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RESUMEN

Entre los mecanismos que regulan el ciclo reproductivo en los mamiferos, los
estrogenos tienen una importancia fundamental, ya que sus capacidades de accion
endocrina o paracrina estan involucradas con la mayoria de los 6rganos relacionados con la
reproduccion. De este modo los estrogenos, en coordinacion con otros mecanismos, estan
implicados en la sintesis y secrecion de la GnRH en el hipotalamo, en el proceso de
produccion y secrecion de las gonadotropinas en la hipofisis, en el desarrollo de los 6rganos
sexuales y también autorregulan su propia biosintesis a nivel ovarico. Sin embargo, este
amplio campo de accion se halla condicionado a la presencia de los receptores a y B de los
estrogenos en el organo blanco. La expresion de ARNm para estos receptores, al igual que
la concentracion de estrogenos, se expresa de manera diferencial segin el tejido a estudiar y
la etapa del ciclo estral en que se encuentre el animal. Este hecho hace posible pensar que al
bloquear los receptores a estrogenos en la tarde del diestro 2 o en la mafiana del proestro se
ocasionan efectos diferenciales en la ovulacion espontanea de la rata adulta. Por ello, en el
presente estudio se analizaron los efectos de la administracion de tamoxifen (TX) en el
diestro 2 (D2) o proestro (P) sobre ovulacion espontanea, la secrecion de gonadotropinas,
hormonas esteroides, y la atresia folicular en la rata adulta. Se utilizaron ratas ciclicas
adultas tratadas de la siguiente forma: inyeccion subcutanea de TX (2.5mg/kg de peso) a las
17:00 h del D2 o a las 09:00 h del P; inyeccion de vehiculo (VH) y ratas intactas (TA). Los
animales tratados en D2 fueron sacrificados en P a las 10:00, 13:00 6 17:00 h o en estro a

las 10:00 h, mientras que los tratados en P se sacrificaron el mismo dia a las 13:00 6 17:00

o en estro (E) a las 10:00 h.

- En los animales a los que se administro el tamoxifen en la mafiana del diestro 2 se
observo que disminuy6d de manera significativa la tasa ovulatoria (3/9 vs. 9/10, p< 0.05) y
que se inhibieron los picos preovulatorios de FSH (20.3 + 4.7 vs. 43.9 + 8.5) , LH (0.2 +
0.1 vs. 19.4 +4.2)y progesterona (12.9 + 3.5 vs. 32.5 + 3.6) en los animales sacrificados en

P a las 17:00 h. También se observd una disminucién en la concentracion de testosterona en



los animales sacrificados en P a las 13:00 h (0.06 + 0.01 vs. 0.09 + 0.02) y que la
concentracion de 17f-estradiol no presentd el descenso normal en su concentracion en la
mafiana del estro (53.4 + 14.1 vs. 23.4 + 2.7). El nimero total de foliculos presentes en los
ovarios de estos animales no tuvo modificacion, sin embargo la incidencia de atresia se
incremento  significativamente en todos los grupos de estudio: P 10:00 h (66.7% vs.

23.2%); P 13:00 h (81.7% vs. 27.1%); P 17:00 h (64.6% vs. 23.5%); E 10:00 h (56.8% vs.
39.1%).

La administracion del tamoxifen en la mafiana del proestro no modificoé el nimero
de animales ovulantes ni la concentracion preovulatoria de LH, esto a pesar de la inhibicion
de los picos de FSH (10 + 1.6 vs. 31.4 + 7.5). La concentracion de testosterona mostro
valores disminuidos a las 13:00 h del proestro (0.03 + 0.1 vs. 0.13 + 0.3) que se
incrementan a las 17:00 h de la misma etapa (0.13 + 0.03 vs. 0.08 + 0.02). El tratamiento

no tuvo efecto sobre el nimero total de foliculos y el porcentaje de foliculos atrésicos

tampoco tuvo modificacion.

En conjunto, los resultados de este estudio permiten sugerir que los efectos del
bloqueo de los receptores o y B de los estrogenos sobre la concentracion de progesterona,
testosterona, 17-f-estradiol, gonadotropinas y sobre el crecimiento y diferenciacion del

foliculo ovarico dependen de la etapa del ciclo estral en que se realice el tratamiento.

II



INTRODUCCION

La reproduccion es el proceso mediante el cual se producen nuevos individuos a
partir de los ya existentes. Este proceso esta regulado por diversos factores ambientales
como la luz, la temperatura, el suministro adecuado de alimento, las relaciones sociales
(tales como la presencia del sexo opuesto o de otros animales) y otros factores, que al
actuar aisladamente o en combinacion, son los responsables de regular los ritmos
reproductivos de los animales (Schwartz, 2000). En los mamiferos, la reproduccion implica
la maduracion de los componentes del aparato reproductor y cambios conductuales, los
cuales son el resultado de la interaccion de los componentes del eje hipotalamo-hipofisis-
gonada (Ferin, 1999).

Aparato reproductor de la hembra de los mamiferos

El aparato reproductor de la hembra de los mamiferos esta formado por dos
ovarios, dos oviductos, el atero, la vagina, los genitales externos y las glandulas mamarias.
De estos componentes, el ovario se define como el 6rgano primario debido a que por medio
de la secrecion de sus hormonas esteroides (estrogenos y progesterona), proteicas (inhibina
y activina) y factores de crecimiento regula la estructura vy funcionamiento de otros

organos sexuales, a los que se les denomina secundarios (Geneser, 1999; Yao y Bahr,
1999).

El ovario desempefia dos funciones: una es la produccion y liberacion de ovocitos
viables con el complemento cromosémico caracteristico de la especie en forma haploide
(n), y la otra funcion es la secrecion de hormonas. Ambas funciones estan encaminadas a la

procreacion y mantenimiento de la especie (Yao y Bahr, 1999).

Crecimiento folicular

Segln algunos autores la formacion de los foliculos ovaricos, asi como su desarrollo

en etapas iniciales son procesos independientes de la accion de las gonadotropinas, ya que



extirpados a ratas de dos dias de edad y colocados en medio de cultivo sin dichas hormonas
(Peters y col., 1973). Sin embargo, otros estudios muestran que la administracion diaria de
antisuero a gonadotropinas desde el dia del nacimiento induce alteraciones en el desarrollo
folicular que son detectables desde el dia cinco de edad (Lunenfeld y col, 1975). Al
respecto, Greenwald y Roy (1994) consideran que aunque algunos foliculos logran
desarrollarse de manera normal en ausencia de gonadotropinas, este fenomeno no es

significativo en términos cuantitativos.

Foliculos primordiales. La mayoria de los foliculos ovaricos pertenecen a este tipo.
Estan formados por un ovocito y una capa circundante de células epiteliales aplanadas,
llamadas células foliculares (Fig. 1). El ovocito es una célula redonda, con un nicleo
también redondo, que se localiza en posicion excéntrica y contiene uno o mas nucleolos
grandes. En este tipo de foliculo, el ovocito se encuentra en la profase de la primera

division meiotica y las células foliculares que rodean al ovocito no se dividen (Geneser,

1999; Ross y col., 1997, Hirshfield, 1997).

Foliculos primarios. En este tipo de foliculo el ovocito aumenta de tamaiio y las
células foliculares adquieren un aspecto granular, por ello se denominan células de la
granulosa. Se ha mostrado que la diferenciacion y mitosis de estas células es estimulada por
la FSH, ya que al cultivar foliculos ovaricos de rata o de raton en medios con esta hormona,
las células de la granulosa se multiplican hasta formar varias capas de células, mientras que

este evento no sucede en los cultivos sin la hormona (Van Voorhis, 1999).

A medida que crece el ovocito, entre éste y las células de la granulosa, se desarrolla
la zona pelicida, compuesta por glucoproteinas secretadas por el propio ovocito. Durante el
crecimiento del foliculo las células del estroma circundante conforman una capa

conceéntrica, la teca folicular (Geneser, 1999; Ross y col., 1997, Schwartz, 2000, Hirshfield,
1997).



Foliculos secundarios. En esta etapa continia la proliferacion de células de la
granulosa y se constituyen varias capas de células alrededor del ovocito. Posteriormente,
entre las células de la granulosa aparecen pequefias zonas llenas de liquido, las cuales
aumentan de tamafio, se fusionan y dan origen a una cavidad denominada antro folicular
(Geneser, 1999). El ovocito adopta una posicion excéntrica y es rodeado por varias capas
de c€lulas de la granulosa que forman el cumulus oophorus. En esta etapa, la teca folicular
se diferencia en interna y externa. Esta ultima capa esta formada por células de tejido
conectivo, células musculares lisas y haces de fibras de colageno. La teca interna es una
capa muy vascularizada y las células que la forman expresan receptores a LH y secretan
androgenos a partir del colesterol. Los androgenos producidos en la teca se difunden hacia
las células de la granulosa, en donde la testosterona es convertida en estradiol por efecto de

la enzima aromatasa (Geneser, 1999).

Foliculo maduro o preovulatorio. Esta constituido por varias capas de células de la
granulosa, un ovocito en posicion excéntrica y el antro que se halla completamente
desarrollado y lleno de liquido folicular (Fig. 1). El ovocito ha alcanzado su tamafio
maximo y esta rodeado por la zona peltcida y una capa de células de la granulosa que se

denomina corona radiada (Geneser, 1999; Hirshfield, 1997).

Muy pocos de los foliculos ovaricos que inician su diferenciacion estan destinados a
completar su maduracion. La mayor parte de los foliculos degeneran y desaparecen por un
proceso denominado atresia folicular que puede ocurrir en cualquier etapa del desarrollo. El
foliculo que inicia el proceso de atresia presenta alteraciones morfologicas y bioquimicas
(Greenwald y Roy, 1994). Morfologicamente los foliculos atrésicos se distinguen por
presentar involucion del ovocito, picnosis en las células de la granulosa y pérdida de las

uniones entre estas células (Van Voorhis, 1999; Ross y col., 1997).



Foliculos en desarrollo Foliculo primario

Foliculo
primordial

Foliculo
preovulatorio
Hilio
ovarico
Ovulaciéon

Cuerpos luteos

Figura 1. Esquema de un ovario donde se distinguen diferentes etapas de desarrollo
folicular (Modificado de Yao y Bahr, 1999).

En los foliculos que presentan estas alteraciones se encuentran altas concentraciones
de androgenos, los cuales son factores inductores de la atresia folicular (Van Voorhis,
1999; Ross y col., 1997). Se ha mostrado que el tratamiento de ratas con androgenos, como
la testosterona o la dihidrotestosterona (DHT) o con gonadotropina coriénica humana
(hCG) que estimula la produccion endogena de androgenos, promueve la atresia folicular
(Bagnell y col., 1982); mientras que la administracion de antiandrégenos rescata a los

foliculos ovaricos del proceso de atresia (Teerds y col., 1993).

Las hormonas esteroides son consideradas reguladores intraovaricos del crecimiento
y la diferenciacion de los foliculos. Cuando se administra el 17p-estradiol a ratas hembras,
se estimula la proliferacion de las células de la granulosa de los foliculos en desarrollo y se
rescata a los foliculos que han iniciado la atresia. Los foliculos dominantes adquieren la
capacidad de sintetizar y secretar el estradiol que ellos mismos requieren para su futuro
desarrollo. Esto lo logran debido a la cooperacion que existe entre las células de la teca y de

la granulosa. Las células de la teca sintetizan androgenos (androstenediona y testosterona),



los cuales son aromatizados a estrogenos por las células de la granulosa (Carson y col.,
1981).

Esteroidogénesis

Durante el crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovarico, éste adquiere la
capacidad de sintetizar y liberar esteroides sexuales (esteroidogénesis). La hormona
luteinizante (LH) y la hormona estimulante de los foliculos (FSH) son requeridas para que
se lleve a cabo este proceso. Mannaerts y col. (1994), mostraron que en ratas prepuberes
hipofisectomizadas, la administracion de FSH estimula el desarrollo folicular hasta la etapa
preovulatoria; sin embargo, las concentraciones de estrogenos en circulacion permanecen
bajas. Estos resultados apoyan la idea de que se requiere la participacion de ambas

gonadotropinas en la sintesis de esteroides por el foliculo (Greenwald y Roy , 1994).

En las células de la teca interna del foliculo ovarico se producen andrégenos a partir
del colesterol. Los foliculos obtienen el colesterol de tres fuentes: a) de las lipoproteinas en
sangre; b) del colesterol almacenado en las células foliculares o c) la sintesis de colesterol

por las mismas células foliculares (Gore-Langton y col., 1994; Hinshelwood, 1999) .

El primer paso en la sintesis de las hormonas esteroides es la formacion de la
pregnenolona, que es estimulada por la union de la LH a sus receptores de membrana en las
celulas de la teca, lo que da como resultado la activacion de la enzima adenilato ciclasa que
induce la formacion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que activa al complejo
enzimatico citocromo Psso que cataliza la formacion de la pregnenolona a partir del
colesterol (Gore-Langton y col., 1994; Hinshelwood, 1999).

Existen dos rutas en la sintesis de esteroides que se denominan As y A4. En la ruta As
la pregnenolona se transforma a 17a-hidroxipregnenolona por accion de la enzima 17a-
hidroxilasa. ~ Posteriormente la  Cj7z-liasa  transforma  este  compuesto en
dehidroepiandrosterona (DHEA). En la ruta A4 la pregnenolona se transforma a

progesterona y a partir de esta se forma la 17-hidroxiprogesterona. Esta tltima hormona por



accion de la Cy7.30 liasa se biotransforma a androstenediona que se convierte a testosterona

(Gore-Langton y col., 1994; Hinshelwood, 1999).

La androstenediona y testosterona difunden a través de la membrana basal y llegan a
las células de la granulosa donde son aromatizadas a estrogenos por el complejo enzimatico
Pyso-aromatasa, que se activa como resultado de la union de la FSH a sus receptores de
membrana. La androstenediona se transforma en estrona y la testosterona en 17f3- estradiol.

La enzima 17B-HSD, también transforma a la estrona en estradiol (Gore-Langton y col.,
1994; Hinshelwood, 1999).

LH

N4
v

Receptor
aLH

Colesterol
AMPc¢ L»l Células de la teca
Androstenediona
e —
/ \" Circulacion
g
Androstenediona —-;——b Estrégenos\/
Aromatasa Células de la granulosa
ATP AMPc J+
Receptor
a FSH /\
\{
Liquido folicular
1
FSH

Figura 2. Sintesis de hormonas esteroides a partir del colesterol. LH, hormona
luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante; ATP, trifosfato de adenosina;
AMPc, monofosfato de adenosina ciclico (Modificado de Yoshinaga, 1999) .



Ademas de la participacion de las gonadotropinas en la modulacion de la actividad
de las enzimas involucradas en la sintesis de los esteroides, este proceso también es
regulado por otros factores como la prolactina, que regula la secrecion de androgenos por
las células de la teca. El EGF y el IGF-1 estimulan la sintesis de pregnenolona y
progesterona. Asi mismo se ha mostrado que la noradrenalina también ejerce un papel
modulador en el proceso de esteroidogénesis debido a que estimula la sintesis de
progesterona (Gore-Langton y col., 1994). La inhibina interviene en la regulacion de la
produccion de androgenos en las células de la teca. Otro regulador intraovarico que

interviene es el oxido nitrico que modula la secrecion de estradiol por las células de la

granulosa (Van Voorhis, 1999).

Ciclo estral

Durante la etapa reproductiva de la hembra de los vertebrados tanto la sintesis como
la liberacion de las gonadotropinas y los esteroides ovaricos, asi como la estructura del
ovario y la conducta sexual tienen variaciones periodicas. Estos cambios ciclicos que se
presentan en la hembra reciben el nombre de ciclo estral, en los roedores y otros
mamiferos. En la rata hembra durante todo el afio se presentan ciclos estrales cuya duracion
varia de cuatro a cinco dias dependiendo de la cepa de estudio. En las ratas que presentan
ciclos de cuatro dias de duracion, para su estudio se divide en: diestro-1 (metaestro),
diestro-2, proestro y estro. En ratas con ciclos de cinco dias, se puede presentar un tercer

dia de diestro, una fase de proestro-estro o dos de estro (Schwartz, 2000).

El estudio de la citologia vaginal mediante la toma de frotis, es una herramienta
adecuada para el monitoreo del ciclo estral de la rata y otros animales, debido a que se ha
mostrado que el epitelio de la vagina responde a los cambios en las concentraciones

hormonales que se presentan durante el ciclo estral (Kilen y Schwartz, 1999).

En el dia del diestro 1, la citologia vaginal se caracteriza por presentar leucocitos y
en el ovario se observan los cuerpos luteos de la ovulacion mas reciente, los cuales secretan

progesterona aproximadamente desde las 08:00 h de esta etapa hasta las 06:00 h del dia



siguiente. En algunos animales esta secrecion puede extenderse y producir el alargamiento
de hasta un dia en la duracion del ciclo. En esta fase se presenta un ligero incremento en la
concentracion de FSH que estimula el desarrollo folicular que, a su vez, se refleja en un
aumento en la secrecion de estradiol por parte de los foliculos en desarrollo, por lo que la

concentracion sérica de esta hormona se incrementa (Schwartz, 2000; Kilen y Schwartz,
1999)

En el dia de diestro 2 se observan leucocitos en el frotis vaginal, en el ovario se
encuentran cuerpos luteos de ovulaciones anteriores y foliculos en desarrollo, mientras que
en el suero las concentraciones de gonadotropinas se mantienen en concentraciones basales,
pero suficientes para estimular el crecimiento de los foliculos y la secrecion de estrégenos,
los cuales aumentan conforme crecen los foliculos. Si el desarrollo de los foliculos
continla, se incrementa de manera significativa la sintesis y liberacion del estradiol a partir
de las 17:00 h de este dia (Fig. 2). Los estrogenos actuan en el hipotalamo entre otras
estructuras del sistema nervioso central, en la hipofisis y otros organos blanco como son el

utero, la vagina y en el propio ovario (Schwartz, 2000; Kilen y Schwartz, 1999).

En la etapa de proestro, el frotis vaginal se caracteriza por presentar células
epiteliales nucleadas. En el ovario se encuentran foliculos preovulatorios, los cuales tienen
la mayor capacidad de sintesis de estrogenos. Bajo la influencia del incremento en la
concentracion de esta hormona en suero (17:00 h del proestro) se induce la mayor
produccion de FSH y LH de todo el ciclo, “pico preovulatorio de gonadotropinas”, que
induce la maduracion final del foliculo y la ovulacion en la mafiana del siguiente dia
(estro). A las 16:00 h del proestro se incrementa la secrecion de progesterona y
conjuntamente con el estradiol induce el comportamiento de apareamiento en la rata

hembra (Schwartz, 2000; Kilen y Schwartz, 1999).

En el dia siguiente, estro, el frotis vaginal presenta células epiteliales cornificadas y
sin nicleo. Aproximadamente a las 01:00 h de este dia culmina la degradacion de la pared
del foliculo ovarico y se lleva a cabo la ovulacion, después de este evento las células

foliculares se luteinizan y se forma el cuerpo luteo, estructura del ovario que sintetiza y



secreta progesterona. Esta hormona estimula el crecimiento y la actividad secretora del
endometrio y lo prepara para la implantacion del, o los, cigotos si es que se llevo a cabo la
fecundacion. Cuando no se produce la fecundacion el cuerpo lateo sufre luteolisis y deja de
secretar la progesterona. Entre las 01:00 y las 04:00 h del dia del estro se presenta un
segundo aumento en la secrecion de la FSH, pico secundario de FSH (Fig. 2), que al
parecer es necesario para que un nuevo grupo de foliculos inicie su desarrollo (Schwartz,

2000, Geneser, 1999; Ross y col., 1997, Kilen y Schwartz, 1999).
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Figura 2. Cambios en la concentracién de hormona estimulante del foliculo (FSH) y
hormona luteinizante (LH); progesterona y estradiol en suero durante el ciclo estral

de Ia rata. Las barras negras en la escala de tiempo indican periodos de oscuridad
(Modificado de Schwartz, 2000).



Eje hipotalamo-hipofisis

Los mecanismos que regulan las funciones del ovario dependen especialmente de la
interrelacion de.los eventos neuroendocrinos en los que estan involucrados el hipotalamo y

la hipofisis (Counis, 1999).

El hipotalamo esta formado por grupos de neuronas que se denominan nicleos, los
cuales se encuentran en pares, uno a cada lado del tercer ventriculo (Brown, 1994). Los
diferentes nuacleos hipotalamicos envian y reciben inervacion de la corteza cerebral, el
talamo, partes del sistema limbico y la médula espinal. Esta estructura también cuenta con
irrigacion sanguinea, mediante la cual se transportan diferentes mensajeros quimicos que
modulan el funcionamiento de la hipofisis por intermedio de la sintesis de factores
liberadores o inhibidores de las hormonas hipofisiarias y de las propias células

hipotalamicas (Brown, 1994).

En el hipotalamo se han identificado neuronas que secretan la hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH), que se denominan GnRHérgicas y se localizan en el area
preoptica, los nicleos predptico medial, anterior, ventromedial y arcuato, asi como la estria
terminal y la banda diagonal de Broca (Yen, 1999; Roth, 2001; Silverman y col. 1994).
Estas neuronas envian sus proyecciones a la eminencia media, donde liberan la GnRH hacia
el sistema porta-hipofisiario, donde es transportada hacia la adenohipofisis. En esta
glandula la GnRH se une a sus receptores en los gonadotropos y estimula la sintesis y
secrecion de las gonadotropinas (Brown, 1994). En los roedores se considera que existen
dos centros que regulan la secrecion de las gonadotropinas. En el nucleo arcuato y en el
ventromedial se ubican las neuronas cuya actividad estimula la secrecion tonica o basal de
las gonadotropinas. Las neuronas del 4rea predptica medial constituyen el centro que regula
la secrecion fasica de la FSH y la LH como consecuencia del incremento en la secrecion de

estrogenos. Tanto la liberacion tonica de las gonadotropinas como la liberacion fasica
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presentan un patron de secrecion pulsatil. La amplitud y frecuencia de estos pulsos aumenta

en la tarde del dia del proestro. (Yen, 1999).

Con base en diversos estudios anatomicos mediante el uso de técnicas de
inmunohistoquimica se ha mostrado que existe una interaccion entre los axones de los
diferentes sistemas de neurotransmision y el soma o terminales de las neuronas que
secretan la GnRH (Smith y Jennes, 2001). Este hecho apoya la idea de que existe una
interrelacion funcional entre los diferentes sistemas de neurotransmision y las neuronas
GnRHérgicas. Asi mismo, los estrogenos secretados por los foliculos en desarrollo, actian
sobre el hipotalamo y la hipofisis donde regulan la secrecion de la GnRH y las
gonadotropinas. Entre los neurotransmisores que modulan la secrecion de la GnRH se
encuentran la noradrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina, acido y-amino butirico
(GABA), péptidos (neuropéptido Y), opioides, y aminoacidos excitadores como el

glutamato y el aspartato (Kordon y col., 1994) (Fig. 3).

Los resultados de estudios in vivo e in vitro apoyan la idea de que los diferentes
sistemas de neurotransmision participan en la regulacion de la secrecion de la GnRH y de
las gonadotropinas (Brown, 1994; Miiller y Nistico, 1989; Simpkins y col. 1985; Steger y
Morgan, 1985). Sin embargo, los resultados generados hasta el momento son
contradictorios debido a la diversidad de modelos y a lo inespecifico de algunos agonistas o
antagonistas utilizados en estos estudios. Asi mismo, los efectos estimulantes o inhibitorios
que se le atribuyen a algunos sistemas de neurotransmision, como el serotoninérgico,
dependen del ambiente hormonal del animal, de la zona de estudio o del lugar de origen de

la inervacion que recibe el hipotalamo (Kordon y col. 1994; Monroy y col. 2003).
Ademas de la interrelacion funcional que existe entre las neuronas que secretan la

GnRH vy los sistemas de neurotransmision, la actividad de las neuronas de dichos sistemas

se encuentra bajo control de las hormonas esteroides (Brown, 1994).
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Figura 3. Interrelacion de la neurona productora de la hormona liberadora de las

gonadotropinas (GnRH) con los diferentes sistemas de neurotransmision (Modificado
de Brown, 1994).

Estrogenos y eje hipotialamo-hipéfisis-ovario

En la década de los veinte se realizaron una serie de experimentos que trajeron
consigo la propuesta de que algunas sustancias producidas por el ovario mantenian la
estructura o funcionamiento de diferentes 6rganos del aparato reproductor de la hembra

(utero y vagina). En 1924, Allen y Doisy, mostraron que el fluido folicular del ovario de la
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cerda causa cronificacion vaginal en la rata. Posteriormente en 1929 Corner y Allen
observaron que los extractos de cuerpos luteos de cerdas causa proliferacion celular en el
utero de coneja. Estas observaciones permitieron a los autores sustentar la idea de que las
secreciones del ovario regulan el funcionamiento del aparato reproductor. La naturaleza de
tales secreciones era desconocida, sin embargo a partir de estos y otros hallazgos se
realizaron los estudios para aislar e identificar a los estrogenos y la progesterona (Clark y
Sahilaja 1994). Otros investigadores demostraron que los estrogenos también estimulan la
actividad mitotica de las células epiteliales del oviducto y del atero, asi como la sintesis

del receptor a progesterona (Linsdey y Korach , 1999).

Los estrogenos son compuestos organicos con un nucleo de 18 atomos de carbono
agrupados en cuatro anillos, este nicleo se conoce como nicleo esteroide estrano. El
estrogeno de mayor actividad en el organismo es el 173-estradiol que contiene un grupo

hidroxilo en el carbono tres y otro en el carbono 17 que se denomina grupo 17-hidroxilo

(Smith, 1999) (Figura 5). on
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Figura §. Estructuras quimicas del nicleo esteroide estrano y del 17f-estradiol
(Smith, 1999).
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Otro de los avances en el estudios de la participacion de los estrogenos en la
modulacion de la funcion reproductiva fueron los descubrimientos de que esta hormona
también podria estar actuando sobre el hipotalamo y la hipofisis. Everett en 1948, encontro
que en ratas con ciclos de 5 dias de duracion, la administracion de benzoato de estradiol
adelanta la ovulacion 24 horas. Estas evidencias permitieron sustentar la importancia de
estas hormonas en el control de la ovulacion. Posteriormente Hillarp en 1949 y Flerko en
1974, mostraron que en ratas adultas intactas la administracion de estrogenos estimula la
secrecion de la LH y la ovulacion, pero este efecto no se observa en los animales con lesion
del area preoptica hipotalamica anterior o del nucleo supraquiasmatico. También se mostro
que en la rata prepuber el implante de estrogenos en el hipotdlamo anterior induce la
ovulacion (Docke y Dorner, 1965). En conjunto estas evidencias apoyan la idea de que los

estrogenos participan en la modulacion de la secrecion de las gonadotropinas y la

ovulacion,

Anteriormente se consideraba que las hormonas esteroides modulaban la secrecion
de GnRH de forma indirecta, via los sistemas de neurotransmision. Esta idea se basaba en
el hecho de que con las técnicas disponibles no se habian identificado receptores a
estrogenos en las neuronas GnRHérgicas (Shivers y col., 1983). Sin embargo,
recientemente se mostro que las neuronas que producen la GnRH también contienen
receptores a estrogenos (Skynner y col., 1999), por lo que es posible pensar que los
estrogenos también participan en la modulacion de la sintesis y secrecion de la GnRH, al

actuar directamente en la célula productora de la neurohormona.

En estudios in vivo e in vifro se han generado resultados que apoyan la idea de que
los estrogenos actian en hipofisis, en donde regulan el nimero de los receptores a la GnRH
en los gonadotropos y la actividad de los mismos (Bellido y col.,2003; Gregg y col., 1990;
McArdle y col., 1992). Docke y Dorner (1965) mostraron que en la rata hembra, los
implantes de estrogenos en la hipofisis estimulan la secrecion de las gonadotropinas.

Posteriormente Piacsek y Meites (1966) observaron que cuando se mantiene en cultivo
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tejido hipofisiario de rata y se le adiciona al medio estradiol, la concentracion de LH se
incrementa una hora después de la administracion de la hormona, aun sin administrar
GnRH al medio. Ademas se ha reportado que el implante de antiestrogenos en la hipofisis
anterior inhibe la liberacion de FSH y LH (Billard y McDonald, 1973). Mas tarde en 1989,
Cover y Buckingham observaron que al cultivar células adenohipofisiarias de ratas

ovariectomizadas, €stas no responden a dosis repetidas de GnRH, excepto cuando se agrega

estrogenos al medio.

En el hipotalamo, la hipofisis, el ovario y otros tejidos, los estrogenos ejercen su
accion al unirse a sus receptores, de los cuales existen dos tipos: los a y los B (RE-a y RE-
P respectivamente). Los RE son proteinas compuestas de seis dominios funcionales que se
denominan de la A hasta la F. Cuando los estrogenos se unen al receptor, este ltimo sufre
un cambio estructural y se forma el complejo hormona esteroide-receptor, que se une a una
secuencia especifica del acido desoxirribonucleico (ADN) y se inicia el proceso de

trascripcion del ADN y la formacion del acido ribonucleico mensajero (ARNm)

(McDonnell, 1999; Yen, 1999).

El ARNm del receptor B de los estrogenos esta distribuido en el area predptica
medial y en los nucleos periventricular, paraventricular, supradptico, arcuato, medial
tuberal y mamilar (Hrabovsky y col., 2000). Mientras que el ARNm del receptor o, se ha
identificado en el area predptica medial, en los nicleos arcuato y ventromedial (Butler y
col, 1999). Otros investigadores han mostrado en las zonas rostrales del cerebro anterior
(estria terminal, nicleo medial de la amigdala, y el nucleo preoptico peri-ventricular, e
incluso el area preoptica) la existencia de neuronas GnRH que co-expresan el ARNm para
ambos tipos de receptores a estrogenos; otras que solo expresan el ARNm para el receptor a

estrogenos 3 y otras el del o (Fig. 6) (Shughrue y col., 1996).
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Figura 6. Corte coronal de cerebro en el que se muestra la distribucion de los

receptores a estrogenos en las diferentes regiones hipotalimicas (Modificado de
Brown, 1994).

En la rata la expresion de los receptores a estrogenos varia a lo largo del ciclo estral
y esta variacion se da de forma asimétrica en los lados izquierdo y derecho de las areas

predptica anterior e hipotalamica anterior (POA-AHA). En el lado derecho de POA-AHA,
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la expresion del ARNm del receptor o alcanza su maximo a las 17:00 h del estro, con otros
dos incrementos de menor magnitud a las 09:00 h del dia de diestro 2 y a las 13:00 h del
proestro. En el lado izquierdo la expresion del ARNm para el receptor o practicamente no
se modifica a lo largo del ciclo estral y Ginicamente se presenta un pico a las 13:00 h del
proestro. La expresion del ARNm del receptor B se incrementa en ambos lados de POA-
AHA en el dia del diestro 2, en el lado derecho a las 09:00 h y en el izquierdo a las 13:00 h
(Arteaga-Lopez y col., 2003). Es factible que la expresion diferencial de los receptores a

estrogenos a lo largo del ciclo estral se asocie con la modulacion que ejercen los estrogenos

sobre la sintesis preovulatoria de GnRH.

Para el estudio del papel que tienen las dos isoformas de receptores a los estrogenos
sobre la secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion de la rata, se han utilizado agonistas

o antagonistas de los mismos, tanto en el animal adulto como en el prepuber (Pinilla y col.
2001).

Tamoxifen

El tamoxifen es un bloqueador no esteroide de los receptores a y B a estrogenos
(Fig. 7), por lo que impide que se manifiesten los efectos biologicos de estas hormonas en
sus organos blanco (Kim y col., 2002). Sus efectos en el eje hipotalamo-hipofisis han sido
estudiados utilizando como modelos a gallinas, primates y ratas, en diferentes etapas de su
desarrollo (Wilson y Cunningham, 1981; Tarantal y col., 1993; Ketani y col., 2002). En los
modelos mencionados, el tamoxifen se ha administrado de manera oral y subcutanea. En la
rata, la inyeccion subcutanea es mas efectiva en la inhibicion de la actividad estrogénica, ya
que cuando el tamoxifen se administra por via oral es metabolizado rapidamente por el

higado (Gill-Sharma y col., 2001).
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Figura 7. Estructura quimica del tamoxifen (McDonell, 1999).

Los resultados de los efectos de la administracion de tamoxifen pueden ser
estrogénicos o antiestrogénicos, dependiendo de las condiciones del organismo receptor. Si
el organismo carece de estrogenos, como las ratas ovariectomizadas, se ha observado que la
administracion de tamoxifen incrementa el peso uterino y disminuye el nimero de
receptores a progesterona en el hipotdlamo (Patisaul, 2003); también se ha reportado que,
en contraste con otros bloqueadores a estrogenos, el tamoxifen incrementa el contenido de
receptores a estrogenos en los gonadotropos e induce la sintesis de GnRH (Bellido y col.,
2003); ademas en ratas ovariectomizadas, el tamoxifen también incrementa la secrecion de

LH estimulada por GnRH vy la sintesis de prolactina (Gonzalez y col., 2000).

Sin embargo, cuando el organismo posee la capacidad de sintetizar y liberar
estrogenos se presenta un fenomeno totalmente opuesto al anterior. El tamoxifen interfiere
con la actividad estrogénica de manera especifica en el eje hipotalamo-hipofisis (Gao y
col., 2002; Yen, 1999). En este sentido Prevot y col. (1999) observaron que el tamoxifen

inhibe el estimulo que ejercen los estrogenos en células de la eminencia media y que es
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necesario para la liberacion de la GnRH. Wilson y Handa (1998) mostraron que en los
gonadotropos de ratas hembras en la etapa infantil responden directamente a las hormonas
esteroides, por ello el tratamiento con tamoxifen de estas células da como resultado la

inhibicion de la secrecion de FSH y puede inhibir también la secrecion de LH, dependiendo

del dia del tratamiento.

Segun Sanchez-Criado y col. (2002) la administracion de tamoxifen a ratas hembra
reduce la secrecion basal de LH asi como la estimulada por GnRH. Donath y Nishino
(1998) también observaron la reduccion del pico preovulatorio de LH, pero mostraron
ademas que se inhiben los picos preovulatorios de FSH y progesterona. Gao y col. (2002)
observaron que el farmaco, al inhibir los picos preovulatorios de gonadotropinas, inhibe

también la ovulacion,

Nathwani y col. (2000) mostraron que el tamoxifen bloquea la regulacion que
gjercen los estrogenos sobre el receptor a GnRH en células del cuerpo lateo, lo cual
concuerda con el estudio de Kang y col. (2001) quienes mostraron que en la linea celular
OVCAR-3 (en el estudio del cancer ovarico), el tamoxifen inhibe los efectos de los

estrogenos sobre el desarrollo de estas células.

En los machos, la inyeccion de tamoxifen da como resultado una reduccion en la
concentracion de LH, testosterona, pregnenolona, S-a-DHT y estrogenos y por lo tanto
disminuye el indice de fertilidad (Parte y col., 2000). Asi mismo, se ha observado que la

administracion del farmaco reduce los pesos de testiculo, epididimo, prostata y vesicula

seminal (Gill-Sharma y col., 2001).

Estas mismas propiedades antiestrogénicas han hecho que el tamoxifen haya sido
utilizado por mas de veinte afios para tratar pacientes con cancer de mama, ya que los
estrogenos promueven el crecimiento de las células cancerosas al interactuar con los RE

con que cuentan estas células (Ickenstein y Bandiera, 2002; Ketani y col., 2002). En el
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tratamiento de esta enfermedad el tamoxifen también se ha utilizado en combinacion con
otros farmacos, principalmente antagonistas de GnRH para producir un “bloqueo
estrogénico combinado” (Robertson y Blamey, 2003). El tratamiento de alteraciones

espermatogeénicas constituye otro campo de aplicacion del tamoxifen (Krause y col., 1985).
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JUSTIFICACION

Los estrogenos ejercen un papel fundamental en el ciclo reproductivo, ya que actiian
como sefial endocrina en el hipotalamo (en donde regulan la secrecion de la GnRH), en la
hipofisis y en otros organos blanco (como el Utero o los 6rganos sexuales internos y
externos) o como sefial paracrina en el ovario, donde estimulan el desarrollo y la mitosis de
las células de la granulosa, lo cual da como resultado el incremento de la sintesis de
estradiol, por lo que esta hormona también autorregula su sintesis. Todas estas acciones se
pueden llevar a cabo gracias a la presencia de los RE o y B en los tejidos mencionados. Sin
embargo se sabe que las concentraciones de estrogenos y del ARNm para estos receptores
se expresa de manera diferencial segun el tejido a estudiar y la etapa del ciclo estral en que
se encuentre el animal. Durante el diestro 2, dia en que la concentracién plasmatica de
estradiol comienza a aumentar hacia las 17:00 horas, la expresion del ARNm para el REf
en el area preoptica-hipotalamica anterior es baja respecto al maximo observado a las 09:00
y 13:00 horas del mismo dia del ciclo. En cambio, la expresion del ARNm para el REa
permanece baja desde las 13:00 horas de ese dia. La cantidad de ARNm para ambos

receptores a estrogenos sigue siendo baja en la mafiana del proestro, momento en el que la

concentracion sérica de estradiol alcanza su valor maximo.

Por lo tanto en el presente estudio se decidié analizar los efectos del bloqueo de los
receptores a estrogenos en la tarde del diestro 2 o en la mafiana del proestro sobre la

secrecion de gonadotropinas, hormonas esteroides, ovulacién espontanea en la rata y la

atresia folicular.
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HIPOTESIS

La expresion de los receptores a y P, asi como el efecto estimulante de los
estrogenos sobre la secrecion preovulatoria de GnRH y gonadotropinas inician en la tarde
del diestro 2 y finalizan en la noche de proestro; por ello en la rata adulta, el bloqueo de los
receptores en la tarde del diestro 2 o en la mafiana del proestro provocara efectos
diferenciales en la ovulacion espontanea, secrecion de gonadotropinas y el crecimiento y la

diferenciacion de los foliculos ovaricos.

OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos del bloqueo de los receptores o y B de los estrogenos en la tarde
del diestro 2 o en la mafiana del proestro en la ovulacién espontanea, secrecion de

gonadotropinas y crecimiento y diferenciacion de los foliculos ovaricos en la rata adulta.

OBJETIVOS PARTICULARES

*  Analizar en la rata hembra los efectos del bloqueo de los receptores o y 3 de los
estrogenos en la tarde del diestro 2 o en la mafiana del proestro sobre la ovulacion

espontanea y el nimero de ovocitos liberados.
e  Analizar en la rata hembra los efectos del bloqueo de los receptores ot y 3 de los

estrogenos en la tarde del diestro 2 o en la mafiana del proestro sobre la

concentracion sérica de gonadotropinas.
* Analizar en la rata hembra los efectos del bloqueo de los receptores o y 3 de los

estrogenos en la tarde del diestro 2 o en la mafiana del proestro sobre la

concentracion sérica de esteroides sexuales.
e Analizar en la rata hembra los efectos del bloqueo de los receptores ot y B de los

estrogenos en la tarde del diestro 2 o en la mafiana del proestro en el crecimiento y

diferenciacion del foliculo ovarico.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa CIIZ-V, con pesos corporales de
190 a 230 g, mantenidas en condiciones controladas de iluminacion (luces encendidas

de 05:00 a 19:00 horas), con libre acceso al alimento (Purina, Harlan de México) y al

agua.

Los animales se mantuvieron en grupos de seis por caja y se les realizd
diariamente la toma de frotis vaginales, los cuales se tifieron con la técnica de
hematoxilina-eosina. Solo se utilizaron aquellos animales que presentaron tres ciclos
consecutivos de cuatro dias de duracion. Los animales se dividieron al azar en Igs
siguientes grupos experimentales: animales que recibieron aceite de maiz (Sigma
Chemical Co., St., Louis, MO, USA) por via subcutanea (grupo con VH) a las 17:00 h
del diestro 2 o a las 09:00 h del proestro; otro grupo de animales fueron tratados con
2.5 mg/ Kg de peso corporal de tamoxifen (bloqueador de los receptores a estrogenos
o y B) (Sigma Chemical Co., St., Louis, MO, USA) por via subcutanea (grupo con
TX) en los dias y horarios antes mencionados. Como grupo de comparacion se

utilizaron animales sin tratamiento (grupo TA).

Procedimiento de autopsia

Los grupos de animales que se inyectaron en diestro se sacrificaron por decapitacion
a las 10:00, 13:00 ¢ 17:00 horas del dia del proestro o a las 10:00 horas del estro del mismo
ciclo. Los grupos de animales tratados en proestro se sacrificaron el mismo dia a las 13:00
0 17:00 h, o en estro a las 10:00 h. Los grupos de animales sin tratamiento se sacrificaron

en los dias y horarios mencionados para los animales tratados con tamoxifen o con

vehiculo.
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Inmediatamente después de la decapitacion se colecto la sangre del tronco y se dejo
coagular por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd a 3000 rpm
durante 15 minutos. El sobrenadante (suero) se separd y almaceno a —20 °C hasta la

cuantificacion de FSH y LH y hormonas esteroides (progesterona, testosterona y 17-8

estradiol) por la técnica de radioinmunoanalisis (RIA).

También se extrajeron, disecaron y pesaron los ovarios y el utero; el peso de los
organos se expres6 como peso absoluto, en miligramos (mg), o como peso relativo
(mg/100g de peso corporal). Los ovarios se fijaron en liquido de Bouin para su posterior
estudio morfométrico. Los oviductos se disecaron, revisaron y con la ayuda de un

microscopio estereoscopico se conto el nimero de ovocitos en su interior.

Cuantificacion de gonadotropinas

Las concentraciones séricas de FSH y LH se cuantificaron utilizando reactivos y
protocolo proporcionado por National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD,
USA). Los anticuerpos empleados fueron rFSH-RP2 y rLH-RP3, respectivamente. La

concentracion de estas gonadotropinas se expreso en ng/ml de suero.

Cuantificacion de hormonas esteroides

La cuantificacion de progesterona, testosterona y 17fB-estradiol se realizo por la
técnica de radioinmunoanalisis de fase solida, para lo cual se utilizo un estuche comercial
de reactivos (Coat-A-Count, Los Angeles, California, USA). La concentracion de

progesterona y testosterona se expresd en ng/ml de suero y la de estradiol en pg/ ml de

Suero.
Estudio morfométrico

En el ovario izquierdo y derecho de tres animales tomados al azar de cada grupo

experimental, se realizd el estudio del crecimiento folicular. Los ovarios se fijaron en
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solucion de Bouin, se deshidrataron e incluyeron en parafina y se realizaron cortes seriados
de 10 pm de grosor, que se tifieron con hematoxilina-eosina. Los cortes se revisaron cada
100 um y en todos los foliculos que presentaron bien definidos el nicleo y el nucleolo del
ovocito se midid, con un ocular micrométrico filar, el diametro mayor (D;) y el

perpendicular a éste (D;). El diametro promedio (Dp) se calculo con la siguiente relacion:
Dp=D;+D,/2.

Con base en su diametro promedio los foliculos se clasificaron en:
Foliculos pequefios: <349 um,
Foliculos medianos: 350-499 um

Foliculos preovulatorios: > 500 um

Los foliculos también se clasificaron en sanos o atrésicos. Un foliculo se considerd
atrésico cuando present6 alguna de las siguientes caracteristicas: picnosis de las células de
la granulosa, descamacion de las células de la granulosa hacia el antro folicular,

engrosamiento de la teca o alteracion del ovocito.

Analisis estadistico

Los resultados de nimero de ovocitos se analizaron por la prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de la prueba de "U” de Mann-Witney. La tasa de animales ovulantes
(namero de animales que ovularon/total de animales) se analizo por la prueba de
probabilidad exacta de Fisher. El numero de foliculos fue analizado por la prueba de
“U” de Mann-Whitney. La concentracion de LH, FSH, progesterona, testosterona y
17-B-estradiol en suero, se analizaron por la prueba de Analisis de Varianza Multiple
(ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. Los resultados de porcentajes de foliculos
sanos o atrésicos se analizaron por la prueba de Ji Cuadrada. En todos los casos se

aceptaron como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue <
0.05.
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RESULTADOS

Peso corporal y de los organos

En aquellos animales que se inyectaron con VH a las 17:00 h del diestro 2, el peso
corporal, de los ovarios y del tero (peso absoluto y relativo) fue similar a los del grupo
testigo absoluto. En los animales que recibieron vehiculo a las 09:00 h del proestro y se
sacrificaron a las 10:00 h del estro, el peso corporal y peso absoluto de los ovarios fue

significativamente menor que en los animales testigo absolutos (Cuadros 1y 2).

En los animales con inyeccion de TX las 17:00 h del diestro 2 y sacrificados en

estro, el peso absoluto y relativo del Utero fue significativamente menor que el de los

animales que recibieron VH (Cuadros 1 y 2).

En los grupos tratados con VH o TX a las 09:00 h del proestro y sacrificados en el

dia del estro se observo una disminucion significativa del peso absoluto de los ovarios
(Cuadro 1).

Ovulacion y ciclo estral

La administracion de VH en los dias de diestro 2 o proestro no modifico la tasa de
animales ovulantes. En comparacion con el grupo de animales TA o que recibié VH, la
administracion de tamoxifen en la tarde del diestro 2 resultdé en una disminucion
significativa del nimero de animales que ovularon en el dia del estro. La administracion
del farmaco en la mafiana del proestro no modificé la proporcion de animales que ovularon
en el dia del estro. El nimero de ovocitos liberados por animal ovulante, al igual que el

ciclo estral, no se modificd en ninguno de los grupos (Cuadro 3).
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Cuadro 1. Media + e.e.m. del peso corporal, masa ovarica y peso del utero de ratas
testigo absoluto (TA), tratadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las
17:00 h del dia del diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a
diferentes horas del proestro o en la maiiana del estro.

Grupo n | Peso corporal (g) |Peso de Ovarios (mg)| Peso del Utero (m
Inyeccion en D2
P (10:00)
TA10 267+49 77.7+4.01 441 +31.5
VH 8| 255165 66.2 +2.8 4754301 |
TX| 9 249+7 | 642+25a 487 +29.3
P 13:00 h
TA|10 255+94 69.94+2.8 486 + 28
VH| 7 245+28 66.7+1.3 473+ 159
TX| 7 260 + 10.5 70.4+2.6 487 +39.9
P 17:00 h
TA| 10 249+ 6.2 72.4+4.3 428 +41.6
VH| 7 237 + 6.5 75.7+4 446+ 17.5
TX| 7 249+ 3.5 71.9+3.9 429+ 239
E 10:00 h
TAl 10 259+79 80.6+2.3 410+ 9.1
VH| 10 243 +7.7 71.643.5 388 +13.6
TX| 10 253 +5.6 63.3+2.6a 337+ 113 ab
Inyeccion en P
P 13:00 h
TA| 10 255+94 69.9+2.8 486 + 28
VH| 9 243 +5.6 64.1+1.9 455+225
TX| 9 242+ 44 69.8+2.3 501 +17.6
P 17:00 h
TA]10 249 +6.2 72.4+4.2 428 +41.6
VH| 10 241+ 3.5 67.7+2.1 482 +12.3
TX| 10 244+ 5.2 69.94+2.7 499 + 30.1
E 10:00 h
TA[10 259+ 8 80.6+2.3 410+9.2
VH| 10 236 +5.7a 673133 a 425 +20.6
TX| 10 238+ 6a 62.5+2.2 a 371 + 184

a, p<0:05 vs grupo TA ; b, p<0.05 vs grupo con VH (ANDEVA seguida de Tukey)
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Cuadro 2. Media + e.e.m. del peso relativo (mg/100g de p.c.) de los ovarios y del iitero
de ratas testigo absoluto (TA), tratadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX)
a las 17:00 h del dia del diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a

diferentes horas del proestro o en la maiiana del estro (10:00 h).

Grupe | Ovarios Utero
Inyeccion en D2
P (10:00)
TA[10 289+ 14 166 +11.8
VH| 8 26,1 + 1.1 188 +13.9
TX| 9 259+0.38 197+ 11.9
P 13:00 h
TA[10 2754038 190 + 6.9
VH| 7 27.2+0.8 193 +6.3
TX| 7 27.3+12 191 +8.1
P 17:00 h
TA[10 202+14 174 +7.2
VH| 7 294+ 1.1 174 + 6.4
TX| 7 289+ 1.7 172+ 9.4
E 10:00 h
TA[10 314+ 13 160+ 5.1
VH| 10 294+09 161 +5.7
TX|10 25.1+1.1a 134+45ab
Inyecciéon en P
P 13:00 h
TA[10 275+08 190 + 6.9
VH| 9 26.5+ 1.1 187 + 8.2
TX| 9 2890+ 1.1 207 + 8.1
P 17:00 h
TA|10 202+ 14 174+ 172
VH| 10 282+1.1 200+ 6.4
TX[10 28.7 + 1.1 206+ 13.9
E 10:00 h
TA[10 314+13 160+ 5.1
VH| 10 282+ 13 180 + 8.2
TX[10 263+08a 159+10.4

a, p<0.05 vs. grupo TA; b, p<0.05 vs. grupo VH (ANDEVA seguida de Tukey)
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Cuadro 3. Tasa de animales ovulantes (TAO) y numero de ovocitos liberados por
ratas testigo absoluto (TA), tratadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a
las 17:00 h del dia del diestro 2 o0 a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas en la
maiiana del estro (10:00 h).

Grupo n TAO Numero de ovocitos

Inyeccion en D2

TA 10 10/10 7.8+ 1.08
VH 10 9/10 10 + 0.06
TX. 9 3/9 a,b 6.0+ 2.64
Inyeccion en P

TA 10 10/10 7.8+ 1.08
\VH 10 9/10 93+0.9%4
TX 8 8/10 11+0.83

a, p<0.05 vs. grupo TA; b, p<0.05 vs. grupo con VH (prueba de Fisher)

Hormonas esteroides

Progesterona

En el suero de los animales con inyeccion de VH en el dia del diestro 2 y
sacrificados a las 10:00 h del proestro o en el estro, la concentracion de progesterona fue
significativamente menor en comparacion con el grupo TA. Este comportamiento se

revirtio cuando los animales se sacrificaron a las 17:00 h del proestro (Figuras 8A y B).

En comparacion con el grupo de animales que recibieron VH, la concentracion de
progesterona en suero de los animales que se inyectaron con TX en el dia del diestro 2 y se
sacrificaron a las 10:00 h del proestro, aument6 significativamente. En los animales
sacrificados a las 17:00 h del proestro, la concentracion de esta hormona disminuyé (Figura
8A). En los animales que se recibieron el TX en la mafiana del proestro, la concentracion de

progesterona en suero fue similar a la del grupo con VH (Figura 8B).
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Figura 8. Concentracion de progesterona en suero de ratas testigo absoluto (TA),
inyectadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de

diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del
proestro o a las 10:00 h del estro.

Testosterona

En comparacion con el grupo de animales testigo absoluto, la concentracion de
testosterona en suero fue menor en los animales que recibieron VH en el dia del diestro 2 y
se sacrificaron a las 17:00 h del proestro (Fig. 9A). En los animales con inyeccion de VH

en la mafiana del proestro no se observaron cambios significativos (Figura 9B).
La administracion de TX en el diestro 2 resultd en una disminucién en la

concentracion de testosterona en el suero de los animales sacrificados a las 13:00 h del

proestro (Figura 9A).

En los animales que recibieron TX en la mafiana del proestro y se sacrificaron a las

[3:00 h del mismo dia, la concentracion de testosterona fue menor que en los que
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recibieron VH o TA. Mientras que, la concentracion de esta hormona aument6 cuando los

animales se sacrificaron a las 17:00 h (Fig. 9B).
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a, p<0.05 vs. grupo TA; b, p<0.05 vs. grupo con VH. ANDEVA seguida de Tukey

Figura 9. Concentracion de testosterona en suero de ratas testigo absoluto (TA),
inyectadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de

diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del
proestro o a las 10:00 h del estro.

17f-estradiol

En comparacion con el grupo de animales TA, los animales que recibieron VH en la
tarde de diestro 2 mostraron menor concentracion de 17B-estradiol en suero cuando se
sacrificaron a las 13:00 h o a las 17:00 h del proestro, diferencia que fue significativa
Unicamente a las 17:00 h; en el dia del estro no se observaron cambios (Figura 10A). En los

animales con inyeccion de VH en la mafiana del proestro no se observaron cambios

significativos (Figura 10B).
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En los animales que se inyectaron con TX en la tarde del diestro 2 y se sacrificaron
a las 17:00 h del proestro o a las 10:00 h del estro la concentracion del 17p-estradiol fue
mayor (Fig. 10A). En los grupos de animales que recibieron TX en la mafiana del proestro,

la concentracion del 17p-estradiol en suero aumentd cuando los animales se sacrificaron a
las 17:00 h del proestro (Fig. 10B).
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a, p<0.05 vs. grupo TA: b, p<0.05 vs. grupo con VH. ANDEVA seguida de Tukey

Figura 10. Concentracion de estradiol en suero de ratas testigo absoluto (TA),
inyectadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de

diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del
proestro o a las 10:00 h del estro.

Gonadotropinas

FSH

En comparacion con el grupo testigo absoluto, en los animales que recibieron VH
en la tarde del diestro 2, la concentracion de FSH se incrementd significativamente en los

animales que se sacrificaron a las 10:00 h del proestro o estro (Figura 11A). La inyeccion
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de VH en la mafiana del proestro solo alter¢ significativamente la concentracion sérica de
FSH en los animales sacrificados a las 10:00 h del estro, donde se observo una mayor

concentracion de esta hormona (Figura 11B).

La administracion de TX en el diestro 2 o en el proestro resultd en la disminucion
de la concentracion de FSH en suero cuando los animales se sacrificaron a las 17:00 h del

proestro. Mientras que en los animales sacrificados a las 10:00 h del estro se revirti¢ este

comportamiento (Figuras 1Ay 11B).

LH

La administracion de VH en la tarde del diestro 2 resultdé en la disminucion
significativa en la concentracion de LH en el suero de los animales sacrificados a las 17:00
horas del proestro, en comparacion con el grupo testigo absoluto (Fig. 12A). En los

animales con inyeccion de VH en la mafiana del proestro no se observaron cambios

significativos (Figura 12B).

En comparacion con el grupo con VH, en el grupo de animales con inyeccion de TX
en diestro 2 y sacrificados a las 17:00 h del proestro, disminuy6 la concentracion en suero

de la LH y no se observaron cambios cuando el TX se administrd a las 09:00 h del proestro
(Figuras 12A y B).
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Figura 11. Concentracion de FSH en suero de ratas testigo absoluto (TA), inyectadas

con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de diestro 2 0 a

las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del proestro o a las
10:00 h del estro.
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Figura 12. Concentracion de LH en suero de ratas testigo absoluto (TA), inyectadas
con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de diestro 2 o a las

09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del proestro o a las 10:00
h del estro.
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Poblacion folicular

El nimero de total de foliculos medidos en los ovarios de los animales inyectados
con VH en el diestro 2 y sacrificados a las 13:00 h del proestro o a las 10:00 h del estro,
aumentd de manera significativa en comparacion al grupo de animales testigo absoluto
(Fig. 13A). Este mismo comportamiento se observd cuando los animales recibieron el VH a

- las 09:00 del proestro y se sacrificaron a las 10:00 h del estro (Figura 13B).

La administracién de TX a las 17:00 h del diestro 2 o a las 09:00 del proestro altero
significativamente el nimero de foliculos medidos en los animales sacrificados a las 10:00

h del estro, donde se observo un mayor niimero ( Figura 13B).

Al analizar el estado de los foliculos se observd que en los animales que recibieron
el VH a las 17:00 h del diestro 2 no se modifico el porcentaje de foliculos atrésicos (Figura
13C). En cambio, la administracion de TX en este mismo dia result6 en el incremento de la
incidencia de atresia (Fig. 13C), mientras que en los animales inyectados con el TX en el

dia del proestro, no se presentaron cambios significativos en ninguno de los grupos
estudiados (Fig. 13D).

El niimero de foliculos pequefios (<349 pum de diametro) medidos en los ovarios de
los animales inyectados con VH en el diestro 2 y sacrificados a las 13:00 h del proestro,
aumenté de manera significativa en comparacion al grupo de animales testigo absoluto

(Fig. 14A). En aquellos animales inyectados con VH en proestro no se modificé el nimero

de foliculos pequefios (Fig. 14B).

~ En los animales que recibieron VH en el dia del diestro 2 y se sacrificaron en
proestro no se observaron cambios en la incidencia de atresia en los foliculos pequefios. En
los animales inyectados con TX y sacrificados a diferentes horas del proestro o en el estro
se incrementd el indice de atresia en este tipo de foliculos (Fig. 14C). En los animales que

recibieron VH o TX en el dia del proestro, no se modifico la incidencia de atresia (Fig.
14D).
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Figura 13. Niimero total de foliculos medidos y porcentaje de foliculos totales atrésicos
en los ovarios de ratas testigo absoluto (TA), tratadas con aceite de maiz (VH) o con
tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y
sacrificadas a diferentes horas del proestro o a las 10:00 h del estro.
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Figura 14. Numero total de foliculos pequeiios (<349 pm) y porcentaje de foliculos
atrésicos medidos en los ovarios de ratas testigo absoluto (TA), tratadas con aceite de
maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de diestro 2 o a las 09:00 h del
dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del proestro o a las 10:00 h del estro.
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En los grupos de animales que recibieron VH o TX a las 09:00 h del diestro 2, el
namero de foliculos medianos (350-499 pm) no se modifico en ninguno de los horarios
estudiados (Fig. 15A). Cuando el tratamiento se realizd en proestro, se observo que el

numero de este tipo de foliculos disminuy6 cuando los animales se sacrificaron a las 13:00

h del mismo dia (Fig. 15B).

En los animales que recibieron VH en el dia del diestro 2 y se sacrificaron a las
13:00 h del proestro la incidencia de atresia en los foliculos medianos disminuyé de manera
significativa y en los otros grupos no se observaron cambios (Fig. 15C). En los animales
inyectados con TX en diestro 2 y sacrificados a las 10:00 o 13:00 h del proestro se
increment6 el indice de atresia. En los animales tratados el dia del proestro, la inyeccion de
VH no modifico la incidencia de atresia en ninguno de los grupos estudiados. En cambio, la
administracion de TX provoco dos efectos significativos sobre los foliculos medianos: una
disminucion en el porcentaje de atresia en los animales sacrificados a las 17:00 h del

proestro y un aumento del mismo porcentaje en los animales sacrificados en la mafiana del
estro (Fig. 15D).

La administracion de VH o TX en diestro 2 o proestro no alteré el nimero de
foliculos preovulatorios en ninguno de los grupos sacrificados en proestro. Sin embargo, en
los ovarios de los animales testigo absoluto que fueron sacrificados en la mafiana del estro
no se observaron foliculos preovulatorios; en tanto que la administraciéon de VH o TX en
diestro 2 ocasiond que si se observaran este tipo de foliculos en los animales tratados (Fig.
16A). En los animales tratados en proestro se presentd este mismo fenomeno pero solo en

los animales que recibieron TX (Fig. 16B).

La incidencia de atresia se incrementd en los foliculos preovulatorios de los
animales inyectados con TX en diestro 2 y sacrificados a las 10:00, 13:00 6 17:00 h del
proestro (Fig. 16C). Cuando la administracion de TX o VH se realizd a las 09:00 h del
proestro disminuy6 el porcentaje de foliculos atrésicos en los ovarios de los animales

sacrificados a las 13:00 h del mismo dia (Fig. 16D).

38



OTA

B VH
A B
4- WX
33
= §
L
o
$ 2 a
) a
Q
5 4
S 1 -
0 T T T =
P10 P13 P17 E10 P13 P17 E10
Diestro 2 Proestro

a, p<0.05 vs. grupo TA. ANDEVA seguida de Tukey

P10 P13 P17 E10 P13 P17 E10

Diestro 2 Proestro
a, p<0.05 vs. grupo TA; b, p<0.05 vs. grupo VH. Prueba Ji Cuadrada

Figura 15. Numero total de foliculos medianos (350-499 um) y porcentaje de foliculos
atrésicos (350-499 pm) medidos en los ovarios de ratas testigo absoluto (TA),
inyectadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia de

diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del
proestro o a las 10:00 h del estro.
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Figura 16. Numero total de foliculos preovulatorios (>S00 pm) y porcentaje de
foliculos atrésicos preovulatorios medidos en los ovarios de ratas testigo absoluto
(TA), inyectadas con aceite de maiz (VH) o con tamoxifen (TX) a las 17:00 h del dia
de diestro 2 o a las 09:00 h del dia del proestro y sacrificadas a diferentes horas del
proestro o a las 10:00 h del estro.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio permiten sugerir que el bloqueo de los receptores o y
B de los estrogenos en el dia del diestro 2 induce modificaciones en la secrecion de las
gonadotropinas y en el crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovarico y como
consecuencia de ello en la ovulacion. Asi mismo muestran que los efectos del bloqueo de

los receptores o y B de los estrogenos dependen del dia del ciclo estral en que se realice el

bloqueo.

El tamoxifen es un bloqueador de los receptores oo y B de los estrogenos e impide
que se manifiesten los efectos biologicos de los estrogenos en sus 6rganos blanco como el
eje hipotalamo-hipofisis-ovario (Kim y col. 2002). Con base en estas evidencias y los
resultados obtenidos en el presente estudio, es posible apoyar la idea de que la union de los
estrégenos con sus receptores se constituye como un factor esencial en la modulacion de la
actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario y que tiene como resultado la ovulacion

espontanea, como ya ha sido planteado previamente (Brown, 1994; Shivers y col., 1983;
Skinner y col., 1999).

Las diferencias en la ovulacion observadas en los animales que recibieron el
tamoxifen en el diestro 2 o en el proestro, nos permite pensar que los efectos del bloqueo de
los receptores o y B de los estrogenos dependen del dia del ciclo en que se realice. Segin
Schwartz y col. (2000), el incremento en la concentracion del estradiol que es esencial para
que se presente la secrecion preovulatoria de la GnRH y de las gonadotropinas, se inicia en
la tarde del diestro 2. Con base en esta evidencia es posible pensar que al administrar el
tamoxifen en este dia del ciclo estral, se impidi6 la accién de los estrogenos en los
mecanismos neuroendocrinos que culminan con la ovulacién. Mientras que cuando el
tratamiento se realizo en la mafiana del proestro, el tiempo en el que actuaron los
estrogenos en el eje hipotalamo-hipofisis fue suficiente para que se desencadenara la

secrecion de las gonadotropinas y como consecuencia se llevara a cabo la ovulacion.
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En la rata adulta, en la tarde del proestro se produce la liberacion masiva de las
gonadotropinas (secrecion preovulatoria) que induce la ovulacion (Schwartz, 2000). En el
presente estudio, la falta de ovulacion observada en los animales que recibieron tamoxifen
en la tarde del diestro 2, posiblemente es el resultado de la modificacion en la secrecion
preovulatoria de las gonadotropinas. La disminucion en la concentracion de FSH y LH
observada en estos animales, apoya esta interpretacion y coincide con lo reportado
previamente por Gao y col. (2002) quienes mostraron que la administracion de este

farmaco en la rata adulta, disminuye la secrecion de las gonadotropinas e inhibe la

ovulacion.

Se ha reportado que el 17B-estradiol interviene en la regulacion de la secrecion de la
GnRH ( Nathwani y col. 2000) y que este esteroide modula la expresion del nimero de los
receptores a GnRH en los gonadotropos (Robertson y Blamey 2003) y por esta via,
también ejerce un control sobre la liberacion de las gonadotropinas (Bellido y col., 2003,
Gregg y col., 1990; McArdle y col., 1992). Por ello, es posible pensar que la inhibicion de
la secrecion preovulatoria de la FSH y LH observada en los animales inyectados con

tamoxifen en el diestro 2 sea el resultado de los procesos antes mencionados.

Otro factor que posiblemente influy6 en la inhibicion de la secrecion preovulatoria
de las gonadotropinas, es la disminucion en la concentracién progesterona en suero
observada en los animales que recibieron tamoxifen en la tarde del diestro 2 y fueron
sacrificados en la tarde del proestro. Esto probablemente se debe a la ausencia del estimulo
que ejercen las gonadotropinas sobre la sintesis de progesterona. La idea de que la
disminucion en la concentracion de progesterona es un factor que explica la anovulacion
en estos animales es apoyada por los resultados de Donath y Nishino (1998) y Peluso y
Gruenberg (1983) quienes mostraron que la progesterona también juega un papel esencial
en el proceso de ovulacion, ya que al extraer y cultivar ovarios de ratas maduras, con las
concentraciones adecuadas de FSH, LH, 17B-estradiol y progesterona, no se presentan
alteraciones significativas en el desarrollo de los foliculos preovulatorios y la ovulacion,

cuando se compara con animales intactos.
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En la rata, el desarrollo del foliculo tiene una duracion de 17 a 19 dias (Greenwald
y Roy, 1994; Dominguez y col., 1991). Esto explicaria por qué en los ovarios de los
animales que recibieron tamoxifen en la tarde de diestro 2 y se sacrificaron en proestro no
se modifico el nimero de foliculos pequefios (<349 um de diametro), medianos (350-499
pm) y preovulatorios (>500 um). Es posible que en estos animales el desarrollo folicular
continud de manera normal, debido a la accion de las gonadotropinas de ciclos anteriores, o
a las concentraciones basales de estas hormonas del mismo ciclo del tratamiento. La
importancia de las concentraciones basales de gonadotropinas en el mantenimiento del
desarrollo folicular se ha mostrado tanto en la etapa del desarrollo prepuberal de la rata

(Uilenbroek y col., 1976, Uilenbroek y Wolf-Exalto, 1979) como en la etapa adulta (De
Reviers, 1974).

El aumento del indice de atresia en los foliculos pequefios medianos y
preovulatorios de los animales que fueron tratados con tamoxifen en diestro 2 y
sacrificados en proestro, posiblemente es el resultado de que el bloqueo de los receptores a
estogenos en el ovario impidid que los estrogenos promovieran la mitosis, la actividad
sintética de las células de la granulosa y como consecuencia el desarrollo folicular
(Schwartz, 2000; Fitzpatrick y col., 1999). Otro factor posiblemente involucrado es la
inhibicion de la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas, ya que existen evidencias de
que la hipofisectomia en la rata adulta se traduce en atresia folicular, lo cual es revertido

por la administracion de FSH (Edwards y col., 1977; De Reviers, 1974).

Los androgenos se consideran inductores de atresia folicular. El tratamiento de ratas
con andrégenos, como la testosterona o la dihidrotestosterona (DHT) o con gonadotropina
corionica humana (hCG) que estimula la produccion enddgena de androgenos, promueve la
atresia de los foliculos ovaricos (Bagnell y col., 1982). No obstante, en este estudio se
observé que el incremento en la incidencia de atresia en los animales inyectados con
tamoxifen en diestro 2 no se acompafid de un incremento en la concentracion sérica de
testosterona. Por ello, es posible considerar que la inhibicion de la actividad estrogénica es

el factor fundamental responsable del incremento de la incidencia de atresia en los animales

tratados en el diestro 2.
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El bloqueo de los receptores a estrogenos en la mafana del proestro no modifico la
ovulacion, ni el crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovarico. Este hecho
probablemente se debe a que los animales estuvieron expuestos a los cambios normales de
la concentracion de estradiol durante la tarde y noche del diestro 2, asi como las primeras
horas del proestro. Por ello, es posible sugerir que el bloqueo de los receptores a estrogenos

a las 09:00 h del proestro ya no modifico el estimulo de los estrogenos que comenzo el dia
anterior (Schwartz, 2000).

Gao y col. (2000) observaron que la administracion de tamoxifen en ratas
prepuberes induce un incremento en la concentracion de 17(B-estradiol en el dia de la
ovulacion esperada. Este reporte concuerda con los resultados de este estudio cuando la
administracion de tamoxifen se realizo en el diestro 2, ya que en los animales sacrificados a
las 10:00 h del estro se observo un incremento en la concentracion sérica de 17f3-estradiol.
En relacion a esto, es posible que a pesar que independientemente de que disminuyera la
concentracion de la FSH, la cantidad presente, fue suficiente para mantener activado el
complejo Pysp-aromatasa, responsable de la transformacion de andrégenos a estrogenos en

las células de la granulosa (Gore-Langton y col., 1994; Hinshelwood, 1999).

Es posible que la inhibicion de la actividad estrogénica también sea responsable de
la reduccion de la masa ovarica observada en los animales inyectados en diestro 2 y
sacrificados en estro, ya que estudios previos como el de Takeyoshi y col. (2002) han
mostrado que el bloqueo de la sintesis gonadal de estrogenos se traduce en una disminucion
del peso de ovarios y de utero. Al respecto, Dierschke y col. (1983) reportaron que la
administracion unilateral a nivel ovarico de estrogenos incrementa el peso del ovario
tratado. A lo anterior debe adicionarse lo reportado por Ickenstein y Bandiera (2002) que
coincide con los resultados del presente estudio, ya que estos autores reportaron que la
administracion del tamoxifen en ratas adultas disminuye el peso de ovarios y también de
utero.

En conjunto, los resultados de este estudio permiten sugerir que los efectos del

bloqueo de los receptores a estrogenos (o y B) sobre la concentracion de progesterona,
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testosterona, 17-B-estradiol, gonadotropinas y sobre el crecimiento y diferenciacion del

foliculo ovarico dependen de la etapa del ciclo estral en que se realice el tratamiento.
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CONCLUSIONES

En la rata adulta, el bloqueo de los receptores o y B de los estrogenos en la tarde
del diestro 2, inhibe la secrecion preovulatoria de gonadotropinas, asi como también

altera el crecimiento y la diferenciacion del foliculo ovarico y como resultado de

ello se inhibe la ovulacion espontanea.

El bloqueo de los receptores (o y B) de los estrogenos en la mafiana del proestro no

tiene efecto sobre la ovulacion espontanea de la rata adulta.
Los efectos de la administracion de tamoxifen sobre la ovulacion esponténea,

secrecion de gonadotropinas y crecimiento y diferenciacion del foliculo ovarico

dependen de la etapa del ciclo estral en que se realice el tratamiento.
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