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Resumen

Resumen

Los estrogenos son hormonas que al unirse a sus receptores desencadenan una serie de acciones
sobre la célula blanco. En la reproduccion su funcion es fundamental en la regulacién de la
secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), las gonadotropinas y la

ovulacién. Se han descrito tres subtipos de receptores a estrégenos (REs), de los cuales los

receptores alfa (REa) y beta (RE), son los mas estudiados. En la rata, la localizacién especifica
y la cantidad de ambos receptores en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (HHO) cambia durante
el ciclo estral. La funcion especifica que desencadena el estradiol al unirse a cada receptor en los
compartimentos del eje HHO no es aun clara. Por lo tanto, en este estudio se describen los
resultados obtenidos al bloquear, por medio de antagonistas especificos, los REx o REJ sobre la
ovulacién, el crecimiento folicular, la concentracion de estradiol, progesterona y
gonadotropinas, el peso del dtero y de los ovarios. Para ello se utilizaron ratas adultas ciclicas de
la cepa CIIZ-V, inyectadas por via subcutinea con 0.5 mg/kg peso de metil-piperidino-pirazol
(MPP) antagonista del REx o con cyclofenil antagonista del REB; como grupo control o de
operacion simulada se utilizaron animales inyectados con dimetilsulféxido (DMSO) vehiculo de
ambos antagonistas. Grupos de animales fueron inyectados con alguna de estas substancias a las
09:00 horas de cada uno de los dias del ciclo estral, y se sacrificaron en el dia del estro esperado.

Ninguno de los tratamientos modificé el porcentaje de animales que ovularon. Los
efectos del bloqueo de los REs se observaron principalmente en el numero de ovocitos
liberados: cuando los animales se inyectaron con MPP en el diestro-1, el numero de ovocitos
liberados aumenté (MPP: 16.5%1.1 vs. DMSO: 13.2%0.9, p<0.05) pero disminuyé cuando se
inyectaron en proestro (MPP: 12.1£0.7 vs. DMSO: 14.2%0.7, p<0.05), y no se modificé el peso
de ovarios ni del atero.

El bloqueo del REJ en proestro disminuy6 el numero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo (5.5%0.6 vs. 7.020.4 p<0.05), el peso de los dos ovarios, efecto que se reflej6 en la
masa ovarica (Cyclofenil: 19.1£1.0 vs. DMSO: 22.9%£1.0 p<0.05) y del utero (Cyclofenil:
108.4%5.6 vs. DMSO: 120+4.1 p<0.05). Cuando el antagonista a REP se administré en diestro-
2 solo se observaron cambios en el peso del atero (135.9£7.9 vs. 112.2£6.7 p<<0.05).

Dado que el bloqueo de los REx o REJB en diestro-1 o en proestro provocé efectos
significativos en el numero de ovocitos liberados, grupos de animales tratados en diestro-1
fueron sacrificados a las 09:00 horas del diestro-2 6 a las 9:00 y 17:00 horas del Proestro. Los
resultados obtenidos fueron los siguientes:

El bloqueo de los REa en diestro-1 provocod disminucién de la masa ovarica (19.5 + 0.6

vs. 2471 0.6 p<0.05), lo que se acompafié6 de un menor nimero de foliculos, reflejo de la
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disminucién del namero de foliculos pequefios sanos en los animales sacrificados a las 9:00
horas del proestro (MPP: 67.8%14.1 vs. DMSO: 84.0+6.3 p<0.05), 17:00 horas del proestro
(MPP: 71.3%£3.5 vs. DMSO: 104.6£2.1 p<0.05) 6 a las 09:00 horas del estro esperado (MPP:
72.5%£4.7 vs. DMSO: 113.3£16.9 p<0.05). La disminucién en el numero de foliculos pequefios
observado en la tarde del proestro y en la mafiana del estro se acompand del aumento del
nimero de foliculos medianos. Ninguno de los tratamientos modificé el nimero de foliculos
preovulatorios.

El bloqueo de los REP en diestro-1 también disminuy6 el nimero de foliculos (181+0.8
vs. 270£21.7 p<0.05), especificamente los pequefios (68.3+2.7 vs. 113.3£16.9 p<0.05) cuando
los animales se sacrificaron en la tarde del proestro.

Unicamente el bloqueo del REB realizado en diestro-1 provocé el bloqueo del “pico”
preovulatorio de estradiol (29.0£6.3 vs. 63.5+3.9 p<0.05) y disminucién de la concentracion de
hormona estimulante del foliculo (FSH) en la mafiana del proestro (0.5%0.2 vs. 3.1£0.5
p<0.05). La concentraciéon de progesterona y de hormona leuteinizante (LH) no fue modificada
por el bloqueo ninguno de los receptores.

Cuando este estudio se llevo a cabo en los animales tratados en la manana del proestro,
s6lo se observo que el bloqueo de los REx aumenté del nimero de foliculos medianos sanos y
disminuy6 la concentracion de LH en la tarde del proestro (MPP: 29.2%£16 vs. DMSO:
102.8%3.9, p<0.05).

Estos resultados nos permiten sugerir que los efectos de la unién del estradiol a los RE«
o REB dependen de la etapa del ciclo estral. Las dos etapas en las cuales los receptores a
estrégenos modifican la ovulacién son el diestro-1 y el proestro: En diestro-1, el estradiol por
medio de los REa regula de manera inhibitoria el crecimiento folicular y el nimero de ovocitos
liberados, sin modificar la secreciéon de estradiol, progesterona, FSH y LH. Por el contrario, el
estradiol por medio de los REJ regula la secreciéon de FSH y de estradiol y no afecta el
crecimiento folicular. En proestro, el estradiol por medio de los REa regula la secrecion

preovulatoria de la LH.
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Estrigenos

Los estrégenos son hormonas ampliamente distribuidas en el reino animal, que estin
presentes en hembras y machos. Estimulan la proliferacion, el crecimiento y la diferenciacion de
sus células blanco (Ganong, 2004; Guyton y col., 2001; O Malley y Strott, 2001).

En la hembra, la principal fuente de estrégenos son los ovarios. Los estrogenos también
son sintetizados en 6rganos como el higado, la médula 6sea, la placenta, los tejidos; adiposo,
nervioso, 6seo y muscular (Carson-Jurica y col.,, 1990; Hinshelwood, 1999; Sanchez-Criado
2003).

Los ovarios de la rata secretan principalmente 173-estradiol (estradiol) y pequefias
cantidades de estrona. LLa mayor proporcion de estrona se sintetiza en otros tejidos a partir de
los androgenos androstendiona y testosterona, secretados por las adrenales y las células de la

teca del foliculo. El estriol es producto del estradiol y la estrona, cuya conversion se realiza en el

higado y la placenta (Brown, 1999; Jaffe, 2001).

Estructura quimica

Los estrogenos pertenecen al grupo de hormonas esteroideas derivadas del colesterol. La
estructura quimica del nucleo basico del colesterol es el ciclopentano-perhidrofenantreno o
“nucleo esteroide”, el cual esta constituido por 27 atomos de carbono, dispuestos en tres anillos
de seis atomos de carbono (ciclobencénicos) denominados A, B, C, y un anillo de cinco atomos
(ciclopentano) denominado D, una cadena de seis carbonos en el carbono 17, dos metilos en
posicion 10 y 13, un doble enlace A > y un grupo hidroxilo en el carbono 3 (Fig. 1) (O Malley y
col., 2001).

El colesterol es una molécula hidréfoba, al presentar una cabeza polar constituida por el
grupo hidroxilo y una cola o porcién no polar, formada por el anillo de ntcleos condensados y
los sustituyentes alifaticos (Hinshelwood, 1999; O "Malley y col., 2001).

El estradiol conserva el nicleo esteroide de 18 carbonos, por lo que se forma un anillo
fendlico A (anillo aromatico) con un grupo hidroxilo en la posicién carbono 3 y un grupo B-
hidroxilo o cetona en la posiciéon 17 del anillo D. El anillo fendlico A es la principal

caracteristica estructural, de la cual depende la unién selectiva y la alta afinidad a receptores de

estrégenos (Jordan y col., 1985; Duax y col., 1988; Sanchez-Criado, 2003; Smith, 1999).
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Fig. 1 Estructura quimica del ciclopentanoperhidrofenantreno o nucleo esteroide y del
colesterol. Modificado de Sinchez-Criado, 2003.

Biosintesis

La biosintesis de los estrégenos se realiza a partir de colesterol, que proviene de tres
fuentes: 1) del plasma donde el colesterol es transportado unido a lipoproteinas de baja
densidad, 2) del sintetizado por la célula a partir de acetato producto del ciclo de Krebs y 3) de
ésteres de colesterol acumulados en el citoplasma de esa célula (O "Malley y col., 2001).

En la sintesis de estradiol participan dos células, una que a partir de colesterol sintetiza
testosterona o androstendiona y otra con capacidad de aromatizaciéon que transforma esta
hormona en un estrégeno (Fig. 2 y 3) (Hinshelwood, 1999; O "Malley y col., 2001).

Teoria de la doble célula

En las especies animales estudiadas, el foliculo ovarico es el sitio mas importante para la
sintesis del estradiol. La biosintesis de estrogenos en ésta glandula es explicada por la teoria de
“las dos células” o “doble célula”; en la cual se plantea la participacion combinada de las células
de la teca interna y de la granulosa (Fig. 2) (Brown, 1999; Sanchez-Criado, 2003).

La unién de la hormona luteinizante (LH) a su receptor membranal en las células de la
teca interna, activa a la adenilciclasa (AC), enzima que estimula la formaciéon del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) a partir de adenosin trifosfato (ATP). El AMPc actia como
segundo mensajero, induce la activacion del complejo enzimatico de la desmolasa del colesterol,
localizada en la membrana interna de la mitocondria (Sanchez-Criado, 2003).

La desmolasa es una oxidasa con funciones mixtas, miembro del grupo enzimatico
citocromo P-450, en el carbono 17 separa la cadena lateral de colesterol de seis carbonos, y en
el carbono 20 introduce una funcién cetona, dando origen a la pregnenolona (constituida de 21

carbonos) (O "Malley y col., 2001).
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Fig. 2 Biosintesis de esteroides en los compartimentos del ovario. Modificado de
Sanchez-Criado, 2003.

La pregnenolona es el precursor de todas las hormonas esteroides. La transformacién de
pregnenolona a androstendiona y testosterona en los mamiferos sucede a través de dos vias
metabolicas. Estas vias denominadas como “A5” y A%’ segin la localizacién del punto de
insaturacion (doble enlace) de los compuestos intermediarios. En la figura 3 se muestran las
principales moléculas de ambas vias metabdlicas (Gore-Langton y Armstrong, 1994; O "Malley y
col., 2001).

Los andrégenos: androstendiona y testosterona, sintetizados en las células de la teca,
atraviesan la membrana basal, y se difunden hasta las células de la granulosa cercanas, que
contienen aromatasas (O Malley y col., 2001; Sanchez-Criado, 2003).

La hormona estimulante del foliculo (FSH) estimula la sintesis de la aromatasa. La
conversion de los androgenos en estrogenos requiere que — ocurran tres oxidaciones
consecutivas. El anillo A es aromatizado con la subsecuente remociéon del carbono 18
(O"Malley y col., 2001; Sanchez-Criado, 2003).

Los estrégenos atraviesan libremente las membranas celulares por su constitucion
lipidica, por lo que su secrecién se produce por difusién a favor de un gradiente de
concentracién, establecido por la velocidad de sintesis (Hinshelwood, 1999, O "Malley y col.,
2001).
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Funcion de los estrigenos sobre el eje Hipotilamo-Hipdfisis-Ovario

La funcién del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario (HHO) es regular los diferentes procesos
involucrados con la reproduccion (Fig. 4).

En la rata el hipotalamo los estrégenos regulan la secrecion de la hormona liberadora de
las gonadotropinas (GnRH) (Silverman y col., 1998), al actuar directamente sobre la neurona
GnRHérgica o indirectamente, por medio de neuronas que se vinculan con ella, localizadas
principalmente en las areas predptica e hipotalamica anterior (POA-AHA). Esta neuro-hormona
es secretada en forma de pulsos a la circulacién porta-hipofisiaria, se une a sus receptores en la
membrana de las células gonadotropas en la hipofisis anterior o adenohipdfisis, y estimula la
secrecion de las gonadotropinas. La funcién estimulante o inhibitoria de los estrégenos, cambia
durante el ciclo, como resultado de modificaciones en su concentraciéon en la sangre. Lo que
determina el patron de secrecion de la GnRH durante la edad adulta (Freeman, 1994; Funabashi
y col., 2002; Herbison, 1998).

En la hipéfisis anterior, los estrégenos estimulan la sintesis de receptores a la GnRH en
los gonadotropos, fenémeno denominado sensibilizacion o imprimacién hipofisiaria a GnRH.
Este efecto regula la secrecion masiva de las gonadotropinas (FSH y LH) antes de la ovulacion,

proceso conocido como secrecion pre-ovulatoria de LH y FSH (Silverman y col., 1998; Yen,

2001).

En el ovario, los estrégenos regulan el crecimiento y desarrollo de los foliculos ovaricos
durante el ciclo reproductivo, mediante la estimulaciéon de la proliferacion de las células de la
granulosa de los foliculos pequefios, incrementan las concentraciones de receptores a FSH (R-
FSH) en las células de la granulosa. Por lo tanto, aumenta la capacidad de respuesta de las
células de la granulosa a las gonadotropinas. A su vez, el aumento en la concentracién de
estradiol e inhibina (producidos por el ovario) inhibe la secrecién de FSH, impidiendo la
maduraciéon de otros foliculos. También actian en la modulaciéon de la producciéon de
progesterona por las células de la granulosa y la produccién de andrégenos por las células de la
teca, y la modulaciéon de la capacidad esteroidogénica del cuerpo lateo. Los estrégenos y las
gonadotropinas coordinan la maduraciéon del foliculo y ejercen una retroalimentacion
estimulante sobre el eje hipotilamo-hipéfisis, lo que induce la secreciéon preovulatoria de
gonadotropinas (Freeman, 1994; Greenwald y Roy, 1994; McLean y col., 1989; Yao y Bahr,
1999; Yeh y Adashi, 2001).
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Fig. 4 Eje hipotalamo—hipdfisis-ovario. Estradiol (E,), Progesterona (P,).
Modificado de Ganong 2004.

Funcion de los estrigenos sobre el Utero

En el utero de la rata, los estrégenos estan involucrados en la proliferaciéon y muerte
celular de los epitelios luminal y glandular. Estos eventos ocurren en relacion a los cambios
ciclicos de las concentraciones de hormonas esteroides durante el ciclo estral, que preparan al
utero para la implantacién del 6vulo fecundado. También estimulan la sintesis de receptores a
progesterona (Freeman 1994). A las cuatro semanas de realizar la ovariectomia, el epitelio
presenta signos de apoptosis debido a la carencia de estrégenos (Gray y col., 2001; Sato y col,,
1997). En las trompas uterinas estas hormonas estimulan el crecimiento del revestimiento
mucoso, estimulan la proliferacion de las células glandulares y de las células epiteliales ciliadas
que revisten las trompas; también estimulan la actividad de los cilios, que baten en direccion del

utero, lo cual ayuda a propulsar el 6vulo hacia el utero (Carsten y Miller, 1990).

Las acciones biolégicas de los estroégenos estain mediadas por un proceso que implica la

unién de la hormona con sus receptores especificos presentes en las células blanco (Brown,

1999; Carson-Jurica y col., 1990; Ing, 1999).
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Receptores a estrogenos

Los receptores a estrogenos (ERs) son proteinas activadoras ligando-dependientes, con
una configuracién quimica especifica para fijar a la hormona. Median la actividad de los
estrégenos en las células que los poseen (Mangelsdorf y col., 1995; O"Malley y Strott, 2001;
Pérez, 1995).

Estructura quimica

Son miembros de la superfamilia de receptores nucleares de transcripcion, los cuales
comparten una estructura quimica en comun, que incluye a los receptores a testosterona,
progesterona, corticoides, hormona tiroidea, vitaminas A y D3 y a un gran grupo de proteinas
denominadas receptores “huérfanos”, de los que aun se desconocen sus ligandos especificos.
(Anstead y col., 1997; Enmark y Gustafsson, 1996; Enmark y Gustafsson, 1999; O "Malley y
Strott, 2001; Rollerova y Urbancikova, 2000).

Los REs constan de seis dominios funcionales: A/B, C, D, E y F (Fig. 5) (Rollerova y
Urbancikova 2000).

El dominio A/B, localizado en el extremo amino terminal (ferminal-N) es altamente
variable en su secuencia y longitud, contiene una regién que regula la actividad transcripcional,
conocida como AF-1 (Adtivation Function 1) ( Enmark y Gustafsson 1999; Rollerova y
Urbancikova 2000).

El dominio C es el sitio de unién especifico al acido desoxirribonucleico (ADN),
denominado “DNA binding domain” (DBD, por sus siglas en inglés), el cual constituye una
seccion hidrofilica del receptor y es la region mas conservada entre los diferentes receptores
nucleares. Esta formado por 66-68 aminoacidos, entre los cuales se encuentran cisteinas capaces
de unir zinc las cuales forman dos proyecciones peptidicas de coordinacién tetraédrica con el
zinc, denominados dedos de zinc. Contiene dos dedos de zinc que tienen interacciones
especificas con los elementos de respuesta a los estrégenos “estrogen responsive elements” (ERE, por
sus siglas en inglés). La unidén a una secuencia especifica en al ADN esta determinada por la
composicion de los aminoacidos Glu, Gly y Ala, localizada en el primer dedo de zinc, conocida
como la caja proximal (P-box). En el segundo dedo de zinc, la secuencia de 5 a 6 residuos de
cisteinas conforma la llamada caja distal (D-box), la cual discrimina entre los ERE con secuencias
similares (Enmark y Gustafsson 1999; Rollerova y Urbancikova 2000; Taleisnik 20006).
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El dominio D o regiéon de bisagra (“finge”) permite al receptor flexibilidad o alterar su
conformaciéon. Mediante la técnica de mapeo proteolitico del RE se ha mostrado que una
porcion de el dominio D es necesaria para unir un ligando con maxima afinidad. También se ha
mostrado que participa en la unién a las proteinas chaperonas termo-inducibles hsp90 y hsp 70
(“heat shock proteins”), las cuales permanecen unidas al receptor mientras éste se encuentre en un

estado inactivo (Enmark y Gustafsson 1999; Rollerova y Urbancikova 2000).

El dominio E 6 sitio de unién del esteroide o ligando “/igand-binding domain” (LBD, por
sus siglas en inglés), consiste en una cadena de aproximadamente 250 aminoacidos, que
forman una seccion hidrofébica, la cual determina la especificidad de la unién de la hormona al
receptor. Hs importante para la dimerizaciéon del receptor, la localizaciéon nuclear y las
interacciones con co-activadores y co-represores transcripcionales. Contiene una de las dos
regiones que regulan la actividad transcripcional el dominio AF-2 (Activation Function 2) (Enmark
y Gustafsson, 1999; Rollerova y Urbancikova, 2000; Tamrazi y col., 2002).

El dominio F contiene alrededor de 42 aminoacidos, los cuales no estan bien
conservados entre los RE de los vertebrados. Es importante en la activacion de la transcripcion
y la represion de las actividades de antiestrogenos. Las secuencias en el dominio F son
inhibitorias para la sefial de dimerizacién que estin presentes en la region E (Enmark y
Gustafsson, 1999; Rollerova y Urbancikova, 2000).

NH, — ARl e | | B g2 F —CO:H

Fig. 5 Dominios de los REs y su localizacion. La estructura del RE puede ser dividida en
seis dominios A-F. Modificado de Grandien y col., 1997; MacGregor y Jordan 1998;
Weigel 1996.

Subtipos o isoformas de receptores

Se reconocen tres isoformas del receptor a estrégenos: el receptor alpha (ERw), el
receptor beta (ERB) y el receptor gama (ERy o ERB-2). Los receptores a estrégenos se clasifican
en dos tipos dependiendo de donde se localicen en la célula, es decir los membranales y los
citoplasmaticos, presentes en las membranas de los organelos o del nucleo (Rollerova y
Urbancikova, 2000; Taleisnik, 2006; Watson y col., 1995).
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Los receptores a estrogenos también se clasifican por su efecto en la célula como: no
genémicos y genomicos. Los receptores de accidon no gendmica, implican un proceso rapido,
que ocurre en unos pocos segundos o minutos y no requiere de los procesos de transcripcion y
sintesis de proteinas. Por ello son mediados por receptores membranales. El REy es
considerado como un receptor de membrana, fue aislado y purificado del higado de ratén, sin
embargo ha sido poco estudiado (Pérez, 1995; Rao, 1998; Watson y col., 1995).

Los receptores denominados de acciéon genémica son aquellos que al unirse su ligando
(la hormona esteroide) actuan como factor transcripcional. Las isoformas REa y RE@ son
consideradas receptores intracelulares y sus acciones son sobre el genoma de la célula, por ello
también son denominados receptores nucleares, por su localizacién y accion directa en el nicleo

(Enmark y Gustafsson, 1999; Rollerova y Urbancikova, 2000).

Efecto de la union de los estrigenos al RE de accion gendmica

La unién del receptor con su ligando especifico, provoca la disociacién de las proteinas
inhibidoras hsp90 y hsp 70, las cuales incapacitan al receptor para unirse al ADN mientras el
receptor esta inactivo, hasta que se forma el complejo hormona-receptor. La adicién de la
hormona provoca la transformacion del receptor de tal manera que los dominios funcionales
quedan expuestos y permiten la uniéon del complejo al ADN (Rollerova y Urbancikova, 2000;
Weigel, 1990).

El complejo hormona-receptor al estar dentro de la membrana celular requiere de un
proceso de dimerizacion, es decir, proceso mediante el cual el receptor se capacita para asociarse
con proteinas celulares llamadas 'factores de transcripcién”, que consiste en la unién
cooperativa de dos receptores a sus elementos de respuesta. Dos receptores se unen con mayor
afinidad que una sola molécula (Enmark y Gustafsson, 1999; Rollerova y Urbancikova, 2000;
Tamrazi y col., 2002; Weigel, 1996).

Los mecanismos por los cuales los REs regulan la eficiencia de la iniciaciéon de la
trascripcion estan bajo investigacion, se han reportado tres diferentes procesos o “pathways”’
posibles (Fig. 6), por medio de los cuales pueden activar los genes diana (Rollerova y

Urbancikova, 2000).

En las células que expresan solo uno de los dos subtipos de RE se forman homodimeros
del REa o del REB. En las células que expresan ambos RE, se forma un heterodimero que

contiene una molécula de cado uno. El complejo hormona-receptor se une generalmente a los
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ERE como homodimero; la interfase de dimerizacién se encuentra en LBD y DBD. La
repeticiéon del ADN en los palindromos impone una estructura simétrica que resulta en una
disposicion cabeza a cabeza de los DBD con cada DBD del homodimero haciendo contactos
analogos con una mitad del sitio de unién (Rollerova y Urbancikova, 2000; Taleisnik, 20006;
Tamrazi y col., 2002; Weigel, 1996).

Posteriormente el complejo hormona-RE es llevado al ntcleo de la célula por senales de
localizacion nuclear (NSL por sus siglas en ingles). La unién al ADN estimula la trascripcion o
supresion de algunos genes especificos dependiendo de la célula donde ocurra. Sin embargo al
parecer, la hormona se requiere solamente antes de la activacion del gen y no se requiere para la

actividad transcripcional (Rollerova y Urbancikova, 2000; Weigel, 1996).

El complejo, ejerce sus efectos en el ADN por medio de la unién cooperativa de
multiples copias de los ERE que son genes de respuesta primaria, localizados en las regiones de
regulacion de los genes diana. Los ERE se unen a region LBD (Rollerova y Urbancikova, 2000;
Taleisnik, 2006; Weigel, 1996).

La funcién final de los receptores es la de provocar efectos especificos a nivel
transcripcional. Los receptores nucleares modifican la expresion de genes contactando a otros
factores con el aparato basal de la transcripcién, via complejo activador. Los RE nucleares
pueden asociarse con distintos grupos de cofactores dependiendo de su afinidad y relativa
abundancia. Estos pueden ser co-activadores que activan la transcripcién, o co-represores que
inhiben la activacién de genes y posiblemente desactivan genes activados (Fig. 6) (Rollerova y
Urbancikova, 2000; Taleisnik, 2000).

Existen dos tipos de secuencias especificas en el ADN importantes para el inicio de la
transcripcion: la regiéon promotora y la regién aumentadora. La regién promotora contiene tres
regiones; la caja CAAT sitio de unién inicial de la ARN polimerasa al ADN, la caja TATA sitio
donde se alinea la ARN polimerasa para iniciar la transcripcion y la regién de inicio de la
transcripcion. (Rollerova y Urbancikova, 2000; Taleisnik, 2006; Weigel, 1996).

Se ha mostrado que el complejo hormona receptor ocupa los sitios aceptores del ADN
hasta por 12-16 horas. La salida del complejo receptor le hace lugar a otro complejo recién
formado. La proteina receptora es sintetizada continuamente o reciclada del nucleo al

citoplasma, por lo que el paso limitante esta dado por el suministro de la hormona (Carson-
Jurica y col., 1990; Taleisnik, 2006; Weigel, 1990).
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Fig. 6 Modelo de acciéon del RE. El RE sin ligando esta representado por el
heterocomplejo unido a las proteinas hsp, y otros chaperones. La unién cooperativa
del antagonista (I.2) induce la liberacion del receptor del agregado o conjunto formado.
La unién al agonista (1) induce la unién de co-reguladores necesarios en la funcién
del receptor, el cambio conformacional, la activaciéon de la dimerizacidn, la unién
cooperativa de multiples copias de EREs localizados en la regiones reguladoras de los
genes blanco. Modificado de: Rollerova y Urbancikova 2000.

Isoformas alfa y beta

En el afio 1996, Kuiper y colaboradores clonaron un acido desoxi-ribonucleico

complementario (cDNA, por sus siglas en inglés) del RE de la prostata de rata, al cual
denominaron RE subtipo B (REP), para distinguitlo del que previamente en 1986 se habia

clonado proveniente del utero de la rata, al cual consecuentemente se denominé RE subtipo a
(REa). Los experimentos de unién o “binding” mostraron que ambos son especificos para los
estrogenos (Koike y col., 1987; Kuiper y col., 1996).

Cada isoforma es expresada por un gen diferente. Los REx y REB tienen el mismo
numero de exones y los cDNAs clonados de humanos, ratas y ratones, también comparten

secuencias homologas, especialmente con los dominios de ligando y unién al ADN (Fig. 7)
(Kuiper y col., 1996).
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Fig. 7 Porcentaje de aminoacidos idenentificado entre el REf humano (hERB) y otros:
RER rata (tERB), REB raton (mERP) y REa humano (hER«). Los numeros sobre las
cajas representan el nimero de aminoacidos y los nimeros dentro de cada una refieren el
porcentaje de homologia entre los RE. Tomado de Enmark y Gustafsoon 1999.

En la rata la proteina del REa consiste en 595 aminoacidos con un peso molecular de
66kDa., y el gen que los codifica esta localizado en el cromosoma 6. El RE@ es una proteina
compuesta por 485 aminoacidos su peso molecular calculado que es de 54.2 kDa (MacGregor,
1998).

El REB tiene una gran homologia con el REx especialmente en la regiéon DBD (95% de
homologia) y en la LBD (55% de homologia). Ambas proteinas son funcionalmente homologas
en su union al estrégeno; la cual presenta muy alta afinidad, que se ha mostrado por medio de la
técnica de analisis de saturacion de unién-ligando (Kuiper y col., 1996; MacGregor, 1998).

La homologia funcional del REx y REJ también han sido determinada por la medida de
la actividad de transcripcion de REP, mediante un sistema disenado para evaluar la
funcionalidad del RE«, lo que consiste en calcular la activacion de la transcripcion de un ERE
“vitellogenin A2, que en presencia o ausencia del estrégeno, el ERB es funcionalmente
homologo (Fig. 8) (MacGregor, 1998).

En la rata adulta, ambos REs han sido localizados en el ovario, la glandula mamaria, el
utero, la prostata, el higado, pulmoén, hueso, la vejiga, en varias partes de la medula espinal y del
cerebro, aunque el grado de expresion de cada uno ellos varia en los diferentes tejidos (Hegele-

Hartung y col., 2004; Ing, 1999; Kuiper y col., 1996; Papka y col., 2001; Shughrue y col., 1998).
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Fig. 8 Comparacion entre los REa y REJ de la rata. Porcentaje de la homologia de los
aminodcidos en las regiones funcionales Modificado de MacGregor 1998.

Localizacion del REa

Hipotilamo: Mediante la deteccion del ARNm del REa por hibridizacién 7z situ y la cuantificacion

del RE en neuronas GnRHérgicas por inmunohistoquimica el REa no fue detectado, aunque si
en neuronas adyacentes (Shughrue y col., 1998; Wintermantel y col., 2000).

Butler y cololaboradores (1999) y Hrabovszky y colaboradores (2000) mostraron por medio de
la técnica de inmuno-histoquimica de doble marcaje e hibridacién 7 situ, un alto grado de co-
localizacion del ARNm del REa en la zona posterior de la estrfa terminal, el nicleo medial de la
amigdala, el ntcleo predptico peri-ventricular e incluso el area predptica (POA).

En POA-AHA de rata, la cantidad de ARNm para RE« alcanza un maximo en la tarde
del estro (17:00 horas), que es seguido de un segundo aumento de menor magnitud al mediodia
del diestro-2 (13:00 horas). Estas variaciones en la expresion del gen que codifica para el ARNm
del REa no sélo dependen del dfa del ciclo, sino que es asimétrica. Por medio de la técnica de
inmuno marcaje, se mostré que la expresion del ARNm para el REa de la tarde del estro esta
presente como proteina alas 09:00 horas del dia del diestro-1 (Arteaga y col., 2003).

En la manana del diestro-1, el nimero de células inmuno reactivas al REx en POA-AHA es en

promedio de 3688, mientras que en el proestro es de 1040. (Mendoza-Garcés y col., 2007).

Hipdfisis: Por medio de inmunocitoquimica e hibridacién 7 situ, el REa ha sido localizado en la
mayoria de las células secretoras en la hipofisis anterior. En los 16bulos intermedio y posterior
no se observéd ningun marcaje (Pelletier y col.,, 2000; Shughrue y col., 1998). Sin embargo
Hrabovszky y colaboradores (2000) no detectaron el ARNm del RE« en las células de LH, en la

rata ovariectomizada con reemplazo hormonal.

Ouvario: Por Northern blotting, se mostr6é que las células del ovario expresa el gen para el REa. Por
Western Blot el anticuerpo anti-REa mostré inmunoreactividad. Por hibridacién 7z situ e

inmunocitoquimica se mostré que el ARNm del REa se expresa en baja concentracién en todo
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el ovario pero no se mostrd su existencia en un compartimento celular particular (Byers y col,,
1997; Hiroi y col., 1999; Pelletier y col., 2000). El contenido de ARNm del REx« en todo el
ovario fue claramente detectado por RT-PCR, y no cambia durante el ciclo estral (Byers y col,,
1997).

Sar y Wellsch (1999) y Pelletier y colaboradores (2000) mostraron que el RE« se localiza
en el epitelio germinal, en células de la glandula intersticial y en células de la teca. E1l ARNm del
RE« fue observado en las células del estroma del ovario y en algunas células dispersas entre las

células de la granulosa (Shughrue y col., 1998; Wang y col., 2000).

Utero: El nuicleo de las células glandulares, musculares, del estroma y del epitelio luminar del
utero son inmuno-reactivas al REa (Hiroi y col., 1999; Sar y Welsch, 1999; Pelletier y col.,
2000). E1 ARNm del REa es abundante en el estroma y en las células epiteliales del endometrio
(Shughrue y col, 1998). El REa es el subtipo dominante en el utero, el oviducto vy
cervix/vagina. La distribucion del ARNm del RE« y la inmunoreactividad del receptor en el
estroma, el epitelio y en el miometrio, es del doble en el dia del proestro que en diestro-1, y no

cambia en las otras dos fases del ciclo estral (Wang y col., 2000).

Localizacion del RES

Hipotdlamo: Shughrue y colaboradores (1998) mostraron que la mayoria de las neuronas
GnRHérgicas del area predptica contienen el REB. Otros investigadores mostraron que también
en las areas rostrales del cerebro anterior (estria terminal, nicleo medial de la amigdala y el
nucleo preodptico peri-ventricular e incluso el area predptica) hay neuronas GnRHérgicas que

expresan el ARNm del RE@ (Butler y col., 1999; Hrabovszky y col., 2000).

En POA-AHA, la maxima expresion del ARNm del RE-f se observé en el dia del
diestro-2. Estas variaciones en la expresion del gen que codifica para el ARNm del RE no sélo
dependen del dia del ciclo, sino que son asimétricas. En el lado derecho de estas areas la
expresion del ARNm del RE-§ ocurre a las 13:00 horas del diestro-2, mientras que la expresion
del ARNm del REa alcanza su pico a las 17:00 hrs. del dia del estro. Sin embargo en el lado
izquierdo, la expresion del ARNm del RE-f ocurre a las 9:00 horas del mismo dia, mientras que
la expresion del ARNm del REa alcanza su pico en el dia del proestro a las 13:00 horas (Arteaga
y col., 2003).
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Hipdfisis: Ni por la técnicas de inmunocitoquimica e hibridacion 7z situ, se observaron células
hipofisarias inmunoreactivas al REJ (Pelletier y col., 2000). Sin embargo Shughrue y col., 1998
mostraron que el ARNm del RE esta presente en el l6bulo intermedio y anterior. Hrabovszky

y colaboradores (2000) mostraron que las neuronas de LH expresan el ARNm del RE.

Ouvario: Byers y colaboradores (1997) mostraron que el RE el receptor predominante. Durante
el ciclo estral, el ARNm REP fue mas o menos constante excepto en la noche del proestro
cuando la cantidad de ARNm del REB decrece. Por hibridacion 7z situ se mostré que las células
de la granulosa de foliculos pequefios, en crecimiento y preovulatorios son inmuno-reactivas al
ARNm del REB. En cambio, la expresion del ARNm RER es débil en el cuerpo luteo; los
autores sugieren que la disminucién en la cantidad de ARNm REP durante la noche del

proestro es atribuible a la secrecién preovulatoria de LH.

Sar y Welsch (1999), Hiroi y colaboradores (1999) mostraron que la marca del
anticuerpo anti-REQ  se localiza en el nicleo de las células de la granulosa de foliculos
primarios, secundarios y maduros. El marcaje para el RE@ en el ovario cambia durante el ciclo

estral, el cual es mayor durante el dfa del estro (Hiroi y col., 1999).

En foliculos atrésicos las células mostraron poca o ninguna reactividad. Estos autores
sugieren que la presencia del REB en las células de la granulosa implica que este subtipo de RE
media algunos efectos de la acciéon de los estrégenos en la regulacién del crecimiento y
maduracién de los foliculos ovaricos. Otros autores han detectado el ARNm para el RES en las
células de la granulosa de foliculos en crecimiento (Pelletier y col., 2000; Shughrue y col., 1998;
Wang y col., 2000). Poca expresion del ARNm para el REJ se ha observado en cuerpo lateo
recién formado (Wang y col., 2000).

Utero: Shughrue y colaboradores (1998) mostraron una muy débil sefial del ARNm del RE en
el endometrio. Se ha mostrado que tnicamente en el nucleo de las células del epitelio glandular
expresan el REB (Hiroi y col, 1999). Sin embargo Sar y Welsch (1999) y Pelletier y
colaboradores (2000) no observaron inmunoreactividad para REB en el utero ni en el oviducto.
Por otra parte, Wang y colaboradores (2000) mostraron que la expresiéon del ARNm del REJ se
presenta en los diferentes compartimentos del utero y del cervix/vagina, y que esto cambia
durante el ciclo estral pero en menor proporcion con respecto al REa. En el oviducto se

observaron pocas células dispersas que contenian el ARNm del RES.
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Funciones del REa y de/ REf

Audn se desconoce cudl es el papel especifico del REa y del REP en las funciones
reproductivas. Hegele-Hartung y colaboradores, (2004) en ratas de 24 dfas de edad,
hipofisectomizadas, con reemplazo de gonadotropinas, GnRH y estradiol, mostraron que un
agonista del REQ 8-vinylestra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol estimulé las primeras etapas de la
foliculogénesis, disminuy6 la atresia folicular, indujo la expresion génica del ovario, estimul6 el
crecimiento folicular e incrementé en el numero de ovocitos liberados. Por el contrario, el
agonista al REa 3,17-dihydroxy-19-nor-17-pregna-1,3,5(10)-triene-21,16-lactone tuvo poco o
ningun efecto en los anteriores parametros, lo que implica que los efectos directos del estrégeno
en el desarrollo folicular son mediados por el RES.

En ratas intactas la inyecciéon de estradiol o de agonista al REa inhiben la ovulacién y
estimulan el crecimiento del utero, lo que depende de la dosis utilizada. Mientras que el agonista
del REB no estimula el crecimiento del utero. Los autores sugieren que la falta de ovulacion y la
estimulacién del utero son mediadas por el REa pero no por el REB (Hegele-Hartung y col,.
2004).

Herbison (1998) ha propuesto que tanto el REa como el RE estan involucrados en los
efectos de retroalimentacion inhibitoria de los estrégenos sobre la neurona GnRHérgica. Dicha
funcion del estradiol ocurrirfa por medio de mecanismos transinapticos indirectos, dependientes
de las células gliales, las cuales expresarian el REa. Por medio del uso de ratones “knockout”,
en los que el REa y 8 se desactivaron, se ha mostrado que el REa es necesario y suficiente para
que el estrogeno realice el efecto de retroalimentacion estimulante o positiva sobre la neurona
GnRH. Mediante el uso de un ligando selectivo para el REa se mostrd que este receptor no

s6lo es necesario, sino que es suficiente para estimular la secrecion preovulatoria de LH
(Wintermantel y col., 2000).

En ratas adultas ovariectomizadas, la inyeccion de tamoxifen (antagonista no selectivo
para el REa y el REB), en la mafana del diestro-1, provoca el bloqueo de la ovulacion en el dia
del estro esperado, inhibe la secrecion preovulatoria de LH, estradiol y progesterona (Garrido-
Gracia y col., 2007). Con base en estos resultados, los autores proponen que el papel
estimulante de los estrégenos sobre la secrecion de LLH podria ser modulada por ambos

receptores.

Sin embargo, el papel regulador de la unién del estradiol al REa y B cambia durante el

ciclo estral, L.a inyeccion subcutanea de tamoxifen a las 09:00 horas del dia del diestro-1 bloquea
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la ovulacién y la secrecion preovulatoria de ambas gonadotropinas (Carrillo y col., 2005). En el
dia del diestro-2, el bloqueo de los receptores bloquea la ovulaciéon sélo en el 30% de los

animales, mientras que en el proestro, el 80% de los animales ovulantes (Martinez y col., 2005).

Antagonistas selectivos de los REs

Entre los farmacos selectivos para el RES, el cyclofenil es el mas utilizado en la terapia
del cancer de mama y de infertilidad (Watts y Sutherland 1987; Yong y col., 1992). Hasta el
2003, el cyclofenil fue catalogado como un antagonista selectivo para el RE (Muthyala y col,,
2003); tiene una afinidad de unién relativa de 151/100 veces trespecto a 100 de estradiol
(Tamrazi y col., 2002).

Cuando ain no se clasificaba al cyclofenil como un antagonista selectivo para el REB,
Bowman y colaboradores en 1982 inyectaron el cyclofenil en ratas adultas ovariectomizadas, 24
horas después se observo aumento del peso del utero y del nimero de RE, en comparacion del
los tratados con estradiol o benzoato de estradiol. También evaluaron la inducciéon de la
receptividad sexual la cual no fue estimulada por el cyclofenil. Los autores sugirieron que el
cyclofenil posefa una alta actividad estrogénica, la cual seria mediada probablemente via

estrogeno-receptor.

En la rata el cyclofenil tiene una actividad estrogénica sobre el peso del utero de 1/8110
veces mayor con respecto al benzoato de estradiol, de 1/1660 y 1/550 veces mayor sobre la
inhibicién de la secrecion de LH y FSH, respectivamente. Los autores sugieren que esta
substancia tiene una mayor actividad estrogénica sobre estructuras nerviosa centrales que

periféricas (Celotti y col., 1984)

En ratas intactas, el cyclofenil reduce la concentraciéon de B-endorfinas en el hipotalamo,
por lo que se sugiere que los estrogenos estimulan la sintesis de 8-endorfinas y que las neuronas

que las sintetizan son células blanco de esta hormona (Genazzani y col., 1990).

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

pirazoles, el mas selectivo para el REa es el metil-piperidino-pirazol (MPP).
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La informacion acerca de los efectos del bloqueo de los REa sobre la funcion del eje
hipotalamo-hipéfisis-ovario es escasa al utilizar el MPP. Sin embargo, se sabe que el MPP
incrementa el porcentaje de apoptosis en células del endometrio de mujer mantenidas en cultivo
y en la linea celular del endometrio de ovino (oLE), cuando se compara con los efectos del
estradiol. En ratones ovariectomizados, el MPP aumenta el peso del utero y la proliferacion del
endometrio (Davis y col., 2006). En ratas ovariectomizadas a los 15 dfas de la castracién, la
inyeccién de MPP por 6 dias consecutivos provoca disminucion de la concentraciéon de LH en
la hipéfisis y en el suero (Garrido-Gracia y col., 2007). Los autores sugieren que la acciéon de los

estrégenos sobre la secrecion de LH en la rata es ejercida por el REa.

Ovario

El ovario es el 6rgano primario del sistema reproductor cuyas funciones son producir gametos y
la secreciéon de hormonas esteroideas y peptidicas (Espey, 1999; Dominguez y col., 1991;
Guyton, 2001;Yao y Bahr, 1999).

Se presentan en 6rganos pares, que se localizan contra la pared pélvica en ambos lados
de la cavidad pélvica superior (Yeh y Adashi, 2001). El ovario esta recubierto por un epitelio
cubico simple derivado del peritoneo, debajo del cual se encuentra la tunica albuginea, una capa
escasamente formada de tejido conectivo denso y debajo de este se encuentra la corteza
(Sanchez-Criado, 2003).

El ovario esta constituido por un tejido en constante transformacion, que se divide
macroscopicamente en:

® Corteza es la capa externa, contiene a los foliculos en diferentes estadios de crecimiento
y maduracion embebidos en el estroma y la glandula intersticial.

® Meédula es la capa interna, se compone por el estroma, nervios, abundantes vasos
sanguineos arteriales y venosos con poco tejido conectivo y la glandula intersticial. Entre
la corteza y la médula no existe linea clara de demarcacion.

® Hilio es el sitio donde se encuentra la salida y entrada de la arteria y vena ovérica(o arteria
utero-ovarica), la rama de la aorta abdominal que llega al ovario a lo largo del mesovario

los vasos linfaticos, las terminales nerviosas y células intersticiales (Ganong, 2004; Yao y

Bahr, 1999; Yeh y Adashi, 2001).

El ovario esta formado por tres compartimientos: el luteal, intersticial y folicular. En este dltimo
compartimiento se engloban a los foliculos en crecimiento, que son la unidad anatomo-

funcional de la génada y a partir de los cuales se originan los otros dos compartimentos (Fig. 9)

(Ganong, 2004).
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Fig. 9 Esquema de las diferentes etapas del desarrollo folicular del ovario. 1) Epitelio
germinal.1)Hilio 2)Medula 3) Corteza 4) Vasos sanguineos 5) Foliculos primarios 0,
7,8) Foliculos secundarios en diferentes estadios 9) Foliculo preovulatorio 97) Foliculo
roto, del cual se ha liberado un ovocito 10) Cuerpo liteo. Modificado de Sanchez-
Criado 2003.

Compartimentos

Luteal o cuerpo liiteo

Se forma a partir de las células de la granulosa y de la teca interna de los foliculos que expulsan
al ovocito, por el estimulo de LH. Secreta principalmente progesterona (Espey, 1999; Ross y
col., 1997).

Intersticial o glandula intersticial

Incluye tanto a las células teco-intersticiales de los foliculos en crecimiento y las células de la
teca de los foliculos atrésicos, y representa la unidad productora de andrégenos (Sanchez-
Criado, 2003; Yao y Bahr, 1999).

Folicular

Esta formado por foliculos que se encuentran en la corteza del ovario, en diferentes etapas de
desarrollo y crecimiento, como son los primordiales, primario, secundario, terciario, y

preovulatorios (Ross y col., 1997; Dominguez y col., 1991).

El foliculo esta formado por el ovocito I, una membrana basal que afsla a las células de la
granulosa del resto de los componentes del ovario y las células de la teca; estas ultimas
conforman la denominada teca interna. Ademas de las células de la granulosa y las tecales, el

foliculo esta rodeado por un complejo sistema de fibras colagenas, células del tejido conectivo,
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sustancia fundamental y fibras musculares lisas, todo lo que recibe el nombre de teca externa

(Dominguez y col., 1991).
Los foliculos se clasifican segin su complejidad celular en:

Foliculo primordial, formado por un ovocito primario con nucleo redondo, uno o mas nucléolos

grandes y una capa de células foliculares aplanadas (Dominguez y col., 1991; Hirshfield, 1997).

Folieulo - primario, el ovocito es de mayor tamafio y las células foliculares adquieren un aspecto
granular y de forma cubica, por lo que reciben el nombre de células de la granulosa. El ovocito
continua creciendo, queda separado por las células de la granulosa adyacentes, por una estrecha
hendidura en la que se proyectan microvellosidades y prolongaciones mas grandes. En este
espacio se acumula una glucoproteina que se condensa gradualmente y forma la zona pelicida.
El estroma circundante forma la teca folicular (Schwartz, 2000). La proliferacion de las células
de la granulosa es estimulada por la FSH y los estrégenos, que actian de manera sinérgica (Van,
1999). La FSH, a su vez, estimula la sintesis de sus propios receptores en las células de la
granulosa, lo que permite que su nimero se incremente conforme el foliculo madura y también
estimula la sintesis de los receptores a LH (Dominguez y col., 1991; Ulloa-Aguirre, 1991).
Foliculo secundario, contintia la proliferacion de células de la granulosa, se forman varias capas
circundantes al ovocito. Después, entre las células de la granulosa se forman zonas que
contienen liquido, que al aumentar de tamafo y fusionarse forman una cavidad llamada antro
folicular, el ovocito adopta una posicién excéntrica y lo rodean células de la granulosa formando
el cummulnus oophorus. Se diferencian la teca interna y externa. La teca interna esta muy
vascularizada, son células que secretan andrégenos y expresan receptores a LH. Los andrégenos
son transportados a las células de la granulosa donde son aromatizados a estrégenos por accion
del complejo enzimatico aromatasa (Gor-Langton y Armstrong, 1994; Van, 1999; Yao y Barh,
1999). La teca externa compuesta por colageno, células de tejido conectivo, fibras musculares
lisas, vasos sanguineos y fibras nerviosas (Dominguez y col., 1991).

En licor folicular se encuentran proteinas, polipéptidos, FSH, LH, prolactina,
progesterona, andrégenos (DHT, 5a-androstano-3-17-diona, androsterona y epiandrosterona),
estrégenos, gonadocrininas y noradrenalina, cuyas concentraciones varfan durante el ciclo estral
de la rata (Dominguez y col., 1991).

Foliculo preovulatorio, constituido por un ovocito que alcanza su tamafilo maximo, un antro
desarrollado completamente y lleno de liquido folicular, y varias capas de células de la granulosa
denominadas corona radiada (Hirshfield, 1997). Los vasos sanguineos al igual que los nervios
solo llegan a la teca interna, ya que no penetran a la granulosa. Algunos de las fibras nerviosas

terminan en el musculo liso presente en la teca externa y estos nervios regulan la
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contractibilidad de las mismas lo que influirfa en el mecanismo de la ovulacion. En el ovario de
la rata los foliculos llegan a este estadio de desarrollo 17 a 19 dfas después de haber iniciado el

crecimiento (Dominguez y col., 1991; Yao y Bahr, 1999).

El crecimiento y la diferenciacion del foliculo finalizan con su ruptura y la expulsion del

ovocito II (la ovulacién) o con la atresia (Espey y Lipner, 1994).

Atresia

Es la degeneraciéon de un foliculo, puede ocurrir en cualquier etapa del desarrollo (Centola,
1983). Los foliculos atrésicos se distinguen morfolégicamente al presentar descamacion y
picnosis de las células de la granulosa especialmente las que se encuentran en contacto con el
antro, mayor numero de capas en las células de la teca y alteraciones en el ovocito como

involucién, degeneracion y fragmentacion (Oliver y col., 1999; Van, 1999).

Ovulacion

Es la expulsiéon de un ovocito capaz de ser fecundado. En los foliculos preovulatorios, ocurre
en respuesta al incremento brusco de la concentracién en plasma de las gonadotropinas. La
FSH y LH estimulan la secrecién de enzima proteoliticas como el activador del plasminégeno
(Hirshfield y Midgley1978; Tsafriri y Reich, 1999; Ulloa-Aguirre, 1991). La LH también estimula
otras enzimas proteoliticas como plasmina y metalproteinasas, las cuales contribuyen a la
degradacién de la matriz perifolicular y principalmente de las fibras de colageno que forman la
pared folicular. Estos cambios se acompanan del incremento en el flujo sanguineo, en la
permeabilidad vascular y en el volumen folicular. LLos cambios vasculares y de la actividad
proteolitica son estimulados, ademas de la LLH, por mediadores locales como son: el factor de
crecimiento endotelial vascular, interleucina 1, eicosanoides (prostaglandina y leucotrienos), el

factor activador de plaquetas y 6xido nitrico (Tsafriri, 1995; Tsafriri y Reich, 1999).

Desde el momento del nacimiento, los ovocitos primarios persisten en la etapa de
Diploteno hasta el momento de la ovulacién, momento en el que prosigue la meiosis y se forma
el primer cuerpo polar y se expulsa (Yeh y Adashi, 2001). Cuando se lleva a cabo la ovulacion, el
ovocito es es un ovocito secundario u ovocito 11, ya que justo antes de salir culmina la primera
division meiotica e inicia la segunda division que se detiene en metafase. La segunda meiosis

culmina sélo si el ovocito es fecundado (Ross y col., 1997; Espey y Lipner, 1994).
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Durante la ovulacion, el ovocito secundario y las células de la granulosa circundantes son

expulsados del foliculo e ingresan a la trompa de Falopio (Drucker, 2005).

El ovario puede ser considerado como una glandula maestra, cuyas funciones estan
reguladas por los otros dos componentes del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario. Tanto la
ovulaciéon como la secrecion de hormonas esteroides (funciones del ovario) se encuentran

reguladas por mecanismos neuroenddcrinos que cambian durante el ciclo estral (Yen, 2001).

Uz‘em

Es parte del tracto genital interno de la hembra. En los mamiferos consiste en: un par de
oviductos, el tutero, el cervix y la vagina. Se origina en los conductos paramesonéfricos, que
pueden o no fusionarse. La porciéon no fusionada se diferencia en las trompas uterinas y la
fusionada dara lugar al dtero. En el caso de los roedores, la fusiéon es caudal poco antes de
conectar con la vagina, originando un utero bicorne (Bartol, 1999).

Histologicamente el Gtero esta compuesto por tres capas: el endometrio, miometrio y perimetrio

(Bartol, 1999; Gray y col., 2001):

E/ Endometrio.- Es la mucosa que cubre la cavidad uterina; esta constituido por un epitelio
superficial cilindrico simple, que se invagina dando lugar a numerosas glandulas tubulares
simples desarrolladas dentro del estroma endometrial. El estroma lo constituye un tejido
conjuntivo laxo con células que presentan caracteristicas mesenquimales (células irregularmente
estrelladas con nucleos alargados u ovoides) y abundantes de fibras reticulares. Tanto los
estrégenos como la progesterona tienen efectos complementarios pero diferentes en el grado de
diferenciacién de las glandulas y el estroma. Durante la fase postovulatoria, los estrogenos
regulan el desarrollo glandular, mientras que la progesterona actia sobre el estroma (Bloom y

Fawcett, 1995; Gray y col., 2001).

E/ Miometrio.- Es la capa muscular gruesa, continua con la capa muscular de las trompas uterinas
y de la vagina. Las fibras musculares lisas también se extienden dentro de los ligamentos que se

asocian al utero (Bartol, 1999).

E/ Perimetrio.- Es la capa serosa externa o la cubierta peritoneal visceral del atero, el perimetrio se
continua con el peritoneo pélvico y abdominal y esta compuesto por mesotelio y una capa de
tejido conjuntivo laxo. Cubre toda la superficie posterior del utero pero solo una parte de la
anterior (Bartol, 1999; Ross y col., 2005).

24



Antecedentes

Ciclo estral

El término estral se deriva de la palabra en latin “oistros” que significa “frenesi”; y
corresponde con la etapa en la que la hembra acepta sexualmente al macho (llamada “calor” o
celo) (Kilen y Schwartz, 1999). En nuestro modelo de estudio, la rata de laboratorio, el ciclo
estral es de 4 6 5 dias, dependiendo la cepa que se utilice y del petiodo luz/oscuridad en que
sean mantenidos los animales (Schwartz, 2000). En la rata, el ciclo estral se divide en cuatro
fases: estro, metaestro o diestro-1, diestro o diestro-2 y proestro (Kilen y Schwartz, 1999).

El dia del estro, Heape lo describe como el tiempo en que la hembra es receptiva al
macho (Freeman, 1994). El frotis vaginal presenta células epiteliales cornificadas y sin nucleo,
(Kilen y Schwartz, 1999). En la madrugada del este dia ocurre la ovulacion. La concentracion de
estradiol, progesterona y LH son las mas bajas del ciclo estral (basales), pero la de FSH vuelve a
aumentar nuevamente en la mafiana de este dia, cuya funcién es reclutar los foliculos que

empezaran a crecer y ovularan en ciclos posteriores (Fig. 10) (Schwartz, 2000; Freeman, 1994).

La etapa de diestro-1 o metaestro es un periodo de “recuperacion” (Freeman, 1994). La
citologfa vaginal se caracteriza por presentar una gran cantidad de leucocitos. El cuerpo luteo
secreta progesterona por varias horas, lo que provoca que la concentracién de esta hormona
alcance un segundo “pico” hacia el medio dia. En algunas cepas de ratas la secreciéon de

progesterona se prolonga, lo que conducen a ciclos de 5 difas. Las concentraciones de estradiol,
LH y FSH son basales durante este dia del ciclo. (Schwartz, 2000; Kilen y Schwartz, 1999).

En el dia siguiente, diestro-2, en el frotis vaginal se observan una menor cantidad de
leucocitos. La concentraciéon de estradiol empieza a aumentar paulatinamente desde la tarde de
este dfa (Fig. 10) (Schwartz, 2000; Kilen y Schwartz, 1999).

En el dia del proestro, el frotis vaginal se caracteriza por la presencia de células
epiteliales nucleadas. En la mafiana de este difa, la concentracion de estradiol alcanza el valor
maximo del ciclo, evento llamado “pico” de estrégenos. La disminucién progresiva de esta
concentracién, induce el aumento de la concentraciéon de LH y de FSH, esta concentracion
maxima de ambas hormonas en la sangre, recibe el nombre de secreciéon preovulatoria, que
ocurre en la tarde de este dia (entre las 17:00 y 19:00 horas segun la cepa). La secrecion
preovulatoria de LH estimula la secreciéon de progesterona, que alcanza un primer “pico” en la

hacia la noche de este dia (Fig.10) (Kilen y Schwartz, 1999, Schwartz, 2000; Freeman, 1994).
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Figura 10 Concentracion de LH, FSH, progesterona, prolactina y estradiol obtenido
del plasma periférico cada 2 horas en cada dia del ciclo estral de la rata. Cada punto
representa la media * e.e.m. de la concentraciéon de hormona de 5 a 6 ratas. Las barras
negras representan intervalos de oscuridad en el cuarto del animal (Tomada de
Freeman, 1994).
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Justificaciéon

En la rata las funciones del ovario (la secrecion de hormonas esteroides, el crecimiento y la

diferenciacién de los foliculos y ovulacién) son reguladas por las gonadotropinas y el 17f-
estradiol. Este estrogeno actua de manera estimulante o inhibitoria sobre el hipotialamo y la
hipofisis segin el dia del ciclo estral que se analice, ya que sus concentraciones en la sangre

cambian y generan de esta forma un ambiente endocrino diferente durante el ciclo.

Los efectos del estradiol sobre sus diferentes 6rganos blanco depende de la presencia o ausencia
de sus receptores (RE). A la fecha se reconocen dos tipos: el alfa () y el beta (). Ambos
receptores se han localizado en el sistema nervioso central pero en mayor proporciéon en el
hipotalamo. Mediante el uso de ratones transgénicos, en los que se ha desactivado uno u otro
receptor, se ha planteado que ambos estan involucrados en efectos de retroalimentacion
inibitorios sobre la secrecion de las gonadotropinas. Sin embargo, se ha descrito que las
neuronas GnRH expresan el REP y no el REa, por lo que se plantea que éste ultimo actuatia
por medio de otras neuronas que expresan el REa. Otros autores sugieren que es el REa el que
esta implicado en el efecto de retroalimentacion estimulante de los estrégenos. Por otra parte la
expresion del ARNm para el REx y para el RE en el 4rea predptica e hipotalaimica antetior

cambia durante el ciclo estral.

En el ovario el REP se encuentra en las células de la granulosa de foliculos en crecimiento
principalmente y que tanto la proteina del REf} como el ARNm para el mismo se encuentra en
mayor cantidad del REa, por lo que se sugere que el REJ estarfa implicado en el desarrollo
folicular. Por otra parte la expresion del REB en el ovario cambia durante el ciclo estral. Sin

embargo la funcién de ambos receptores no es clara.

Dada la controversia que a la fecha existe sobre la funcion del estradiol al unirse a uno u otro de
sus receptores sobre la funcién reproductora, en este estudio se decidié analizar los efectos del
bloqueo especifico del REx ¢ REP, mediante la inyecciéon subcutinea de antiestrdgenos
selectivos, MPP antagonista selectivo del REx o cyclofenil antagonista selectivo del RE,
realizada en la mafiana de cada dia del ciclo estral de la rata, sobre la ovulacion, el peso de los
ovarios y del atero, asi como sobre la distribucién de la poblacion folicular en el dia del proestro

y la secrecion de estradiol, progesterona y gonadotropinas
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Hipotesis

Dado que el estradiol actta al unirse a dos tipos de receptores, el REa y
REB, cuya presencia depende de la célula blanco y del dia del ciclo estral,
entonces el bloqueo especifico de uno u otro receptor en cada fase del
ciclo, provocara diferentes efectos sobre la ovulacién, el crecimiento
folicular, el peso del utero, de los ovarios y la secrecién de progesterona,

estradiol y gonadotropinas.
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Objetivos

Objetivo General:

Analizar el papel de los REx o RE sobte las funciones del eje hipofisis-ovario durante el
ciclo estral de la rata.

Objetivos Particulares:

1. Estudiar los efectos del bloqueo de los REx o REP en cada fase del

ciclo estral sobre la ovulacion espontanea

2. Estudiar los efectos del bloqueo de los REx o REP en cada fase del

ciclo estral sobre el crecimiento folicular

3. Estudiar los efectos del bloqueo de los REx o REP en cada fase del

ciclo estral sobre el peso de los ovarios y del utero.

4. Estudiar los efectos del bloqueo de los REx o REP en cada fase del

ciclo estral sobre la secrecion de progesterona, estradiol, FSH y LH.
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Método

Disenio experimental

Se utilizaron ratas hembras adultas de tres meses de edad, virgenes de la cepa CIIZ-V, con pesos
corporales entre 200-250g, mantenidas en caja de policarbonato, en las que se colocaron 6
animales por caja en condiciones controladas de iluminacién (luz de 05:00 a 19:00 hrs.) con libre

acceso al alimento (Purina S.A., México) y al agua.

Estudio del Ciclo estral

A todos los animales se les realizé el estudio del ciclo estral mediante la toma diaria de frotis
vaginales, a las 10:00 hrs. Con el uso de un asa de cultivo humedecida en un vaso de precipitado
con agua, se introdujo en la vagina de cada rata, cuya muestra se colocé en un portaobjeto, se
tind con hematoxilina-eosina y se observé al microscopio. Sélo se utilizaron animales que

presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion.

Grupos experimentales

A las 09:00 horas de cada uno de los dias del ciclo estral (diestro-1, diestro-2, proestro o estro),
grupos de 8-10 animales fueron inyectados por via subcutanea con una dosis de 0.5mg/kg peso
corporal (p.c.) de metil-piperidino-pyrazol (MPP) (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V., Toluca,
Mex.) [antagonista al RE«] o con Cyclofenil [antagonista de REJ] (Sigma-Aldrich Quimica, S.A.
de C.V., Toluca, Mex), diluidos en dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de
C.V., Toluca, Mex) en una relacién 1:1 (peso/volumen).

Los grupos de animales tratados se sacrificaron por decapitacion a las 9:00 horas del dia
del estro esperado, con la finalidad verificar la presencia o ausencia de ovocitos liberados en las
trompas uterinas y realizar su conteo. También de disecar los ovarios y el utero, los cuales
fueron pesados.

En los grupos experimentales tratados con el firmaco en los dfas del diestro-1 o
proestro, en los cuales el tratamiento modificd en el numero de ovocitos liberados, grupos de
animales en las mismas condiciones se inyectaron los mismos tratamientos a las 9:00 del horas el
diestro-1 o del Proestro, y fueron sacrificados a las 09:00 del diestro-2, a las 9:00 y 17:00 horas
del proestro esperado, con la finalidad de analizar la poblaciéon folicular y llevar a cabo la
cuantificacién de estradiol, progesterona y gonadotropinas.

Como grupo control se utilizaron ratas inyectadas con DMSO en el mismo volumen que

se administré el farmaco. El grupo de referencia absoluto (Intacto) correspondié a ratas sin
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tratamiento; ambos grupos experimentales fueron sacrificadas a las mismas horas y dia del ciclo

que los otros grupos tratados con los farmacos.

Apndlisis de la poblacion folicular

Los ovarios izquierdo y derecho de tres animales de cada tratamiento se fijaron en solucién de
Botiin durante 24 horas, se incluyeron en parafina, se cortaron en secciones transversales a
10um y de manera seriada, de tal forma que se obtuvieron todos los cortes de cada ovario y se
tifleron con hematoxilina-eosina. Con la ayuda de un microscépio optico y de un ocular
micrométrico, en cada foliculo en el que se observaba el nicleo y el nucledlo, se registrarén dos
medidas, el diametro mayor y su perpendicular (el diametro menor). Los diametros medidos se
utilizaron para calcular el diametro promedio de cada foliculo, mediante la siguiente férmula:
Dp = D1 +D2
2

Todos los foliculos se clasificaron por tamafio con base en los criterios propuestos por

Hirshfield y Midgley (1978):
e foliculos pequenos: didmetro menor de 391 um
e foliculos medianos: diametro entre 391 a 500 pm
e foliculos preovulatorios: diametro mayor de 500 um
Aquellos foliculos que presentaron células de la granulosa descamadas en el licor folicular,

nucleos picnoticos en las células de la granulosa o alteraciéon en el ovocito, fueron clasificados

como foliculos atrésicos.

Cuantificacion hormonal

La sangre recogida del tronco se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos y se
centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos. El suero se almacené a -20°C, hasta la cuantificacién
de estradiol, progesterona, LH y FSH por radio-inmuno-analisis (RIA). La cuantificacién de las
concentraciones plasmaticas estradiol y progesterona, se realizdé por RIA mediante el uso de
estuches comerciales marca Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA), que
contienen tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de hormona
marcada ('2°I-Progesterona, '25I-Estradiol) y calibradores para la realizaciéon de la curva patron
(progesterona: 0.00, 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 5.00, 10.0, 20.0 y 40.0 ng/ml; estradiol: 0.0, 10.0, 20.0,
50.0, 150.0, 250.0, 500.0 y 900.0 pg/ml ). A cada tubo del estuche se le adicionaron 100 pl de

suero problema mas 1000 pl de la hormona marcada (12°I-Progesterona, 125I-Estradiol). Los
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tubos se agitaron durante un minuto y se incubaron a temperatura ambiente durante tres horas;
posteriormente se decantaron y limpiaron, finalmente con la ayuda de un contador de centelleo
gama, se cuantific6 la cantidad de la hormona problema. Los datos de la concentraciéon de
estradiol se expresaron en pg/ml y los de progesterona en ng/ml. Los coeficientes de variacion
intra e inter ensayo fueron de 5.3% y 9.87 para progesterona, 6.9% y 10.8% para estradiol. El
limite de deteccién para progesterona fue 0.003 ng/ml y para estradiol 0.00213 ng/ml.

La cuantificacion de LH y FSH se realiz6 por RIA con el anticuerpo rLH-RP3
(NIAMDD-Rat), para la cuantificacion de LH y rFSH-RP2 (NIAMDD-Rat) para el caso de
FSH, proporcionados por la Nacional Hormona and Pituitary Program (Baltimore, MD, USA).
A 100 pl de suero se le adicioné 100 pl de hormona marcada con 21 y 100ul del primer
anticuerpo de suero de borrega para LH o para FSH, y se incubaron a temperatura ambiente
por 24 horas. Posteriormente se le agregaron 100 pl del segundo anticuerpo (suero normal de
conejo) y se incubaron durante dos horas; los tubos se centrifugaron a 3000 rpm a —4 °C por 30
min. El sobrenadante se decantd, se secaron las paredes de cada tubo y se colocaron en un
contador de centelleo gama para su analisis. Los datos de la concentracion de cada hormona se
expresaron en ng/ml. Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fue 7.91% y 5.74% para
LH y 9.3% y 6.82% para FSH. El limite de detecciéon de LH y FSH fue de 0.05 y 0.01 ng/ml,

respectivamente.

Andlisis estadistico

Los resultados del numero de ovocitos liberados se analizaron por la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida de la prueba de”U” de Mann-Witney. Los resultados del peso de los ovarios y del utero
fueron analizados por un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey,
mientras que los resultados de la poblacion folicular fueron analizados por la prueba de 2. Para
los casos en los que se compararon los resultados de dos muestras, se utilizé la prueba de “t” de

Student. En todos los casos se acepté como significativas aquellas diferencias en las que la
probabilidad fue <0.05.
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Resultados

Efectos del blogueo de los RE.a y RES durante el ciclo estral evaluados al estro esperado

Porcentaje de Animales Ovulantes

La inyecciéon subcutinea de DMSO (vehiculo), MPP (antagonista del REa) o cyclofenil
(antagonista del REB), en los dias del estro, diestro-1, diestro-2 o proestro no modificd

significativamente el porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado (Tabla 1).

Tablal. Efectos de la inyeccion del vehiculo dimetilsulféxido (DMSO), del metil-piperidino-

pirazol 6 antagonista del REa (MPP) o del cyclofenil (antagonista del REf) durante el ciclo
estral, sobre el porcentaje de animales que ovularon en el dfa del estro esperado

Tratamiento Estro Diestro-1 Diestro-2 Proestro
Intacto 100 100 100 100
DMSO 90 100 100 100

MPP 100 100 100 100
Cyclofenil 90 100 100 100

Niimero de Ovocitos 1 aberados

Efectos del bloqueo de los RE«x por Ia inyeccion de MPP

En el dia del diestro-1, la inyeccion de MPP aumento el nimero total de ovocitos
liberados respecto al grupo inyectado con DMSO (16.5+1.1 vs. 13.2%0.9, p<0.05) (Grafica 1),
este efecto solo fue significativo en el ovario derecho (8.9 0.6 vs. 6.4 £0.6, p<0.05) (Grafica 2).

En el dia del proestro, el bloqueo de REa disminuyé el nimero total de ovocitos
liberados (12.1£0.7 vs. 14.2%0.7, p<0.05) (Grafica 1); efecto que nuevamente solo fue
significativo, en el ovario derecho (6.1£0.3 vs. 7.2£0.4 p<0.05) (Grafica 2).

En los dias del estro y del diestro-2 no se observaron modificaciones en el nimero de

ovocitos liberados (Grafica 2).
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Efectos del bloqueo de los REQ por Ia inyeccion de cyclofenil

La inyeccion de cyclofenil en el dia del proestro disminuy6 el nimero de ovocitos liberados por
el ovario izquierdo (5.510.6 vs. 7.010.4 p<0.05) y no modifico los liberados por el derecho
(6.3£1.5 vs. 7.2%0.4) (Grafica 2).

En los dias del estro, del diestro-1 y del diestro-2 no se observaron modificaciones en el
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Grafica 1. Media + e.e.m. del nimero total de ovocitos liberados en animales inyectados
con DMSO (vehiculo), MPP o cyclofenil durante el ciclo estral y sacrificados en el dia del
estro esperado.* p<0.05 vs. grupo con DMSO.
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Grafica 2. Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y
derecho, de animales inyectados con DMSO (vehiculo), MPP o cyclofenil durante el ciclo
estral y sacrificados en el dia del estro esperado. * p<0.05 vs. grupo con DMSO.



Resultados

Peso de los Ovarios

Solamente en el dia del diestro 2, la masa ovarica disminuyé en el grupo animales
inyectados con DMSO (20.8%£0.8 vs. 23.7£0.8 p<0.05) (Grafica 3). En el dia del diestro-1, la
inyeccion del DMSO provocé disminucion del peso del ovario izquierdo con respecto al grupo
de animales intactos (9.8120.4 vs. 12.240.5, p<0.05) (Grafica 5), efecto que no se reflejé en la
masa ovarica (sumatoria del peso del ovario izquierdo con el derecho). En los dias del estro o

del proestro no se observaron modificaciones en el peso de los ovarios (Grafica 3).

30 -

25

20 T —

15 —

10 —

masa ovarica mg/100 p.c.

E D1 D2 P
O Intacto oDMSO

Grafica 3 Media + e.e.m. de la masa ovarica de animales intactos o inyectados con
vehiculo (DMSO), durante el ciclo estral que ovularon en el dia del estro esperado.
¢ p<0.05 vs. grupo con Intacto.

Efectos del bloqueo de los RE«x por Ia inyeccion de MPP

El bloqueo de los REa, no modificé el peso de los ovarios (Graficas 4 y 5).
Efectos del bloqueo de los REJ por Ia inyeccion de cyclofenil

En el dia del proestro, el bloqueo del RE@ disminuyé el peso de los dos ovarios
(izquierdo: 9.2£0.8 vs. 10.9£0.5; derecho: 9.8%0.4 vs.10.6% 0.3 p<0.05) (Grafica 5), efecto que
se reflejé en la masa ovarica (19.1£1.0 vs. 22.9%1.0 p<0.05) (Grafica 4).
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Grafica 4 Media + e.e.m. de la masa ovarica de animales inyectados con DMSO (vehiculo),
MPP o cyclofenil durante el ciclo estral que ovularon en el dia del estro esperado.

* p<0.05 vs. grupo con DMSO.
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Grafica 5 Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo o derecho, de animales inyectados
con DMSO (vehiculo), MPP o cyclofenil durante el ciclo estral que ovularon en el dia del
estro esperado. * P<0.05 vs. grupo con DMSO. 4 p<0.05 vs. grupo con Intacto.

Peso del sitero

En los dfas del diestro-2 (112.2%6.7 vs. 143.7£5.1 p<0.05) y del proestro (120£4.1 vs.
143.7£5.1 p<0.05), la inyeccion de DMSO provocod disminucién del peso del utero con

respecto al grupo de animales intactos (Grafica 6).
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Grafica 6. Media + e.e.m del peso de ttero de animales intactos o inyectados
con vehiculo (DMSO), durante el ciclo estral evaluado en el dia del estro esperado.
4p<0.05 vs. grupo con Intacto.

peso del atero mg/100g p.c.

Efectos del bloqueo de los RE«x por Ia inyeccion de MPP
El bloqueo de los REa, no modificé el peso del atero (Grafica 7).

Efectos del bloqueo de los REg por Ia inyeccion de cyclofenil

En el dia del diestro-2 el bloqueo del REB aument6 el peso del atero (135.917.9 vs.
112.2£6.7 p<0.05). En el dia del proestro, el bloqueo de este receptor disminuy6 el peso de éste
6rgano (108.4+5.6 vs. 120+4.1 p<0.05) (Grafica 7).
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Grafica 7. Media + e.e.m. del peso de utero de animales inyectados con MPP o cyclofenil
durante el ciclo estral evaluado en el dia del estro esperado. * p<0.05 vs. grupo con
DMSO.
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Tabla 2. Resumen de resultados de los efectos del bloqueo de los REa y RER
durante el ciclo estral evaluados al estro esperado

% No.
. ) Peso de los Peso del
animales OvVOCIitos . .
) Ovarios utero
ovulantes liberados
Estro ~ ~ ~ ~
Diestro-1 ~ T RE= ~ ~
. ) vehiculo
Diestro-2 ~ ~ | wvehiculo * :
| RE= | vehiculo
Proestro

R | REB LRES | Reg
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Efectos del blogueo de los REa y RES en diestro-1 evaluados en horas posteriores al
tratamiento.

Dado que el bloqueo de los receptores a o § en los dias del diestro-1 o proestro provocd
efectos significativos en el nimero de ovocitos liberados, grupos de animales tratados en
diestro-1 fueron sacrificados en la mafana del diestro-2 a las 09:00 o en el proestro a las 9:00 y

17:00 horas. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Peso de los Ovarios

Efectos del bloqueo de los RE«x por Ia inyeccion de MPP

El bloqueo de los REa en diestro-1 disminuy6 el peso del ovario izquierdo (9.6 + 0.6 vs.
12.9 £ 0.6, p<0.05), pero no el del derecho (9.8 £ 0.4 vs. 12.9 * 1.2) (Grafica 8) con respecto al
grupo inyectado con vehiculo sacrificado a las 9:00 horas del proestro; este efecto se reflej6 en

la masa ovarica (19.5 * 0.6 vs. 24.7% 0.6 p<0.05) (Graficas 8y 9).

Efectos del bloqueo de los REg por Ia inyeccion de cyclofenil

El bloqueo de los REJ en diestro-1 no modificé el peso de los ovarios en ninguna de las horas

estudiadas (Grifica 9).
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Grafica 8. Media + ec.em. de la masa ovarica, de animales intactos o inyectados con
vehiculo, MPP o cyclofenil en el dfa del diestro 1 y sacrificados en horas posteriores.
*p<0.05 vs. grupo con DMSO.
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Grafica 9 Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo o derecho, de animales intactos o
inyectados con vehiculo, MPP o cyclofenil en el dia del diestro 1 y sacrificados en horas
posteriores. * p<0.05 vs. grupo con DMSO.

Peso del ritero

El peso del utero no se modificé por ninguno de los tratamientos realizados en diestro-1
(Grafica 10).
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Grafica 10. Media + e.e.m. del peso de tutero de animales inyectados con MPP o
cyclofenil durante el ciclo estral y evaluado en el dia del estro esperado.

Cuantificacion hormonal

Estradiol

El bloqueo de los REa llevado a cabo en el dia del diestro-1 no modificé la concentraciéon de
estradiol, mientras que el bloqueo de los RER bloqueé el “pico” preovulatorio de estradiol
(09:00 h del proestro) (29.0£6.3 vs. 63.5£3.9 p<0.05) (Grafica 11).
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Progesterona

La inyeccion del vehiculo en la mafiana del diestro-1 disminuy6 la concentraciéon de
progesterona a las 24 hrs. (5.8£2 vs. 16.8£1.2 p<0.05) grupo vs. Intacto, y no se observaron
modificaciones posteriores a este tiempo. Este efecto no fue modificado por el bloqueo de los

REa o B (Grafica 12).
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Graficas 11 y 12. Media + e.em. de la concentracién de estradiol o progesterona en
animales inyectados con vehiculo, MPP o cyclofenil en la mafiana del diestro-1 vy
sacrificados en horas posteriores. ¢ p<0.05 vs. grupo con Intacto. (ANDEVA seguida de
Tukey).
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Hormona estimulante del foliculo.

La inyeccién de vehiculo, en el dia del diestro-1 incremento la concentraciéon de FSH a las 09:00
hrs del proestro (3.1£0.5 vs. 1.310.4 p<0.05), efecto que fue bloqueado por la inyeccion del
cyclofenil (0.5+0.2 vs. 3.1£0.5 p<0.05) (Grafica 13).

Hormona Luteinizante

Cuando los experimentos se realizaron en la mafiana del diestro-1, la concentracion de LH no se

modifico por ninguno de los tratamientos realizados (Grafica 14).
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Graficas 13 y 14. Media + e.e.m. de la concentracion de la hormona estimulante del foliculo
o de la hormona luteinizante, de animales inyectados con vehiculo, MPP o cyclofenil en la
mafiana del diestro-1 y sacrificados en horas posteriores.* p<0.05 vs. grupo con DMSO,
4 p<0.05 vs. grupo con Intacto (ANDEVA seguida de Tukey).
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Dado que el bloqueo de los receptores a o 3 en los dias del diestro-1 o del proestro
provocaron efectos significativos en el nimero de ovocitos liberados, en los animales tratados
en el dia del diestro-1 se analizé la poblacion folicular a las 09:00 6 17:00 horas del proestro 6 a
las 09:00 horas del estro.

Andlisis de la poblacion folicular
Efectos del bloqueo de los RE«x o B en Ia mafiana del diestro-1

Cuando los animales fueron sacrificados en la mafiana del proestro, solamente el bloqueo de
los REa (por la inyeccion de MPP) provocéd disminucion del nimero de foliculos totales con
respecto a la cantidad observada en los animales inyectados con DMSO (1851+10.4 vs. 217%8.8
p<0.05) (Grafica 15).

Foliculos totales
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Grafica 15 Media £ e.e.m. del nimero 36 t%licu?os totales medidos en ambos ovarios de
ratas intactas o inyectadas en la mafana del diestro-1 con DMSO, MPP 6 cyclofenil y
sacrificadas en la mafiana del proestro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO.

Este efecto del bloqueo de los REa ocurrié por disminuciéon del nimero de foliculos
pequefos sanos (67.814.1 vs. 84.0£6.3 p<0.05), sin modificaciones en el nimero de foliculos
pequenos atrésicos (Grafica 16). No se observaron modificaciones en la poblacion folicular de

los otros grupos experimentales.

43



Resultados

Foliculos pequenos
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Grafica 16. Media + e.e.m. del numeb)l @D dP Blhlos pequeiios BEHI§OS atrésicos
medidos en ambos ovarios de ratas intactas o inyectadas con DMSO, con MPP o con
cyclofenil en la mafana del diestro-1 y sacrificadas en la mafana del proestro. * p<0.05

vs. grupo con DMSO.

En cambio, este tratamiento provocé aumento del nimero de foliculos medianos sanos, con

respecto a la cantidad observada en los animales inyectados con DMSO (5.5£0.5 vs. 2.1+0.3

p<0.05) (Grafica 17), sin modificaciones en los foliculos medianos atrésicos. Este tratamiento

no modificé el nimero de foliculos preovulatorios (Tabla 3).
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Grafica 17. Media * e.e.m. del nanRio%3Rr 82BRculos medianos sanos o atrésicos
medidos en ambos ovarios de ratas intactas o inyectadas con DMSO, con MPP o con
cyclofenil en la mafana del diestro-1 y sacrificadas en la mafana del proestro. * p<0.05

vs. grupo con DMSO.
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Cuando los animales fueron sacrificados en la tarde del proestro, el nimero total de foliculos
disminuy6 con la inyeccién de MPP con respecto al grupo de animales inyectados con DMSO
(261£6.8 vs. 196%7.5 p<0.05) (Grafica 18).
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Grafica 18. Media * e.e.m. del nimero c?e foliculos totales medidos en ambos ovarios de

ratas intactas o inyectadas en la mafana del diestro-1 con DMSO, MPP 6 cyclofenil y
sacrificadas en la tarde del proestro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO.

Este efecto del bloqueo de los REa ocurrié por disminucion del nimero de foliculos pequenos
sanos (71.3£3.5 vs. 104.612.1 p<0.05). Sin modificaciones en el numero de foliculos atrésicos

pequefios. (Grafica 19).
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Grafica 19. Media £ e.e.m. del numeﬁq degfgligps-peauenos medidos catesisos ovarios
de ratas intactas o inyectadas en la manana del diestro-1 con DMSO, MPP 6 cyclofenil y
sacrificadas en la tarde del proestro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO.
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En este dia del ciclo estral, el bloqueo de los REx aumenté el nimero de foliculos medianos
sanos (4*1 vs. 2.610.6, p<0.05) y atrésicos (3.1£0.4 vs. 1.520.3, p<0.05) con respecto a la
cantidad observada en los animales inyectados con DMSO (Grafica 20).

Ninguno de los tratamientos modificé el nimero de foliculos preovulatorios (Tabla 3).

Foliculos medianos
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Grifica 20 Media * e.e.m. del nimePd 348 1ibg A dianos medidasrésiconbos ovarios

de ratas intactas o inyectadas en la manana del diestro-1 con DMSO, MPP 6 cyclofenil y

sacrificadas en la tarde del proestro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO.
Cuando los animales fueron sacrificados en la manana del estro, se observo disminucion del
numero de foliculos del nimero de foliculos totales por el bloqueo del RE«, por la inyeccion de
MPP (209£5.8 vs. 270£21.7 p<0.05), 6 por el bloqueo de los REP, por la inyeccién de
cyclofenil (1811+0.8 vs. 270£21.7 p<0.05 con respecto a los animales inyectados con DMSO
(Grafica 21).

Este efecto del bloqueo de los REa ocurrié por disminucion del nimero de foliculos pequenos

sanos (72.514.7 vs. 113.3£16.9 p<0.05) (Grafica 22).
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Foliculos totales
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Grafica 21 Media * e.e.m. del nimero de foliculos totales medidos en ambos ovarios de

ratas intactas o inyectadas en la mafana del diestro-1 con DMSO, MPP 6 cyclofenil y
sacrificadas en la mafiana del estro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO

Hasta la mafiana del estro, se observé que el bloqueo de los REP en la mafiana del

diestro-1, también disminuy6 el numero de foliculos sanos pequefios (68.3£2.7 vs. 113.3116.9

p<0.05) con respecto a la cantidad observada en los animales inyectados con DMSO. Ninguno

de estos tratamientos modifico el nimero de foliculos atrésicos pequefios (Grafica 22).
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Grafica 22 Media * e.e.m. del numgp 8o frligndog gpequenios medidos eragpbyes ovarios
de ratas intactas o inyectadas en la manana del diestro-1 con DMSO, MPP 6 cyclofenil y
sacrificadas en la mafiana del estro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO
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En este dia del ciclo estral, el bloqueo de los REa aumenté el nimero de foliculos
medianos sanos (5.8+1 vs. 1.1+0.4, p<0.05) y atrésicos (3.1+0.6 vs. 1.1+0.6, p<0.05) con

respecto a la cantidad observada en los animales inyectados con DMSO (Grafica 23).
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Grafica 23 Media T e.e.m. del nipgrg-de tgigufy medianos medidostedsigwsbos ovarios
de ratas intactas o inyectadas en la manana del diestro-1 con DMSO, MPP 6 cyclofenil y
sacrificadas en la mafiana del estro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO

Con respecto a los animales intactos, solamente en el ovario derecho, la inyeccién de
DMSO en la mafiana del diestro-1 provoco aumento del porcentaje de foliculos preovulatorios
sanos cuantificados en la mafiana del estro. El bloqueo del REa y del B disminuyo6 el

porcentaje de foliculos preovulatorios sanos del ovario derecho con respecto a los inyectados
con DMSO (Tabla 3).

Tabla 3. Efectos de la inyeccion de DMSO, MPP o cyclofenil en la mafiana del diestro 1,
sobre el porcentaje de foliculos sanos preovulatorios de animales sacrificados a las 9:00 y 17:00
hrs del proestro y alas 9:00 hrs del estro. * p<0.05 vs. grupo con DMSO

Dia Proestro 9:00 Proestro 17:00 Estro 9:00
Tratamiento |O1 |O D Total OI |OD Total OI OD Total
Intacto 94 | 77 85.5 92 | 77 84.5 50 0 25
DMSO 76 | 61 68.5 70 | 61 65.5 50 | 100 75

MPP 67 | 72 09.5 67 | 72 09.5 56 | 61* 58.5
Cyclofenil | 47 | g» 74.5 57 | 82 69.5 67 | 50% 58.5
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Efectos del blogueo de los REa y RES en la mariana del proestro evaluados ocho horas
después al tratamiento.

Dado que el bloqueo de los receptores o o 8 en el dia del proestro provocd efectos
significativos en el numero de ovocitos liberados, grupos de ratas fueron inyectados a las 09:00
horas del proestro y sacrificados a las 17:00 horas del mismo dia. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

El peso de los ovarios y peso del utero no se modificaron por ninguno de los tratamientos.

Cuantificacion hormonal
Estradiol

El bloqueo de los REs llevado a cabo en la mafiana del proestro no modificé la concentracion
del estradiol, solo el vehiculo provoco aument6 en la concentraciéon de estradiol ocho horas

después de su inyeccion (17:00 h del proestro) (131.1£26 vs. 51.6£7.2, p<0.05) (Grafica 24).
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Grafica 24. Media + e.e.m. de la concentraciéon de estradiol, de animales inyectados en la
mafiana del proestro con vehiculo, MPP o cyclofenil y evaluados ocho horas posteriores.
4 p<0.05 vs. grupo con Intacto.
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Resultados

Progesterona

Ninguno de los tratamientos llevados a cabo en la mafana del proestro modificaron la

concentracidn de nracesternna en la tarde de ecte dia ((Grafica 2R)
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Grifica 25. Media + e.e.m. de la concent?ai88 R he88sterona, de animales inyectados en
la mafiana del proestro, con vehiculo, MPP o cyclofenil y evaluados en ocho horas

posteriores.

Hormona estimulante del foliculo

La inyeccion de DMSO, MPP o cyclofenil en la mafiana del proestro no modifico la

concentracion de FSH en la tarde de este dia (Grafica 26).

6 A

FSH (ng/mL)

bt |

0

Intacta
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Grafica 26. Media + e.e.m. de la concentracion de la hormona estimulante del foliculo, de
animales inyectados en la mafiana del pr(fe&rg con ]VZhQQﬂo MPP o cyclofenil evaluados en

ocho horas posteriores.
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Resultados

Hormona Luteinizante
En la mafiana del proestro, la inyeccion del vehiculo incremento la concentracion de la LH a las

ocho horas (102.8+3.9 vs. 39.4%15, p<0.05), efecto que fue bloqueado por el tratamiento con

MPP (29.2£16 vs. 102.8£3.9, p<0.05) (Grafica 27).
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Grafica 27. Media + e.e.m. de la concentRQ&H) dB 1&/ érmona luteinizante, de animales
inyectados en la mafiana del proestro con vehiculo, MPP o cyclofenil y evaluados en ocho

horas posteriores. * p<0.05 vs. grupo con DMSO, 4 p<0.05 vs. grupo con Intacto.

Tabla 5. Resumen de resultados de los efectos del bloqueo de los REa y RES en la
mafiana del proestro evaluados ocho horas después al tratamiento.

Peso d.e los Pe’so del Estradiol Progeste ESH LH
ovarios utero rona

1 vehiculo

| RE«

1 vehiculo ~
"N/

U

"N/
N/

22
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Discusion

En la rata adulta, la union del estradiol a los REx controla la ovulacién de manera diferente
durante el ciclo estral. En las fases de diestro-1, el estradiol inhibe el crecimiento folicular y la

ovulacion al unirse a REa, mientras que, en el proestro su funcion serfa estimulante. En cambio,

el estradiol al unirse al REf auto-regula de manera estimulante se secrecién y no participa en el
crecimiento y desarrollo de los foliculos.

El RE« ha sido identificado por medios inmuno-histoquimicos en las células de la teca
de los foliculos en las diferentes etapas de desarrollo, en las células de la glandula intersticial y
del estroma (Sar y Wellsch, 1999; Peletier, 2000), en algunas células dispersas entre las células de
la granulosa (Shughrue y col, 1998; Wang y col, 2000), asi como en el epitelio germinal (Sar y
Wellsch, 1999). La LH estimula la sintesis de andrégenos al actuar sobre las células de la teca
(Freeman 1994). Estos androgenos son aromatizados a estradiol en las células de la granulosa.
Dado que el estradiol regula la sintesis de los receptores a FSH y a su vez la FSH estimula la
divisiéon mitética de las células de la granulosa (Freeman 1994), es posible que la unién del
estradiol al RE« en las células de la teca regule de manera inhibitoria la sintesis de andrégenos,
por lo que no se alterarfa la atresia en los foliculos, hecho que favoreceria la expresion de los

receptores a FSH y por tanto la division mitética de las células de la granulosa. Se ha sugerido

que el RE es necesario para modular y mantener la salud de los foliculos (Fitzpatrick y col.,

1999), lo que explicaria que en los animales inyectados con el antagonista-REa, la atresia de los

foliculos no se altera. Por otra parte, la unién del estradiol al REB no estaria involucrado en la
regulacion de la esteroidogénesis, ya que en estos grupos experimentales la concentracion de
estradiol y progesterona no se modificé respecto al grupo inyectado con DMSO o al de ratas
intactas pero si se altera la atresia folicular, ya que ésta aumenta en foliculos preovulatorios, lo
que apoyaria la idea propuesta por Fitzpatrick y colaboradores (1999).

Aparentemente, el estradiol al unirse al REo regularfa de manera asimétrica el
crecimiento folicular y por lo tanto el nimero de ovocitos liberados, ya que en el dia del
sacrificio, el dia del estro, disminuy6 el numero de foliculos preovulatorios y aumenté el nimero
de ovocitos liberados sélo en el ovario derecho de las ratas tratadas con el antagonista al REa.
Se desconoce como es regulada la expresion de los REa en el ovario pero es posible que sea
por sefales nerviosas diferenciales entre uno y otro ovario, lo que explicaria el efecto asimétrico
antes seflalado. Toht y col. (2007) muestran que hay mayor nimero de conexiones entre el
cerebro y el ovario izquierdo que con el derecho.

Este papel funcional asimétrico del REa pareceria ser constante ya que también se

observo en los animales inyectados con el antagonista al REa en el dia del proestro, lo que
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apovyaria la idea de diferente manifestacion de este receptor entre los ovarios, expresada como
cantidad de receptores, afinidad o funcién. Esta asimetria quiza se manifieste por la disminucién
en la concentracién de la LH en la tarde del proestro en comparaciéon con los animales
inyectados con el DMSO.

Con base en los resultados obtenidos por el bloqueo de los REJ sugerimos que en
diestro-1, la activacién de este receptor regula de manera estimulante la secrecion preovulatoria
de estradiol. Dado que la caida en la concentraciéon de estradiol cuantificada en la mafiana del
proestro (09:00 horas) no altero la secrecién preovulatoria de ambas gonadotropinas en la tarde
de este dia, podemos pensar que el “pico” preovulatorio de estradiol se retraso.

Este hecho nos lleva a sugerir que el ciclofenil actué principalmente sobre los REB del
ovario. Por estudios de inmunohistoquimica e hibridacién 7z situ, se ha mostrado que este
receptor esta presente en las células de la granulosa de foliculos en crecimiento pero dicha
inmunoreactividad es mayor en los foliculos preovulatorios (Byers y col, 1997, Wang y col,
2000). Con base en estos resultados sugerimos que los REJ regularfan de manera estimulante la
secrecion de estradiol, quiza al regular la sintesis de receptores a la FSH, la cual en turno
regularia la actividad aromatasa de las células en la granulosa.

La distribuciéon de los foliculos en los animales inyectados en diestro-1 con el
antagonista a los RE@ no cambio significativamente sino hasta la mafana del estro esperado;
dia en que disminuyeron los foliculos pequefos. Es posible que la falta de actividad del REB en
las células de la granulosa regulara a la alta la sintesis del RE« y, en consecuencia se detuviera el
crecimiento de estos foliculos. Se ha mostrado que después de secrecion preovulatoria de la LH
en el dia del proestro, la expresion del ARNm del REB disminuye en los foliculos de la
granulosa de los foliculos preovulatorios (Byers y col, 1997).

Se ha sugerido que debido a que el RE esta presente exclusivamente en las células de la
granulosa, el estradiol por medio de este receptor regularia el crecimiento y maduracién de los
foliculos (Sar y Welsch, 1999). Nuestros resultados no apoyan esta hipotesis.

El bloqueo de los REB en proestro no modificé ninguno de los parametros estudiados
cuando los animales son sacrificados en la tarde de este dia, sin embargo en la mafiana del estro,
se observé disminucion del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo, del peso de
ambos ovarios y del utero. Una posible explicaciéon a estos cambios es que el REJB regule
mecanismos relacionados con el proceso ovulatorio y con la expresiéon de receptores a FSH en
los foliculos que entraran en crecimiento como resultado del estimulo provocado por el pico de
FSH que se da en el dia del estro (Freeman 1994). La disminucién del peso del dtero podria
estar relacionado con el retraso del “pico” de estradiol que suponemos haya ocurrido, ya que

este 6rgano refleja de forma paralela los cambios en la concentracion del estradiol. Por medio de
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hibridaciéon 7 situ en uteros de ratas en las diferentes etapas del ciclo estral, se mostré que la

expresion del ARNm para el REx es del doble en el dia del proestro que en diestro-1, y no
cambia en las otras dos fases del ciclo, mientras que el ARNm del RE} se mantiene constante
durante el ciclo estral (Wang y col, 2000). Aun cuando por estudios inmuni-histoquimicos se
mostré que en el utero la expresién del REa se manifiesta en las células glandulares, musculares,
del estroma y epiteliales del endométrio, mientras el REP se localiza en el endométrio y en el
nucleo en las células del epitelio glandular, es posible que el papel que ejerce el estradiol al unirse
al REa no este relacionado con sus funciones proliferativas sobre el utero, como ocurtiria con el
RER, ya que al bloquear este receptor en diestro-2 o en proestro se observaron cambios en el

peso de este 6rgano.

A partir de los resultados obtenidos por la inyeccién del vehiculo en el dia del diestro-1,
sugerimos que la inyecciéon del DMSO estimula la liberacién ambas gonadotropinas. Dicho
efecto estimulante sobre la liberacion de FSH se manifiesta hasta la mafana del proestro, sin
que se modifique la secreciéon preovulatoria de la tarde de este dia. El efecto estimulante del
DMSO sobre la LH ocurre durante la secrecion preovulatoria, ya que la concentracion de esta
hormona en los animales inyectados con DMSO es el doble de la observada en el intacto,
aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa. Estos resultados nos permiten
sugerir que este vehiculo podria estar actuando en tres sitios del eje reproductor: sobre el
hipotalamo, sobre la eminencia media, sobre la hipéfisis o todos a la vez. Para analizar si sus
efectos son en el hipotalamo, se sugiere medir el acido ribonucléico mensajero (ARNm) de la
GnRH en el area predptica-hipatalamica anterior a las mismas horas del disefio experimental.
Esta estimulacién de la secrecion de gonadotropinas no afecta las funciones del ovario, ya que
en el dia del proestro, la concentraciéon de estradiol y progesterona no se modificaron, ni el
numero de ovocitos liberados, ni el peso de los ovarios ni del utero.

En el dia del proestro, el DMSO estimul6 la secreciéon de estradiol y de LH, ya que
cuando estas hormonas se cuantificaron a las 17:00 horas del proestro, ambas hormonas
aumentaron 150% de la concentracién del grupo de animales intactos. Este efecto estimulante
del DMSO podria ser explicado por medio del siguiente mecanismo:

En el ovario, al estimular la sintesis de estradiol, la que aparentemente se prolongé hasta
la tarde del proestro, ya que en esta cepa de ratas, la concentracion de estradiol aumenta de las
09:00 a las 13:00 horas de este dia del ciclo (Dominguez-Gonzilez, 1998). Sin embargo, otra
posibilidad es que se haya retrasado el “pico” de estradiol hasta las 17:00 horas del proestro por
efecto de la inyeccion del DMSO.
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Esta secrecion de estradiol estimularfa la frecuencia y amplitud de los pulsos de
liberaciéon de LH desde la hipéfisis, ya que se ha mostrado que el estradiol que es secretado en
este dia, aumenta la frecuencia y la amplitud de los pulsos de LH (Freeman, 1994), o que este
efecto en la hipdfisis sea consecuencia del aumento en la frecuencia de los pulsos de secrecion
de la GnRH, ya que pulsos de GnRH menores a 60 min estimula la sintesis del ARNm de la
cadena 3-LH (Freeman, 1994), lo que facilitaria la sintesis de LH.

Dado que el antagonista del REa disminuy6 significativamente los efectos provocados
por el DMSO sobre la secrecion de la LH, llevando las concentraciones de esta gonadotropina a
valores semejantes a los observados en animales intactos, sugerimos que en la mafiana del
proestro, el estradiol unido a los REa regula de manera estimulante la expresion de los
receptores a GnRH en la hipdfisis (efecto de imprimacion del estradiol sobre los gonadotropos),

ya que se ha seflalado que pulsos de secrecion de GnRH cada 30 min provocan altas

concentraciones del receptor a la GnRH en la hipéfisis y sintesis del ARNm de la cadena 3 de la

LH, mientras que pulsos de baja frecuencia, cada 2 horas, resulta en bajas concentraciones del

receptor de GnRH vy sintesis de la cadena B de la FSH (Jeong y Kaiser, 2006). En cambio, el
ciclofenil no parece participar en los mecanismos de regulacion de la secrecién de las
gonadotropinas.

La disminucién del peso del utero observada en los animales inyectados con DMSO en
diestro-2 o proestro indicarfan alteracion en esteroidogénesis en el ovario, ya que el utero es un
o6rgano blanco tanto de progesterona como de estradiol que ejercen efectos troficos sobre el
tejido de éste 6rgano (Gray y col., 2001). Ademas este hecho confirma la idea de que los efectos
producidos por cualquier manipulacién experimental dependen del dia del ciclo estral en que se
lleven a cabo.

Considerando los efectos producidos por el DMSO y con base en los resultados
obtenidos por la inyecciéon subcutinea del antagonista a los REa en el dia del diestro-1,
sugerimos que la activacion de estos receptores por la unién del estradiol detiene el crecimiento
de los foliculos pequefios, lo que se reflejara en el numero los ovocitos liberados, ya que cuando
se bloquearon estos receptores observamos disminuciéon del numero total de foliculos medidos
y una correlaciéon entre  disminucién de los foliculos pequefios (<390 um), aumento de los
medianos (391 a 500 um) y aumento del nimero de ovocitos liberados. El inicio del crecimiento
de los foliculos primordiales es independiente del efecto modulador de las gonadotropinas, es
decir que su diferenciacién y crecimiento depende de factores como el factor de crecimiento §3
(TGE-B), el factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-1) (Adashi y col. 1989), el factor
de crecimiento epidermal (EGF) (Greenwald y Roy, 1994).
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Conclusiones

1. El nimero de ovocitos liberados es regulado por estradiol al unirse al RE«, efecto
que cambia durante el ciclo estral.

2. En la fase del diestro-1, el estradiol por medio de su unién a los REx regula de
manera inhibitoria el crecimiento folicular y el nimero de ovocitos liberados. Por
el contrario, en proestro, el estradiol unido a los REa estimula el nimero de
ovocitos liberados.

3. En la fase del diestro-1, el estradiol al unirse a los REP estimula la secrecion
preovulatoria de estradiol. Mientras unido a los REa no la modifica.

4. En la fase de diestro-2, el estradiol al asociarse al REf} regula de manera inhibitoria
el peso del utero; mientras que en el proestro su papel es estimulante.

5. En el dia del proestro, el bloqueo de los RE« inhibe la secrecion preovulatoria de

la LH pero no la de la FSH.
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