioensayo: 

Se emplearon ratas hembras de la cepa Wistar inmaduras, de 19 a 21 

días de edad , mantenidas bajo un régimen de luz/obscuridad de 12/12 hr 
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y con alimento y agua a libre demanda. Con la finalidad de estimular la 

proliferación celular de las células ováricas, las ratas se implantaron 

subcutáneamente en la región dorsal con cápsulas de silástic de 1 O mm 

de largo y 1.5 mm de diámetro interno conteniendo aproximadamente 

1 Omg de dietilestilbestrol y se mantuvieron con el implante durante 4 días. 

Posteriormente, las ratas se sacrificaron por dislocación cervical , los 

ovarios se extrajeron, se descapsularon y las células de la granulosa se 

obtuvieron por punción folicular con aguja fina en medio Me Coy pH = 7.4. 

Posteriormente, las células se disgregaron y se homogenizaron con una 

pipeta de transferencia y se lavaron una vez con medio Me Coy 

centrifugando a 200 x g por 1 O min a temperatura ambiente. Las células 

de la granulosa se mantuvieron en cultivo de acuerdo al método 

estandarizado por Jia y Hsueh (54) en placas de 24 pozos de 16 mm de 

diámetro (Nunclon . Roskilde , Denmark) conteniendo 1.5 x 105 células 

viables (cuantificadas por tinción vital con azul tripán) en cada pozo, en un 

volumen final de 0.5 mi Las células se cultivaron en medio Me Coy 5a 

complementado con 4 mM de L-glutamina , O 125 µM de dietilestilbestrol, 

1.25 µM de 4-androstendiona como precursor androgénico para la 

aromatización , 0.15 µM de MIX como inhibidor de la fosfodiesterasa y la 

mezcla de antibióticos 100 Ul/ml de penicilina y 0.1 mg/ml de 

estreptomicina Las células se incubaron en presencia o ausencia de los 

estímulos hormonales y farmacológicos correspondientes . 

Estímulos hormonales y farmacológicos : 

Los estímulos se añadieron a los pozos de cultivo inmediatamente 

después de la siembra de las células . Las células se estimularon con 

activadores de la vía de la proteína cinasa dependiente de AMPc o PKA a 

diferentes niveles. A nivel del receptor con dosis crecientes de FSH 

humana, a nivel de proteínas G con un activador constitutivo de las 

proteínas Gs . la toxina del cólera . a nivel de la adenilato ciclasa con un 



activador directo, la forskolina o directamente añadiendo un análogo no 

hidrolizable de AMPc, el 8Br-AMPc. 

El efecto de la PRL en la esteroidogénesis inducida por estos activadores 

de la PKA se evaluó coestimulando las células con diferentes dosis de 

PRL y FSH , forskolina u 8Br-AMPc. La participación de la PKC en el 

mecanismo de acción de la PRL se evaluó preincubando las células por 

30 min con un inhibidor específico de la PKC , la calfostina C (previamente 

activada por 30 min en presencia de luz) , y posteriormente estimulando 

con FSH y PRL o TPA como control. 

Así mismo, se evaluó el efecto de activadores de la proteína cinasa 

dependiente de calcio o PKC en la acumulación de AMPc y en la 

esteroidogénesis inducida por los activadores de la PKA. Las células se 

coestimularon con un activador directo de la PKC, el TPA, o un activador 

conocido de la PKC a nivel de receptor, la GnRH en presencia de FSH , 

forskolina u 8Br-AMPc 

Finalmente, la participación de las proteínas Gi en el efecto de la PRL se 

evaluó añadiendo un inhibidor de estas proteínas , la toxina pertussis , en 

presencia de PRL y FSH. Las células se incubaron por 72 hr a 37ºC, 95% 

de aire y 5% de C02, en ambiente húmedo. 

Al final de la incubación , se cuantificó el conten ido de 170-estradiol en el 

medio de cultivo y el contenido total de AMPc por radioinmunoanálisis 

específico. Todas las incubaciones se llevaron a cabo por triplicado de 

pozo y los experimentos se repitieron por lo menos tres veces. 

2. Radioinrnunoanálisis específico de estradiol 

Reactivos 

El estradiol (E2) marcado con tritio ((2,4 ,6,7-3H jestradiol) con una actividad 

específica de 90 Ci/mmol se obtuvo de Amersham , Life Science 



(Buckinghamshire . England) . La resina LH-20 , el carbón activado. el 

dextrán . el POPOP. el PPO. el timerosal y la gelatina se obtuvieron de 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo. USA). Los fostatos de sodio NaH2P04 

y Na2HP04, el NaCI , el tolueno y el metano! se obtuvieron de JT Baker 

(México). La curva estándar de 17p- estradiol y el anticuerpo anti-

17p- estradiol fueron donadas por The Matched Reagent Programme of 

the Special Programme of Research . Development and Research Training 

in Human Reproduction de la Organización Mundial de la Salud (Geneve, 

Switzerland) . 

Metodología del radioinmunoanálisis de Ei 

El 17p-estradiol secretado por las células al medio de cultivo se cuantificó 

por radioinmunoanálisis específico . Las muestras se cuantificaron por 

duplicado y los resultados se expresaron en ng/pozo de E2 La 

sensibilidad del radioinmunoanálisi s de E2 fue de 6.4 pg/tubo y los 

coeficientes de variación intra e interanálisis fueron de 6 y 11 %, 

respectivamente. Las muestras se procesaron de acuerdo al protocolo del 

programa de reactivos de la Organización Mundial de la Salud . 

El procedimiento cons istió en lo siguiente se incluyó la preparación de 

una curva estándar utilizando el E2 no radiactivo o frío . Se preparó la dosis 

más concentrada de 204.8 pg/ml de E2 en sol. amortiguadora de fosfatos 

para radioinmunoanálisis de esteroides o SAFRE (0.02M de NaH2P04, 

0.08 M de Na2HP04, 0.15 M de NaCI , 0.01 % de timerosal y 0.1 % de 

gelatina. pH 7.2) y se incubó a 37°C por 30 min . A partir de esta 

concentración se prepararon diluciones crecientes (1/2) del estándar 

cuyas dosis fueron de 6.4 a 204 .8 pg/500pl y se añadieron 500pl de cada 

dosis a los tubos de reacción . Como antígeno se utilizó el E2 marcado con 

tritio o 3H-E2 ([2.4 .6. 7-3H] estradiol ) previamente purificado en una 

columna de intercambio iónico con resina LH-20 (de 50 cm de alto x 1 cm 



de diámetro) y eluído con una solución tolueno-metanol 85:15 . El 3H-E2 

purificado se evaporó con N2 , se resuspendió en SAFRE y ajustando la 

concentración a 10,000 cpm/100µ1 se incubó a 37°C por 30min y 

posteriormente se añadieron 100µ1 a cada tubo de reacción . El anticuerpo 

anti-17p-estradiol liofilizado se resuspendió en 1 Oml de SAFRE quedando 

diluido 1/10. Los medios de cultivo obtenidos se diluyeron 1/20 en SAFRE 

y se cuantificaron por duplicado en el radioinmunoanálisis . A cada tubo de 

reacción se agregaron 400µ1 de SAFRE, 100µ1 de la muestra diluida 1/20, 

100µ1 de 3H-E2 (10,000 cpm) y 100µ1 de anticuerpo (dilución final 1 /70) En 

los tubos correspondientes a la curva estándar se añadieron 500µ1 de 

cada dosis en lugar de SAFRE y muestra. El análisis incluyó dos tubos de 

cuentas totales conteniendo 100µ1 de 3H-E2 (10,000 cpm); dos tubos de 

uniones no específicas (UNE) conteniendo 600µ1 de SAFRE y 1 OO~tl de 
3H-E2 (10,000 cpm) y dos tubos de uniones totales (Uo) conteniendo 500µ1 

de SAFRE, 100µ1 de 3H-E2 (10 ,000 cpm) y 100~tl de anticuerpo. 

Los tubos con las mezclas se incubaron por 18 hrs a 4ºC. Posteriormente, 

a cada tubo de reacción se agregaron 200ml de carbón-dextrán frío 

(0 .625% de carbón activado y 0.062% de dextrán en SAFRE) 

manteniendo en agitación constante y se incubaron a 4ºC por 30 min 

exactamente. Finalmente , los tubos se centrifugaron a 2,000 x g por 15 

min a 4 ºC. Los sobren ad antes se decantaron en viales de centelleo y se 

agregaron 5ml de líquido de centelleo (0 .01 % de PO POP y 0.45% de PPO 

en tolueno) . Los viales se agitaron vigorosamente por 15 seg y se dejaron 

reposar por una hora. La cantidad de radiactividad unida al anticuerpo se 

determinó en un contador de centelleo líquido (Packard) con una 

eficiencia para tritio del 68%. 

En la curva estándar se interpolaron los valores de las muestras 

desconocidas, utilizando el programa matemático A5 .2 (por P R. 

Edwards, 1988) de la Organización Mundial de la Salud , que graficó la 
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curva y la calibró por un modelo de cuatro parámetros logísticos 

(pendiente, unión total, unión no específica y ED50). 

3. Radioinmunoanátisis específico de AMPc 

Reactivos: 

El Na 125
1 se obtuvo de Amersham, Lite Science (Buckinghamshire, 

England). El adenosín 3', 5'-monofosfato cíclico , el tirosil metil éster de 2·-

0-monosuccinil adenosín 3' ,5 '-monofosfato cíclico , la trietilamina , el 

anhídrido acético , la DEAE celulosa , la cloramina T, el bisulfito de sodio 

(metabisulfito de sodio) , el acetato de sodio y la albúmina sérica bovina se 

obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis , Mo. USA) El anticuerpo 

anti-AMPc se obtuvo de Calbiochem (La Jolla , CA, USA). 

Metodología del radioinmunoanálisis de AMPc 

El contenido total de AMPc se determinó en las células y el medio de 

cultivo por radioinmunoanálisis específico Las muestras se cuantificaron 

por duplicado y los resultados se expresaron en pmol/pozo de AMPc. La 

sensibilidad del radioinmunoanálisis de AMPc fue de 40 fmol/ml y los 

coeficientes de variación intra e interensayo fueron 6 y 12%, 

respectivamente . El radioinmunoanálisis se realizó de acuerdo al 

protocolo proporcionado por Calbiochem (La Jolla , Ca , USA) ligeramente 

modificado. 

El procedimiento consistió en lo siguiente se incluyó la preparación de 

una curva estándar utilizando el AMPc no radiactivo o frío (adenosín 3', 5'

monofosfato cíclico) . Se preparó un stock con una concentración de 

1 µmol/mi en agua bídestilada . Esta preparación se almacenó en alícuotas 

a -20ºC y sirvió para preparar la dosis de 50 pmol/ml de AMPc con agua 

bidestílada . A partir de esta concentración se prepararon diluciones 



crecientes (1/2) del estándar cuyas dosis fueron de 40 a 2,500 fmol/ml en 

sol. de acetato de sodio 5mM , pH 4.7. Las dosis de la curva se acetilaron 

para hacer más sensible el ensayo adicionando 20µL de una solución 

trietilamina-anhidrido acético 2: 1 a un volumen de 500µ1 de cada dosis del 

estándar. Como antígeno se utilizó el tirosil metil éster 2'-0-monosuccinil 

adenosín 3',5'-monofosfato cíclico marcado con 1251 (AMPc-1251). El 

marcaje radiactivo se hizo por el método de cloramina T descrito 

previamente por Hunter (55) y la reacción se detuvo con metabisulfito de 

sodio. El AMPc-1251 se purificó en una columna de intercambio iónico de 

DEAE celulosa haciendo una primera elución con sol. amortiguadora de 

fosfato de potasio 5 mM, pH 4.4 y una segunda elución con sol. 

amortiguadora de fosfato de potasio 10 mM, pH 4.4. Para el ensayo, la 

concentración del AMPc-1251 se ajustó a 10,000 cpm/25µ1 en una sol. de 

acetato de sodio 50mM , pH 6.1 y 0.1 % de albúmina sérica bovina (ASB) El 

anticuerpo anti-AMPc se diluyó en sol. de acetato de sodio 50mM, pH 6.1 

y 0.1% de ASB, quedando una dilución de trabajo 1/30,000. Las muestras 

se prepararon de la siguiente manera : al término de la incubación , los 

medios de cultivo junto con las células se extrajeron de las placas de 

cultivo y se colectaron en tubos de poliestireno de 12 x 75 mm. Las 

muestras obtenidas se hirvieron a 95ºC por 5 min para inactivar la 

fosfodiesterasa y así evitar la degradación del AMPc; posteriormente , se 

congelaron hasta el día del análisis . Las muestras se diluyeron 1/1 O en 

sol. de acetato de sodio 5 mM , pH 4. 7 y se acetilaron para hacer más 

sensible el análisis . La acetilación de las muestras se hizo adicionando 

20µL de una solución trietilamina-anhidrido acético 21 a un volumen de 

500µ1 de la muestra diluida. Las muestras acetiladas se cuantificaron por 

duplicado en el radioinmunoanálisis . 

A cada tubo de reacción se agregaron 50µ1 de la muestra acetilada , 25µ1 

de AMPc-1251 (10 ,000 cpm) y 25µ1 de anticuerpo (dilución final 1/120,000) . 

En los tubos correspondientes a la curva estándar se añadieron 50µ1 de 

cada dosis en lugar de muestra El análisis incluyó dos tubos de cuentas 
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totales conteniendo 25µ1 de AMPc-1251 (10,000 cpm) ; dos tubos de uniones 

no específicas (UNE) conteniendo 75~d de sol. de acetato de sodio 5 mM, 

pH 4.7 y 25µ1 de AMPc-1251 (10 ,000 cpm) y dos tubos de uniones totales 

(Uo) conteniendo 75µ1 de sol. de acetato de sodio 5 mM, pH 4.7, 25µ1 de 

AMPc-1251 (10,000 cpm) y 25µ1 de anticuerpo. Los tubos con las mezclas 

se incubaron a 4 ºC por 18 hrs. Posteriormente, a cada tubo de reacción 

se agregaron 3ml de etanol al 96% frío para precipitar los complejos 

antígeno-anticuerpo. Finalmente , los tubos se centrifugaron a 2,000 x g 

por 30 mina 4ºC. Los sobrenadantes se decantaron y en el precipitado se 

cuantificó la cantidad de radiactividad unida al anticuerpo en un contador 

de radiaciones gamma (Packard) con una eficiencia del 80%. 

En la curva estándar se interpolaron los valores de las muestras 

desconocidas, utilizando el programa matemático A5 .2 (por P R. 

Edwards, 1988) de la Organización Mundial de la Salud , que graficó la 

curva y la calibró por un modelo de cuatro parámetros logísticos. 

4. Análisis estadístico 

Cada experimento se repitió tres veces . Para comparar las respuestas 

entre los tratamientos , se utilizó la prueba de t de Student pareada . Las 

diferencias entre los grupos se consideraron estadísticamente 

significativas con un valor de P < 0.05 . 



RESULTADOS 

1. Regulación de la síntesis de estradiol y efectos sobre el AMPc en 

cultivos primarios de células de la granulosa 

Con la finalidad de evaluar los efectos de la PRL sobre la actividad 

esteroidogénica de cultivos de células de la granulosa se caracterizaron 

los diferentes mecanismos hormonales y de señalización intracelular 

responsables de la síntesis de estradiol. La incubación de las célu las de la 

granulosa en presencia de diferentes concentraciones de la hormona 

folículo estimulante ó FSH (Fig. 1-A) provocó, de manera dependiente de 

la dosis , el aumento significativo en la síntesis de estradiol secretada al 

medio de cultivo, así como en el contenido total de AMP cíclico (AMPc). 

La dosis de 5 mUl/pozo de FSH logró la máxima estimulación sobre 

ambos marcadores de respuesta hormonal por lo que se utilizó esta dosis 

estimulatoria en experimentos posteriores . De manera similar, la 

incubación en presencia de concentraciones crecientes de un estimulador 

de proteínas Gs y de la adenilato ciclasa con toxina del cólera (Fig. 1-B) y 

la forskolina (Fig . 1-C) respectivamente , indujo de manera dosis

dependiente el aumento significativo en el contenido de estradiol en el 

medio de cultivo y del AMPc total. Por otra parte , la incubación en 

presencia de un análogo no hidrolizable del AMPc, el 8 Br-AMPc (Fig . 1-

D), resultó también en el aumento significativo dosis-dependiente del 

contenido de estradiol en los medios de cultivo . Estos resultados nos 

permiten validar al cult ivo de células de la granulosa como un modelo 

adecuado para evaluar los efectos biológicos in vitro de la FSH , así como 

de los mecanismos de señalización intracelular implicados en sus 

mecanismos de acción sobre la esteroidogénesis ovárica . 
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2. Efectos de la PRL en la síntesis de estradiol mediada por la FSH 

en las células de la granulosa 

Existen informes en la literatura describiendo el efecto inhibidor de la 

prolactina (PRL) en la actividad de la citocromo P450 aromatasa (enzima 

responsable de la aromatización o bioconversión de los andrógenos a 

estrógenos) en células de la granulosa mantenidas en cultivo (51 ,52 ,56) ; 

sin embargo, los mecanismos y sitios de acción de este efecto no se 

conocen bien en la actualidad. En la Fig . 2 se muestra el efecto de la PRL 

sobre la síntesis de estradiol y de AMPc en las células de la granulosa. 

Como puede observarse la presencia de una preparación purificada de 

PRL humana (hPRL) inhibió de manera significativa y dosis-dependiente 

la síntesis de estradiol inducida por la FSH (Fig . 2-A) . De manera similar, 

la estimulación de la síntesis de estradiol y AMPc por la toxina del cólera 

(Fig. 2-B) y la forskolina (Fig 2-C) y del estradiol por el 8 bromo AMPc 

(Fig . 2-0) fue inhibida en presencia de dosis crecientes de PRL humana 

en el medio de cultivo Las dosis inhibitorias de la PRL al 50% (1050) 

sobre la estimulación de la esteroidogénesis inducida por la FSH , toxina 

del cólera , forskolina y el 8 bromo AMPc fueron similares , con pequeñas 

variaciones dependiendo del factor estimulador 70 ± 6, 64 ± 3, 

78 ± 4 y 62 ± 3 ng/ml , respectivamente. 

3. Efecto de anticuerpo anti-receptor de PRL en la síntesis de 

estradiol y AMPc en las células de la granulosa estimuladas con FSH 

u 8 Br-AMPc 

Con la finalidad de verificar la especificidad de los efectos de la PRL a 

nivel del receptor, se evaluó si la adición de anticuerpo anti-receptor de 

PRL de rata (Ac rRPRL) mimetizaba el efecto inhibitorio de la PRL sobre 
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Figura 2. Efecto de concentraciones crecientes de PRL en la 
síntesis de estradiol (-+--) y la acumulación de AMPc (-o-) en 
células de la granulosa incubadas en presencia de FSH (A), toxina 
del cólera (B), forskolina (C) u 8 Br-AMPc (O). Los resultados están 
expresados como la media ± DE de triplicados de pozo. * P<0.05 
vs O ng/ml PRL. 
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la síntesis de estradiol inducida por la FSH en las células de la granulosa. 

Este anticuerpo ha sido previamente probado y ha mostrado tener un 

efecto agonista en el bioensayo de células Nb2, que son dependientes de 

la PRL para su proliferación (57) . Las células fueron cultivadas durante 72 

hr en presencia de 5 mUI de FSH humana y cualquiera de los siguientes 

estímulos: 100 ng/ml de PRL, anticuerpo anti-receptor de PRL de rata o 

anticuerpo anti-PRL de rata . El anticuerpo anti-PRL de rata se utilizó como 

control de los efectos de una inmunoglobulina no relacionada con el 

receptor de PRL. Al término de la incubación se cuantificó el estradiol en 

el medio de cultivo y la acumulación de AMPc total. La estimulación de las 

células de la granulosa con el anticuerpo antj..receptor de PRL inhibió de 

manera significativa la síntesis de estradiol y de AMPc inducidos por la 

FSH , así como lo hace la adición de 100 ng/ml de PRL (Fig . 3-A) . De 

manera paralela , cuando el 8 Br-AMPc se utilizó como inductor de la 

síntesis de estradiol , el anticuerpo anti-receptor de PRL produjo también 

un efecto inhibitorio (Fig . 3-B). Además, la adición de anticuerpo anti-PRL 

de rata no modificó de manera significativa la síntesis de estradiol y de 

AMPc inducidos por cualquiera de los activadores de la vía de la proteína 

cinasa A la proteína A la FSH (Fig . 3-A) o el 8 Br-AMPc (Fig . 3-B) . 

4. Efectos de la activación de la proteína cinasa C en la síntesis de 

estradiol mediada por activadores de cinasas de proteína A en las 

células de la granulosa. 

La activación de proteína cinasa C (PKC) en las células de la granulosa se 

acompaña de la inhibición de los mecanismos responsables de la 

estimulación de la síntesis de estradiol inducida por la FSH (58,59) . Cabe 

señalar, que la activación tanto de cinasas de serinas/treoninas como de 

tirosinas constituyen eventos tempranos en la señalización in tracelula r de 

la PRL, que ocurren como consecuencia de la interacción 
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anti-receptor de PRL de rata (Ac rRPRL) en la síntesis de estradiol 
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están expresados como la media ± DE de tripl icados de pozo. 
*P<0.05 vs 100% del control. 
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de esta hormona con sus receptores en los órganos blanco (26 ,37,60) . 

Con la finalidad de estudiar la asociación que existe entre la PRL con los 

mecanismos de activación de la PKC en relación con su efecto inhibitorio 

en la acción de la FSH sobre la síntesis de estradiol , se investigaron los 

efectos de estimuladores e inhibidores de la PKC en células de la 

granulosa estimuladas con FSH en presencia o ausencia de la PRL La 

activación de la PKC con el TPA ocasionó la reducción significativa de 

estradiol en los medios de cultivo cuando se estimularon con FSH (Fig . 4-

A) , toxina del có lera (Fig . 4-B} , forskolina (Fig. 4-C) u 8 Br-AMPc (Fig . 4-

0) . La estimulación con TPA inhibió de manera similar la acumulación en 

los medios de cultivo del AMPc inducido por FSH (Fig 4-A) o toxina del 

cólera (Fig . 4-B} , con excepción de los cultivos estimulados con la 

forskolina (Fig . 4-C) . Otro activador conocido de la PKC , que se une a 

receptores acoplados a proteínas Gq, es la hormona liberadora de 

gonadotrofinas (GnRH) (61 ). La GnRH, además de activar a la PKC, 

inhibe la esteroidogénesis en las células de la granulosa (62 ,63) , por lo 

que también se utilizó para estimular el sistema celular. La GnRH inhibió 

significativamente la síntesis de estradiol y de AMPc inducidos por la FSH 

(Fig. 5-A) , forskolina (Fig . 5-B) u 8 Br-AMPc (Fig . 5-C) . 

Con la finalidad de estudiar si estos efectos se encuentran asociados con 

la actividad inhibitoria de la PRL en la síntesis de estradiol , se llevaron a 

cabo incubaciones en presencia de un inhibidor específico de la actividad 

de PKC, la calfostina C, en cultivos estimulados con FSH en presencia de 

PRL o TPA. La presencia de calfostina C restauró de manera dosis 

dependiente el efecto de la PRL (Fig. 6-A) y del TPA (Fig . 6-B) sobre la 

síntesis de estradiol y la generación de AMPc inducidos por la FSH en las 

célu las de la granulosa . 
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en células de la granulosa incubadas en presencia de FSH (A), 
toxina del cólera (B), forskolina (C) u 8 Br-AMPc (O). Los 
resultados están expresados como la media ± DE de triplicados de 
pozo. * P<0.05 vs O nM de TPA. 
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5. Participación de las proteínas Gi en el efecto inhibitorio de la PRL 

en la esteroidogénesis en las células de la granulosa. 

La participación de las proteínas Gi en el mecanismo de acción de la PRL 

ha sido informada en estudios previos (64), por lo que se investigó su 

posible activación por la PRL en el efecto inhibitorio sobre la 

esteroidogénesis en las células de la granulosa. La toxina pertussis 

promueve la ADP ribosilación de la subunidad Gai con la consecuente 

inhibición de las proteínas Gi . Con la finalidad de evaluar la activación de 

las proteínas Gi por PRL, se estimularon las células con toxina pertussis 

en presencia de FSH y PRL. La adición de diferentes concentraciones de 

la 

toxina pertussis provocó el aumento de manera significativa del contenido 

de estradiol en los medios de cultivo y del AMPc total estimulados con 

FSH y PRL (Fig . 7-A) . Por otra parte , para evaJuar si la activación de la 

PKC participaba en la activación de las proteínas Gi se estimularon las 

células con toxina pertussis en presencia de FSH y TPA La adición de la 

toxina pertussis no modificó el efecto inh ibitorio del TPA en la síntesis de 

estradiol y de AMPc inducidos por la FSH (Fig 7-B) . 
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DISCUSIÓN 

Los resultados del presente estudio demuestran que la prolactina (PRL) 

ejerce su efecto inhibitorio sobre la esteroidogénesis ovárica inducida por 

la hormona folículo estimulante (FSH) (Fig. 4) a través de la activación de 

la proteína cinasa C (PKC) (Fig. 8) y de las proteínas G inhibitorias (Gi) 

(Fig. 9) . La habilidad tanto de la PRL como de activadores de la PKC de 

inhibir la síntesis de estradiol confirma evidencias previas en estudios 

realizados en las células de la granulosa (51 ,52 ,58 ,59). Lo anterior 

aunado a la capacidad , tanto de un inhibidor de la PKC como de un 

inhibidor de las proteínas Gi , de revertir el efecto inhibitorio de la PRL en 

la síntesis de estradiol y de AMP cíclico (AMPc) permitió sugerir un 

mecanismo por el que esta hormona ejerce su acción en la síntesis de 

estrógenos inducida por la FSH en el ovario (Fig . 8 y 9). En este trabajo se 

validó la utilización de cultivos primarios de células de la granulosa 

obtenidas de ratas hembras pre-tratadas con dietilestilbestrol como 

modelo experimental para el estudio del mecanismo de acción de factores 

hormonales que llevan a cabo sus efectos a través de segundos 

mensajeros como el AMPc. A este respecto , la estimulación 1) de 

proteínas G estimulatorias (Gs) por la activación del receptor membrana! 

de la FSH y por la toxina del cólera , 2) de la adenilato ciclasa por 

forskolina y 3) a nivel del AMPc con el uso de un análogo no hidrolizable 

de este nucleótido cíclico , el 8-Br AMPc demostraron la integridad 

funcional de esta vía de transducción de señal responsable de la síntesis 

de estradiol por las células de la granulosa. 

Por mucho tiempo se supo que la inhibición de la función ovárica en 

presencia de altas concentraciones circulantes de PRL estaba asociada 

con la reducción en la secreción de las gonadotrofinas hipofisarias y con 
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el deterioro en la retroalimentación positiva de los estrógenos sobre la 

unidad hipotálamo-hipofisaria (50,65,66) . Sin embargo, existe ya suficiente 

evidencia que demuestra el efecto inhibitorio directo de la PRL en el 

ovario que incide en la secreción tanto de progesterona como de estradiol 

en modelos humanos y de rata (51 ,52,56 ,67,68). Los resultados del 

presente trabajo indican que el efecto inhibitorio de la PRL en la síntesis 

de estradiol por las células de la granulosa es a través de la interacción 

con su receptor, dado que los cultivos incubados en presencia de un 

anticuerpo anti-receptor de PRL resultaron en el efecto agonista de las 

acciones de la PRL, lo que implica un mecanismo de homodimerización 

del receptor inducida por el ligando o por el anticuerpo, previamente 

descrita (57) . 

Con los resultados del presente estudio , se pudo dilucidar el sitio de 

acción de la PRL en el que interfiere con la aromatización inducida por la 

FSH , dependiente o independiente de la activación de la PKC. La 

utilización del TPA que mimetiza la acción del diacilglicerol para estimular 

a la PKC , a través de aumentar su afinidad por el calcio , inhibió de 

manera dependiente de la dosis la síntesis de estradiol y de AMPc 

inducidos por la FSH. Otro activador de la PKC, la hormona liberadora de 

gonadotrofinas (GnRH), que se une a su receptor membrana! acoplado a 

proteínas Gq y activa a la PKC a través de la vía de fosfatidil inositol (69) , 

también inhibió de manera dosis-dependiente la síntesis de estradiol 

inducida por la FSH . De manera similar, la incubación de las células en 

presencia de PRL, cuyo mecanismo es mediado por la activación de 

cinasas de tirosina (TK) acopladas al receptor de la PRL (59) , afectó 

negativamente la estimulación de la esteroidogénesis inducida por la FSH. 

Estas observaciones en su conjunto nos permiten sugerir la presencia de 

vías de comunicación entre segundos mensajeros responsables de la 

transducción de señales de diferentes ligandos sobre la actividad de 

receptores membranales acoplados a proteínas G (Fig 8 y 9) Hallazgos 
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interesantes en este estudio fueron los efectos inhibitorios de la PRL en la 

esteroidogénesis y en la acumulación de AMPc inducida por la FSH , la 

tóxina del cólera y la forskolina, sugiriendo que el sitio de acción de la 

hormona se encuentra previo a la generación de este segundo mensajero. 

Estas observaciones condujeron a suponer cambios en la subunidad 

catalítica de la adenilato ciclasa y/o alteraciones en las proteínas Gs 

provocados por la PRL a través de la activación de la PKC. En este 

sentido, la activación de la PKC por el TPA inhibió la síntesis de estradiol y 

el contenido total de AMPc inducidos por la toxina del cólera , pero no así 

por la forskolina , ya que sólo inhibió la síntesis de estradiol sin provocar 

cambios significativos en el contenido total de AMPc. Prácticamente los 

mismos resultados se obtuvieron al incubar las células con la GnRH, que 

inhibió la síntesis de estradiol y el contenido total de AMPc inducidos por 

la forskolina , siendo menos efectivo que la PRL en el efecto sobre el 

segundo mensajero, pero alcanzando significancia estadística . Estos 

resultados sugieren que los efectos inhibitorios de la PRL a través de la 

PKC no involucran la actividad catal ítica de la adenilato ciclasa y 

posiblemente utilice otras vías de señalización adicionales e 

independientes de la PKC implicadas en las acciones de la PRL en la 

esteroidogénesis ovárica (Fig . 9). 

Otro punto de estudio fue las proteínas G. La incubación de las células 

con PRL o con TPA inhibió la síntesis de estradiol y de AMPc inducidos 

por la toxina del cólera . Estos resultados sugieren que la PRL modifica la 

actividad de las proteínas Gs y que la PKC está implicada en esta acción 

(Fig . 8) Adicionalmente , el tratamiento de las células con diferentes dosis 

de un inhibidor de las proteínas Gi , la toxina pertussis , revertió el efecto 

inhibitorio de la PRL tanto en la síntesis de estradiol como de AMPc. 

Algunos autores han informado que la toxina pertussis bloquea algunos de 

los efectos mediados por la insulina , cuyo receptor tiene actividad 

intrínseca de TK (70). Aunque el receptor de la PRL no tiene ninguna 
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relación estructural con los receptores acoplados a proteínas G, 

evidencias previas han demostrado que existe un enlace entre los 

mecanismos de transducción de señal de los receptores acoplados a 

proteínas G y los receptores con actividad de TK ya sea intrínseca o 

asociada. Esta interacción puede estar dada por la posibilidad de que los 

receptores acoplados a proteína G induzcan cascadas de fosforilación en 

residuos de tirosina o que las proteínas G sirvan como sustrato de las TK, 

activándolas y permitiendo que interaccionen con moléculas que se 

pensaba sólo eran activadas por receptores TK (71 ,72) . También se ha 

demostrado la participación de las cinasas de la familia Src en la 

señalización corriente abajo a la generación de las subunidades G¡3y, 

producto de la activación de Gi , para la activación de las proteínas cinasas 

activadoras de la mitosis o MAPK (71 ,73) , representando éstas un punto 

de convergencia entre receptores acoplados a TK, proteínas G y 

posiblemente la activación de PKC. Además, estudios previos demuestran 

la participación de las proteínas G sensibles a la toxina pertussis en el 

efecto mitogénico que la PRL ejerce en el sistema celular Nb2 (64) y que 

la PRL afecta a la ADP ribosilación de las proteínas G en este sistema 

(7 4 ). Adicionalmente , estudios hechos en células de Leydig MA-1 O 

informaron que la estimulación con PRL inhibió la activación de una 

proteína G dependiente de la toxina pertussis (75) En este estudio , la 

posibilidad de una asociación entre el receptor de la PRL y el receptor de 

la FSH a través de interaccionar con proteínas Gi se investigó en 

incubaciones de células de la granulosa en presencia de toxina pertussis . 

Los resultados en este trabajo demostraron la participación de las 

proteínas Gi en los mecanismos de acción inhibitoria de la PRL sobre la 

actividad esteroidogénica inducida por la FSH en las células de la 

granulosa (Fig . 9) . Sin embargo, la toxina pertussis no modificó el efecto 

inhibitorio que produjo la activación de la PKC con el TPA. Este 

mecanismo explica , en parte , las acciones de la PRL previas a la 



generación de AMPc y demuestra que no está implicada a nivel de las 

proteínas Gi la activación de la PKC en el efecto de la PRL. 

El hecho de que la activación de la PKC con el TPA no modificara el 

contenido total de AMPc pero sí la síntesis de estradiol inducida por 

forskolina, sugería un sitio de acción posterior a la generación de este 

segundo mensajero en donde actuara la PRL a través de la activación de 

la PKC. Así , la inhibición producida por la PRL o el TPA en presencia del 

análogo no hidrolizable del AMP, el 8-Br AMPc, confirmaron que también 

había un sitio de acción posterior al segundo mensajero que implicaba la 

acción de la PKC (Fig . 8) . La incubación de las células con el inhibidor de 

la PKC en presencia de PRL condujo a la restauración de la actividad 

estimulatoria de la FSH sobre la síntesis de estradiol y de AMPc. Sin 

embargo, como se mencionó anteriormente , la ausencia de efectos de la 

PKC sobre la generación de AMP cíclico inducida por forskolina sugiere 

que, aunque la PRL utilice la activación de la PKC para interferir con la 

esteroidogénesis ovárica , también participen otras vías de señalización 

independientes de la PKC implicadas en las acciones de la PRL. 

En resumen, el presente trabajo de tesis permite establecer que los sitios 

de acción de la PRL sobre la esteroidogénesis en las células de la 

granulosa son tanto previos como posteriores a la generación de AMPc. El 

mecanismo de acción de la PRL es complejo e implica procesos 

relacionados tanto con la activación de receptores acoplados a TK corno 

con aquéllos acoplados a proteínas G y a la PKC (Fig . 8 y 9) Antes de la 

producción de AMPc, la PRL interfiere a nivel de las proteínas Gs, 

probablemente a través de la activación de la PKC (Fig 8) , y a nivel de las 

proteínas Gi y de la adenilato ciclasa , utilizando una vía independiente de 

la PKC (Fig 9), mientras que el efecto posterior a la producción del 

nucleótido cíclico lo ejerce a través de la activación de la PKC (Fig 8) . La 

intercomunicación entre las vías de los receptores acoplados a proteínas 



G y los que tienen actividad de TK se hace patente en el mecanismo de 

acción de la PRL sobre la esteroidogénesis ovárica inducida por la FSH , 

siendo probablemente las MAPK el sitio de encuentro entre las dos vías . 
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Figura 8. Mecanismo de transducción de señal propuesto para la 
PRL en el efecto inhibitorio sobre la esteroidogénesis ovárica 
inducida por la FSH , dependiente de la PKC . 
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Figura 9. Mecanismo de transducción de señal propuesto para la 
PRL en el efecto inhibitorio sobre la esteroidogénesis ovárica 
inducida por la FSH, independiente de la PKC. 
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CONCLUSIONES 

1. La PRL inhibe la esteroidogénesis ovárica inducida por la FSH a través 

de la interacción con receptores específicos presentes en las células 

de la granulosa, implicando la dimerización del receptor en el 

mecanismo de acción . 

2. Los sitios de acción de la PRL dependientes de la activación de la PKC 

están a nivel de las proteínas G sensibles a la toxina del cólera y 

posterior a la generación de AMPc por la FSH . 

3. Los sitios de acción de la PRL independientes de la activación de la 

PKC están a nivel de las proteínas G sensibles a la toxina pertussis y a 

nivel de la activación de la adenilato ciclasa por la FSH . 

4. La vía de señalización de los receptores TK como el de la PRL se 

comunica estrechamente con la vía de señalización de los receptores 

acoplados a proteínas G, como el de la FSH , para derivar en un efecto 

biológico , que es la regulación de la esteroidogénesis en las cé lulas de 

la granulosa. 
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