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RESUMEN

La orquestacion de la funcion reproductiva se lleva a cabo por sefiales neurales y hormonales
que inciden sobre las neuronas neurosecretoras de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH,
por sus siglas en ingles). Entre los mecanismos que controlan la secrecion de las gonadotropinas
destacan las asas de retroalimentacion positiva y negativa del estradiol. La aparente ausencia de
receptores a estrogenos en las neuronas GnRHérgicas llevd a suponer que estas asas de
retroalimentacion actuaban de manera indirecta, via interneuronas aferentes a las neuronas
GnRHeérgicas de tipo noradrenérgico, gabaérgico y opioidérgico, las cuales expresan abundantes
receptores a esteroides. Sin embargo, mediante métodos analiticos de alta sensibilidad se ha
encontrado la expresion de receptores a estrdgenos en neuronas GnRHérgicas in situ y en lineas
inmortalizadas como las GT1. Por otra parte, multiples neurotransmisores estan involucrados en la
compleja sefalizacion de la regulacion del eje reproductivo, incluyendo las catecolaminas. Numerosos
estudios han demostrado que la norepinefrina (NE) y la dopamina (DA) participan en el control de la
secrecion de gonadotropinas. Ademas, se ha propuesto que existe una regulacion estrogénica de la
comunicacion sinaptica mediada por receptores a NE y DA que modula la fisiologia del eje
reproductivo. Para substanciar esta hipdtesis en neuronas GnRHérgicas GT1, nos propusimos
determinar la influencia del estradiol sobre la expresion génica de los receptores Bl-adrenérgicos y
D1-dopaminérgicos. En este estudio hemos tratado cultivos de células GT1-7 con 17p-estradiol, a
dosis de 0.1, 1.0 6 10 nM durante un periodo de 6, 24 6 48 h. Al analizar mediante PCR cuantitativo en
tiempo real el cDNA correspondiente a estas células, encontramos incrementos significativos en la
expresion de los receptores Bl-adrenérgicos y D1-dopaminérgicos. Demostrando asi, que el estradiol
participa en el circuito de retroalimentacion del eje reproductivo de forma directa sobre las neuronas
secretoras de la GnRH. Este efecto implicaria un aumento en el flujo de informacion por las aferencias
dopaminérgicas y adrenérgicas, mediante el incremento en la expresion de los receptores que
responden a estas sefiales en las neuronas GnRHérgicas; lo cual podria ser un componente del

mecanismo de retroalimentacion positiva por el cual los estrogenos regulan la liberacién de la GnRH.



1. INTRODUCCION

La reproduccion es una funcion esencial de los organismos, ya que de ésta depende la
continuidad de las especies. La funcion reproductiva en los mamiferos es regulada por sefiales neurales
y hormonales en las que intervienen el hipotalamo, la hipdfisis anterior y las génadas. Los estimulos
que afectan la secrecién de las hormonas hipofisiarias pueden originarse dentro o fuera del organismo.
Estos estimulos son percibidos y procesados por el cerebro, el cual envia una sefial a la hipdfisis para
aumentar o disminuir la tasa de secrecion de una hormona determinada. Las células que producen las
hormonas de la hip6fisis anterior no estan inervadas por fibras secretomotoras, por esta razon no estan
bajo regulacidn nerviosa sinaptica. Su actividad secretora esta regulada por las hormonas liberadoras o
hipofisiotropicas producidas por el hipotalamo. A esta importante conexion funcional entre el cerebro
y la hipofisis, en la que el hipotdlamo tiene una funcion clave, se le denomina eje hipotalamo-
hipofisiario (ver Rhoades y Tanner, 1997). Al circuito que regula la funcion reproductiva en el cual
ademas de estas dos estructuras participan también las gonadas, se le conoce como eje hipotalamo-
hipofisiario-gonadal (HHG).

El presente trabajo se enfoca al estudio de los mecanismos de accion de las hormonas que
regulan la ovulacion. Este proceso se define como la salida de un ovocito del ovario en condiciones de
ser fecundado. Es un fendmeno que ocurre durante la etapa reproductiva del individuo y esta regulado
por la interaccion de multiples factores neuroendocrinos. Estos eventos neuroenddcrinos modulan el
crecimiento y la diferenciacion de los foliculos ovéaricos. Entre las hormonas que intervienen se
incluyen a las gonadotropinas, es decir la hormona estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en
ingles) y la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en ingles). También participan la prolactina y las
hormonas secretadas por el ovario, en particular los estrdgenos. Ademas, las hormonas de las
suprarrenales y las hormonas reguladoras del metabolismo, como las hormonas secretadas por la
tiroides y la hormona del crecimiento. Por su parte, participan neurotransmisores clasicos y
peptidérgicos que llegan al ovario por los nervios o que son sintetizados en dicho érgano. Las
gonadotropinas FSH y LH, estan compuestas por dos subunidades glucoproteicas estructuralmente
diferentes denominadas a y 3, que se mantienen unidas por enlaces no covalentes. Son sintetizadas en
la adenohipdfisis por células especializadas, denominadas gonadotropos, que son capaces de producir
una o ambas hormonas (ver Dominguez, 1993). En los individuos del sexo femenino, la FSH se

transporta por el torrente sanguineo desde la adenohipofisis hasta los ovarios, en donde estimula el



desarrollo del évulo cada ciclo estral o menstrual. La FSH también actta sobre las células granulosas
de los ovarios para estimular la secrecion de estrogenos. En los machos, la FSH actua en los testiculos
estimulando a las células de Sertoli de los tubulos seminiferos para la produccion de espermatozoides.
Por su parte, la LH en las hembras, actGa junto con la FSH, estimulando la liberacion de uno o mas
ovocitos, lo que constituye el proceso de ovulacion. La LH también estimula la formacion del cuerpo
luteo en el ovario, el cual secreta progesterona. Los estrogenos y la progesterona preparan al Utero para
la implantacion de un huevo fertilizado y preparan a las glandulas mamarias para la secrecién de leche.
En el macho, la LH estimula a las células de Leydig, las cuales se localizan en el intersticio del
testiculo y producen los esteroides sexuales.

La liberacion de la LH y la FSH esta regulada por una hormona producida por el hipotdlamo
que recibe el nombre de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). La liberacion de la GnRH
ocurre en forma de pulsos o picos con intervalos de entre 30 minutos y una hora, segun la especie. Esta
pulsatilidad es crucial para la manutencién de diferentes aspectos de la funcion secretora de las
gonadotropinas, incluyendo la regulacion de la expresién de los receptores a la GnRH en la hipofisis
(ver Haisenleder, et al., 1994). Los pulsos de la GnRH estan modulados por un nimero importante de
neuromediadores, que incluyen neurotransmisores clasicos, neuropéptidos, y esteroides ovaricos.
Siendo asi, la secrecion de la GnRH el punto final de integracion de numerosos tipos de sefiales
complejas del sistema nervioso central que regulan la fertilidad. Entre estas sefiales se encuentra el
fotoperiodo, el ambiente esteroideo, el estatus nutricional y el estrés (ver Moenter, et al., 2003). Los
mecanismos de retroalimentacion que controlan la secrecion de las gonadotropinas son mas complejos
de lo que inicialmente se habia pensado. Entre estos se han postulado diversos procesos en los que el
estradiol juega un papel fundamental (Herbison, 1998). Por otra parte, entre los neurotransmisores que
estan involucrados en la compleja sefializacion de la regulacion del eje reproductivo, se incluyen a las
catecolaminas. Numerosos estudios han demostrado que la norepinefrina (NE) y la dopamina (DA)
participan en el control de la secrecion de gonadotropinas (ver Kordon, et al., 1994). Ademas, se ha
propuesto que existe una regulacion de ésta comunicacion sinaptica mediada por receptores a NE y
DA que modula la fisiologia del eje reproductivo por efecto de esteroides ovaricos (Etgen, et al.,
2001).

El estudio de este sistema ha avanzado considerablemente mediante el desarrollo de lineas
celulares inmortalizadas, como es el caso de las células GT1, las cuales presentan muchas de las

caracteristicas fisioldgicas de las neuronas GnRHérgicas in vivo (ver Martinez de la Escalera y Clapp,



2001). En el presente estudio se propone determinar la influencia del estradiol sobre la expresion
génica en neuronas productoras de GnRH de la linea celular GT1-7, particularmente sobre la expresion
de receptores Bl-adrenérgicos y D1-dopaminérgicos, para estudiar uno de los mecanismos a nivel
molecular mediante el cual se efectda la regulacion de la liberacion de esta hormona implicada en la

reproduccion.



2. ANTECEDENTES

2.1 HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (GnRH)

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un decapéptido lineal, pGlu-His-Trp-
Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, derivado de la transcripcion de una molécula precursora, la pre-
pro-GnRH. El precursor consta de 92 amino&cidos; 23 iniciales que actian como secuencia de sefial y
una secuencia de Gly-Lis-Arg indispensable para el procesamiento de la molécula de la GnRH. La
accion fundamental de esta hormona consiste en estimular la secrecion y sintesis de la FSH y la LH, y
parece participar también en la elaboracion de patrones de conducta sexual (Mortimer et al., 1975;
Moss et al., 1975; Pfaff, 1973).

La secrecidén de LH y FSH es estimulada a través del sistema del segundo mensajero AMPc
cuando la GnRH se une a receptores metabotropicos en la superficie de las células gonadotropicas de
la adenohipofisis. La respuesta hipofisiaria a la GnRH depende del numero de estos receptores, el
cual aumenta después del nacimiento y sufre variaciones ciclicas durante el ciclo reproductor (estro);
aumenta tras la castracion y disminuye durante el embarazo, lactancia y en el envejecimiento (ver
Conn, 1994).

Las células productoras de la GnRH se originan en el area olfatoria, durante la embriogénesis
migran hacia su principal localizacion en el ndcleo arqueado del hipotdlamo. Las neuronas
GnRHérgicas no estan agrupadas en nucleos separados sino formando redes laxas diseminadas en el
hipotalamo, especialmente en el nlcleo paraventricular posterior, el hipotdlamo medio basal y el area
predptica; la mayoria estan localizadas en el nicleo arqueado. Sus axones se proyectan hacia muchas
areas en el cerebro, pero especialmente hacia la eminencia media, a través del tracto tdbero-
infundibular. Esta hormona puede ser secretada desde los botones terminales a los vasos portales que
conducen la hormona hasta sus células blanco en la adenohip6fisis. La GnRH también se ha localizado
en areas centrales extrahipotalamicas, y en dérganos periféricos que incluyen los ovarios, testiculos,
placenta y glandula mamaria (ver Strand, 1999).

El control que ejerce esta hormona sobre el ciclo reproductor depende de su secrecion sostenida
y pulsétil en virtud de una serie de interrelaciones con neurohormonas, esteroides sexuales,
gonadotropinas hipofisiarias y neurotransmisores del sistema nervioso central (SNC). Estas
interrelaciones se establecen en funcién de mecanismos de retroalimentacion, tanto positivos como

negativos de los cuales se han descrito tres tipos: retroalimentacion larga entre la GnRH vy esteroides



gonadales, retroalimentacion corta entre la GnRH y gonadotropinas, y retroalimentacion ultracorta
entre la GnRH y su propia secrecion modulada a traves de neuromoduladores, que entre otros incluyen
dopamina, norepinefrina, serotonina, melatonina y prostaglandinas.

A pesar de la enorme importancia de este sistema neuronal que comanda el eje hipotalamo-
hipofisiario-gonadal, muchas preguntas fundamentales acerca de su funcionamiento permanecen sin
respuesta. Esto es debido a que su estudio se dificulta por la distribucién difusa de éstas neuronas
productoras de la GnRH en el hipotalamo y area predptica, asi como por su escaso numero, el cual no
rebasa las dos mil células (Silverman, et al., 1987). Sin embargo, mediante el desarrollo de técnicas de
tumorigénesis genéticamente dirigida en ratones transgénicos, que tuvieron el objeto de establecer
lineas inmortales neuronales altamente diferenciadas con utilidad experimental, se han obtenido lineas

inmortales secretoras de la GnRH (Mellon, et al, 1990).

2.2 NEURONAS GNnRHERGICAS INMORTALIZADAS

Entre las lineas celulares de neuronas GnRHérgicas inmortalizadas que se han desarrollado se
encuentra la GT1 (Weiner, et al., 1992). Esta linea celular fue obtenida provocando una tumorigénesis
genéticamente dirigida con un gen hibrido consistente en la regién reguladora del gen de la GnRH, y la
region codificadora del oncogen antigeno T del virus SV40. Este gen hibrido se inyect6 en el
prondcleo de cigotos fecundados de raton en su fase de una sola célula, y éstos se transfirieron a
oviductos de ratonas pseudoembarazadas. La integracion de este transgen al genoma del embrién
ocurre al azar, y una vez que forma parte de la linea germinal es segregado en forma hereditaria en las
camadas de los animales fundadores. Una vez obtenidos los ratones transgénicos, se encontré en uno
de estos un tumor en el area predptica hipotalamica, del cual después de ser disectado y al transcurrir
varios meses de cultivo, se obtuvo una poblacion celular homogénea que presentaba un fenotipo
neuronal distintivo. Tres lineas clonales derivadas de este cultivo han sido obtenidas por dilucién
limitante, a las que se les designd GT1-1, GT1-3 y GT1-7. Estas células ademés de expresar
marcadores neuronales, proteinas especificas de membranas sinapticas y de presentar caracteristicas
ultraestructurales distintivas de neuronas neurosecretoras, procesan a la GnRH a partir de su precursor
en forma indistinguible de lo que ocurre in vivo. El péptido se almacena en granulos neurosecretores, y

se libera como consecuencia de la despolarizacion (Mellon, et al, 1990).



Ademas, la secrecion esponténea de la GnRH en cultivos de células GT1 en perfusion, ocurre
en forma pulsatil, con una frecuencia muy similar a la observada in vivo en ratas y ratones castrados
(Martinez de la Escalera et al., 1992a). Por lo tanto, la capacidad para generar y sincronizar pulsos de
secrecion de la GnRH parece ser una propiedad intrinseca de las neuronas secretoras de GnRH, en la
que interviene un incremento en la concentracién de Ca®" intracelular. Asimismo, esta secrecién
espontanea es susceptible de modulacion tanto en amplitud como en frecuencia por una serie de
neuromediadores, entre los que se encuentran neurotransmisores clasicos como la noradrenalina
(Martinez de la Escalera et al., 1992b), la dopamina (Martinez de la Escalera, et al., 1992¢) y el GABA
(Martinez de la Escalera et al., 1994), ademéas de péptidos como la vasopresina y la endotelina
(Krsmanovic, et al., 1991). Estos efectos son mediados por receptores bien caracterizados, acoplados a
cascadas de sefiales transmembranales claramente identificadas ((Martinez de la Escalera y Clapp,
2001).

2.3 REGULACION DE LA SECRECION DE LA GnRH POR ESTROGENOS

Todos los procesos que intervienen en la sintesis y liberacion de la GnRH (tasa de
transcripcion, estabilidad del RNA mensajero, el procesamiento post-traduccional, etc.) son
activamente regulados en las neuronas GnRHérgicas, a traves de una serie de sistemas de control. Uno
de los mas importantes es representado por los mecanismos de retroalimentacion por esteroides
gonadales. El concepto de efectos esteroideos, los cuales podrian modular la liberacion de la GnRH
fue postulado inicialmente en 1930. Sin embargo, esto todavia es un punto controversial en la
neuroendocrinologia de la reproduccion, en cuanto a coémo y en dénde actdan las hormonas esteroides
para ejercer sus efectos de retroalimentacion negativa o positiva (ver Melcangi et al., 2002).

Se conoce que la respuesta a estrogenos del sistema secretor de la GnRH es diferente en
machos que en hembras. Esto est4 determinado inicialmente durante el desarrollo, cuando en el macho
ocurre el primer impacto de estrogenos sobre las neuronas GnRHérgicas. En esta etapa, el estradiol y
la estrona resultantes de la aromatizacién de andrégenos producidos por el testiculo fetal, actian sobre
la red GnRHérgica para masculinizarla (Doughty, et al., 1975a; Doughty, et al., 1975b; Vreeburg, et
al., 1977). De esta manera, la respuesta del sistema secretor de la GnRH a estrogenos se define para la
vida postnatal (ver Herbison, 1998).

En el caso de hembras adultas, los estrdgenos ejercen una influencia estimulatoria sobre la

secrecion de la GnRH actuando a nivel de la eminencia media, cuando se inicia el pico preovulatorio



de LH (Caratay et al., 1989; Evans et al., 1995). Para que se tenga lugar el pico preovulatorio de la
GnRH se requiere una preexposicion a estrégenos de la red GnRHérgica durante varias horas. Este
prolongado periodo de exposicién a estrogenos, inicia una cascada de eventos neurales que pueden
impactar diferencialmente sobre la biosintesis y secrecion de la GnRH (ver Herbison, 1998). En cuanto
a los efectos inhibitorios de las hormonas esteroides, se observd que en animales de ambos sexos, el
remover las hormonas sexuales mediante gonadectomia causd un incremento en la secrecion de la
GnRH. Por lo que se determind que tanto estrégenos como andrégenos actian en el sistema nervioso
central inhibiendo la liberacion de este decapéptido (ver Kalra y Kalra, 1989). Hay evidencia que
indica que este efecto inhibitorio ocurre sobre la secrecién de la GnRH y en particular sobre la
amplitud de los pulsos (Richardson et al., 1992; Chongthammakun and Terasawa, 1993; Evans et al.,
1995). En comparacion con la influencia estimulatoria, la influencia inhibitoria de los estrégenos sobre
la secrecion de la GnRH ocurre rapidamente (1-2 horas) y se ha correlacionado con una inhibicion de
la actividad eléctrica de las neuronas GnRHeérgicas (Caraty et al., 1989). Sin embargo, existe
controversia en cuanto a los mecanismos de accion que ejercen tanto el efecto de retroalimentacion
positiva como negativa sobre la liberacion de la GnRH. Se han realizado numerosas investigaciones
para determinar el efecto de los estrogenos sobre la expresion génica de la GnRH, obteniéndose
resultados controversiales. Ya que varios laboratorios reportaron incrementos, decrementos y ausencia
de efectos sobre los niveles de RNA mensajero de la GnRH como resultado de diversos tratamientos
estrogénicos. Al analizar de manera detallada esta literatura se identificaron varias diferencias
metodoldgicas en las técnicas de hibridacion, intervalos de gonadectomia, dosis y tipos de esteroides
aplicados, etc., lo cual podria explicar las discrepancias (ver Melcangi et al., 2002). También se han
analizado las posibles fluctuaciones de la expresién del gen de la GnRH durante el ciclo estral de ratas
hembras intactas, obteniéndose resultados conflictivos. Se reportd que el RNA mensajero
correspondiente a la GhnRH no cambiaba durante el ciclo estral de la rata (Malik et al., 1991; Marks et
al., 1994). Por el contrario, otros laboratorios han reportado un incremento en la expresion del gen de

la GNRH a diferentes tiempos durante el dia del proestro (ver Gore y Roberts, 1997).

Aunque la participacién de estrogenos circulantes en el control por retroalimentacion de este
sistema esta fuera de duda, era clésicamente aceptado que las neuronas GnRHérgicas no expresaban
receptores a estas hormonas. Esta suposicion surgio a partir de investigaciones basadas en técnicas de

inmunohistoquimica e hibridacion in situ, en los cuales se pretendié detectar el receptor a estrogenos.
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Estos estudios dieron resultados que indicaron la ausencia de este tipo de receptores en las células
GnRHérgicas o0 que estos se presentaban en cantidades muy limitadas (Shivers et al, 1983; Fox, et al.,
1990; Herbison y Theodosis, 1992; Huang y Harlan, 1993; Lehman y Karsch, 1993). Debido a esto, se
considero que los efectos estrogénicos directos mediante el mecanismo de accion gendémica clasico
(ver figura 1) no ocurre y se sugirio que la regulacion de la liberacion de la GnRH por estrogenos seria
mediada por mecanismos de accion directos a través de la membrana (ver figura 2) (Herbison, 1998),
y/o por mecanismos de accion indirectos. Estos ultimos incluyen efectos estrogénicos sobre
interacciones glia-neuronas GnRHérgicas (Rage, et al., 1997; Cavarretta, et al., 1999; Buchanan, et al.,
2000) e interneuronas aferentes de naturaleza noradrenérgica, gabaérgica y opioidérgica, (Witkin, et
al., 1991; Legan y Callahan, 1999; Lee, et al., 2000; Pau, et al., 2000; Zsarnovszky, et al., 2001;
Rawson, et al., 2001; Anderson et al., 2001; Mitchell, et al., 2003). Siendo asi, estos mecanismos
indirectos podrian presentarse en diversas combinaciones, dando como resultado efectos de

retroalimentacion tanto negativo como positivo (Herbison y Pape, 2001).
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Figura 1. Mecanismo de accion genémica de las hormonas esteroides. Consiste en la entrada del esteroide a la
célula blanco por difusion pasiva a través de la membrana plasmatica, en donde se une a un receptor especifico.
Los complejos receptor-esteroide forman dimeros que se activan, proceso que incluye cambios conformacionales
que le permiten unirse a sitios selectivos en la cromatina, en donde interactGa con secuencias especificas del DNA,
denominadas elementos de respuesta a esteroides (ERE). De esta forma, el complejo receptor esteroide actdia como
factor transcripcional modulando la expresion génica, responsable en ultima instancia del efecto hormonal. La
mayoria de los efectos conocidos de los estrégenos son mediados por este mecanismo; a través de dos subtipos de
receptores a estrogenos descritos hasta el momento; el receptor a estrégenos o (REa) y el receptor a estrégenos 3
(REB) (Falkenstein, et al., 2000).

RP

Figura 2. Mecanismos de accion no gendmicos de las hormonas esteroides. En contraste con los mecanismos de
accion gendmica, los efectos esteroideos no genémicos son caracterizados principalmente por su insensibilidad a
inhibidores de la transcripcion y de la sintesis de proteinas, ademas de la evidencia experimental mas obvia; su
accion rapida que va de segundos a minutos lo cual no es compatible con cambios en la sintesis de RNA mensajero
y proteinas. Este mecanismo consiste en la interaccion de la hormona esteroide con receptores especificos de la
membrana plasmatica de la célula blanco, seguido por la activacion de diversas vias de transduccién de sefiales.
Entre los efectos mediados por el receptor de membrana estan la activacion de canales de Ca’, proteinas G,
interaccién con receptores de péptidos (RP), activacién de kinasas, etc. (ver Falkenstein, et al., 2000).
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Sin embargo, posteriormente con el descubrimiento de un segundo receptor a estrogenos
denominado receptor a estrogenos B (REP) (Kuiper, et al., 1996) la biologia de los estrégenos en
general se vio forzada a ser reevaluada. Al receptor a estrogenos primeramente identificado se
denomind receptor a estrégenos o (REa). Entre otros aspectos se considero la posibilidad de que el
REB se encontrara en las neuronas GnRHérgicas, por lo que fue analizado y posteriormente
demostrado la expresion de receptores funcionales a estrogenos del tipo REB en estas células
(Skynner, et al, 1999; Herbison, et al, 2001; Hrabovszky et al., 2001). Ademaés, al estudiar lineas
celulares inmortalizadas de neuronas GnRHérgicas como las células GT1, se encontré que estas
expresan los transcritos correspondientes a ambos receptores, el REf y REa, y que presentan estas
proteinas funcionales (Poletti, et al., 1994; Radovick, et al., 1994; Shen, et al., 1998; Roy et al., 1999;
Kallo, et al, 2001). Esto sugirio que los esteroides gonadales pueden influir directamente sobre células
GnRHérgicas. Los efectos directos de los estrogenos sobre neuronas GnRHérgicas actualmente
reportados, incluyen; biosintesis, secrecién y degradacién de la GnRH, biosintesis de galanina,
modificacion de la actividad eléctrica, y cambios ultraestructurales de estas neuronas (Herbison,
1998). Obviamente no se excluye la posibilidad de que existan mecanismos indirectos de regulacién de
la liberacion de la GnRH por esteroides gonadales, lo cual actualmente continua siendo investigado
(Mitchell, et al., 2003).

En base al modelo clasico de accion de hormonas esteroides, que implica la unién de esteroides
a receptores intracelulares, seguido por la modulacién de procesos transcripcionales despues de la
translocacion del complejo receptor-esteroide al ndcleo; los efectos directos de los estrégenos sobre
células GnRHérgicas podrian implicar una regulacion de la expresion de genes. Se ha demostrado que
al tratar células GT1-7, con 17pB-estradiol (1nM), disminuyen los niveles basales del RNA mensajero
correspondiente a la GnRH aproximadamente en un 55 % en el transcurso de 48 horas (Roy, et al,
1999). También en estudios con neuronas GnRHérgicas de monos Cynomolgus, se ha demostrado que
hay un decremento en la expresion de la GnRH por tratamientos estrogénicos (Krajewski, et al., 2003).
Incluso, se ha encontrado que la region promotora del gen humano que codifica para la GnRH,
contiene varios elementos responsivos a hormonas esteroides (Radovick et al., 1991). Entre los genes
modulados por estrogenos podrian estar los relacionados con la modulacién de la liberacion de la
GnRH. Existen diversos trabajos que muestran efectos gendmicos en células GnRHérgicas en

respuesta a tratamientos estrogénicos, apoyando asi esta hipotesis. Por ejemplo, se ha observado que
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dosis fisiologicas de 17B-estradiol duplican la expresion del gen que codifica para el péptido galanina
en células GT1 (Shen, et al, 1998). La galanina es un péptido implicado en la regulacion del eje
reproductivo, que entre otras células, se expresa en neuronas GnRHérgicas. A nivel del hipotdlamo
estimula la liberacion de la GnRH y a nivel de la hipofisis actua regulando la liberacion de la LH,
siendo estas funciones estrégeno dependientes (Lopez, et al., 1991; ver Splett, et al., 2003). También
se ha encontrado que en celulas GT1, un tratamiento de 17(-estradiol (10 nM) por tres dias
incrementa la muerte neuronal inducida por glutamato; otro importante mediador del eje reproductivo.
Esto sugiere un incremento en la expresion de receptores N-metil-D-aspartato, por efecto estrogénico
(Yang, 2003). A partir del hallazgo de este tipo de efectos estrogénicos directos sobre neuronas
GnRHeérgicas, se ha considerado la posibilidad de que la regulacién estrogénica de la liberacién de la
GnRH sea ademé&s de manera indirecta, de manera directa a través de un mecanismo de accion

gendémico.

2.4 REGULACION DE LA SECRECION DE LA GnRH POR CATECOLAMINAS

Una gran variedad de neuromoduladores estan involucrados en la regulacion del eje
reproductivo, incluyendo las catecolaminas. Numerosos estudios han demostrado que en particular, la
norepinefrina (NE) y la dopamina (DA) participan en el control de la secrecion de gonadotropinas. La
NE fue uno de los primeros neurotransmisores que se observaron involucrados en la regulacion del
pico preovulatorio de la LH (Sawyer et al., 1947; Sawyer et al., 1950; Sawyer, 1952). Se conoce que
esta catecolamina ejerce un efecto estimulatorio sobre la secrecion de la GnRH (Negro-Vilar, et al.,
1979). Incluso, se ha observado que la NE se secreta en la circulacion hipofisiaria de manera pulsatil y
sincronizada con una alta correlacion temporal con la liberacion de la LH y la GnRH (Terasawa, et al.,
1988). En cuanto al efecto de la dopamina sobre el eje reproductivo, no se ha determinado con
precision ya que existen numerosos estudios con resultados controversiales. Segun el modelo de
estudio y su condicién fisioldgica se observa estimulacion, inhibicion o ausencia de efecto sobre la
secrecion de la LH o la GnRH (ver Kordon, et al., 1994). Se ha demostrado que la administracion
intraventricular de DA tiene un efecto inhibidor de la frecuencia pulsatil de la LH (Drouva y Gallo,
1976; Gnodde y Schuling, 1976; Gallo y Drouva, 1979; Gallo, 1984). Por otra parte, se ha reportado
que la administracion directa de DA sobre explantes hipotalamicos estimula la liberacién de la GnRH

(Nowak, 1985; Negro-Vilar, et al., 1979; Rotsztejn, et al., 1977). Ademas, también existe controversia
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en cuanto a los subtipos de receptores que median los efectos modulatorios de estas catecolaminas
sobre el eje reproductivo. Los estudios realizados in vivo o con explantes de tejido, solo coinciden
parcialmente con los estudios realizados con lineas celulares inmortalizadas.

En general, los efectos de la norepinefrina son mediados por receptores al, a2 y los B-
adrenérgicos. Actualmente se han identificado tres subtipos de cada una de estas clases de receptores,
cada uno de ellos codificado por un gen distinto. La familia de los receptores al incluyen a los
subtipos alA, alB, y alD. Estos se encuentran asociados a proteinas G que activan la fosfolipasa C
(PLC, por sus siglas en ingles), resultando tras su activacion la formacion de diacilglicerol y trifosfato
de inositol (IP3). Estas moléculas actlian como segundos mensajeros mediando la liberacién de Ca**
intracelular. Los tres subtipos de receptores ol-adrenérgicos tienen diferentes eficiencias en la
activacion de la PLC. La familia de receptores a2-adrenérgicos incluye a los subtipos a2A, a2B y
a2C, los cuales se encuentran acoplados negativamente con las adenilato ciclasas, y por ende a la
formacion de AMPc. Finalmente, la familia de los receptores -adrenérgicos incluyen los subtipos B1,
B2y B3, que se encuentran acoplados positivamente con actividad de las adenilato ciclasas (ver Siegel,
et al., 1994; Guimaraes y Moura, 2001).

Los estudios en los que se analizan los efectos de la NE sobre la liberacién de LH en animales
ovariectomizados, muestran que los efectos resultantes no parecen ser mediados por receptores f3-
adrenérgicos, sino por receptores o-adrenérgicos, sin ser claro si son de las clases al 0 a2-
adrenérgicos (ver Kordon, et al., 1994). En cuanto a lo observado en células GT1, se conoce que la
modulacién de la liberacion de la GnRH por NE es estimulatoria y de manera dosis-dependiente. Sin
embargo a diferencia de lo observado in vivo, se ha demostrado que este efecto es mediado por
receptores Bl-adrenérgicos acoplados positivamente a adenilato ciclasas (Martinez de la Escalera et
al., 1992b; Findell et al., 1993; Uemura, et al., 1997), ademéas de los receptores al-adrenérgicos
acoplados a PLC (Kreda, et al., 2001). También los receptores o2-adrenérgicos han sido
caracterizados en las células GT1, se demostrd que son funcionales y que estan acoplados a la
inhibicidn de adenilato ciclasas (Lee, et al., 1995). Sin embargo, no se ha estudiado si estos receptores

participan en la modulacidon de la secrecion de la GnRH.
En cuanto a los efectos de la dopamina, en general son mediados a través de su interaccién con

dos grupos de receptores que son miembros de la familia de receptores ligados a proteinas G. Los tipo

D1, los cuales estan acoplados positivamente con la actividad de las adenilato ciclasas, y los tipo D2
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que inhiben la actividad de estas enzimas (ver figura 3). Los dos subtipos de receptores
dopaminérgicos fueron inicialmente identificados en base a criterios bioquimicos y farmacoldgicos. A
partir del desarrollo de técnicas de biologia molecular, como la secuenciacion del DNA ademas de la
secuenciacion de los aminoacidos de una proteina, varios receptores del tipo D1 y D2 han sido
identificados. Los receptores del tipo D1 incluyen los receptores D1 y D5 (o D1b); y en cuanto a los

receptores del tipo D2 se conocen tres miembros, el D2, D3y D4 (ver Siegel, et al., 1994).

INHIBICION

ACTIVACION

O
Y \
OO0
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r } PROTEINA
GTP: Trifosfato de guanosina

GDP: Difosfato de guanosina PKA PKA*
ATP: Trifosfato de adenosina
CATP: Trifosfato de adenosina ciclico

PKA: Cinasa de Proteina A PROTEINA-PO,
PKA: Cinasa de Proteina A fosforilada

Figura 3. Efecto de la dopamina sobre la actividad de la enzima adenilato ciclasa. Hasta el
momento se han identificado cinco subtipos de receptores dopaminérgicos. Los receptores D1
y D5 estan acoplados a estimulacién de la adenilato ciclasa. El receptor D2 esta acoplado a la
inhibicion de esta enzima. La adenilato ciclasa cataliza la conversion de proteinas en
fosfoproteinas. Los segundos mensajeros de los receptores D3 y D4 no han sido identificados
(Modificado de Siegel, et al., 1994).
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En células GT1, se conoce que la modulacion de la liberacion de la GnRH por esta catecolamina, al
igual que en el caso de la NE, es estimulatoria y de manera dosis-dependiente. La DA actla a través
del receptor D1-dopaminérgico acoplado positivamente a adenilato ciclasas (Martinez de la Escalera,
et al., 1992c; Findell et al., 1993).

2.5 INTERACCION DE ESTROGENOS, NOREPINEFRINA Y DOPAMINA SOBRE LA
REGULACION DE LA SECRECION DE LA GnRH

Debido al dogma en el que se considerd que no era posible la regulacion estrogenica de las
neuronas GnRHérgicas de manera directa, el estudio de este sistema fue enfocado a la identificacion
de células aferentes que comunicaran la sefial estrogénica a las neuronas GnRHergicas. Como
resultado de estas investigaciones se han encontrado numerosas regiones cerebrales y
neurotransmisores que son regulados por estrégenos, y que son importantes para la secrecion de la
GnRH. Entre estos se encuentran las aferencias adrenérgicas y dopaminérgicas. Mediante técnicas de
inmunohistoquimica se ha encontrado una alta densidad del REa en neuronas adrenérgicas (Lee, et al.,
2000). Por su parte, se ha observado que en ratas el tratamiento estrogénico que induce un decremento
en el nivel de la LH sanguinea, simultdneamente reduce el nivel de NE en el &rea predptica media. Lo
cual sugiere que parte del mecanismo estrogénico de retroalimentacion negativa se lleva a cabo
mediante un decremento en la neurotrasmision por NE (Legan y Callahan, 1999). También en
neuronas dopaminérgicas aferentes a neuronas GnRHérgicas, se ha detectado el REa.. Ademas, se ha
observado que el nimero de contactos entre fibras de neuronas dopaminérgicas y neuronas
GnRHeérgicas es variable en funcion del ciclo estral (Mitchell, et al., 2003). Lo cual muestra que la

regulacién de las neuronas GnRHérgicas por DA es influenciada por estrogenos.

Actualmente también hay evidencia de efectos estrogénicos directos sobre neuronas
GnRHeérgicas que involucran modificaciones en la respuesta de estas células a sefiales adrenérgicas y
dopaminérgicas. Existe la hipétesis de que la comunicacion sinaptica mediada por receptores a NE que
modula la fisiologia del eje reproductivo, es regulada por esteroides ovaricos. Se propone que esta

regulacion consiste en un mecanismo multifacético, en el que los estrogenos amplifican la sefal
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adrenérgica mediante cambios en la expresion génica de los adrenoreceptores, ademas de interaccionar
a nivel de vias de transduccion intracelulares (Etgen, et al., 2001; Alonso-Solis, et al., 1996).

Se han publicado multiples estudios que muestran una modulacion de la expresion génica de
receptores adrenérgicos por estrégenos. Estos estudios han sido realizados en diversos sistemas, tanto
in vivo como in vitro, entre los que se incluyen Gtero, glandula mamaria, y adipocitos cafés en cultivo,
ademas del sistema nervioso central (Hatjis, et al., 1988; Marchetti y Labrie, 1990; Nimmo, et al.,
1989; Monjo, et al., 2003; Karkanias, et al., 1997; Engstrom, et al., 2001). Particularmente en el
hipotdlamo, se ha observado que un tratamiento de estradiol por un periodo de 48 h, incrementa de
cinco a seis veces la densidad de receptores alB-adrenérgicos del area predptica. Ademas, esto se
correlacion6 con un incremento en los niveles del RNA mensajero correspondientes a este receptor
(Karkanias, et al., 1996). Otras investigaciones apoyan la hipotesis de que la comunicacion sinaptica
mediada por receptores adrenérgicos moduladores la fisiologia del eje reproductivo es regulada por
estrogenos. Algunos se basan en el andlisis del efecto del estradiol sobre los niveles de AMPc
inducidos por NE en explantes hipotalamicos. Se ha demostrado que la induccién de este segundo
mensajero inducida por NE es modificada en respuesta al tratamiento estrogénico (Etgen y Petitti,
1987; Petitti y Etgen, 1990; Petitti, et al., 1992). En otro estudio se demostré que las células GT1-7
responden a concentraciones fisiolégicas de 17(-estradiol reduciendo la acumulacién de AMPc
inducida por NE, pero no la inducida por la activacion directa de la adenilato ciclasa. Estos resultados
indican que las neuronas GnRHérgicas GT1, son moduladas directamente por estrégenos, causando
éstos una desensibilizacion de adrenoreceptores (Martinez-Morales, et al., 2001).

También se ha observado que esteroides gonadales, particularmente estradiol, regulan la
expresion de receptores dopaminérgicos. Se han identificado incrementos en la densidad de estos
receptores en el cuerpo estriado (Di Paolo, et al., 1982) e hipdfisis anterior de cerebros de rata
(Pasqualini, et al., 1986). Incluso, al estudiar el control de la transcripcion del gen correspondiente al
receptor D1A dopaminérgico humano, mediante estimulacion estrogénica en una linea celular que
expresa este gen como es el neuroblastoma SK-N-MC, mediante deleciones en serie del extremo 5™ del
gen D1A se localizd un segmento que responde a estrégenos entre los nucleétidos —1472 y —1342 en
relacion con la metionina iniciadora. También se observé que esta regidén contiene la secuencia
consenso del elemento de respuesta a estrégenos (ERE). Adicionalmente, las células SK-N-MC
transfectadas con un vector de expresion del receptor a estrégenos, fueron tratadas con 173-estradiol.

Se observo un incremento del 20 % en el nivel de expresion del gen correspondiente al receptor D1A.
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Esto demuestra una base molecular para la induccion de la transcripcion del gen D1A por estrogenos,
que podria formar parte del mecanismo de modulacion de las funciones dopaminérgicas por esta

hormona (Lee y Mouradian, 1999).

En base a estos reportes que muestran la presencia de receptores funcionales a estradiol en
neuronas GnRHérgicas, incluyendo las células GT1, ademés de las investigaciones que han
demostrado en diversos sistemas la regulacion de algunos genes por efecto directo de estradiol, en el
presente estudio se propone determinar la influencia del estradiol sobre la expresion génica en células
GT1-7, particularmente sobre la expresion de dos tipos de receptores los Bl-adrenérgicos y D1-
dopaminérgicos. Esto podria contribuir a la identificacion del mecanismo a nivel molecular mediante

el cual se regula la liberacion de la GnRH.
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3. JUSTIFICACION

La determinacion precisa del mecanismo a nivel molecular mediante el cual se efectia la
regulacion de la liberacidn de la GnRH, podria ser la base para multiples aplicaciones a nivel clinico,
ya que partiendo de esta informacion se podrian enfrentar aspectos relacionados con la regulacion de
la ovulacion. Ademas, la evaluacion del efecto que ejerce el estradiol sobre los receptores adrenérgicos
es de gran trascendencia, ya que estos receptores estan implicados en sistemas fisioldgicos que se han
visto alterados por modificaciones hormonales, como por ejemplo en el sistema cardiovascular, entre

muchos otros.

4. HIPOTESIS

Si el 17pB-estradiol ejerce un efecto directo sobre las neuronas GT1-7, la respuesta de éstas
incluiria un cambio en la expresion de los genes que codifican para los receptores B1-adrenérgicos y
D1-dopaminérgicos, lo cual conllevaria a cambios en la actividad de liberacion de la GnRH en

respuesta a la sefial aferente noradrenérgica y dopaminérgica.

5. OBJETIVO

Evaluar la influencia del 17p-estradiol a concentraciones de 0.1, 1.0 6 10 nM por periodos de
6, 24 6 48 h, sobre la expresion de receptores Bl-adrenérgicos y D1-dopaminérgicos en células GT1-7

mediante PCR cuantitativo en tiempo real.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTO

En el presente trabajo se utilizo la linea celular GT1-7, entre los pases 17 y 25. Se cultivaron en
cajas petri de 100 mm de diametro (Costar Corporation) con medio de cultivo Eagle modificado por
Dulbecco (D-MEM) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino y 10 upg/ml de
penicilina/estreptomicina (GIBCO BRL). Los cultivos se mantuvieron dentro de una incubadora a 37 °
C, en alta humedad y una atmosfera de 5 % de CO, en aire. EI medio de cultivo se cambi6 cada tercer
dia y las células se subcultivaron al llegar a una confluencia del 80 al 90 %. Esto Gltimo se realiz
mediante una disociacion con solucion salina balanceada con tripsina al 0.05 % y EDTA-4 Na 0.53
mM (GIBCO BRL), seguida de centrifugacion a 600 g por 5 minutos. Inmediatamente después el
sedimento conteniendo las células fue resuspendido en D-MEM vy estas fueron resembradas en nuevas
cajas petri a menor densidad.

Con el objeto de evitar cualquier efecto debido a esteroides presentes en el suero, el medio de
cultivo se sustituyd dos dias antes del tratamiento por un medio de cultivo suplementado con un 10 %
de suero fetal bovino tratado con carbon activado (HyClone).

El tratamiento consistid en aplicar 17-B-estradiol (Research Biochemicals Incorporated),
disuelto en etanol a concentraciones de 0.1, 1.0 6 10 nM por periodos de 6, 24 ¢ 48 h. El experimento
fue realizado por triplicado. Se utiliz6 un grupo control por cada periodo de tratamiento, también por
triplicado, a los cuales se les adicion6 el volumen de etanol equivalente al contenido en cada

tratamiento aplicado. Posteriormente, cada uno de los cultivos fue procesado de manera independiente.
6.2 EXTRACCION DE RNA

Inmediatamente después del periodo de tratamiento estrogénico se procedié a extraer el RNA
total de cada uno de los cultivos. La extraccion de RNA se llevo a cabo mediante el uso de columnas
con membranas de silica (Absolutely RNA® RT-PCR Miniprep Kit, STRATAGENE). Para lo cual se
extrajo completamente el medio de cultivo de cada caja petri y se adiciond una solucidn de lisis celular
gue contiene tiocianato de guanidina. Posteriormente se separaron los acidos nucléicos del resto de
estructuras celulares mediante la captura del RNA total en una membrana de silica, y se lavé para
remover contaminantes. Finalmente se sometio a un tratamiento con DNasas para eliminar la presencia

de DNA genomico. El RNA total se eluy6 de la membrana en agua libre de RNasas. El material asi
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extraido se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y se identificé por incorporacion de
bromuro de etidio (0.5 pg/ml) para verificar su integridad. Finalmente fue cuantificado por

espectrofotometria.

6.3 RETROTRANSCRIPCION

A partir del RNA total extraido de cada uno de los cultivos de celulas GT1-7, se sintetizd una
cadena complementaria de DNA (cDNA) mediante retrotranscripcion (RT). Esta reaccién se llevo a
cabo por un periodo de 60 min a 42 °C, con una etapa previa de 5 min a 65 °C para desnaturalizar
estructuras secundarias, y otra final de 3 min a 94 °C para inactivar a la enzima transcriptasa reversa.
El volumen de la mezcla de reaccion fue de 25 ul conteniendo 3 pg de RNA total, 5 ul amortiguador 5
X (Tris-HCI 250 mM pH8.3, KCI 375 mM, MgCl, 15 mM y DTT 50 mM), 200 nM de cada dNTP, 8
U de inhibidor de ribonucleasas RNasin (Promega), 400 nmol de un oligonucledétido iniciador dT y 50
U de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Promega). Para verificar la eficiencia de la RT se

amplifico un fragmento de 850 pb correspondiente al gen de actina, un gen de expresion constitutiva.

6.4 PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL

El PCR cuantitativo (QPCR, por sus siglas en ingles) en tiempo real es un método que incluye
simultaneamente la amplificacion y el analisis de la muestra, sin requerir que ésta sea manipulada.
Actualmente existen diversos productos comerciales con los que se hace que el producto amplificado
adquiera fluorescencia conforme transcurre la reaccion. El presente trabajo fue realizado usando
SYBR® Green, una molécula de bajo peso molecular que presenta afinidad por el DNA de doble
cadena y al ser oxidado fluoresce. La flourescencia emitida por el SYBR® Green es directamente
proporcional al nimero de copias de DNA obtenido en cada ciclo del PCR y es monitoreada durante
cada ciclo de la reaccion. Debido a que en la primer fase del proceso de amplificacion de un fragmento
de DNA por PCR, todos los elementos quimicos se encuentran en abundancia, la eficiencia de
amplificacion es muy cercana al 100%. Mas importante aln, esta eficiencia de amplificacion es
constante para las diferentes muestras a analizar. Es en este etapa en donde la concentracion inicial de
la muestra es directamente proporcional al numero de ciclos requeridos para alcanzar una
concentracion final de muestra constante. Por el contrario, en la siguiente fase los oligonucleotidos
iniciadores o el cDNA blanco comienzan a ser factores limitantes de la amplificacién, por lo que la

eficiencia disminuye. Hacia el final de la reaccion de PCR la cantidad de productos obtenidos se
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mantiene constante sin importar cuantos ciclos mas se prolongue la reaccion. En esta etapa es
frecuente observar que muestras con diferentes concentraciones iniciales tengan el mismo nimero de
copias al final de la reacciéon. En cierto punto de la reaccion los productos de la amplificacion
acumulados son suficientes para superar la fluorescencia del ruido de fondo, lo cual es cuantificado
como la méaxima de la segunda derivada de la curva y se correlaciona con la cantidad inicial de
muestra en la reaccion de PCR, ya que al fijar un nivel de fluorescencia dentro de esta primer fase de
la reaccion (es decir, si fijamos el numero de moléculas finales), entonces el nimero de ciclos que
fueron necesarios para que la fluorescencia alcance este valor fijo, sera inversamente proporcional a la
concentracion inicial de moléculas. Este punto es denominado Cp (por sus siglas en ingles de crossing
point). El software del sistema reporta automaticamente los valores de Cp, los cuales se pueden utilizar
para llevar a cabo cuantificaciones absolutas o relativas.

El ndmero de copias relativas entre dos muestras (experimental y control) puede ser
determinado por la diferencia de sus valores de Cp. Debido a que el PCR es un proceso exponencial, el
numero de copias relativo es equivalente a la eficiencia del PCR elevado a la potencia de la diferencia
de los valores de Cp de las dos muestras a comparar. Para los célculos se supone que la eficiencia de la
reaccién es igual entre muestras y es del 100 %. Por ser una reaccion exponencial, una eficiencia del
100 % duplica la cantidad de productos en cada ciclo de la reaccién, por lo que se le atribuye un valor
de 2. Por otra parte, debido a que es muy dificil mantener cantidades exactas de DNA en diferentes
muestras, los resultados del gen a cuantificar deberdn ser normalizados con una referencia, para lo cual
se emplea un gen presuntamente invariable. En base a esto los célculos a realizar se efectian de la
siguiente manera: Primero, para normalizar las concentraciones de cDNA se obtiene la diferencia entre
los valores de Cp de la muestra y los valores de Cp del gen constitutivo. Al dato obtenido se le nombra
ACp. Posteriormente se calcula la diferencia entre ACp del grupo tratado y el grupo control,
obteniendo el dato denominado AACp. Posteriormente se obtiene la cantidad relativa elevando 2 al

negativo del AACp negativo (ver tabla 1) (Bernard y Wittwer, 2002).

ACp = Cp muestra ~ Cp gen constitutivo

AACP = ACPratado - ACPcontrol

Cantidad relativa = 2°2ACP)



Previamente a la realizacion del PCR cuantitativo (qQPCR), se optimizaron las condiciones de
reaccién. Se procedié a determinar la temperatura media de hibridacion adecuada para el PCR
convencional de los oligonucledtidos iniciadores a utilizar (sus caracteristicas se describen en la tabla
2), mediante PCR con gradiente de temperatura en un rango de 52.9 a 67.6 °C. Para esto, fue utilizado
un cDNA de células GT1-7 sin tratamiento. Para la cuantificacion por gPCR se utiliz6 el
LightCycler™ (Roche Biochemicals). Cada mezcla de reaccién contenia 1 pl de cDNA, 0.6 pl de
oligonucleotidos sentido y antisentido en una concentracion 4 uM, 6 ul de la mezcla de reaccion
SYBR® Green taq Ready Mix ™ SIGMA y 4.4 pl de agua, teniendo un volumen total de 12 pl. Las
condiciones de reaccion fueron las siguientes: Un ciclo de 30 seg a 94° C para activar la enzima
polimerasa mediante la desnaturalizacion del anticuerpo acoplado (hot start), después 25 seg a 94° C,
10 seg a 57°C (para oligonucleotidos especificos del receptor D1-dopaminérgico) o 62° C (para
oligonucleotidos especificos del receptor B1-adrenérgico) y 10 seg a 72° C por 45 ciclos. Finalmente,
un ciclo de transicion de 65 a 94° C para determinar la especificidad del producto amplificado. La
especificidad de la amplificacion se evalla mediante una curva de disociacion. Para lo cual se
realizaron mediciones contintas de la fluorescencia abarcando un rango de temperaturas que inicia a
partir de 65°C hasta 94°C. De esta manera es posible identificar la temperatura en la que se disocian
las cadenas de DNA correspondientes al producto amplificado, esta temperatura es especifica para
cada fragmento de DNA segln su tamafio y secuencia. Este dato permite identificar la presencia de
dimeros, amplificaciones inespecificas 0 mutaciones puesto que al graficarse se observarian varios

picos de disociacion. Asimismo, se presentara solamente un pico de disociacion si se trata de un
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producto Gnico. El software del sistema LightCycler™ lleva a cabo autométicamente este proceso de
deteccion construyendo una grafica de la deteccion de fluorescencia en funcién de la temperatura.

Para normalizar la concentracién de cDNA utilizada, se procedi6 a cuantificar la expresion del
gen constitutivo, B-actina. Los nucleotidos iniciadores utilizados para esta reaccion se describen en la
tabla 2. Se utilizaron las mismas condiciones de reaccion que para la amplificacion de los receptores a

cuantificar.

OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS
OLIGONUCLEOQOTIDO B1-adrenérgico D1-dopaminérgico B-Actina
Sentido Antisentido Sentido Antisentido Sentido Antisentido
TAMANRO (ph) 22 22 22 22 21 21
TEMPERATURA MEDIA
DE HIBRIDACION (Tedrica) 60.40 60.40 60.43 59.59
TEMPERATURA MEDIA 62 57 57
DE HIBRIDACION (Practica)
% GC 54.55 50 45.45 45.45 50 50
SECUENCIA (5°-3") gagctctgga- gcagctgtcg- ccaaggtga- tcacacaga ccatcatgaagtgt acagagtacttgcg
cttcggtagatg atcttctttacc ccaacttctttgt -ggttaaggatgga gacgttg ctcagga
TAMANO DEL PRODUCTO 390 183 173
(pb)

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de los receptores Bl-adrenérgico y D1-
dopaminérgico.

Para validar los ensayos de gPCR una vez estandarizados, se procedio a realizar el analisis
comunmente denominado “Rango dinamico de deteccion”. Mediante este andlisis se determina la
eficiencia de amplificacidon en un ensayo de PCR especifico y el nivel de sensibilidad. Este analisis
consiste en la preparacion de diluciones seriales del blanco a cuantificar (en este caso cDNA), las
cuales se someten a la reaccion de PCR que previamente se ha estandarizado. A partir del resultado de
este ensayo se evalUan dos parametros; la correlacion lineal entre las muestras y la pendiente entre el
namero de ciclos contra el logaritmo decimal de la concentracion de estas. La correlacion lineal entre
las muestras determina que existe una buena correlacion entre la concentracion inicial de la muestra y
el nimero de ciclos necesarios para alcanzar el umbral de deteccion. Esta relacion es establecida
automaticamente por el software de andlisis y determina el nimero menor de copias que puede ser
detectado en dicho ensayo. En cuanto a la pendiente entre el nimero de ciclos contra el logaritmo
decimal de la concentracion, es Util para determinar la eficiencia de amplificacion, la cual es igual a 10
elevado a la potencia del residuo de -1 entre el valor de la pendiente (ver tabla 3) (Bernard y Wittwer,
2002). Este dato puede expresarse en porcentaje, considerando que un valor de 2 equivale a un 100 %

de eficiencia, puesto que la reaccion de PCR es exponencial.
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Tabla 3. Formula para determinar la
eficiencia de amplificacion de un ensayo
de PCR, a partir del valor de la
pendiente entre el nimero de ciclos
contra el logaritmo decimal de la
concentracion.

6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan de manera relativa al grupo control, por lo que éste fue normalizado
a uno y no presenta varianza entre muestras. Por las caracteristicas de los datos, estos fueron
analizados mediante la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis One-Way ANOVA. En caso
de diferencias significativas se compararon los grupos de pares utilizando el analisis para datos
independientes Mann-Whitney U-Test. Los datos con P < 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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7. RESULTADOS

En esta seccidon se muestran los resultados de la cuantificacion de la expresion génica, la cual
fue evaluada mediante gPCR en tiempo real, como se detalla en la metodologia. En seguida se
describen los resultados correspondientes a la estandarizacion de esta metodologia, y posteriormente
los resultados del anélisis cuantitativo de la expresion génica de los receptores Bl-adrenérgicos y D1-

dopaminérgicos por efecto del tratamiento estrogénico en las células GT1-7.

7.1 ESTANDARIZACION DE gPCR EN TIEMPO REAL

Después de determinar la temperatura media de hibridacion para el PCR de los oligonucle6tidos
iniciadores especificos para la amplificacion de los receptores Bl-adrenérgico (B1-AR), y D1-
dopaminérgico (D1-DR), ademés del gen constitutivo Bactina, se procedié a validar los ensayos de
gPCR en tiempo real. Para lo cual se realizo6 el analisis comunmente denominado “Rango dindmico de
deteccion”, como se detalla en la metodologia. Mediante este analisis se determiné que la eficiencia de
amplificacion en cada ensayo de PCR fue cercana al 100%. En la figura 7.1 se muestra el resultado de
las amplificaciones de diluciones seriales de un blanco a cuantificar (en este caso cDNA de células
GT1-7), las cuales se sometieron a las reacciones de PCR que previamente fueron estandarizadas. En
las imagenes A, B y C, se muestra que hay una correlacion lineal entre las diluciones seriales, y en D
la eficiencia de reaccidn expresada en porcentaje de cada una de las reacciones. A su vez, la
especificidad de la amplificacién fue evaluada mediante una curva de disociacion. Ya que la
temperatura en la que se disocian las cadenas de DNA correspondientes al producto amplificado es
especifica para cada fragmento de DNA segun su tamafio y secuencia, al registrar la disociacion de la
doble cadena de DNA en funcion de la temperatura, es posible identificar amplificaciones
inespecificas, puesto que al graficarse se observarian varios picos de disociacion. Por el contrario, si se
trata de un producto Unico se presentard solamente un pico de disociacion. Como se puede observar
también en la figura 7.1 en las imdgenes A", B" y C” en donde se grafica la derivada de la fluorescencia
en funcion de la derivada de la temperatura, para cada una de las reacciones de PCR la especificidad
de los productos amplificados fue la esperada. En cada una de las reacciones se observo una sola
temperatura de disociacion, indicando asi que se generd unicamente un producto de amplificacion.

Esto se observd tanto en las reacciones para los genes a cuantificar como para el gen constitutivo. En
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el caso de la imagen B’, que muestra la temperatura de disociacién del producto de PCR
correspondiente al D1-DR, se observa una minima sefial de disociacion entre los 70 y 75 ° C. Las
sefiales emitidas en este rango de temperatura cominmente son artefactos, como dimeros de
oligonucleotidos iniciadores. Para confirmar lo anterior, se realizd una electroforésis en gel de agarosa
con tres muestras que presentaron esta sefial. Y como se puede observar en la imagen B”” de la figura
7.1, unicamente se encuentra el producto de 183 pb, lo cual indica que no hubo amplificaciones
especificas. En estas graficas de temperatura de disociacion también se puede apreciar que las
muestras correspondientes a las reacciones del control negativo, en las cuales se utilizd como plantilla
RNA, no presentan el pico de disociacion, lo cual indica que no hubo amplificacion alguna. Por lo
tanto, los fragmentos amplificados fueron consecuencia de expresién génica (provienen de RNA

mensajero retrotranscrito a cDNA) y no por contaminacion con DNA gendmico.
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Figura 7.1. Validacion de los ensayos de gPCR en tiempo real mediante el analisis cominmente denominado “Rango
dindmico de deteccion”. Se prepararon diluciones seriales del blanco a cuantificar (en este caso cDNA de células
GT1-7), las cuales se someten a la reaccion de PCR que previamente se ha estandarizado. Se utilizd un
LightCycler™ (Roche Biochemicals) y SYBR® Green como indicador. A. Regresién lineal del ensayo de PCR para
la amplificacién de un fragmento de 390 pb correspondiente al gen del receptor Bl-adrenérgico (B1-AR), muestra
una pendiente de y = -3.174. A". Temperatura de disociacion del fragmento correspondiente al B1-AR, la cual fué
cercana a los 90 ° C. B. Regresion lineal del ensayo de PCR para la amplificaciéon de un fragmento de 183 pb
correspondiente al gen del receptor D1-dopaminérgico (D1-DR), muestra una pendiente de y = -3.756. B’.
Temperatura de disociacion del fragmento correspondiente al D1-DR, la cual fue cercana a los 85 ° C. C. Regresion
lineal del ensayo de PCR para la amplificacion de un fragmento de 173 pb correspondiente al gen constitutivo
Bactina, muestra una pendiente de y = -3.920. C". Temperatura de disociacién del fragmento correspondiente al
Bactina, la cual fue cercana a los 85 ° C. C”". Electroforésis en gel de agarosa al 1.2% con bromuro de etidio (0.5
ug/ml) del producto de qPCR en tiempo real correspondiente al D1-DR. En donde M: Marcador, 1,2 y 3: muestras
analizadas. D. Se muestra la eficiencia de reaccion para cada una de las reacciones expresada en porcentajes, los
receptores B1-AR, D1-DRy para el gen constitutivo Bactina.
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7.2 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA

En el presente estudio se obtuvieron resultados que apoyan la hip6tesis planteada, en la que se
propone que el estradiol regula de manera directa las neuronas GnRHérgicas GT1-7 mediante un
mecanismo gendémico. Los resultados muestran que existe un incremento en la expresion génica de los
receptores Bl-adrenérgicos y D1-dopaminérgicos por efecto del tratamiento estrogénico en estas
células GT1-7.

Primeramente, cabe aclarar que es posible considerar que los datos obtenidos son confiables
para calcular de manera cuantitativa los niveles de RNA mensajeros estudiados. Esto puesto que las
reacciones de PCR no presentaron amplificaciones inespecificas y no contenian contaminacion por
DNA gendmico. En la figura 7.2 se muestran las temperaturas de disociacion correspondientes a las
reacciones mediante las cuales se cuantificd la expresiéon de los genes estudiados en los cultivos de
células GT1-7 con el tratamiento estrogénico. En estas graficas se puede apreciar que las muestras
correspondientes a las reacciones de control negativo, en las cuales se utilizd como plantilla RNA, no
presentan el pico de disociacién, lo cual muestra que no hubo amplificacién alguna, lo que a su vez

indica ausencia de DNA.

Al analizar la expresion del receptor Bl-adrenérgico en los cultivos de neuronas GT1-7, se
observo un incremento dosis dependiente a las 6 h del tratamiento con 17(3-estradiol. En la figura 7.3
A se muestran las cantidades relativas del RNA mensajero correspondiente al receptor B1-adrenérgico,
en celulas tratadas con dosis de 0.1 a 10 nM de 17B-estradiol por 6 h, lo cual se expresa en el eje de las
X como expresion relativa. De acuerdo a la prueba estadistica Kruskal-Wallis One-Way ANOVA, hay
diferencia estadisticamente significativa entre grupos (P = 0.033). Y mediante el analisis estadistico
para datos independientes Mann-Whitney U-Test, se determind que los grupos tratados con la dosis de
1.0 6 10 nM presentan un incremento significativo al compararse con el grupo control (P { 0.05). Este
incremento en la expresién génica fue hasta de 2.37 veces respecto al grupo control sin tratamiento.
Este efecto no se presenta a las 24 h de tratamiento, como se aprecia en la figura 7.3 B. Sin embargo, a
las 48 h de tratamiento también se tiene un incremento estadisticamente significativo por efecto del

tratamiento estrogénico de mayor dosis (Fig 7.3 C), 1.22 veces mayor respecto al control no tratado.
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Figura 7.2. Picos de disociacion de los productos amplificados para la
cuantificacion de los receptores pl-adrenérgicos (B1-AR) y D1-dopaminérgicos
(D1-DR), y de la amplificacidn del gen constitutivo Bactina, lo cual fue obtenido
mediante un ciclo de transicion de 65 a 94° C al final de los ciclos de PCR. La
reaccion fue monitoreada por lectura de la flouresencia emitida por el SYBR®
Green incorporado al producto.
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Figura 7.3. Incremento en la expresion de receptores Bl-adrenérgicos por efecto de estradiol en células GT1-7. Cultivos de
células GT1-7 fueron tratados por 6, 24 y 24 h (A, B, y C respectivamente) con 17(3-estradiol (0.1, 1.0 610 nM). La expresion del
gen del receptor B1l-adrenérgico fue analizada por PCR en tiempo real, mediante la amplificacion de un fragmento de 390 pb en
un LightCycler™ (Roche Biochemicals) con SYBR® Green como indicador. En cada gréfica se muestran los promedios de una
determinacion por triplicado + el error estandar. La columna marcada con * presenta una diferencia estadisticamente significativa
al compararse con el grupo control (P { 0.05).Los calculos fueron realizados utilizando el método para determinacion de
expresion relativa por PCR en tiempo real denominado AACt.
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La expresion del receptor D1-dopaminérgico también es incrementada por efecto estrogénico
de forma dosis dependiente. A las 6 h de tratamiento se obtuvo un incremento de 2.23 veces,
estadisticamente significativo (P {( 0.05) en la expresion de este receptor por efecto del 17p3-estradiol
1.0 nM (fig. 7.4 A); un incremento semejante (2.4 veces) se observa con la dosis de 10 nM sin ser
estadisticamente significativo por tener un error estdndar muy grande. De acuerdo al andlisis
estadistico, este efecto no se presentd a las 24 y 48 h de tratamiento estrogénico (fig 74 By C
respectivamente). Sin embargo, en el tratamiento por 24 h se presenta una tendencia a incrementar la

expresion de este receptor en funcion de la concentracion.
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Figura 7.4. Nivel de expresion de receptores D1-dopaminérgicos por efecto de estradiol en células GT1-7. Cultivos de células
GT1-7 fueron tratados por 6, 24 y 24 h (A, B, y C respectivamente) con 17p-estradiol (0.1, 1.0 610 nM). La expresion del gen
del receptor D1-dopaminérgico fue analizada por PCR en tiempo real, mediante la amplificacion de un fragmento de 183 pb en
un LightCycler™ (Roche Biochemicals) con SYBR® Green como indicador. En cada grafica se muestran los promedios de una
determinacion por triplicado + el error estandar. Los calculos fueron realizados utilizando el método para determinacion de
expresion relativa por PCR en tiempo real denominado AACt.
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se planteé como hipotesis que el 17p-estradiol regula de manera directa
la expresion génica de los receptores Bl-adrenérgicos y D1-dopaminérgicos en células GT1-7. Esta
acciéon podria formar parte del mecanismo de retroalimentacion por el cual el estradiol regula la
liberacion de la GnRH. Los resultados obtenidos en el presente trabajo apoyan esta hipdtesis, puesto
que la expresidn de ambos genes resultd ser modulada por el tratamiento estrogénico aplicado.

Estos resultados refuerzan las evidencias que apoyan al concepto de que el estradiol ejerce una
accion directa sobre las neuronas GnRHérgicas. Es bien conocido que los estrogenos ejercen una
influencia importante sobre la fisiologia de las neuronas GnRHérgicas, y finalmente sobre la fertilidad.
Sin embargo, esto todavia es un punto controversial en la neuroendocrinologia de la reproduccién, en
cuanto a cdmo y en dénde acttan las hormonas esteroides para ejercer sus efectos de retroalimentacion
negativa o positiva (ver Melcangi et al., 2002).

Mientras que los mecanismos indirectos de los estrégenos mediante los cuales regulan la
secrecion de la GnRH han sido bien estudiados (ver Petersen, et al., 2003; Herbison, 1998; Herbison y
Pape, 2001), los efectos estrogénicos directos sobre las neuronas GnRHérgicas no fueron considerados
durante mucho tiempo. Esto ocurrid debido a que era clasicamente aceptado que las neuronas
GnRHeérgicas no expresaban receptores a estas hormonas, 0 que éstos se presentaban en cantidades
muy limitadas (Shivers et al, 1983; Fox, et al., 1990; Herbison y Theodosis, 1992; Huang y Harlan,
1993; Lehman y Karsch, 1993). Sin embargo, con el descubrimiento de un segundo receptor a
estrdgenos denominado receptor a estrogenos B (REB) (Kuiper, et al., 1996), la biologia de los
estrogenos en general se vio forzada a ser reevaluada. Entre otros aspectos se consideré la posibilidad
de que el REP se encontrara en las neuronas GnRHérgicas, por lo que fue analizada y posteriormente
demostrada la expresion de receptores funcionales a estrégenos del tipo REB en estas células
(Skynner, et al, 1999; Herbison, et al, 2001; Hrabovszky et al., 2001). Al estudiar lineas celulares
inmortalizadas de neuronas GnRHérgicas como las células GT1, se encontré que éstas expresan los
transcritos correspondientes a ambos receptores, REf y REa, y que presentan estas proteinas
funcionales (Poletti, et al., 1994; Radovick, et al., 1994; Shen, et al., 1998; Roy et al., 1999; Kallo, et
al, 2001). Esto sugiri6 que los esteroides gonadales pueden influir directamente sobre células
GnRHérgicas. Los efectos directos de los estrogenos sobre neuronas GnRHérgicas actualmente

reportados, incluyen biosintesis, secrecion y degradacion de la GnRH, biosintesis de galanina,
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modificacion de la actividad eléctrica y cambios ultraestructurales de estas neuronas (ver Herbison,
1998) a los que se suman los resultados del presente estudio. De tal forma que se esta construyendo el
andamiaje para que sea aceptado este mecanismo de accion estrogénica directa. Esto se refleja en el
incremento de investigaciones recientes enfocadas al estudio de este tipo de accion estrogénica, las

cuales incluyen el analisis tanto de efectos genémicos como no géndémicos (ver Petersen, et al., 2003).

La norepinefrina (NE) fue uno de los primeros neurotransmisores que Se encontraron
involucrados en la regulacion del pico preovulatorio de la LH (Sawyer et al., 1947; Sawyer, 1950;
Sawyer, 1952). En cuanto a lo observado en células GT1, se conoce que la modulacién de la liberacién
de la GnRH por NE es estimulatoria y de manera dosis-dependiente. Se ha demostrado que este efecto
es mediado a través de receptores Pl-adrenérgicos acoplados positivamente a adenilato ciclasas
(Martinez de la Escalera et al., 1992b; Findell et al., 1993; Uemura, et al., 1997), ademas de los
receptores al-adrenérgicos acoplados a PLC (Kreda, et al., 2001). También los receptores o?2-
adrenérgicos han sido caracterizados en las células GT1, en las que se demostré que son funcionales y
que estan acoplados a la inhibicién de adenilato ciclasas (Lee, et al., 1995). Sin embargo, no se ha
estudiado si estos receptores participan en la modulacion de la secrecién de la GnRH.

Por su parte, se ha estudiado la posible interaccion de otros factores modulatorios del eje
reproductivo sobre la sefial adrenérgica que regula este mismo sistema, como lo son las hormonas
esteroides, particularmente los estrogénos. Entre los efectos estrogénicos indirectos sobre la regulacion
de la secrecion de la GnRH, se encuentra la modulacion de la aferencia adrenérgica. Mediante técnicas
de inmunohistoquimica se ha encontrado una alta densidad del REa. en neuronas adrenérgicas (Lee, et
al., 2000), ademas de haberse observado que en ratas el tratamiento estrogénico que induce un
decremento en el nivel de la LH sanguinea, simultdneamente reduce el nivel de NE en el area
predptica medial. Por todo ello, se ha sugerido que parte del mecanismo estrogénico de
retroalimentacion negativa se lleva a cabo mediante un decremento en la neurotrasmision por NE
(Legan y Callahan, 1999).

Tambien hay evidencia de efectos estrogénicos directos sobre neuronas GnRHérgicas que
involucran modificaciones en la respuesta de estas células a sefiales adrenérgicas. Nosotros
proponemos la hipdtesis de que la comunicacion sindptica mediada por receptores a NE que modula la
fisiologia del eje reproductivo es regulada por efecto de esteroides ovaricos, mediante la amplificacion

de la sefial adrenérgica a traves de cambios en la expresion génica de los adrenoreceptores. En forma
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consistente, otros grupos proponen que esta regulacién involucraria también un mecanismo a nivel de
vias de transduccion intracelulares (Etgen, et al., 2001; Alonso-Solis, et al., 1996). En el presente
estudio se encontré un efecto estrogénico sobre la expresion del receptor pl-adrenérgico, el cual
consiste en un incremento en la expresion del gen correspondiente a este receptor. Esto coincide con
otros estudios que muestran este mismo efecto en diversos sistemas tanto in vivo como in vitro, entre
los que se incluyen utero, glandula mamaria, y adipocitos cafés en cultivo, ademéas del sistema
nervioso central (Hatjis, et al., 1988; Marchetti y Labrie, 1990; Nimmo, et al., 1989; Monjo, et al.,
2003; Karkanias, et al., 1997; Engstrom, et al., 2001).

Es importante considerar que en este estudio unicamente se determind el nivel de transcripcion,
lo cual es un indicio de un posible efecto a nivel de la sintesis protéica, que hasta no ser evaluado
directamente no es posible afirmar. En este estudio en particular, es ain mas importante esta
consideracion, ya que se ha reportado que los esteroides pueden afectar la sintesis de proteinas
actuando a nivel de la traduccién (Verdi y Campagnoni, 1990). De ser proporcional el incremento en
la expresion génica con el incremento en la expresion proteica del receptor estudiado, el resultado final
sobre el eje reproductivo seria un aumento en la trasmision sinaptica adrenérgica del receptor, y por
ende en la secrecion de la GnRH por efecto estrogénico. Este, seria un mecanismo consistente con la
retroalimentacién positiva mediante el cual los estr6genos gonadales regulan la secrecién de la GnRH
actuando de manera directa sobre las neuronas GnRHérgicas a traves de un mecanismo genomico.

Sin embargo, el circuito que controla la fertilidad es un sistema complejo, por lo que es de
esperarse que otros factores intervengan en el mecanismo planteado. Por otra parte, es importante
considerar que las hormonas esteroides son moléculas capaces de causar diversos efectos en un mismo
sistema mediante una gran variedad de mecanismos (ver Flakenstein, et al, 2000). Por lo tanto, sera
necesario determinar el efecto integral sobre la funcion de estos receptores, ya que mediante
mecanismos no gendmicos, podria afectar la activacion de las vias de transduccion que hacen posible
que la sefal adrenérgica produzca un efecto en la célula. Estudios en diversos sistemas han demostrado
que el estradiol induce una desensibilizacion de los -adrenoreceptores (Engstrom, et al., 2001). Hay
evidencias que indican que esta desensibilizacion se debe a un desacoplamiento de los
adrenoreceptores de sus proteinas G. En explantes hipotaldmicos, se ha demostrado que el estradiol
estabiliza el estado fosforilado de los adrenoreceptores mediante el cual éstos son desacoplados de su
proteina G, de tal forma que se inhibe la desfosforilacion para un posterior acoplamiento (Ansonoff y

Etgen, 2000). Ademas, también es indispensable determinar con precision la participacion de otros
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receptores adrenérgicos en esta linea celular, y el efecto estrogénico sobre éstos. Asi como se ha
reportado que el estradiol actta desensibilizando receptores B-adrenérgicos, también se ha demostrado
que esta misma hormona incrementa la respuesta a la sefial adrenérgica mediada por receptores al-
adrenérgicos en explantes hipotaldmicos. Este efecto se debe a un incremento en la expresion de
receptores alB-adrenérgicos a las 24 y 48 horas del tratamiento estrogénico (Petitti y Etgen, 1990;
Karkanias, et al., 1996). De tal manera que, el efecto final estrogénico sobre la estimulacion de la
secrecion de la GnRH, dependera de la integracion de todas las modificaciones que los estrogenos
efectlien sobre cada una de las familias de receptores adrenérgicos. Estos efectos podrian ser tanto a
nivel de expresion génica, como a nivel de acoplamiento de sus vias de transduccion. En un estudio se
demostré que en neuronas GnRHérgicas GT1, concentraciones fisiologicas de 17B-estradiol (10 nM)
en un periodo de 48 h, reducen la acumulacién de AMPc inducida por NE, pero no la inducida por la
activacion directa de las adenilato ciclasas. Estos resultados indican que las neuronas GnRHérgicas
GT1 son moduladas directamente por estrégenos, causando éstos una desensibilizacion de los
adrenoreceptores (Martinez-Morales, et al., 2001). Este dato sugiere que el tratamiento estrogénico
podria tener un efecto final inhibitorio sobre la secrecion de la GnRH. Sin embargo, falta considerar la
posibilidad de que este efecto final sea modificado en funcion del tiempo. La desensibilizacion de los
receptores [3-adrenergicos se ha visto por efecto de tratamientos estrogénicos de 48 h, pero no de 24 h
(Ungar, et al, 1993). En el presente estudio se observa un incremento en el nivel de RNA mensajero
correspondiente al receptor B1-adrenérgico a las 6 h de tratamiento. Por lo tanto, muy probablemente
existe un efecto estrogénico final estimulatorio sobre la secrecion de la GnRH en respuesta a la
estimulacion adrenérgica alrededor de un periodo de 6 h del tratamiento estrogénico, debido a un
incremento en la cantidad de receptores 1-adrenéergicos, y que posteriormente este efecto sea opuesto
debido a que estos sean desacoplados de sus vias de transduccion. Esta hipotesis podria ser estudiada
realizando mediciones de la secrecion de la GnRH en cultivos de neuronas GT1-7 tratadas con 17§-
estradiol y estimuladas con NE 6 agonistas adrenérgicos selectivos, y asi analizar los niveles de GnRH
en funcidn del tiempo de tratamiento estrogénico.

Para integrar la informacion que se tiene al momento, en cuanto a la regulacion estrogenica de
la sefial adrenérgica que regula el eje reproductivo, habria que considerar tanto al efecto estrogénico
directo como al ya estudiado efecto indirecto. De esta forma tenemos un mecanismo de
retroalimentacidn positiva sobre la secrecion de la GnRH en un periodo de tiempo relativamente corto

(6 h), causado por un incremento en la respuesta de las neuronas GnRHérgicas a la sefial adrenérgica
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debido a un incremento en la densidad de receptores adrenérgicos por efecto directo del estradiol.
Posteriormente este efecto estrogénico torna de ser del tipo positivo a ser del tipo negativo, lo cual
puede ser debido a una inhibicion de la secrecién de noradrenalina por efecto indirecto del estradiol, es
decir, actuando éste sobre las neuronas adrenérgicas aferentes a las neuronas GnRHérgicas, ademas de
un efecto estrogénico directo que causa un desacoplamiento de los receptores adrenérgicos, lo que
conlleva a una disminucion en la respuesta de las neuronas GnRHérgicas a la sefial adrenérgica. Para
comprobar esta hipétesis habria que estudiar el efecto de tratamientos estrogénicos en funcién del

tiempo, sobre la estimulacion adrenérgica de la GnRH en explantes hipotalamicos.

Respecto a la participacién de la dopamina (DA) en el eje reproductivo, multiples estudios han
demostrado que esta catecolamina participa en el control de la secrecion de gonadotropinas. Sin
embargo, no se ha determinado su efecto preciso sobre este sistema, ya que existen numerosos estudios
con resultados inconsistentes. Segin el modelo de estudio y su condicién fisioldgica se observa
estimulacion, inhibicion o ausencia de efecto sobre la secrecion de la LH o GnRH (ver Kordon, et al.,
1994). Se ha demostrado que la administracién intraventricular de DA tiene un efecto inhibidor de la
frecuencia pulsatil de la LH (Drouva y Gallo, 1976; Gnodde y Schuling, 1976; Gallo y Drouva, 1979;
Gallo, 1984). Por otra parte, se ha reportado que la administracion directa de DA sobre explantes
hipotaldmicos estimula la liberacion de la GnRH (Nowak, 1985; Negro-Vilar, et al., 1979; Rotsztejn,
et al., 1977). Los estudios realizados in vivo o con explantes de tejido, no coinciden con los estudios
realizados con lineas celulares inmortalizadas. En células GT1, se conoce que la modulacién de la
liberacion de la GnRH por esta catecolamina al igual que en el caso de la NE, es estimulatoria y de
manera dosis-dependiente y actla a través del receptor D1-dopaminérgico acoplado positivamente a
adenilato ciclasas (Martinez de la Escalera, et al., 1992c; Findell et al., 1993). Cabe la posibilidad de
que la respuesta a la sefial dopaminérgica por parte de las neuronas GnRHérgicas sea modificada por
factores modulatorios del eje reproductivo, los cuales cominmente varian durante el desarrollo de los
individuos. De esta forma, se explicaria la controversia que existe en cuanto al efecto de la dopamina
sobre la regulacion de la secrecion de gonadotropinas. Se ha propuesto que los estrogenos afectan a
nivel central el sistema dopaminérgico, ya que se ha observado un fuerte impacto de estas hormonas
sobre el estado mental y el comportamiento (Fink et al., 1996). Existen evidencias en diversos modelos
animales de que los estrogenos producen cambios funcionales en el metabolismo dopaminérgico y en

los niveles de sus respectivos receptores (Di Paolo, et al., 1982; Tandom, et al., 1985). Entre los
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efectos estrogénicos indirectos de regulacion de la GnRH, se encuentra la modulacién de las aferencias
dopaminérgicas, en las cuales se ha detectado el REa. Ademas, se ha observado que el nimero de
contactos entre fibras de neuronas dopaminérgicas y neuronas GnRHérgicas es variable en funcién del
ciclo estral (Mitchell, et al., 2003). Esto muestra que la regulacion de las neuronas GnRHérgicas por
DA es influenciada por estrdgenos.

En este estudio encontramos un efecto estrogénico directo, que consiste en un incremento en la
expresion de receptores dopaminérgicos en células GT1. La modulacion estrogénica de este gen se ha
observado en otros sistemas. Al estudiar el control de la transcripcion del gen correspondiente al
receptor D1A dopaminérgico humano, mediante estimulacion estrogénica en una linea celular que
expresa este gen como es el neuroblastoma SK-N-MC, en la region promotora se localizé un segmento
que responde a estrogenos. También se observo que esta region contiene la secuencia consenso del
elemento de respuesta a estrogenos (ERE) (Lee y Mouradian, 1999). De ser proporcional el
incremento en el nivel de RNA mensajero de este receptor dopaminérgico con un incremento en la
sintesis de esta proteina en las neuronas GnRHérgicas, este efecto estrogénico se podria traducir en un
aumento en la respuesta de estas células a la sefial dopaminérgica, lo cual induciria un aumento en la
secrecion de la GnRH. En base a esto, el efecto estrogénico consistiria en un mecanismo que
involucraria una sefial de retroalimentacion positiva. Esta sefial se sumaria al efecto estrogénico
indirecto ya estudiado sobre la aferencia dopaminérgica, el cual consiste en un incremento en el
namero de contactos sinapticos de estas aferéncias con las neuronas GnRHérgicas (Mitchel, et al.,
2003).

En cuanto al posible mecanismo mediante el cual el efecto estrogénico observado se presente a
las 6 y no a las 24 y 48 h, se podria atribuir a una disminucién de los RE por efecto del tratamiento
estrogénico. Este efecto estrogénico se ha reportado recientemente. En un estudio in vivo, se encontrd
que en el area hipotalamica predptica medial y en el hipotdlamo medial de ratas ovariectomizadas, se
redujo significativamente el nivel de expresion génica de los REa y REB por efecto de un tratamiento
estrogénico de tres dias (Gao, et al., 2003). En otra investigacion anterior, se observo que la deteccion
inmunohistoquimica del REP en neuronas GnRHérgicas de explantes hipotalamicos de ratas
ovariectomizadas, disminuye por efecto de un tratamiento estrogénico (Kallo, et al., 2001).
Considerando estos hallazgos, se podria atribuir la ausencia del efecto estrogénico durante los periodos

méas prolongados como lo fue a las 24 y 48 h, a una posible disminucion de RE por efecto del
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tratamiento estrogénico. Este efecto estrogénico que implica una disminucion en la expresion de los
RE (que conlleva a una ausencia de los efectos estrogénicos iniciales), muy probablemente sea de
corta duracion, ya que ante una disminucion de los RE, el 17B-estradiol ya no podria continuar
ejerciendo sus efectos genomicos, incluyendo la represion de los genes de los RE. De esta manera, se
recuperaria la expresion basal de RE, y se podrian presentar nuevamente los efectos estrogénicos
gendmicos. Es decir, habria un sistema de retroalimentacion de la expresion génica de los RE regulado
por su mismo ligando.

De ser cierta esta hipotesis, los efectos directos del estradiol mediante mecanismos de accion
gendmicos sobre las neuronas GnRHérgicas, se efectuarian de manera ciclica. Este mecanismo podria
ser el responsable del resultado obtenido relativo al receptor PB1-adrenérgico. De acuerdo al analisis
estadistico, el incremento en la expresion de este receptor a las 6 y 48 h de tratamiento estrogénico de
mayor dosis es significativo, lo cual no ocurrié a las 24 h. Sin embargo, hasta no cuantificar la
expresion génica y/o la proteina correspondiente a los RE en neuronas GnRHérgicas tratadas con 17f3-

estradiol por un rango de tiempo amplio, no es posible confirmar este mecanismo propuesto.

En resumen, al integrar los datos obtenidos en este estudio, en cuanto el efecto observado sobre
la expresion de receptores adrenérgicos y dopaminergicos, se observa que coincide en funcién del
tiempo. En ambos casos el efecto maximo sobre la expresion génica se observa a las 6 h del
tratamiento estrogénico. De esta manera, los estrdgenos muestran una participacion en el eje
reproductivo actuando de manera directa sobre neuronas GnRHérgicas mediante un mecanismo de
accion genémico, modulando en una misma célula dos genes blancos que conllevaran a un mismo

resultado, el incremento en la secrecion de la GnRH.
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9. CONCLUSION

El estradiol participa en el circuito de retroalimentacion del eje reproductivo actuando
directamente sobre las neuronas secretoras de la GnRH. Esta hormona esteroide induce un incremento
en la expresion de receptores Bl-adrenérgicos y D1-dopaminérgicos en las neuronas GnRHeérgicas
GT1-7.

Este efecto podria involucrar un aumento en el flujo de informacion por las aferencias
adrenérgicas y dopaminérgicas que regulan al eje reproductivo, debido a un aumento en la respuesta de
las neuronas GnRHérgicas a estas sefiales. Este mecanismo podria formar parte de la regulacién

estrogénica del eje reproductivo del tipo de la retroalimentacion positiva.
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11. ANEXOS
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11.1 ABREVIATURAS

AMPc  Monofosfato de Adenosina ciclico *
cDNA  Acido desoxirribonucléico complementario*
DA Dopamina
DNA  Acido desoxiribonucléico*
ERE Elemento de respuesta a estrogenos
FSH Hormona foliculo estimulante*
GnRH  Hormona liberadora de gonadotropinas*
HHG  Hipotalamo hipéfisiario gonadal
LH Hormona luteinizante*
NE Norepinefrina
PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa*
pb  Pares de bases
PLC Fosfolipasa C *
gPCR  PCR cuantitativo*
REa  Receptor a estrégenos alfa
REB  Receptor a estrogenos beta
B1-AR  Receptor pl-adrenéergico*
D1-DR  Receptor D1-dopaminérgico*
RT  Retrotranscripcién

RNA  Acido ribonucléico*

* Por sus siglas en ingles.
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