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Marco Tedrico

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

El hipotalamo y la hipéfisis conforman una unidad funcional cuya comunicacion se establece por diversas
hormonas peptidicas entre las cuales se encuentra, la hormona liberadora de la gonadotropinas (GnRH, por sus
siglas en inglés), cuya “secrecion es modulada por hormonas esteroides, péptidos, opiodes, neurotransmisores y
aminoacidos” (Yao y Bahr 1999). La GnRH es secretada por neuronas localizadas en el area predptica (POA) y en
el area hipotalamica anterior (AHA), cuyos axones establecen contacto con los capilares y venas del sistema porta
hipotalamico-hipofisario, donde liberan la GnRH la que es transportada a la hipéfisis anterior donde estimula de
manera pulsatil la secrecion de dos hormonas glucoproteicas: la hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas

en inglés) y la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés).

Las gonadotropinas son glicoproteinas constituidas por dos subunidades; la alfa () y la beta (3). La actividad de

estas hormonas requiere de la asociacion de ambas subunidades, las que son sintetizadas y combinadas en los

gonadotropos de la hipéfisis anterior. (Perin 1999, Schwartz 2000)

Las gonadotropinas actiian sobre el ovario, donde regulan el crecimiento y la diferenciacidn de los foliculos,

la secrecion de hormonas esteroides (estrdgenos, progesterona y androgenos) y péptidos (inhibina, activita, entre

otros), la ovulacion y la formacion del cuerpo liteo. (Arimura 2000 Fink 2000 Halisz 2000; Levine 2000)

HIPOTALAMO

El hipotélamo es una estructura bilateral que se localiza en la base del diencéfalo, debajo del talamo y esta
dividido por el tercer ventriculo en una porcion izquierda y una derecha. Esta delimitado en la parte anterior por el
quiasma dptico y en la parte posterior por los cuerpos mamilares (McGeer 1987) lateralmente esta rodeado por el

subtalamo, centralmente por la lamina terminal y en la parte dorsal por la comisura anterior. (Sverman 1994)

(Figura 1y 2).
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El hipotalamo desempefia funciones nerviosas, endocrinas y vegetativas. Esta constituido de células
nerviosas o neuronas con sus prolongaciones, axones o dendritas, células gliales o de sostén y una rica red vascular.
Las neuronas forman grupos celulares bien demarcados conocidos como niicleos, o agrupaciones no muy bien

delimitadas conocidas como areas. (Morris 1996; Palkovits 2000)
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Segiin Palkovits, el hipotalamo se divide en cuatro regiones organizadas rostro-caudalmente: el area

predptica (POA), el hipotalamo anterior, el hipotilamo medio y el hipotalamo posterior (Figura 3).

AREA PREOPTICA: Desde el punto de vista funcional se le considera parte del hipotilamo aunque su origen

embriologico es diferente, en la rata esta area ocupa una cuarta parte del total del hipotalamo e incluye el nicleo

preoptico medial, el niicleo predptico periventricular y el organo vasculoso de la lamina terminal.

HIPOTALAMO ANTERIOR: Es una continuacion del area predptica. La parte medial esté formada por los

niicleos periventricular, supraquiasmatico, hipotalamico anterior y paraventricular; la parte lateral contiene el niicleo

supraoptico.

HIPOTALAMO MEDIO: En el hipotilamo medio se reconocen tres zonas: media basal, dorsal y lateral. La

zona media basal incluye la eminencia media y los niicleos arcuato y ventromedial; la zona dorsal es ocupada

completamente por el nicleo dorsomedial; al borde de la zona medial y lateral se localiza el niicleo perifornical.
La eminencia media situada en la base del tallo hipofisiario en su capa externa recibe a los capilares del
sistema portahipofisiario, donde las neuronas parvicelulares depositan hormonas hipotalamicas que regulan el

funcionamiento de la adenohipofisis, por lo que esta region también se le conoce como zona hipofisiotréfica.

HIPOTALAMO POSTERIOR: Representa una pequefia parte del hipotalamo y también se le conoce como

region premamilar. Incluye los nicleos: Premamilar dorsal y ventral, tuberomamilar, supramamilar, hipotalamo

posterior y niicleo arcuato.
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Figura 3. Corte sagital del cerebro de la rata, que muestra la distribucién topogréfica de los niicleos y areas del hipotalamo. A: Hipéfisis
anterior, AC: Comisura anterior, AH: Niicleo hipotalamico anterior, AR: Nicleo arcuato, Bn: Base del niicleo de la estria terminal, DL:
Area hipotalamica dorsolateral DM: Nicleo dorsomedial, DP: Nicleo dorsal premamilar, I: Lobulo de la hipéfisis intermedia, LT:
Niicleo lateral tuberal, MB: Cuerpo mamilar, ME: Eminencia media, MP: Niicleo predptico medial , PE: Nicleo hipotalimico
periventricular, PF: Nicleo perifornical, PH: Nicleo hipotalamico paraventricular, PP: Niicleo predptico periventricular (medio), PS:
Tallo hipofisiario, PV: Nicleo paraventricular, RC; Area retroquiasmatica, SC: Nicleo supraquiasmatico, SM: Ncleo supramamilar, SO:

Nicleo supradptico, TH: Talamo, VM: Nicleo ventromedial, VP: Nicleo premamilar ventral (Palkovits 2000).

La porcién del hipotilamo en la que nos enfocaremos en este estudio es el area POA-AHA, localizada en la

parte rostral 0 anterior del diencéfalo. (Figura 4)

POA-AHA izquierda I _ POA-AHA derecha

Corte Coronal
Figura 4. Zona de estudio: Area Predptica Hipotilamica Anterior (POA-AHA), parte izquierda y derecha.

Konig JF y Kilppel RA. The rat brain a steroataxic Atlas of the Forebrain and Lower Parts of Brain Stem.New
York:. Krieger Publishing Co. Inc; 1967.
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El hipotilamo tiene varias funciones, algunas de las cuales son: regular las funciones de la hipéfisis,
modular los mecanismos que regulan la temperatura corporal, los ritmos bioldgicos, el balance electrolitico,
controlar las conductas emocionales (miedo, ira, euforia) y regular el hambre, sed, agresion y motivacion sexual
(Brown 1994). La comunicacion neuroendocrina que mantiene con la hipdfisis al secretar neurohormonas que

actiian sobre las células de la adenohipdfisis o que son acumuladas en las terminales que la inervan 1.

Las neurohormonas liberadas por las neuronas del hipotilamo son: la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), hormona liberadora de la corticotropina (CRH), hormona liberadora de la tirotropina
(THR), hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), hormona inhibidora de la liberacion de la

hormona de crecimiento (GHIH) y el factor inhibidor de la liberacion de la prolactina (PIF) (Aurimura 2000; Brown
19994 Halisz 2000).

Las hormonas hipotalamicas son trasportadas a lo largo de los axones y liberadas de las terminales
nerviosas dentro del plexo primario de los capilares del sistema de vasos portal hipofisiarios (4rimura 2000). Estos
capilares sanguineos se conocen como sistema portal hipotalamo- hipofisiario y derivan de las arterias hipofisiarias
superiores, se unen y forman las venas portales hipofisiarias, que corren a través del tallo hipofisiario, hasta llegar a
la parte distal de la adenohipofisis, donde forman un plexo secundario de vasos llamado sinusoides hipofisiarios
(Fink 2000) (Figura 5). Una vez que las neurohormonas alcanzan la parte distal de la adenohipéfisis interactiian con

sus respectivos presentes en las células (4rimura 2000).

1. La neurosecresidn consiste en la sintesis de neurofiormonas o neurotrasmisores en los ribosomas citoplasmaticos, el almacenamiento de los
mismos en forma de gramulos en el aparato de goler y trasporte, mediante flyo axonal a fa ferminal nerviosa para secrecidn, ya sea a un vaso
sanguineo (neurohormona) o a olra neurona a fravés de una sinapsis (neurolrasmisores).
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Snell, Richard. Embriologia médica. 2° edicion. Madrid: Nueva
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La participacién del hipoalamo en la funcidn reproductiva es por intermedio del dacapéptido GnRH (pyro-

Gu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NHy) el cual regula la secrecién de las gonadotropinas (FSH y LH) en la

hipfisis (Fink 1988). Mediante técnicas de histofuorescencia e inmunohistoquimica se han identificado a los

nicleos predptico medial, anterior y arcuato, asi como el septo y la estria termial como las areas donde se

concentran las neuronas secretoras de GnRH (Figura 6).
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En el hipotalamo se localizan dos centros de regulacion de la secrecion de las gonadotropinas, el centro
tonico formado por las neuronas GnRHérgicas que se localizan en los nicleos ventromedial y arcuato, que regula la
secrecion continua de la hormona, y un centro fasico ubicado en el area predptica, el niicleo supraquiasmatico y el

hipotalamo anterior, que regula la liberacion ciclica preovulatoria de las gonadotropinas que ocurre el dia del

proestro en la rata adulta (Fink 1956,1985: Palkovits 2000).

HIPOFISIS

La hipéfisis es una glandula que se localiza en la base del encéfalo, al que esta unida por el tallo pituitario,

esta alojada en el hueso esfenoides y cubierta por la duramadre (nk 2000).

Desde el punto de vista anatomico, en la hipéfisis se describen cuatro zonas. 1) La pars anterior o distal,
que junto con la pars intermedia forman la adenohipofisis, que es la que ocupa la mayor parte de la glandula, 2) la
par tuberalis, una proyeccion de la adenohipéfisis que se extiende hacia arriba siguiendo la parte anterior y lateral
del tallo pituitario, donde se observan los vasos sanguineos del sistema parta hipofisiario. 3) la pars intermedia,

cuyo desarrollo varia en las especies estudiadas. 4) la pars posterior o nerviosa (neurohipéfisis) cuya localizacion

también varia con las especies estudiadas (Stevens y Steven 1995, Fink 2000 Ross 2005) (Figura 7).
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Diagrama esquematico de un corte sagital de la hipéfisis de Alosa sapidissima donde se muestra la distribucion de las distintas
células adenohipofisarias.
RPD, rostral pars distalis; PPD, proximal pars distalis; PI, pars intermedia; NH, neurohipofisis.

Cavidades (=), Células de PRL (), ACTH (o), GH (€3), GTH ( A\, TSH(J), SL(e) y MSH (A)

Figura 7. Imagen tomada de Laiz Carridn (tesis de licenciatura, Universidad de Cadiz, 2009)
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Las células de la parte distal sintetizan y secretan diferentes hormonas y reciben su nombre en funcion de
la hormona que secretan: las adrenocorticotrdpicas que secretan la ACTH, las tirotropas que secretan la tirotropina
u hormona estimulante de la tiroides (TSH), las gonadotropas que secretan LH y FSH, las somatotropas que secretan
la hormona de crecimiento (GH) y las mamotropas que secretan la prolactina (PRL). La parte intermedia sintetiza y

secreta la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) y en la parte nerviosa se libera oxitocina y vasopresina

(Ver tabla 1) (Brown 1994).

Tabla 1. Hormonas que secreta la hipéfisis

Lobulo Hormona Organo Diana Accion
TSH Tiroides Estimula el Tiroides
ACTH Corteza suprarrenal ||Estimulacion de la corteza suprarrenal
STH Todos los drganos  |[Estimula el crecimiento
Estimula la secrecion de testosterona y la
. |LH (onadas
Adenohipéfisis ovulacion.
Maduracion del foliculo ovarico y
FSH Gonadas . .
formacion de espermatozoides
. Crecimiento de las mamas, secrecion de
Prolactina Mamas
leche
Antidiurética Rifiones Reduce la orina producida
Neurohipéfisis o . Contracciones del dtero en el parto y
Oxitocina Utero y mamas

produccion de leche en las mamas
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En la adenohipéfisis, la GnRH se une a receptores de membrana especificos que se localizan en los
gonadotropos y estimula la sintesis y liberacion de FSH y LH (Stgilleoric 1994). La liberacion preovulatoria de las
gonadotropinas ocurre por el incremento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos de secrecion de la GnRH al

sistema portal, asi como el aumento progresivo de la sensibilizacion de los gonadotropos a este decapéptido, el cual

es inducido por los estrdgenos asi como por la misma GnRH (#2izk 2000: Eve y Rett 1994). (Figura 8)

Hipotalamo
P Neuronas GnRHérgicas

Quiasma T,
optico

MNeurchipofisis

Sistema /
vascular

portal
Adenohipofisis

Figura 8. Esquema que muestra a la hipdfisis y su conexion anatdmica con el hipotalamo mediante el sistema portal de vasos

sanguineos, lugar donde se liberala GnRH que es sintetizada en el hipotilamo y de esta manera pasa a la hipéfisis (Halaz, 2000).

La GnRH interacciona con el receptor localizado en la membrana de los gonadotropos de la hipéfisis
anterior. Diversos estudios han mostrado que el nimero de receptores varia a lo largo del ciclo estral de la rata,
encontrandose una mayor cantidad en la mafiana del proestro, precediendo al pico de liberacion de LH que se da en

la tarde del mismo dia.

Este aumento esta determinado, en parte, por la misma GnRH, ya que se ha visto que su administracién o
su incremento en los animales castrados provoca un aumento en el nimero de receptores. También, el patrn de

libracion es un factor importante, ya que el nimero de receptores disminuye al aumentar o disminuir la frecuencia de

los pulsos normales de GnRH (Aatf 7955).

10
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Las sefiales hipofisiarias la FSH y LH modulan la sintesis y liberacion del estradiol y la progesterona por los

ovarios, que influyen directamente en estructuras cerebrales donde modulan la conducta y la fisiologia reproductiva

(Kalra 1983).

GuRH Y NEURONAS GnRHERGICAS

Localizacion

Las neuronas GnRHérgicas son células muy especializadas que representan la salida de informacion de una
red neuronal integrada, que el cerebro utiliza para generar la secrecion pulsatil de las gonadotropinas por la
hipéfisis.

Mediante técnicas de histofluorescencia e inmunocitoquimica se han identificado a los nicleos predptico
medial, anterior y arcuato, asi como el septo y la estria terminal; como las areas donde se concentran las neuronas

secretoras de GnRH.

Este tipo de neuronas no forman agregados, sino redes laxas y difusas. La red més importante por su
participacion en el control de la secrecion de las gonadotropinas se extiende desde la banda Diagonal de Broca hasta
el area septal, atravesando el nicleo de la estria terminal y las areas predptica medial y lateral, hipotalimica
anterior, el niicleo periventricular y la zona retroquiasmatica del diencéfalo. También forman parte de este continuo

las neuronas secretoras de GnRH ubicadas en el hipotalamo lateral y el niicleo supradptico.

Las principales vias de neuronas GnRHérgicas en el sistema nervioso central son:

4 La septo-preoptico infundibular
4 La de la region pericomisural
4 Las vias a drganos circunventriculares

4 Las que proyectan a zonas extrahipotalamicas
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Las neuronas GnRHérgicas del hipotalamo lateral y el nicleo supradptico, proyectan sus axones hacia la
eminencia media por las vias septo-predptica infundibular y septo predptica. En todas las especies, la via mas
importante de fibras GnRHérgicas es la septo-predpica infundibular, la cual es la via comiln que participa en la
regulacion de la funcion secretora de la hipofisis. Este paquete se bifurca cerca del area predptica (POA), donde
principia el tercer ventriculo y proyectan sus axones por el fasciculo retroflexo hacia areas extrahipotalamicas como

la amigdala, el complejo mamilar, el area tegmental ventral, el cerebro medio, el rafé y la region periacueductal

(Jennes 1955).

Al parecer, estas proyecciones participarian en la regulacion del comportamiento sexual de los roedores, ya
que la administracion de GnRH directamente en POA potencia el reflejo de lordosis. En los roedores, el nimero de

neuronas GnRHérgicas es variable, yendo desde un promedio de 356 neuronas en el hamster hasta 560 o 300

células en la rata (Yellon 1990).

En la rata, la GnRH es sintetizada por neuronas GnRHérgicas que se localizan en la banda diagonal de
Broca, en el area septual, el nicleo de la estria terminal y en algunas areas del diencéfalo, que incluyen el nicleo
periventricular, el POA, media y lateral, el AHA y la zona retroquiasmatica. Algunos grupos de neuronas

GnRHérgicas se localizan en el hipotalamo lateral y en la parte dorsal del niicleo arcuato.

Citologia de las neuronas GnRilérgicas
En la mayoria de las especies, las neuronas GnRHérgicas tienen forma de huso o fusiformes, con un

diametro maximo entre 10 y 20 pum. El proceso dendritico se extiende sin ramificarse desde uno o ambos polos de

la célula y los axones emergen directamente del soma o de una denditra. (Sokolovsky 1951).
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Estudios ultraestructurales de las neuronas GnRHérgicas de la rata muestran la existencia de dos tipos
principales de neuronas, las de contorno liso, como las descritas anteriormente, y las espinosas, estan iltimas se

subdividen a su vez por el niimero de espinas que presentan. (Figura 9). (Jones RE' 1990 Klein 1997 Xu 1982).
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Figura 9. Esquema que muestra las tres diferentes morfologias de la neurona GnRHérgica. A) Muestra dos células lisas
pequeiias de la banda de Broca en el cerebro del mono. B) Se aprecian tres células en el area preoptica, estas células tienen un nimero
primario de dendritas y una apariencia triangular. C)del cerebro del mono se puede apreciar dos neuronas con dendritas que se

extienden y son de forma irregular. (Tomada de Ann-Judith Siverman. The Gonadotropin-Releasing Hormona ;1994.)

Las neuronas GnRHérgicas tienen el nicleo localizado en el centro del soma rodeado por un borde delgado
de citoplasma, que se alarga y extiende dando origen a los conos de las denditras principales. El niicleo contiene uno
o dos nucleolos, y la membrana nuclear generalmente esta indentada. El citoplasma tiene varios saculos de reticulo
endoplasmico rugoso y uno o los saculos de Golgi y granulos neurosecretores. En las terminales sinapticas, la GnRH

se encuentra en granulos de 120 nm unidos a la membrana plasmatica (Sokolovsky 1981).
Las neuronas GnRHérgicas secretan a la GnRH de un manera sincronizada y pulsatil. Los axones de estas

neuronas son proyectados a varias regiones del cerebro, donde el decapéptido actiia como neurotransmisor o

neuromodulador de las funciones reproductivas (Ylloa-Aguirre y Timossi 2000).
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GnRH

Fstructura

La GnRH identificada en los mamiferos es un neuropéptido pequefio constituido por diez aminoacidos cuya

secuencia es la siguiente (Ylloa-aguirre y Timossi 2000):

oyroGiuL His?-Trp®-SerdlTry -@Pro"-ﬂly—NHz

En diversas especies, se han identificado dos o mas formas de GnRH. Una forma de origen hipotalamico

(GnRH-I), la cual varia en estructura entre diferentes especies y una forma extra-hipotalamica que actiia como un

neuro-modulador, y que actualmente se le conoce como GnRH Il (Fanagan 1997).

En el cerebro medio de los vertebrados la molécula de GnRH-Il se encuentra en cantidades
significativamente mayores fuera del cerebro, hasta 30 veces mas, y se ubica principalmente en el rifidn, la médula

dsea y la prostata (' Wise PM. 1951). La secuencia de aminoacidos de la GnRH-1I es la siguiente:

pyroGlu‘-HisZ-TrplSer“-Hisﬁ-GlyE Pro’-Gly-NH,

Esta forma de GnRH-1I fue aislada originalmente del cerebro de la gallina, y junto con la GnRH-I regulan la
liberacidn de las gonadotropinas en las aves. Al parecer, la GnRH-II es la isoforma més antigua identificadas hasta

hoy y la mas comiin entre los vertebrados (Rainbow IC. 1950).

Existen al menos 13 formas distintas de la GnRH que han sido aisladas en diferentes vertebrados, una sola

especie posee de dos a tres formas de GnRH que podrian tener distintas funciones a la de estimular la liberacion de

las gonadotropina (Parthar 2002).

14



Marco Tedrico

Gen de la GnRH

La secuencia del gen de la GnRH fue aislada por primera vez en 1984 a partir de una biblioteca de acido

desoxirribonucleico (DNA) gendmico humano y ha aislado el ARNm de la rata, del raton y del hombre.

El analisis de la secuencia de nucledtidos del acido ribonucleico mensajero (ARNm) revela que el
decapéptido GnRH deriva del procesamiento postraduccional de una gran molécula precursora, la prepro GnRH. La
prepro GnRH consiste en 92 aminoacidos con una estructura tripartida: el decapéptio es precedido por un péptido
sefial de 23 aminoacidos y seguido por unma secuencia Gly-Lys-Arg (posicion 11 a 13) esencial para el
procesamiento proteélitico y la activacion del C terminal de las moléculas de GnRH. El ltimo residuo de 56
aminoacidos se conoce como péptido asociado con la GnRH (GAP), el cual puede tener propiedades inhibitorias de

la prolactina.

La GnRH es codificada a partir de un gen inico localizado sobre el brazo corto del cromosoma 8. El gen
humano contiene 4 exones (#zzura 10). El exén 2 codifica la proGnRH, el exon 3 y una parte del exon 2 y el exon 4

codifican la proteina GAP y una larga region 3’ no traducida también es codificada en el exn 4.

—

II T IV

Figura 10. Esquema del gen que codifica para la GnRH
(Tomado de Adelman, 1996)
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Sintesis de GnRH

La molécula de GnRH, puede sufrir cambios conformacionales que le permiten ir desde una forma
completamente extendida hasta una forma altamente enrollada. El analisis tridimensional de la hormona en solucion,
ha indicado que existe un giro B en la posicion 6, que aproxima al carboxilo con la amina terminal, dicha

configuracion tiene una alta afinidad por los receptores GnRH.

Con el empleo de sondas de acido nucleico para la hibridacion in situ del ARNm de la preproGnRH asi
como de antisueros especificos del precursor y especificos del GAP se observa que el procesamiento molecular en
el interior de las neuronas de GnRH ocurre fundamentalmente en el nicleo del cuerpo celular (soma). La sintesis se
inicia con la transcripcion del ARNm en los ribosomas adosados al reticulo endoplasmico rugoso, dicha
transcripcion forma un péptido precursor (pre-pro-GnRH) de aproximadamente 10,000 daltones. El precursor de la
GnRH se corta por accion enzimatica en el reticulo endoplasmico y da origen a la pro-GnRH, que se transfiere al
aparato de Golgi, donde se produce la ruptura proteolitica de la cadena y la elimmacién del par de aminoécidos
basicos. En esta estructura se realiza el proceso de activacion, que consiste en la ciclizacion enzimatica de la
glutamina N-terminal, la ruptura del enlace gly''-gly!® y la amidacion de la glicina en el carbono terminal
(Busby 1987 Charli 1991). Posteriormente, la GnRH y su péptido asociado (GAP) son almacenados en las vesiculas

de secrecion. (Figura 11).

En la rata, la expresion maxima del gen de la GnRH ocurre al medio dia de la fase de Diestro-2 del ciclo

estral y la expresion del ARNm es mayor en el lado derecho de POA-AHA que en el izquierdo (Arteaga Lipez 2003)
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Panamericana; 2001)

Supuesta moiécula precursora
de GnRH (prepro-GnRH)
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Figura 11. Gen de la GnRH y procesamiento de pre-pro-GnRH

procesamiento proteolitico y la amidacion C-terminal de la molécula de GnRH.

Representacion esquematica de la estructura y la secuencia de 92 aminoacidos de pre-pro- GnRH. El decapeptido

(aminoacidos 1-10) ocupa un lugar intermedio entre el péptido sefial y la secuencia Gly-Lys-Arg. La flecha indica el sitio del

Procesamiento molecular del decapéptido de GnRH. En el niicleo el gen de pro-GnRH es procesado a RNAm después de la
transcripcion; el RNAm es transportado hasta el citoplasma del cuerpo celular (soma) donde se genera el péptido pro-GnRH,
después de la traduccion. Un mayor procesamiento conduce a la generacion del decaptido GnRH y del péptido asociado con
GnRH (GAP). Luego la GnRH y el GAP son trasportados hasta las terminaciones nerviosas y secretadas en la circulacion.

(Imagen tomada de Samuel. S.C Yen, MD, Sci Robert et. al. Endocrinologia de la reproduccion, 4 2 ed. Buenos Aires:

Una vez sintetizado el péptido, es transportado en la vesicula hasta la terminal sinaptica que finaliza en la
eminencia media, y ahi es liberado en los vasos del sistema portal hipotalamico-hipofisisario. La liberacion de ésta
hormona se realiza por exositosis en respuesta a cambios en los potenciales de accion de la membrana, que permiten
la apertura de los canales de Ca*2 dependientes del voltaje (Sitzes/993). Como resultado de la entrada de Ca*? se

activan las enzimas proteoliticas que degradan la membrana plasmatica, de tal forma que el péptido es liberado

(Charli 1991).
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En la adenohipofisis, la GnRH se une a sus receptores membranales en los gonadotropos y activa a la
adenilato ciclasa y a la fosfolipasa C. Como resultado de la activacion de estos sistemas enzimaticos, se forman
moléculas que actilan como segundos mensajeros, entre los que se encuentran la adenosina mono- fosfatada ciclica

(AMPc), el fosfatidil inositol (IP), el diacil glicerol (DAG), asi como la movilizacion de calcio extra e intracelular.

Estos mensajeros activan el sistema de proteinas cinasas C, lo que se traduce como estimulo en la sintesis

de la FSH y LH (Conn 1993 Fink 1995).

En la rata, la cantidad de GnRH en el lado derecho del hipotalamo medio basal es significativamente mayor
que en el izquierdo. Es posible que esta asimetria esté definida por el momento y el tipo de participacion de los

diversos sistemas de neuro-secrecion que regulan la sintesis y liberacion de la GnRH (Gerendar 1979).

Receptores a GnRH

Los receptores a GnRH son proteinas de membranas con un peso molecular de 136.356 daltones. Consta
de 7 dominios transmembranales y se caracterizan por movilizar calcio. El nimero de receptores a GnRH cambia
durante el ciclo estral pero no su afinidad. El nimero miximo de estos receptores en la hipéfisis se da

inmediatamente antes del “pico” preovultorio de gonadotropinas para disminuir posteriormente.

La gonadectomia puede aumentar el nimero de receptores cuando la conexién hipotalamo- hipéfisis se

mantienen integras; en ausencia de la sefial hipotalamica, el estradiol puede aumentar el nimero de receptores

(Conn 1999, Shivers 1953).

La GnRH liberada en la circulacion portal se une a su receptor de GnRH (GnRH-R) en la superficie celular
de los gonadétropos con alta afinidad (Kj= 0,3 Nm). La presencia de cambios en la concentracion de receptores de
GnRH presentes en la superficie de los gonadétropos suele correlacionarse con alteraciones en la respuesta del

gonadétropo a la GnRH. Un buen ejemplo de ello es el incremento evidente de la sensibilidad a los gonadétropos a la

GnRH que lleva al desarrollo del pico de LH y FSH.
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Regulacion de la Secrecion de GnRH

La liberacion pulsatil espontinea de GnRH de célula neuronales GT-1, expresan una amplia variedad de
receptores y canales regulados por ligandos, con base a su respuesta se ha deducido que la secrecion de GnRH es
regulada por neurotrasmisores (acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina), aminoacidos (acido gama amino

butirico (GABA), acido glutamico, aspartato, glicina), opiddes, péptidos y hormonas esteroides (Norris 1997).

En roedores, el esteroide con mayor actividad biologica que regula la secrecion de la GnRH es el 17[3-
estradiol. En las hembras, pueden tener un efecto estimulante o mhibitorio sobre la secrecion de GnRH en funcién de
la etapa del ciclo estral, aunque en gran parte del ciclo los estrogenos tienen efectos inhibitorios dando como
resultado la disminucion en la secrecion de LH. (Charles 1954, Ching 1982 Drouva 1954; Evans NP 1994
Kraewska 2003). E efecto estimulante sobre la secrecion de GnRH provoca la liberacion preovulatoria de las

gonadotropinas lo que se refleja en un méaximo en las concentraciones plasmaticas de LH y FSH. (Xrajewsts 2003

Legan 1975; Tatcher 1957).

Algunas de las neuronas que sintetizan estas sustancias hacen contacto siniptico con la neurona GnRH. En
el organo vasculoso de la lamina terminal, las terminales GnRHérgicas establecen contactos sinapticos con fibras
serotoninérgicas. En las areas predptica hipotalamica anterior (POA-AHA) existe una comunicacion con terminales
nerviosas dopaminérgicas, GABAérgicas, noradrenérgicas, colinergicas, serotoninérgicas, histaminérgicas, acido
gama aminobutirico, de péptios como sustancia P, somatostatina, neurotensina, neuropéptio Y, péptio YY, péptido
pancreatico, galanina, oxitocina, vasopresina, TRH, CRF, colecistoquinina, angiotesina II, bradiquinina, bombesina,

polipéptido vasoactivo intestinal (VIP), GRH y opiodes (Jemnes 1955).
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Importancia de la GnRH en las funciones reproductoras

La importancia de la GnRH en las funciones reproductoras radica en que las neuronas GnRHérgicas
integran el control de estas funciones en ambos sexos. La liberacion episodica de GnRH desde las terminales
nerviosas localizadas en la eminencia medial del hipotalamo hacia el sistema portal de la adenohipofisis cae en un
patron pulsatil de secrecion de la hormona leutinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Barraclough

1992: Chen ZZ 2001; Karla S.P. 1997 Fzozi Y. 1956). Esta secrecion es originada por el efecto que tiene la GnRH

sobre los gonadotropos de la adenohipofisis al actuar sobre su receptor.

Las fluctuaciones ciclicas en amplitud y frecuencia en la secrecion de GnRH, son responsables de cambios

marcados en el perfil de la secrecion de LH y FSH, ya que altas frecuencias de GnRH estimulan la secrecion de LH,
mientras que las frecuencias bajas estimulan la secrecion de FSH. (Benait J. 1932: Gallo R.V. 1981; Levine JE.
1994: Levine JE. 1980; Levine JE 1991 Lopez F.J. 1991, Suter K.J. 2000 Terasawa £. 1995).

Estos cambios son importantes para el funcionamiento de los ovarios, asi como para la generacion de un
aumento en la concentracion de LH, el cual es conocido como secrecién preovulatoria de LH, necesaria en el proceso
de la ovulacion. (Baur-Danoin A.C. 1995, Cruz ME. 1959; Everett J W. 1948: Bai L. 2001 Batder J. 2000,
Leipheimer R. £ 1954). Segin la especie de mamifero en estudio, los mecanismos que culminan con la ovulacion
ocurren ciclicamente. Para el caso de la rata suceden cada cuatro dias, a este periodo se le dio el nombre de ciclo

estral, el cual se explica a continuacion.

CICLO ESTRAL DE LA RATA

El ciclo estral es una cascada de eventos conductuales y hormonales que son progresivos, sincronizados y

repetitivos que depende de la liberacion ciclica de la gonadotropinas y las hormonas ovaricas (Dominguez 1991).
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Durante el ciclo estral existe una interrelacion de sefiales que provienen del medio ambiente (visual,
olfatoria, auditiva, etc.), el hipotalamo, la hipéfisis, los ovarios y los drganos sexuales accesorios que estan bajo el
control del sistema nervioso central (SNC). La longitud del ciclo estral depende de las condiciones de luz y

obscuridad en las que se mantienen los animales (Xzobd! £. 1950).

La receptividad sexual de la rata hembra se presenta cada cuatro o cinco dias y el intervalo entre cada dia
de receptividad recibe el nombre de ciclo estral. Lo mismo ocurre entre cada proceso de ovulacion y en este caso se
habla del ciclo ovulatorio, que tiene la misma duracion. A lo largo del ciclo estral hay cambios hormonales y
conductuales, progresivos, altamente sincronizados y repetitivos, que incluyen una etapa en la que la hembra es
receptiva al macho, denominada etapa de celo. Su duracién es regulada por variaciones en la cantidad de horas luz,

por la ingesta de alimento, la temperatura y la presencia del macho (#ak €. 1958).

El termino “estro” proviene del latin festrus y éste a su vez, del griego oistros, que significa tabano,
aguijon o frenesi. Para su estudio, al ciclo se le dividi en cuatro etapas: Diestro-1 0 metaestro, Diestro-2, Proestro
y Estro.

# Diestro-1 (metaestro): Esta etapa se presenta después de la ovulacion y se le describe como una
etapa progestacional, ya que existe un incremento en la secrecion de progesterona por parte del cuerpo liteo. Las

concentraciones de FSH, LH y estradiol en el suero son bajas.

Se observan foliculos en diferentes etapas de crecimiento y se localizan cuerpos liteos. En el frotis vaginal

el tipo celular predominante son los leucocitos, aunque también se observan algunas células cornificadas o

escamadas (figura 12).

Figura 12. Diestro 1
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4 Diestro-2: Si no se presenta la fecundacion, en esta etapa hay una rapida involucion funcional o lisis del
cuerpo liteo. La concentracion de progesterona disminuye en la sangre. Durante la tarde de este dia, las
concentraciones plasmaticas de FSH y LH se mantienen bajas pero las de estradiol comienzan aumentar en la tarde
de este dia, debido al estimulo de la enzima aromatasa inducido por la FSH en las células de la granulosa en el

ovario.

Solo se presentan foliculos pequefios, cuerpos liteos viejos grandes, producto de las ovulaciones
anteriores. La citologia vaginal muestra leucocitos y aparecen algunas células epiteliares nucleadas, con moco muy

delgado (figura 13). Rgr—

Figura 13. Diestro 2

4 Proestro: En la mafiana de este dia se observa un aumento significativo de la concentracion de estradiol,
estimulo fundamental de la secrecion de la GnRH (14:00 a 15:00 horas), lo que resulta en el aumento de la
liberacidn de FSH y LH, que ocurre en la tarde (17:00-19:00 horas). En esta secrecion preovulatoria la LH induce
la ovulacion. Al igual que la LH, la FSH presenta su maxima liberacion por la tarde (17:00-19:00 horas). En esta
etapa se inicia el incremento en la concentracion de progesterona, lo que favorece la ovulacidn y facilita el

comportamiento sexual, el celo y la copula en la noche de este dia.
Varios foliculos maduran simultineamente y alcanzan su tamafio maximo en este dia del ciclo. En el frotis

vaginal se observan predominantemente células epiteliales nucleadas y ocasionalmente escamas, sin la presencia de

leucocitos (figura 14).
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Figura 14. Proestro

= Estro: En esta fase del ciclo ocurre la ovulacion (en las primeras horas del dia). La concentracion
de estradiol y progesterona en sangre se encuentran basales, mientras que la de FSH muestran un segundo aumento

en la mafiana de este dia, cuyo papel es el reclutar a los foliculos que ovularan en los siguientes ciclos.

En la rata se lleva a cabo la ovulacion en las primeras horas de este dia. En el ovario se pueden observar
foliculos de mas de 1000 pm que no ovularon y que entraron en la fase de atresia, asi como cuerpos liteos recién
formados. En el frotis vaginal se observan predominantemente células epiteliales cornificadas y el itero incrementa

su tamaiio (Figura 15).

Figura 15. Estro
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FSHy LH

La GnRH estimula la secrecion de las gonadotropinas, las cuales llegan a las gonadas por el torrente
sanguineo y se unen a sus receptores de membrana presentes en algunas de las células que conforman a los ovarios
y testiculos. En el ovario, la FSH estimula el crecimiento y la diferenciacion de los foliculos, mientras que la LH
induce la ruptura del foliculo con la liberacion del ovocito (ovulacion) y la formacion del cuerpo liteo. Ambas

gonadotropinas participan en la regulacion de la esteroidogénesis (Fink 1956, 1958 Everett, 1994).

La FSH y LH son hormonas glicoprotéicas sintetizadas por la adenohipofisis y estan formadas por dos
cadenas polipeptidicas (Subunidad ot y [3) cuya sintesis es codificada por genes diferentes (Haisenleder y col,

1994). La cadena ot es idéntica en ambas gonadotropinas, mientras que la [3 es especifica para cada hormona

(Pierce y Parsins 1951).

En la rata, el contenido del ARNm de la cadena o aumenta a las 8:00 horas en el Diestro- 2 y alcanza su
valor maximo a las 20:00 horas, declina abruptamente a la media noche y permanece bajo durante las etapas del
proestro, estro y diestro-1 (Zmedi 1956, Haisenleder y col, 1994). En cambio, el contenido en ARNm de la cadena
3 de LH es bajo en el dia del estro y diestro-1, incrementa a las 8:00 horas del diestro-2, después disminuye y
permanece asi hasta la mafiana del proestro (Zmeii y col 1956). A las 14:00 horas del proestro se presenta un
segundo aumento que alcanza la maxima concentracion a las 17:00 horas y después declina rapidamente. A las
22:00 horas del proestro la concentracion de ARNm es similar a las del estro y diestro-1. El contenido en ARNm de
la cadena 3 de FSH aumenta a partir de las 20:00 horas del dia del proestro, alcanza el maximo a las 2:00 horas del
estro, retorna a concentraciones basales a las 8:00 horas, permanece bajo hasta las 20:00 horas y aumenta a partir
de las 23:00 horas del mismo dia y permanece elevado hasta la tarde del diestro-1, mientras que en el diestro-2 las

concentraciones son menores que las observadas en los dias del proestro y estro (Haisenleder y col 1994).
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Después de la sintesis del ARNm que codifica para las subunidades 3 de FSH y LH, asi como la subunidad
o comiln, la sintesis de las hormonas polipeptidicas se lleva a cabo en los ribosomas. La estructura polipeptidica
resultante es transportada al aparato de Golgi, donde suceden las modificaciones post-traduccionales que consisten
en la glicosilacion (adicion de acido sialico, entre otros carbohidratos, a las subunidaes proteicas o y [3) especifica
de cada gonadotropina y la sulfatacion en el caso de la subunidad [3 de la LH. La adicion de acido silico a los
carbohidratos terminales de las moléculas se realiza en la region “trans” del aparato de Golgi por un grupo de

enzimas que pertenecen a la familia de las glicosiltransferasas, denominadas sialiltransferasas (Baenzigr y Green

1958).

Tanto la FSH como la LH presentan isoformas que se explican por la presencia de grandes cantidades de
acido sialico (monosacaridos con carga eléctrica negativa), lo que ocasiona diferencias en el punto isoélectrico y el
peso molecular. Esta heterogeneidad en las isoformas moleculares influye en su vida media, en la capacidad de

interaccionar con su receptor y en el potencial bioldgico evaluado in vivo e in Vitro (Dufaw y Veldhuis 1957 Wilson

7 col 1990; Ulloa- Aguirre y col. 1995).

Las isoformas acidas de la FSH y LH predominan en la circulacion sanguinea cuando la concentracion de
esteroides gonodales es baja, como ocurre en los animales castrados y en las mujeres menopéusicas. Estas formas
acidas tienen una actividad bioldgica baja y una vida media larga. Las isoformas basicas de las gonadotropinas

predominan en la etapa preovulatoria y tienen mayor afinidad, pero son eliminadas mas rapidamente. (Jlloa-Aguirre

ycol 1995).

En la rata hembra los pulsos de amplitud baja de GnRH elevan los ARNm de la subunidads { de la FSH o

LH, mientras que los pulsos con amplitud alta incrementan el ARNm de subunidad o. (Haisenleder y col 1994).
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ESTRUCTURA Y SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDEAS

Las hormonas esteroides pertenecen al grupo de hormonas derivadas del colesterol. El colesterol posee un
nicleo quimico basico, el ciclopentanoperhidrofenantreno o “niicleo 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 (Figura 16) (0 Malley BW y col
2001).

El colesterol es una molécula hidréfoba, al presentar una cabeza polar constituida por el grupo hidroxilo y

una cola o porcion no polar, formada por el anillo de nicleos condensados y los sustituyentes alfiticos (0 Malley

BWy col 2001).

(iclopentanoperhidrofenantreno Colesterol

Figura 16. Estructura quimica del Ciclopentanoperhidrofenantreno o niicleo esteroide y Colesterol (modificado de

Sanchez-Criado, 2003).

Las células obtienen al colesterol por medio de tres fuentes: 1) del plasma donde el colesterol es
transportado unido a lipoproteinas de alta y 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 (0 Malley BW y
col 2001),
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Las hormonas esteroides se clasifican segiin su estructura quimica y su actividad biologica en: andrégenos
y estrogenos los cuales tienen un nicleo esteroide compuesto de 21 atomos de carbono, agrupados en cuatro anillos

aromaticos, tres ciclohexanos y un ciclopentano (Brown 1999).

El andrdgeno con mas actividad bioldgica es la testosterona, la cual tiene un niicleo esteroide androstano,

que es un compuesto organico con 19 atomos de carbono, con un atomo de oxigeno con doble enlace en la posicion

(3 y un grupo hidroxilo en la posicion C1 (Brown 1999, Burris 1999).

Los estrogenos comprenden la estrona y estradiol; este dltimo es el de mayor actividad biologica. El

estradiol tiene un niicleo esteroide estrano que es un compuesto que contiene 18 carbonos, tiene un grupo hidroxilo

en la posicion C3 como en C17. (Smith 1999).

En la biosintesis de esteroides participan células de la granulosa, de la teca interna, del cuerpo luteo y la
glandula intersticial; se inicia con la transferencia del colesterol al interior de la mitocondria que es realizada por el
StAR (proteina reguladora de la estereidogénesis aguda). En las membranas mitocondriales de las células de la teca
interna, la LH induce la transformacion de colesterol a pregnenolona por la enzima citocromo P450,, (20,22

desmolasa). A partir de la cual la biosintesis sigue dos vias diferentes: A4y As.

En la via A4 la pregnenolona es transformada a progesterona por la enzima 33-HSD; la progesterona es
convertida a la 17cc-hidroxilasa por la enzima citocromo P450 s¢¢ (20,22 desmolasa), la cual es convertida en
androstenediona. Este metabolito es transformado en testosterona por la enzima 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. Las células teco-intersticiales de los foliculos son la principal fuente de andrdgenos ovéricos y
ambos androgenos (androstenediona y testosterona) atraviesan la membrana basal y son incorporados al citoplasma

de las células de la granulosa.
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En estas células la FSH incrementa la actividad del complejo enzimético aromatasas, lo que provoca que los

androgenos sean aromatizados a estrogenos. (Pedernera, 1993: Gore- Langton y Armstrong, 1994).

En la via As la pregnenolona es transformada en 170~ hidrixi-pregnenolona , por efecto del complejo
170t~ hidroxilasa. Después, la Ci7.29 liasa (enzima P450 c17,), transforma en la 17cc-hidroxipregnenolona en
dehidroepiandrosterona (DHEA); esta a su vez es transformada a androstenediona por la enzima 17[3-HDS. A partir

de la androstenediona sigue laruta Ay (Yao y Bakr, 1999).

PROGESTERONA

Generalidades de la progesterona

La progesterona (Ps) (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de hormonas esteroides, su nombre se
deriva del latin: pr: a favor y gestare: llevar, lo que denota el efecto de llevar o sostener el producto de la

concepcion.
Estructura Quimica

La estructura quimica de la Py y de sus metabolitos (derivados hidroxilados o reducidos) es el hidrocarburo
pregnenano, constituido por 21 atomos de carbono (C-21); figura 17. Al igual que otros esteroides, la progesterona

se compone de cuatro hidrocarburos ciclicos interconectados, contiene cetona y grupos funcionales oxigenados, asi

como dos metilos.
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Sintesis de la progesterona

La P4 se sintetiza principalmente en el reticulo endoplasmico Liso de las células del cuerpo liteo, durante el
ciclo mestrual (Hsuelh 1954: Hutchison 1956); otros organos donde también se ha demostrado su sintesis son la

corteza adrenal, la placenta , el testiculo y el cerebro (Zwain y Yen 1999; Ukena 1999).

La sintesis de P, se inicia con la Pregnenolona, un derivado del colesterol. Esta conversidn se lleva a cabo

en dos fases. El grupo 3-hidroxilo se convierte en un grupo ceto y el doble enlace se traslada al C-4 de C-5 (Figura

17).

A colesterol B Pregnenolona C Progesterona

Hyt CH; (',-:HS
C=0

CH; CH;

1 2
H,
20,22 esteriode liasg| 33-0H-esteroide
eslilrogenasa

HO

@)

Figura 17. Biosintesis de la Ps. La biotransformacién de colesterol a P4 implica tres cambios estructurales en la molécula: a) pérdida de
un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena lateral en el C-17 por medio de la enzima 20, 22 esteroide liasa(1), b) la

oxidacion del grupo alcohol en el C-3 por medio de la enzima 3(3-OH- esteroide deshidrogenasa (2) y C) La migracion del doble enlace

del anillo B al anillo A.1) (Gore-Langton, 1988).

Una vez quela Py y sus metabolitos han llevado cabo su funcidn en el organismo, su catabolismo ocurre

en dos etapas secuenciales:
1.- La reduccion en el carbono 20 lo que da lugar a la formacion de 200 y 2083 dihidroprogesterona (con actividad

biologica, que puede ser similar o diferente a la progesterona); posteriormente se reduce el anillo A en los carbonos

3y 5 dando lugar a la formacién de ocho pregnandioles o pregnantrioles.
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2.- La reduccion de los pregnandioles forma glucurdnidos, lo que incrementa la polaridad de la molécula formandose

asi compuestos hidrofilitos que facilitan su excrecion en la orina.

Acciones generales de la progesterona

La P, participa en muchas de las actividades bioldgicas de diferentes tejidos (tabla 2). Sus efectos pueden

ser estimuladores, como en el caso de la liberacion de la GnRH, de la dopamina, en la induccién de la lordosis que es

una conducta de receptividad sexual durante la cual la hembra flexiona su espina dorsal en forma de arco al ser

montada por un macho para darle acceso a la cavidad vaginal; en la sintesis de uteroglobina, en la reaccion

acrosomal y en el fluido de Ca*2 en el espermatozoide. Los efectos de la P4 también pueden ser inhibidores, como en

la contractilidad uterina.

Tabla 2. Acciones Fisioldgicas de la progesterona

Tejido

Funcion

Utero/ Ovario

Liberacion del ovocito
Facilitacion de la implantacion
Mantenimiento del embarazo

Estimulacion de la regeneracion del estroma.

Cerebro

Regulacion de la respuesta sexual
Regulacion de la excitabilidad neuronal y aumento
de suefio

Neuroproteccion.

La progesterona ejerce su accion principalmente a través del receptor intracelular de progesterona, la

membrana del receptor de progesterona obligado también se ha postulado. La progesterona tiene una serie de

efectos fisioldgicos que son amplificados por la presencia de estrégeno.
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ESTROGENOS

Los estrogenos son hormonas ampliamente distribuidas en el reino animal, que estan presentes en hembras

y machos. Los estrdgenos estimulan la proliferacion, el crecimiento y la diferenciacion de las células que los

reconocen (Guyton y col 2001; 0 Malley y Strott 2001).

En la hembra, la principal fuente de estrdgenos son los ovarios, sin embargo, la piel, el higado, la médula
dsea, los tejidos adiposo, nervioso, oseo y muscular y las glandulas adrenales pueden aromatizar androgenos en

estrogenos; también la placenta secreta esta hormona.

Los ovarios secretan 17(3-estradiol y pequeiias cantidades de estrona. La 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 ovarica. El estriol es el producto oxidativo del estradiol y de la estrona, cuya conversion se

realiza en el higado y la placenta (Figura 18) (Brown 1999).

En comparacion con el 17(3-estradiol y la estrona, el estriol es un estrogeno débil. La potencia estrogénica
evaluada por el aumento de peso del iitero de una rata castrada, del 17B-estradiol es 12 veces mayor que la de la
estrona y 80 veces que la del estriol. Considerando estas potencias relativas, el efecto estrogénico del 17[3-estradiol

es mayor que el de los otros estrogenos juntos. Por esta razon se considera que el 17(3-estradiol es el principal

estrogeno (Guyton y col. 2001 Smith 1999).

0 0
CH,OH CH, CH,OH
OH

HO HO HO

Estradiol Estrona Estrigl

Figural8. Estructura quimica de los estrogenos (modificado de Guyton y col. 2001.)
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Estructura quimica

El 173-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 posicion C3 y un grupo {3-hidroxilo o cetona en la posicion C17 del

anillo D (Fig. 16). El anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural, de la cual depende la union selectiva

y la alta afinidad a receptores de estrogenos. (Sinchez-Criado 2003; Smith 1999).

Blosintesis de hormonas esteroides en el ovario.

En la sintesis de estradiol participan dos células, una que a partir de colesterol sintetiza testosterona o
androstendiona y otra con capacidad de aromatizacion que transforma esta hormona en un estrogeno. La conversion
de colesterol se logra por modificaciones estructurales que incluyen hidroxilaciones, pérdida de las cadenas laterales

y la transformacion del anillo “A” (con un doble enlace caracteristico de los andrdgenos) en el anillo aromatico

(fendlico) de los estragenos. (0 Malley BW y col. 2001).

En las especies animales que se han estudiado, el foliculo ovarico es el sustrato anatomico mas importante
para la sintesis del 17[3-estradiol. La biosintesis de estrogenos en esta 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 las

células de la granulosa (Figura 19) (Brown 1999; Sinchez-Criado 2003).

Acetato
LH
Colesterol
Pregnenolona
Progesterona
Androstendiona | —> | Androstendiona
Androstendiona i $
‘[ Testosterona —> | Testosterona
Testosterona
l FSH
Estradiol € Estradiol — Estradiol
Sangre Cel. de la teca Célula granulosa Liquido folicular

Figura 19. Biosintesis de esteroides en los compartimentos del ovario
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La union de la LH a su receptor membranal en las células de la teca interna, induce la activacion del

complejo enzimatico de la desmolasa del colesterol, localizada en la membrana interna de la mitocondria (Sdnchez-

Criado 2003).

La desmolasa es una oxidasa con funciones mixtas, miembro del grupo enzimatico citocromo P-450, que
separa la cadena lateral de colesterol del carbono 17, convirtiendo el colesterol en pregnenolona (constituida de 21

carbonos), por la pérdida de un fragmento de 6 carbonos (reaccion que requiere NADPH y oxigeno molecular)

(0 Malley BW y col. 2001).

La pregnenolona es el precursor de todas las hormonas esteroides. La transformacion de pregnenolona a
androstendiona y testosterona en los mamiferos sucede a través de dos diferentes vias metabdlicas. Estas vias se

han designado como “A®” y A*”, segiin la localizacion del punto de insaturacion (doble enlace) de los compuestos

intermediarios (Figura 20) (Gore-Langton y Armstrong 1994: 0 Malley BW y col. 2001).

Los androgenos: 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 (0 Malley BW

y col. 2001; Sanchez-Criado 2003).

La FSH estimula el proceso de aromatizacion. La conversion de los andrdgenos en estrdgenos requiere que
ocurran tres oxidaciones consecutivas, cada una de las cuales consumen un mol de oxigeno y un mol de NADPH. El
proceso inicia con hidroxilacién enzimatica en el carbono 19, que constituye el paso limitante, y se cataliza por
medio de la 19-esteroide hidroxilasa. A continuacion se introduce un segundo grupo hidroxilo, con la consecuente
eliminacion estereoespecifica de un dtomo de hidrogeno y por la perdida de una molécula de H;0, el diol formado se

transforma en un 19-aldehido. Finalmente el anillo A es aromatizado con la subsecuente remocién del carbono 19

(0 Malley BW y col. 2001; Sanchez-Criado 2003).
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Fig. 20. Principal via biosintética de los esteroides ovaricos (modificado de Sanchez-Criado 2003).
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Funcin de los estrégenos sobre el eje Hpotilamo-Hjpdfisis-Ovario y el Uiero

La funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario es regular los diferentes procesos involucrados con la
reproduccion. Los estrdgenos regulan la secrecion de la GnRH (Siverman y col. 1998), al actuar directamente sobre
la neurona GnRHérgica o indirectamente, por medio de neuronas que se vinculan con ella, localizadas principalmente
en POA-AHA. La funcion estimulante o inhibitoria de los estrdgenos (efectos de retroalimentacion), cambia durante

el ciclo, como resultado de modificaciones en su concentracion en la sangre. Hecho que determina el patron de

secrecion de la GnRH durante la edad adulta (Freeman 1994 Funabashi y col. 2002 Herbison 1995).

En la hipofisis anterior, los estrogenos estimulan la sintesis de receptores a la GnRH en los gonadotropos,
fenomeno denominado sensibilizacion o imprimacion hipofisiaria a GnRH. Este efecto regula la secrecion masiva de

las gonadotropinas antes de la ovulacion, proceso conocido como secrecion pre-ovulatoria de LH y FSH (Siverman y

col 1995 Yen 2001).

En el ovario los estrdgenos, regulan el crecimiento y desarrollo de los foliculos ovaricos durante el ciclo
reproductivo, mediante la estimulacién de la proliferacion de las células de la granulosa de los foliculos pequeios,
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
concentracion de estradiol ¢ ihibina (producidos por el ovario) inhibe la secrecion de FSH, impidiendo la
maduracién de otros foliculos. También actiian en la modulacidn de la producciéon de progesterona por las células de
la granulosa y la produccion de andrdgenos por las células de la teca, y la modulacion de la capacidad
esteroidogénica del cuerpo liteo. Los estrdgenos y las gonadotropinas coordinan la maduracion del foliculo y
ejercen una retroalimentacion estimulante sobre el eje hipotalamo-hipéfisis, lo que induce la secrecion preovulatoria
de gonadotropinas. (Freeman 1994: Greenwald y Roy 1994: MeLean y col. 1989: Yao y Bahr 1999 Yeh y Adashi
2001).
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En el dtero de la rata, los estrdgenos provocan cambios morfoldgicos significativos que incluyen la
proliferacion y la muerte celular en ambos epitelios (luminal y glandular). Estos eventos ocurren en correlacion a los
cambios ciclicos de las concentraciones de hormonas esteroides durante el ciclo estral; cambios que preparan al
dtero para la implantacion del dvulo fecundado. También estimulan la sintesis de receptores a progesterona
(Freeman 1994). A las cuatro semanas de realizar la ovariotectomia, el epitelio presenta signos de apoptosis debido
a la carencia de estrogenos (Gray 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

iitero, lo cual ayuda a propulsar el dvulo hacia el itero (Carsten y Miller 1990).

Las acciones bioldgicas de los estrogenos estan mediadas por un proceso que implica la union de la

hormona con sus receptores (RE) especificos presentes en las células blanco (Brown 1999; Carson-Jurica y col.

1990; Ing 1999).

RECEPTORES A ESTROGENOS

En 1986 se clond el primer receptor a estrogenos proveniente del itero de la rata (RE-ct). Diez afios
después se clond un nuevo miembro de los receptores nucleares en la prostata de la rata (RE-3). Los experimentos
de union o “bainding” mostraron que ambos son especificos para los estrogenos, asi que fueron llamados Receptor a
Estrdgeno alfa (RE-ct) y beta (RE-B) respectivamente. Ambos son productos de diferentes genes y exposicion de

tejidos y células de tipo especifico de expresién
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RE-oe y RE- B pertenecen a la superfamilia de los factores nucleares de transcripcion ligando-
dependientes, con una configuracion quimica especifica para fijar a la hormona. Ambos desempefian un papel
fundamental en miltiples procesos que intervienen en la regulacion central y periférica de la produccion y liberacion

de gametos, el comportamiento reproductivo y el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias en los

mamiferos. (Mangelsdofy col 1995; 0 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 comin. La cual incluye a los receptores de la testosterona, la progesterona, los corticoides, la
hormona tiroidea, las 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 Gustalsson 1996; Enmark y
Gustatsson 1999: 0 Malley y Strott: 2001 Rollerova y Urbancikova 2000).

Los RE constan de seis dominios funcionales: A/B, C, D, E y F (Figura 21). El dominio A/B, localizado en el
extremo amino terminal (ferminal-V )es altamente variable en su secuencia y longitud, contiene una region que

regula la actividad transcripcional, conocida como AF-1 (detivation Function 1), (Enmark y Gustalsson 1999
Rollerova y Urbancikova 2000).

El dominio C es el sitio de unién especifico al ADN, denominado “JNVA binding domaii’ (DBD, por sus
siglas en inglés), el cual constituye una seccion hidrofilica del receptor y es la region ms 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 coordinacion tetraédrica con el zinc,
denominados dedos de zinc. Contiene dos dedos de zinc que tienen interacciones especificas con los elementos de

respuesta a los estrdgenos “estrogen responsive elements’ (ERE, por sus siglas en inglés).
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La unién 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 (/#-bax). En el segundo dedo de

zinc, la secuencia de 5 a 6 residuos de cisteinas conforma la llamada caja distal (/-02), la cual discrimina entre los

ERE con secuencias similares (Znmart y Gustafsson 1999; Rollerova y Urbancikova 2000 Taleisuik 2006).

El dominio D o region de bisagra (“/img’) permite al receptor flexibilidad o alterar su conformacién.
Mediante la técnica de mapeo proteolitico del RE se ha mostrado que una porcion del dominio D es necesaria para
unir un ligando con méxima afinidad. También se ha mostrado que participa en la unién a la proteina chaperona de

golpe de calor hsp90 (feat shock protein 90), la cual permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un

estado inactivo (£mmark y Gustatsson 1999; Rollerova y Urbancittova 2000).

El dominio E ¢ sitio de unién del esteroide o ligando “/gand-binding domaii’ (LBD, por sus siglas en
inglés), consiste en una cadena de aproximadamente 250 aminoicidos, que forman una seccion hidrofdbica, la
cual determina la alta especificidad de la union de la hormona al receptor. Es importante para la dimerizacion del
receptor, la localizacion 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 (Zmmark y Gustalsson 1999

Rollerova y Urbancitova 2000 Tamraz 'y col. 2002).

El dominio F contiene alrededor de 42 aminoécidos, los cuales no son 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 dimerizacion que estan presentes en la region E

(Enmark y Gustafsson 1999; Rollerova y Urbancikova 2000).
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ADN vinculante

ligando vinculante
dimerizacion

Hsp vinculante

transactivacion

silenciador

localizacion nuclear

Figura 21. Funcion de los dominios de los receptores a estrogenos RE y su localizacion. La estructura del
RE puede ser dividida en seis dominios A-F. Las lineas indican la funcion de cada dominio. AF2a funcion de

transactivacién inico para RE. Modificado de: Grandien y col. 1997; MacGregor y Jordan 1998; Weigel 1996.

Subtipos o isoformas de receptores

Se reconocen tres isoformas del receptor a estrdgenos: el receptor alpha (ERa), el receptor beta (ERR) y
el receptor gama (ERy o ERB-2). Los receptores a estrogenos se pueden clasificase 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 en el citosol. (Rollerova y Urbancikova 2000 Taleisuik 2006; Watson y col 1995).

Los receptores a estrogenos también pueden clasificarse por su efecto en la célula como no gendmicos y
genomicos. Los receptores de accion no genomica, 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 ratdn, sin embargo ha sido poco estudiado (Pérez £P. 1995, Rao 1998; Watson y col. 1995).
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Los receptores denominados de accion genémica son aquellos que al unirse a su ligando (la hormona
esteroide) actian como factor transcripcional. Las isoformas REcc y REP son consideradas receptores
intracelulares y sus acciones son sobre el genoma de la célula, por ello también son denominados receptores

nucleares, por su localizacion y accion directa en el nicleo (Znmark y Gustatsson 1999 Rollerova y Urbancikova

2000).

Fecto de Ja unidn de los estragenos al RE de accion gendmica

La unién del receptor con su ligando especifico, provoca la disociacion de las proteinas inhibidoras termo-
inducibles (hsp90 y hsp 70 “/eat shock proteins’), las cuales incapacitan al receptor para unirse al ADN mientras el
receptor esta inactivo y se forma el complejo hormona-receptor. La adicion de la hormona provoca la transformacion

del receptor de tal manera que los dominios funcionales quedan expuestos y permiten la unién del complejo al ADN

(Rollerova y Urbancikova 2000; Weigel 1996).

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 transcripcion", que consiste en la unidn cooperativa de dos receptores a sus elementos de

respuesta. Dos receptores se unen con mayor afinidad que una sola molécula (Znmark y Gustatsson 1999; Rollerova

v Urbanciltova 2000 Tamrazi y col. 2002 Weigel 1996).

Los mecanismos por los cuales los REs regulan la eficiencia de la iniciacién de la trascripcion estan bajo
investigacion, se han reportado tres diferentes procesos o “path ways” posibles (Figura 22), por medio de los

cuales pueden activar los genes diana (Rollerova y Urbancikova 2000).
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En las células que expresan solo uno de los dos subtipos de RE se forman homodimeros del REcx o del
REB. En las células que se expresan ambos RE, puede formarse un heterodimero que contiene una molécula de cada
uno. El complejo hormona-receptor se une generalmente a los ERE como homodimero; la interfase de dimerizacion
se encuentra en LBD y DBD. La repeticion 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 union (Rollerova y Urbancitova 2000 Taleisuik 2006; Tamrazi 'y col. 2002: Weigel 1996).

Posteriormente el complejo hormona-RE es llevado al nicleo de la célula por sefiales de localizacion
nuclear (NSL por sus siglas en ingles). La union 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 union cooperativa de mltiples copias de los ERE

(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 Taleisuik 2006; Weigel 1996).

La funcion fmal 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
transcripcion, 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 transcripcion, o

co-represores que ihiben la activacion de genes y posiblemente desactivan genes activados (Rolerova y

Urbancikova 2000 Taleisnik 2006).

Existen dos tipos de secuencias especificas en el DNA importantes para el inicio de la transcripcion: la
region promotora y la region aumentadora. La region promotora contiene tras regiones; la caja CAAT sitio de union
micial de la ARN polimerasa al DNA, la caja TATA sitio donde se alinea la ARN polimerasa para iniciar la
transcripcion y la region de inicio de la transcripcion. (Rollerova y Urbancikova 2000 Taleisnik 2006; Weigel
1996)
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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 nicleo al citoplasma, por lo que el paso limitante esta dado por el

suministro de la hormona (Carson-Jurica y col. 1990 Taleisuik 2006; Weigel 1996).

Cco-represor

co-activador
133{3

Figura 22. Modelo de accion del RE. El RE sin ligando esta representado por el heterocomplejo unido a las proteinas
hsp, las inmunofilinas y otros chaperones. La unidn cooperativa del antagonista (L2) induce a la liberacion del receptor
del agregado o conjunto formado. La union al agonista (L1) induce a el cambio conformacional; la activacion de la
dimerizacion, la unién cooperativa de miltiples copias de EREs localizados en la regiones reguladoras de los genes
blanco. La sefial generada por el receptor en la membrana celular, activa la reaccién de la Proteina Kinasa (PK), sefial
de la transduccion que induce el proceso de fosforilacién de receptores y la union de a co-reguladores necesarios en la
funcion del receptor. La presencia de co-reguladores es suficiente en el eficiente control transcripcional, dependiendo

del tipo de célula y la promocidn especifica de accion del ligando. Modificado de: Rollerova y Urbancikova 2000.
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I[soformas alla y beta

En el afio 1996, Kuiper y col, clonaron un acido desoxi-ribonucleico complementario (DNAc) del £Z de la
prostata de rata, al cual denominaron ££ subtipo 3 (RE(3), para distinguirlo del que previamente en 1986 se habia
clonado proveniente del dtero de la rata, al cual consecuentemente se denomind A subtipo oo (REct). Los

experimentos de union o “binding” mostraron que ambos son especificos para los estrogenos (Avike y col. 1957

Kupper y col. 1996).

Cada isoforma es expresada por un gen diferente. Los REcc y RE[ tienen el mismo nimero de exones y
los cDNAs (ADN complementario, por sus siglas en inglés) clonados de humanos, ratas y ratones, también
comparten secuencias homélogas, especialmente con los dominios de ligando y union al ADN (Fig. 23) (Rugper y

col 1996).

1 148 214 304 500 530
NHD pep| Hinge LBD F hERp

1 167 233 323 519 548
81.1 [e8s 856 916 rERB

1 167 233 323 519 548
818 085 844 90.3 mERp

1 185 251 355 549 595
15.5 o70| 30.0 540 hERe

Fig. 23. Porcentaje de aminoacidos identificados de receptores a estrogenos: RER humano (hERB), RER rata
(rERB), RER ratén (mERB) y REct humano (hERcx). Los niimeros por encima de las cajas representan el nimero
de aminoacidos, mientras que los nimeros dentro de cada una refieren el porcentaje de homologia entre los RE.

Tomado de Enmark y Gustafsoon 1999.
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En la rata la proteina del REct consiste en 595 aminoacidos con un peso molecular de 66kDa y el RE se

localiza en el cromosoma 6. EI RE[3 es una proteina compuesta por 485 aminoacidos su peso molecular calculado

que es de 54.2kDa.

EI RE tiene una substancial homologia con el REct especialmente en la region DBD (95%) y en la LBD
(55%), ambas proteinas son funcionalmente homologas en su unién al estrogeno, con alta afinidad que se ha

mostrado en analisis de saturacion de union-ligando.

La funcional homologia del REc: y RE[ también ha sido determinada por la medida de la actividad
transcripcional de REP en un sistema designado para evaluar la funcionalidad del REcx. Esto ha sido determinado
por la activacion de la transcripcion de un ERE “vi#ellogenin A2”, donde en la presencia o ausencia del estrageno, el

ERR es funcionalmente homologo (Figura 24) (Mactregor 1995).

A B C D E F
rER« AF-1 AF-2

hromosoma 6
gb KDa
595 aa.

A B C D E F

rERB

Chreomosoms 14
§4.2 kDa 2
4852 16.5% 955% 289% 53.5%

Figura 24. Comparacion de las proteinas REct y del RE(3 de la rata. Porcentaje de la homologia de loa

aminoacidos en las regiones funcionales.

En la rata adulta, ambos REs han sido localizados en el ovario, la glandula mamaria, el iitero, la prostata, el
higado, el pulman, el hueso, la vejiga, en varias partes de la medula espinal y del cerebro, sin embargo el grado de
expresion de cada uno ellos varia en los diferentes tejidos (Hegele-Hartung y col. 2004 Ing 1999; Kupper y col
1996; Papla y col 2001; Shughrue y col. 1998).
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LOCALIZACION DEL RES

Hipotilamo

Shughrue y col. (1998) mostraron que la mayoria de las neuronas GnRHérgicas del area predptica
contienen el RE. Otros investigadores mostraron que también en las areas rostrales del cerebro anterior (estria

terminal, nicleo medial de la amigdala y el nicleo predptico peri-ventricular e incluso el area predptica) hay

neuronas GnRHérgicas que expresan el ARNm del REB (Butler y coll 1999 Hrabovszhy y col. 2000).

En POA-AHA, la maxima expresion del ARNm del RE-{3 es en el dia del diestro-2. Estas variaciones en la
expresion del gen que codifica para el ARNm del RE no sdlo dependen del dia del ciclo, sino que son asimétricas. En
el lado derecho de estas areas la expresion del ARNm del RE-[3 ocurre a las 13:00 horas del diestro-2, mientras
que la expresion del ARNm del REcx alcanza su pico a las 17:00 horas del dia del estro. Sin embargo en el lado
izquierdo, la expresion del ARNm del RE-3 ocurre a las 9:00 horas del mismo dia, mientras que la expresion del

ARNm del REcx alcanza su pico en el dia del proestro a las 13:00 horas. (Arfeaga y cal 2003).

Hipdtisis

Ni por la técnicas de inmunocitoquimica e hibridacion iz sify, se observaron células hipofisarias
inmunoreactivas al RE( en los lobulos hipofisiarios (Pelletier y col 2000). Sin embargo Shughrue y col. 1998
mostraron que el ARNm del RE( esta presente en el lobulo intermedio y anterior, Hrabovszky y col (2000)

mostraron que los gonadotropos qu sintetizan LH expresan el ARNm del REP.
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Ovario

Byers y col. (1997) mostraron que el REP es la forma predominante de receptor a estragenos presente
durante el ciclo estral, el ARNm RE[ fue mas o menos constante excepto en la noche del proestro cuando decrece.
Por hibridacion 2z sifw se mostro 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 RE( es débil en el
cuerpo luteo; estos autores sugieren que la disminucion en la cantidad de ARNm RE(3 durante la noche del proestro

es atribuible al mensajero de los foliculos pre-ovulatorios.

Sar y Welsch, Hiroi y col, (1999) mostraron que la marca del anticuerpo anti-RE[ se localiza en el niicleo
de las células de la granulosa de foliculos primarios, secundarios y maduros. El marcaje para el RE3 en el ovario
cambia durante el ciclo estral, el cual es mayor durante el dia del estro (Hirory col. 1999). En foliculos atrésicos las
células mostraron poca o ninguna reactividad. Estos autores sugieren que la presencia del RE(3 en las células de la
granulosa implica que este subtipo de RE media algunos efectos de la accion de los estrogenos en la regulacion del
crecimiento y maduracion de los foliculos ovaricos. Otros autores han detectado el ARNm para el REP 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 RE[3 se ha observado en cuerpo liteo recién formado (Wang y col. 2000).

[/}ero

Shughrue y col. (1998) mostraron una muy débil seiial del ARNm del REP en el endometrio.
Posteriormente se mostrd que iinicamente en el niicleo de las células del epitelio glandular expresan el REB (Hiror y
col 1999). Sin embargo Sar y Wellsch (1999) y Pelletier y col. (2000) no observaron mmunoreactividad para
REB en el itero ni en el oviducto. Por otra parte, Wang y col. (2000) mostraron que la expresion del ARNm del
RE se presenta en los diferentes compartimentos del iitero y del cerviz/vagina, y que esto cambia durante el ciclo
estral pero en menor proporcion con respecto al REct. Pocas y dispersas células que contenian el ARNm del RE3

fueron observadas en el oviducto.
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Funciones del RES

Aiin se desconoce cual es el papel especifico del REc y del RE en las funciones reproductivas de cada

uno de los tejidos que los expresan.

Hegele-Hartung y col,, (2004) en ratas de 24 dias de edad, hipofisectomizadas, con reemplazo de
gonadotropinas, GnRH y E;, mostraron que la estimulacion de los REP estimul6 las primeras etapas de la
foliculogénesis, disminuyé la atresia folicular, indujo la expresion génica, estimuld el crecimiento folicular e
incrementd en el nimero de ovocitos liberados. Por el contrario, el agonista al REc: tuvo poco o ningiin efecto en

los anteriores parametros, lo que implica que los efectos directos del estrogeno en el desarrollo folicular son

mediados por el RE].

En ratas intactas el E; y el agonista al Rect inhiben la ovulacion y estimulan el crecimiento del tero, lo que
depende de la dosis utilizada. Mientras que el agonista del RE3, no estimula el crecimiento del itero (Hecele-

Hartung y col 2004), Estos autores sugieren que la falta de ovulacion y la estimulacion del dtero son mediadas por

el REcx pero no por el REB (Hegele-Hartung y col 2004).

Herbison (1998) ha propuesto que tanto el REcc como el REP estan involucrados en los efectos
“feedback” mhibitorios de los estrdgenos sobre la neurona GnRHérgica. Dicha funcion del estradiol ocurriria por
medio de mecanismos transinapticos indirectos, dependientes de las células gliales, las cuales expresarian el REct.
Por medio del uso de ratones “knockout”, en los que el REct y [3 se desactivaron, se ha mostrado que el REcx es
necesario y suficiente para que el estrogeno realice el efecto “feedback” estimulante o de retroalimentacidn positiva
sobre la neurona GnRH. Mediante el uso de un ligando selectivo para el REcc se ha mostrado que este receptor no

solo es necesario, sino que es suficiente para estimular la secrecion preovulatoria de LH (Wintermantel y col

2006).
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En ratas adultas ovariectomizadas, la inyeccion de tamoxifen (antagonista no selectivo para el REct y el
REB), en la maiana del diestro-1, provoca el bloqueo de la ovulacion en el dia del estro esperado, inhibe la
secrecion preovulatoria de LH, E; y Py (Garrido-Gracia y col 2007). Con base en estos resultados, estos
investigadores proponen que el papel estimulante de los estrdgenos sobre la secrecion de LH podria ser modulada

por ambos receptores (Garrido-Gracia y col 2007).

Sin embargo, el papel regulador de la union del estradiol al REcc y RE(3 cambia durante el ciclo estral, la
inyeccion subcutanea de tamoxifen a las 09:00 horas del dia del diestro-1 bloquea la ovulacion y la secrecion
preovulatoria de ambas gonadotropinas (Carrllo y col 2005). En el dia del diestro-2, el bloqueo de los receptores
bloquea la ovulacion solo en el 30% de los animales, mientras que en el Proestro, el 80% de los animales ovulantes

(Martinez y col 2005).

CICLOFENIL: ANTAGONISTA SELECTIVOS DEL RE(

= =

A N

Nombre comiin: Ciclofenil

Propiedades quimicas:

UIPAC: [4-[(4-acetoxyphenyl)-cyclohexylidene-methyl]phenyl] acetate

Sindnimos: bis(acetoxyphenyl)cyclohexylidenemethane, 4,4'-Cyclohexylidenemethylenediphenol; 4-
(Cyclohexylidenemethylene)-bis-phenol

Nombres comerciales: Ondogyne y Sexovid

Formula condensada: Cy3Hy40,

Masa Molecular: 364.434 g/mol
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Actividad Farmacologica

Es un estimulante gonadal e inductor de la ovulacion. Es utilizado en el tratamiento de la infertilidad y la

amenorrea, pero es menos eficaz que el clomifeno.

Es un modulador selectivo de receptor de estrdgeno. El ciclofenil es el més utilizado en la terapia del cancer

de mamay de infertilidad (Watts y Sutherland 1987 Yong y col. 1992).

Hasta el 2003, el ciclofenil fue catalogado como un antagonista selectivo para el RE(; tiene una afinidad

de union relativa por este receptor de 150 respecto al estradiol (figura 25) (Jamraz y col. 2002).

[ (()H {
[ I
HO™ X HO™ =~ -
17B-Estradiol 160 ""Fll’luoru-l7B-cstrudinl
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HO™ Y ~
Cyclofenil

(bis-(4-hydroxyphenyl)methylidenccyclohexane)

OH

7 NG 8

A
HO"

C4-["F)Fluorocyclofenil
(4-[ "®FIfluoro[bis-(4-hydroxyphenyl)methylidenccyclohexane])

OH

e e e

C3-["8F|Fluoroethyleyclofenil

(3-(2-['"F|fluoroethyl)[ bis-(4-hydroxyphenyl)methylidenecyclohexane])

OH

Compd. No. RBA2  Blaratio
ERa ERPB
1 (cyclofenil) 120 290 24

2 (FCF) ['®F]FCF 6 27 62 2.3

3 (FECF) ['F]FECF9 120 130 11

Figura 25. Binding affinity of cyclofenil (1), 4-fluorocyclofenil (FCF, 2) and
3-fluoroethylcyclofenil (FECF, 3) to ERci and ERB

Relative Binding Affinity (RBA) where estradiol is 100%. The K; value of
estradiol is 0.2 nM for ERat and 0.5 nM for ERQ. Values represent the
average of multiple determinations. Competitive radiometric binding assays
were done with purified full length human ERr and ERB (PanVera/Invitrogen
Inc), using 10 nM [*H]estradiol as tracer, as previously described [33].
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Cuando aiin no se clasificaba al ciclofenil como un antagonista selectivo para el RE[3, en ratas adultas
ovariectomizadas, el ciclofenil después de 24 horas de inyectarlo, altera a los receptores citoplasmaticos a
estrogenos de similar manera, en cerebro, hipéfisis y itero. En el dtero los RE medidos fueron incrementados, y la
concentracion del receptor citoplasmatico a progesterona también incremento, en comparacion del los tratados con

17B- estradiol 0 benzoato de estradiol.

Incrementa el peso del ditero de manera similar que la dosis de E. El ciclofenil no es activo en la induccion
de la receptividad sexual. Los autores sugirieron que el ciclofenil posee una alta actividad estrogénica, la cual es

mediada probablemente via estrdgeno-receptor (Bowman y col. 1982).

En la rata se mostrd que el ciclofenil tiene una actividad estrogénica de 1/8110 veces mayor con respecto
al benzoato de estradiol sobre el peso del iitero, de 1/1660 y 1/550 veces mayor sobre la inhibicion de la secrecion
de LH y FSH, respectivamente. Estos autores sugieren que esta sustancia tiene una mayor actividad estrogénica

sobre estructuras nerviosa centrales que periféricas (Celotti F. 1984)

En ratas intactas, el ciclofenil reduce la concentracion de 3-endorfinas en el hipotalamo, por lo que se
sugiere que los estrogenos estimulan la sintesis de [3-endorfinas y que las neuronas que las sintetizan son células

blanco de esta hormona gonadal (Genazzani 'y col. 1990).
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TWEEN

Propiedades quimicas:

HO(CH,CH,0), {OCH,CH.),0H

(OCH,CH.3,0H

(OCH.CH,), —— DJ\ C7H33

Figura 26. Estructura del tween 80 en donde w+ x+ y+ z=20. (Marc D. Wenger2, Amy M. Bowman?, Marc V. Thorsteinsson?,
Kristine K. Littlez Leslie Wang?, Jinglin Zhongt, Ann L. Leet and Peter DePhillips. Department of Biologics Development and
Engineering, Merck Research Laboratories, Merck & Co., Inc., WP42A-20, West Point, PA 19486, USA. ®Vaccine Biometric Research,
Merck & Co., Inc., West Point, PA 19486, USA)

Nombre comin : Tween 20

Otros nombres: Polysorbate 20, PEG(20)sorbitan monolaurate
Formula condensada: CsgH; 1402

Masa Molecular: 1227.54 g/mol

Densidad: 1.1 g/mL

Punto de ebullicion: >100°C

Actividad Farmacologica

El polisorbato 20 (comercialmente conocido como tween 20) es un surfactante no ionico que se utiliza
principalmente en la fabricacion de cosméticos, productos del cuidado de piel, en alimentos y productos
farmacéuticos. El polisorbato se compone de un grupo central sorbitan con cuatro cadenas dxido de polioxietileno
de lado, cuando estas cadenas se esterifican con un acido oleoso (figura 26) y con acido laurico dependiendo de la
longitud variable de las cadenas, pueden obtener 1500 estructuras posibles. Ya que si las cadenas de polioxietileno

son mas cortas se forman agregados muy grandes es muy viscosa la solucion.
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Marco Tedrico

En el desarrollo biofarmacéutico el tween se puede usar durante la purificacion y la formulacion para
aminorar adsorcion de superficie, como en las formulaciones liquidas el tween se agrega para aminorar la absorcion
de la proteina a superficies y mantiene la concentracion a una distancia definida durante un proceso de purificacion,

tal como un paso de ultrafiltracion o cromatografia.

La dosis oral reportada de Tween 20 para ratas adultas es de > 30ml/Kg y la intravenosa de 0.7ml/Kg, por

su bajo toxicidad el tween se a considerado bastante seguro para la preparacion de alimentos y productos

farmacéuticos. (Bartsch, W.1984)

Sin embargo los detergentes no ionicos también se utilizan para la solubilizacion de membranas y como un
medio solvente para proteinas de membrana (figura 27), generalmente el detergente dptimo para cierta proteina de
membrana o membrana se tiene que encontrar empiricamente y puede depender del tipo del experimento que uno

quiere hacer.

Los detergentes no idnicos no poseen ningin grupo cargado. El caracter hidrofilo de estos detergentes se
debe al grupo hidroxilo, disuelve los enlaces lipido-lipido y lipido-proteina, mientras que las interacciones proteina-
proteina no resultan afectadas. De este modo se conserva la estructura nativa de las proteinas. Ademas, el
detergente sustituye a los lipidos, que normalmente estan unidos a la parte hidréfoba de las proteinas, con lo que

crean un entorno de tipo lipido y pueden estabilizar proteinas solubilizadas.
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Marco Tedrico

Es importante tener presente que los lipidos y proteinas de una membrana nativa actian reciprocamente

uno con el otro de una manera compleja que diferira con todo detalle de membrana a membrana.

Estudios han establecido que el tween por ser un detergente no ionico es usado para estudiar la estructura
de las subunidades de proteinas de membrana y las interacciones de proteinas de membrana con estructuras
externas ya que no desnaturalizan a las proteinas por que déhilmente desnaturalizante y no alteran la carga de las

proteinas a las que se unen (figura 28).
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Figura 28 “Properties of Detergents 14y Ari Helenius, Darrell R. Mccaslin, Erik Fries, and Charles Tanford).

Por las propiedades mencionadas, el polisorbato 20 se emplea para estabilizar la solucion de proteinas
purificadas usada en prueba de piel para la exposicion de tuberculosis, como un agente para lavar las marcas de

pruebas de inmunoensayos como el de Western y ELISAs. Se puede disolver en Tris-Buffer Salino o buffer de

Fosfato salino en diluciones de 0.05% a 0.5% de v/v. (Joint FAQ.1974).
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Planteamiento del Problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la rata, el 17B-estradiol es una de las sefiales que regulan la funcion del eje Hipotalamo-Hipofisis-
Ovario. Existen dos tipos de receptores a estrogenos: el RE-oc y el RE-3. En el area predptica hipotalamica anterior
(POA-AHA) se han identificado ambos RE (Butler JA. 1999): sin embargo solo el RE-B ha sido identificado en las
neuronas GnRHérgicas y se ha sugerido que tanto el REa como el RE-B estan involucrados en los efectos de
“feedback” mhibitorios de los estragenos sobre la secrecion de la GnRH y las gonadotropinas. Por medio del uso de
ratones “knockout”, en los que el RE-ar o RE-B son desactivados, se ha sugerido que el RE-ox pero no el RE-( es
necesario y suficiente para que se manifieste el efecto “feedback” estimulante de los estrdgenos sobre la neurona

GnRH y en consecuencia estimular la secrecion preovulatoria de LH (Wintermantel, Tim M. 1995).

Sin embargo, los resultados obtenidos con este tipo de modelos experimentales no son concluyentes, ya que
limitan el estudio de las interacciones fisiologicas entre el RE-ct y el RE-B en la regulacion de la secrecion de la
GnRH, las gonadotropinas y la ovulacién, por derivarse de un modelo experimental en el que la desactivacion génica
de uno u otro receptor esta presente en todos los drganos blanco del 17(3-estradiol; asi que se trabaja con un animal

anti-fisioldgico.

Por lo tanto, en este proyecto de tesis se estudiaron los efectos del bloqueo de los RE-3 de POA-AHA
durante el ciclo estral asi como los cambios hormonales que ocurren cuando el bloqueo de los RE-B se realiza en las
fases de estro y proestro, sobre la secrecion de gonadotropinas, progesterona, estradiol y la ovulacién. La leccién

del ciclo para llevar a cabo esta investigacion radica en el hecho que el maximo nimero de células ir-RE[S en POA-

AHA se observa a las 13:00 horas del proestro y del estro (Hendoza-Garcés L. 2007).
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Hipétesis y Objetivos

HIPOTESIS

Dado que la neuronas GnRHérgicas expresan el REB y que en el area predptica hipotalamica anterior
(POA-AHA) el niimero de células inmunoreactivas a este receptor es mayor en los dias del proestro y del estro,

entonces el bloqueo de los REB bloqueara la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas y la ovulacion

OBJETIVO GENERAL:

+ Estudiar los efectos del bloqueo unilateral de los REQ del area predptica hipotalamica anterior (POA-

AHA)sobre el eje hipotalamo- hipéfisis- ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES:

+ Evaluar los efectos del bloqueo unilateral de los RER del lado izquierdo o derecho de POA-AHA durante el
ciclo estral, sobre la ovulacidn, el peso de los ovario y el ditero; asi como en la secrecion preovulatoria de

las gonadotropinas, progesterona y estradiol en el dia del proestro.

+ Analizar los efectos del bloqueo unilateral de los RER del lado izquierdo o derecho de POA-AHA durante el
ciclo estral, sobre la ovulacidn, el peso de los ovario y el dtero; asi como en la secrecion preovulatoria de

las gonadotropinas, progesterona y estradiol en el dia del estro.
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Material y Método

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas hembras adultas virgenes (190-230 gr) ciclicas de la cepa CIIZ-V, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion (luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con libre acceso al alimento

(Purina S.A., México) y agua.

Disefio experimental donde se muestran los tratamientos realizados, asi como horas y dias en que

fueron sacrificados los animales.

ESTRO
LD y LI de POA-AHA

Intactas, Tween y Ciclofenil

ESTRO 8:30-930 a.m.

DIESTRO 1 8:30-930 a.m.

DIESTRO 2 8:30-930 a.m.

PROESTRO 8:30-930 a.m.

ESTRO | DIESTRO | DIESTRO | PROESTRO
1 2

ESTRO 11:00 | 11:00 11:00 11:00
LD y LI de POA-AHA(Intactas, Tween y | 17:00 | 17:00 17:00 17:00
Ciclofenil)
PROESTRO 11:00
LD y LI de POA-AHA (Intactas, Tween y 17:00
Ciclofenil)

A todos los animales se les realizd el estudio del ciclo estral mediante la toma diaria de frotis vaginales, a la
misma hora del dia (10:00 horas). Mediante un asa de cultivo que se ha humedecido con agua, se introdujo en la
vagina de cada rata, la muestra obtenida se coloco en un portaobjeto, se tiid con hematoxilina-eosina y
posteriormente se observo al microscopio. Sdlo se utilizaron animales que presentaron dos ciclos consecutivos de

cuatro dias de duracion.
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Material y Método

GRUPOS EXPERIMENTALES

Entre las 8:30 y 9:30 horas del dia del proestro, estro, diestro-1 o del diestro-2, grupos de 9 a 10
animales fueron anestesiados con (40 mg/kg p.c.) de pentobarbital sddico por via intra-peritoneal. Una vez
anestesiados se colocaron en un aparato estereotaxico para ubicar la zona de estudio con base a las coordenadas del
Atlas del Cerebro de la Rata de Konig y Klippel (Xoimiz JFR, Kljppel RA. 1963). Una vez en la zona de estudio, las
ratas fueron micro-inyectadas en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA con 25ug de ciclofenil (antagonista al
RE-B, Sigma-Aldrich, México) disuelto en 1 pl de una solucion de 100 L de tween 20 en 10 mL de agua
(vehiculo), durante un minuto. Como grupos control se utilizaron animales inyectados con vehiculo (un pl durante
un minuto). Los grupos de referencia correspondieron a animales sin tratamiento sacrificados en las mismas horas

que los grupos experimentales.
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Figura 28. Zona de estudio: Area Predptica Hipotalamica Anterior (POA-AHA), parte izquierda y derecha.
Konig JF y Kilppel RA. The rat brain a steroataxic Atlas of the Forebrain and Lower Parts of Brain Stem.New York:. Krieger Publishing
Co. Inc; 1967.

La figura 28 muestra un corte coronal del cerebro de la rata donde se muestra el lado izquierdo y derecho
de POA-AHA. Las coordenadas correspondientes al corte son: antero-posterior 0.4 mm, lateral + 0.6 mm y vertical

0.86mm con respecto al punto de Bregma (Aviming y Kljppel, 1963).

Estos animales fueron sacrificados en el dia del estro esperado por decapitacidn, se disecaron las trompas
uterinas para contar el nimero de ovocitos liberados, los ovarios y el iitero para pesarlos y el cerebro para verificar

la zona donde se inyecto el farmaco o el vehiculo.
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Material y Método

Con la finalidad de conocer las causas endocrinas por las que los animales no hayan ovulado como
resultado del bloqueo de los RE-{, grupos de animales se volvieron inyectar en el dia del proestro y Estro bajo el
mismo procedimiento y fueron sacrificados a las 11:00 y 17:00 horas de los dias del estro (mismo dia de la

inyeccion), del diestro-1, del diestro-2 y/o del proestro. Los animales inyectados en proestro fueron sacrificados a

las 11:00 y 17:00 horas del mismo dia. (Tabla 1)

Como grupos testigo absoluto se utilizaron animales intactos sacrificados a las mismas horas que los

tratados con cicofenil .

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion, 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 almacend a
-20°C, hasta la cuantificacion de E;, Py, LH y FSH por radio-inmuno-analisis (RIA) y se disecaron las trompas
uterinas para contar el nimero de ovocitos liberados en los animales matados al estro esperado; asi mismo los

ovarios y el itero para pesarlos en todos los grupos

CUANTIFICACION HORMONAL

La cuantificacion de las concentraciones plasmaticas E; y Py, se realizo 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 (1I-Progesterona, %I
Estradiol) y calibradores para la realizacion de la curva patrén (P: 0.00, 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 5.00, 10.0, 20.0 y
40.0 ng/ml; E;: 0.0, 10.0, 20.0, 50.0, 150.0, 250.0, 500.0 y 900.0 pg/ml ).
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Material y Método

A cada tubo del estuche se le adicionaron 100 il de suero problema mas 1000 1l de la hormona marcada
(5]-P, 151.E;). Los 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 cuantificd la
cantidad de la hormona problema. Los datos de la concentracion de E; se expresaron en pg/ml y los de P4 en ng/ml.

Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron de 5.3% y 9.87 para P4, 6.9% y 10.8% para E;. El limite

de deteccion para P4 fue 0.003 ng/ml y para E; 0.00213 ng/ml.

La cuantificacion de LH y FSH se realizé 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 adicion6 100 1l de hormona marcada con 2] y
100111 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 1l 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 anélisis. 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 deteccion de LH y FSH fue de 0.05 y 0.01 ng/ml,

respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del nimero de animales ovulantes se analizd por la prueba de Fisher, los del nimero de
ovocitos liberados por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de “U” Mann-Withney. Los datos de las
concentraciones séricas de las hormonas esteroides y proteicas fueron analizados mediante la prueba de analisis de
varianza (ANOVA), seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se compararon dos grupos, el anélisis se

€
t

realizo por medio de la prueba de “t” de Student. En todos los casos se aceptd como significativas aquellas

diferencias en las que la probabilidad fuese < 0.05.
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Resultados

RESULTADOS

EFECTOS DEL TWEEN.

Animales Ovulantes. En el dia del estro, la microinyeccion de tween en el lado izquierdo o derecho de POA-

AHA, provocd que solo el 50% de los animales tratados ovularan en el estro esperado. En el dia del diestro-1, el
16% de los animales ovularon cuando se inyectaron del lado izquierdo y ninguno lo hizo cuando se inyectaron en el

lado derecho. En los dias del diestro-2 o proestro, la inyeccion del tween en uno u otro lado de POA-AHA no

modifico esta variable (Grafica 1).

100 -

% Animales Ovulantes
S A
1 1

DN
(S
1

E D1 D2 P
[ Intacto B POA-AHA Izquierda B POA-AHA Derecha
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Grafica 1. Efectos de la microinyeccion de tween en lado izquierdo o derecho de POA-AHA, en uno de los

dias del ciclo estral, sobre el porcentaje de animales que ovularon el dia del estro esperado.

60



Resultados

Nimero de Ovocitos Liberados: La microimyeccion de tween en el lado izquierdo o derecho POA-AHA en

alguno de los dias del ciclo estral, no modifico el nimero total de ovocitos liberados por los animales que ovularon.

(Grafica 2). £/ numero dentro de a barra indica el numero de animales que ovularon.
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O Intacto M Tween
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POA-AHA Derecha

media y e.e.m.

E D1 D2 P
M Intacto H Tween

Grafica 2. Efectos de la micromyeccion de tween en lado izquierdo o derecho de POA-AHA, durante el ciclo estral,

sobre el niimero de ovocitos liberados por los animales que ovularon en el dia del estro esperado.
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Resultados

Peso de ovarios, La microinyeccion de tween en el lado izquierdo 6 derecho de POA-AHA en alguno de los

dias del ciclo estral, no modifico el peso de los ovarios respecto al grupo de animales intactos. (Grafica3)
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Ovario Derecho
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E D1 D2 P
M Intacto M Tween POA-AHA Lzquierdo B Tween POA-AHA Derecha

Grafica 3. Efectos de la microinyeccion de tween en lado izquierdo o derecho de POA-AHA, en cada uno de

los dias del ciclo estral, sobre el peso de los ovarios de los animales que ovularon en el dia del estro esperado.



Resultados

Masa ovarica. La microimyeccion de tween en el lado izquierdo 6 derecho de POA-AHA en alguno de los

dias del ciclo estral, no modificd la masa ovarica. (Grafica 4)

Grafica 4. Efectos de la microinyeccion de tween en lado izquierdo o derecho de POA-AHA, en cada uno de

los dias del ciclo estral sobre la masa ovarica de los animales que ovularon en el dia del estro esperado.

Peso del iitera La micromyeccion de tween en el lado izquierdo POA-AHA ¢ derecho de POA-AHA de

alguno de los dias del ciclo estral, no modificd el peso del itero. (Grafica 5)

Grafica 5. Efectos de la microinyeccion de tween en lado izquierdo o derecho de POA-AHA, en cada uno de

los dias del ciclo estral, el peso del utero de los animales que ovularon en el dia del estro esperado.
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Resultados

EFECTOS DEL CICLOFENIL:

Animales Ovulantes: En el dia del estro, la microinyeccion de ciclofenil en el lado izquierdo o derecho de

POA-AHA provocd que ninguno de los animales tratados ovulara en el dia del estro esperado (Grafica 6).

100 -
80
60

40

% Animales Ovulantes

20

* *

0 ]
POA-AHA izquierda POA-AHA derecha

*0<0.05 vs. tween (Prueba de y2)
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Grafica 6. Efectos del bloqueo de los receptores a estrdgenos beta ( REB ) del lado izquierdo o derecho de

POA-AHA, realizado en el dia del estro, sobre el porcentaje de animales ovulantes en el dia del estro esperado.

En el dia del Diestro-1, la microinyeccién de ciclofenil en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA, no

modificd los efectos provocados por el tween (Gréafica 7).
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Gréfica 7. Efectos del blogueo de los receptores a estragenos beta ( REJ ) del lado izquierdo o derecho de
POA-AHA, realizado en el dia del Estro, sobre el porcentaje de animales ovulantes al dia del Diestro-1 esperado. 64



Resultados

En el dia del diestro-2, la microinyeccion de ciclofenil en el lado izquierdo de POA-AHA, no médico los
efectos provocados por el tween (vehiculo), en cambio, la microinyeccion del farmaco en el lado derecho de POA-
AHA, disminuyd el porcentaje de animales que ovularon al dia del estro esperado, respecto al grupo de animales

tratados con tween (Gré%aOS);
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Grafica 8. Efectos del bloqueo de los receptores a estrogenos beta ( RE[ ) del lado izquierdo o derecho de
POA-AHA, realizado en el dia del estro, sobre el porcentaje de animales ovulantes al dia del diestro-2 esperado.

En el dia del proestro, la microiyeccion de ciclofenil en el lado izquierdo de POA-AHA, disminuyé el
porcentaje de animales que ovularon al dia del estro esperado, mientras que, la microinyeccion del farmaco en el

lado derecho de POA-AHA, no modificd los efectos provocados por el tween (Grafica 9).
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Grafica 9. Efectos del bloqueo de los receptores a estrogenos beta ( RE ) del lado izquierdo o derecho de

POA-AHA, realizado en el dia del proestro sobre el porcentaje de animales ovulantes al dia del estro esperado.
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Resultados

Nimero de ovocitos liberados. Sélo la microinyeccion de ciclofenil en el lado izquierdo de POA-AHA,
realizada en el dia del proestro provoco disminucion del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y por

el derecho con respecto a los animales inyectados con tween (Grafica 10). £/ mumero dentro de a barra indica el

mumero de animales que ovularon. Ovario Lzquierdo
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8 1 g
6 - 6
g
2
B <
g =
4 g 4 -
2 1 9
0 0 0 0 4/5 19
0 1 T T — 0 = E— —
E D1 D2 P E D1 D2 P
Ovario Derecho
10 -
10 1
8 | g
g '] 6 -
z
g
=]
4 g 4-
g
2 .
Bl o l6/6 0 16 00 45310 89 9/10
0 T T
E ]| D2 P

O Tween ) B Ciclofenil o )
Gréfica 10. Efectos del ciclofenil inyectado en POA-AHA izquierda o derecha sobre el nimero de ovocitos ¢
liberados por el ovario izquierdo o derecho
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Resultados

Peso de los ovarios. La inyeccion unilateral de ciclofenil en el dia del estro, disminuyd el peso de ambos

ovarios en el dia del estro esperado con respecto a los grupos inyectados con tween (Grafica 11).
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Grafica 11. Efectos del ciclofenil inyectado en POA-AHA izquierda o derecha sobre el peso (mg/100 g peso)
del ovario izquierdo o derecho.



Resultados

Masa Ovarica:La microinyeccion de ciclofenil en el lado izquierdo 6 derecho de POA-AHA en alguno de los

dias del ciclo estral, no modificd la masa ovarica. (Tabla 1)

Tabla 1. Media + eem de la masa ovérica de animales inyectaos con tween o ciclofenil en POA-AHA

izquierda o derecha durante el ciclo estral. *p< 0,05 vs tween (Prueba “t” de Student).

Dia del ciclo POA-AHA Izquierda POA-AHA Derecha
Tween Ciclofenil Tween Ciclofenil
E 24.4+24 19.0+1.3* 258£1.7 19.5+1.4*
D1 19.3£1.0 19.6:£0.6 19.8+0.8 23.1£18
D2 18.4+0.5 19.4+14 224+1.6 21.8£1.0
P 21.5+15 23.1+0.6 21.9+0.7 213+14

Peso de Ukero: La inyeccion unilateral en POA-AHA de ciclofenil , en uno de los dias del ciclo estral, no

modificd el peso del ditero en el dia del estro esperado con respecto a los grupos inyectados con tween (Tabla 2)

Tabla 2. Media + eem del peso del dtero de animales inyectaos con tween o ciclofenil en POA-AHA

izquierda o derecha durante el ciclo estral.

Dia del ciclo POA-AHA Izquierda POA-AHA Derecha
Tween Ciclofenil Tween Ciclofenil
E 1258174 145.1£10.9 115.1454 120.7+10.1
D1 136.9+14.4 151.8+8.0 129.9+13.7 129.5+14.6
D2 125.9+10.10 133.0+8.5 142.3+6.8 154.748.5
P 127.5+11.93 147.3+48.3 127.6+5.9 125.8+8.6




Resultados

EFECTOS DE LA MICROINYECCION DE CICLOFENIL EN EL DIA DEL ESTRO
CUANTIFICACION DE HORMONAS,

Progresterona (ng/ml suero): La inyeccion de tween en la porcion izquierda de POA-AHA en el dia del

estro, modificd la concentracion de esta hormona durante los dias posteriores a la inyeccion. En cambio, al inyectar
el ciclofenil incrementd las concentraciones de progesterona y no se observaron cambios posteriores (Grafica 12).

En cambio, la inyeccion de tween en este dia del ciclo, del lado derecho de POA-AHA aumento la
concentracion de progesterona a las dos horas de inyectarlo (11:00 horas del Estro) y a las 17:00 horas del
diestro-2, y la inhibio a las 17:00 horas del proestro. Al igual que en el lado opuesto, la concentracion de
progesterona se incrementd a las dos horas de iyectar el ciclofenil en el lado derecho de POA-AHA y no se
observaron cambios posteriores (Grafica 12).

Estradiol (pg/ml de suerg). En el dia del estro, la inyeccion de tween en la porcion izquierda de POA-AHA

provoco disminucion en la concentracion de estradiol en la tarde del diestro-1 y adelanto el pico de esta hormona,
que ocurre a las 11:00 horas del proestro, esto es a las 17:00 horas del diestro-2. El imico efecto observado por la
inyeccion de ciclofenil fue el aumento de la concentracion de estradiol a las dos horas de haberlo inyectado (Grafica
13). La inyeccion de tween en el dia del estro pero del lado derecho de POA-AHA provocd disminucién de la
concentracion de estradiol en la tarde del diestro-1 y a las 11:00 horas del proestro. Nuevamente, el dnico efecto
observado por la inyeccion de ciclofenil fue el aumento de la concentracion de estradiol a las dos horas de haberlo
inyectado (Grafica 13).

Hormona Foliculo Estimulante (FSK) (ng/ml de suero): En el dia del estro, la inyeccion de tween en la

porcion izquierda de POA-AHA provoco aumento de la concentracion de la FSH a las dos horas de haberlo
inyectado, asi como dismimucién del “pico” preovulatorio que ocurre a las 17:00 horas del proestro. La inyeccién
de ciclofenil no modificd los efectos observados por el tween (Grafica 14). La inyeccion de tween en el dia del estro
pero del lado derecho de POA-AHA adelanto el “pico” preovulatorio de esta hormona a las 11:00 horas del diestro-
2. Nuevamente, La nyeccion de ciclofenil no modific los efectos observados por el tween (Grafica 14).

Hormona Luteinizante (L) (ng/ml de suero): En el dia del estro, la inyeccién de tween en la porcion

izquierda o derecha de POA-AHA no provoco cambios significativos en la concentracion de la LH durante el ciclo. En

cambio, la nyeccidn de ciclofenil inhibid el “pico” preovulatorio de la tarde del proestro (Gréfica 15).
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Grafica 12. Efectos de la iyeccion en el dia del estro, de tween o ciclofenil en POA-AHA izquierda o

derecha, sobre la concentracion de Progesterona (ng/ml suero). *»<0.05 vs. Intacto (ANDEVA seguida de Tukey):
*9<0.05 vs. Tween (ANDEVA seguida de Tukey).
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Grafica 13. Efectos de la inyeccion en el dia del estro, de tween o ciclofenil en POA-AHA izquierda o

derecha, sobre la concentracion de Estradiol (pg/ml suero). “p<0.05 vs. lntacto (ANDEVA seguida de Tukey): **p<0.05 vs.
Tween (ANDEVA seguida de Tukey).
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Resultados
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Grafica 14. Efectos de la inyeccion en el dia del estro, de tween o ciclofenil en POA-AHA izquierda o
derecha, sobre la concentracion de FSH (ng/ml suero). *7<0.05 vs. lntacto(ANDEVA seguida de Tukey): **p<0.05 vs.
Tween (ANDEVA seguida de Tukey)
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POA-AHA Lzquierda

0 - ESTRO ! DIESTRO-1 DIESTRO-2 : PROESTRO

50 -
40

30

LH (ng/ml suero)

2

10
®%

0‘_iél“ i e :I o T & :I T 1
11.00 17.00  11.00  17.00  11.00  17.00  11:00  17:00

POA-AHA derecha

LH (ng/mL suero)
Do (%) — U [—x) -3
[— [—) —1) [—} [—1 [—3
1 1 1 1 1 ]

[
[—)
1

k%

0 & T "’iél\li :I 2 T & :I ———A |

17:00 11:00 17:00 11:00 17:00 11:00 17:00
*5<0.05 vs, llllacla M/VBE VA seguida de Tukey

Intactas —=— Tween —a— Ciclofenil

Grafica 15. Efectos de la inyeccion en el dia del estro, de tween o ciclofenil en POA-AHA izquierda o

derecha, sobre la concentracion de LH (ng/ml suero).
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Resultados

EFECTOS DE LA MICROINYECCION DE CICLOFENIL EN EL LADO IZQUIERDO DE POA-AHA EN LA MANANA DEL
PROESTRO

Peso de los Ovarios: Dos horas después de la inyeccion de ciclofenil es decir, a las 11:00 horas del mismo

dia de la inyeccion, el peso de ambos ovarios aumento significativamente con respecto a los animales inyectados con
tween (Grafica 18). Este efecto se manifiesta en un aumento en la masa ovarica por la inyeccién del ciclofenil
(Grafica 19). A las ocho horas de la inyeccion de ciclofenil es decir, a las 17:00 h del mismo dia de de la inyeccién,
el peso de ambos ovarios no se modifico con respecto a los animales inyectados con tween (Grafica 18). Este

mismo resultado se observd en la masa ovarica (Gréfical9).
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Grafica 18. Efectos a las dos (11:00) y ocho (17:00) horas después de la inyeccidn de tween o ciclofenil

(09:00 horas del proestro), sobre el peso de los ovarios. **p<0.05 vs. Tween (ANDEVA seguida de Tukey)
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Grafica 19. Efectos a las dos (11:00) y ocho (17:00) horas después de la inyeccion de tween o ciclofenil (09:00

horas del proestro), sobre la masa ovarica.

Peso del iitero; En ninguna de las horas analizadas se observaron modificaciones en el peso del dtero por

la inyeccion de ciclofenil en la mafiana del proestro (Grafica 20).
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Grafica 20. Efectos a las dos (11:00) y ocho (17:00) horas después de la inyeccidn de tween o ciclofenil

(09:00 horas del proestro), sobre el peso del ditero.
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Resultados

CUANTIFICACION DE HORMONAS.

Concentracion de progesterona en suero; Dos horas después de la inyeccion de ciclofenil es decir, a las

11:00 horas del mismo dia de la inyeccion de tween aumentd la concentracion de progesterona con respecto al
grupo de ratas intactas; efecto que fue incrementado por la inyeccion de ciclofenil. En cambio, a las 17:00 horas del
proestro, es decir 8 horas después de la inyeccion del farmaco, no se observaron diferencias en la concentracion de

esta hormona en el suero (Grafica 21).
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*p<0.05 vs. Intacto (ANDEVA seguida de Tukey); **p<0.05 vs. Tween (ANDEVA seguida de Tukey)

Grafica 21. Efectos de la inyeccion en el dia del proestro, de tween o ciclofenil en el lado izquierdo de POA-AHA,

sobre la concentracién de progesterona a las 11:00 (panel superior) y 17:00 horas (panel inferior) del mismo dia.
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Resultados

Concentracion de estradiol en suero; Dos horas después de la inyeccion de ciclofenil es decir, a las 11:00

horas del mismo dia de de la inyeccidn, la concentracion de estradiol no se modifico con respecto a los animales
inyectados con tween. En cambio, a las 17:00 horas del Proestro, es decir ocho horas después de la inyeccion de

ciclofenl aumentd la concentracion de esta hormona en el suero (Grafica 22).

150

100

w1
[—]
|

Estradiol (ng/mL)

[~
|

11:00 am

B Intactas @ Tween B Ciclofeni

100 -

o0
[
|

P —x]
[~
| |

Estradiol (ng/mL)

DN
[—]
|

[—]
|

17:00pm

M Intactas @ Tween M Ciclofenil

*p<0.05 vs. Tween (ANDEVA seguida de Tukey)

Grafica 22. Efectos de la inyeccion en el dia del proestro, de tween o ciclofenl en el lado izquierdo de POA-

AHA, sobre la concentracion de estradiol a las 11:00 (panel superior) y 17:00 horas (panel inferior) del mismo dia.
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Resultados

Concentracion de LH en suero: A las 11:00 horas del proestro, dos horas después de la inyeccion del

tween o del ciclofenil, la concentracion de la LH fue semejante en los tres grupos experimentales. En cambio, en la
tarde de este dia (17:00 horas) la inyeccion del tween provoco disminucion en la concentracion de la LH en el suero
con respecto a los animales intactos. El bloqueo de los receptores a estragenos (3, por la inyeccion del ciclofenil

resultd en el bloqueo del “pico” preovulatorio de la LH (Grafica 23).
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Grafica 23. Efectos de la inyeccidn en el dia del proestro, de tween o ciclofenil en el lado izquierdo de POA-

AHA, sobre la concentracion de LH a las 11:00 (panel superior) y 17:00 horas (panel inferior) del mismo dia.

78



Resultados

Concentracion de FSH en suero: E bloqueo de los receptores a estrogenos (3, por la inyeccion del ciclofenil

alas 09:00 horas del proestro, resulto en aumento de la concentracion de esta hormonas con respecto a la inyeccion

del tween, cuando se cuantificd a las 11:00 y a las 17:00 horas del proestro (Grafica 24 ).
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Gréfica 24. Efectos de la inyeccion en el dia del proestro, de tween o ciclofenil en el lado izquierdo de POA-

AHA, sobre la concentracion de FSH a las 11:00 (panel superior) y 17:00 horas (panel inferior) del mismo dia.
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Discusion de Resultados

DISCUSION DE RESULTADOS

El tween es un surfactante (detergente no idnico) que se utiliza para solubilizar las membranas celulares,
ya que disuelve los enlaces lipido-lipido y lipido-proteina, este efecto podria modificar la disposicion de las proteinas
de contacto celular que existen en el area de estudio, esto es en POA-AHA, lo que alteraria las estructuras proteicas
de los receptores de neuromoduladores estimulantes o inhibitorios que regulan la actividad de las neuronas. Dado
que la inyeccion del tween en los dias del estro y del diestro-1 bloqued la ovulacion espontanea en el dia del estro
esperado, efecto que no fue observado en el diestro-2 y el proestro, podemos sugrir que estos posibles contactos

celulares y receptores que se establecen en estro y diestro-1 determinan que el animal ovule normalmente.

La alteracion de estas sefiales en la mafiana del estro, por la inyeccion de tween, estaria modificando la
frecuencia de los pulsos de secrecion tonica de la GnRH, lo que en parte, se tradujo en la disminucién de la secrecion
de estradiol en los dias del diestro-1 y diestro-2. A su vez, esta disminucion de estradiol quiza alterd la frecuencia y
amplitud de los pulsos de secrecion de la GnRH, lo que se tradujo en el bloqueo de la secrecion preovulatoria de
ambas gonadotropinas. Se ha mostrado que la administracion de inhibidores de estrogenos , de antisuero al estradiol
(Ferin M. etal 1969: Niell JD. £t al 1971) o la ovariectomia realizada en el diestro-2, bloguea la secrecion
preovulatoria de LH en la tarde del proestro. Mientras que la administracion de estas substancias o la ovariectomia

realizada en la mafiana del proestro no bloquean el “pico” de LH en la tarde del proestro.

El aumento en la concentracion de FSH a las dos u ocho horas después de la microiyeccion del tween en
el dia del estro, dependiendo del lado de POA-AHA tratado, podria ser el resultado de la disminucidn de secrecion
de inhibina, se ha mostrado que existe una correlacion inversa entre la concentracion de FSH en sangre y la de
inhibina en el liquido folicular a lo largo del ciclo estral . Otra explicacidn al aumento de la concentracion de la FSH
seria por un efecto estimulante en la secrecién de testosterona, se ha sefialado a este andrdgeno como el estimulo
del aumento en la concentracion de FSH en el dia del estro (Freeman, 1994). El aumento de testosterona podria ser

consecuencia del estrés causado por la anestesia (Hores 2008).
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Discusion de Resultados

El papel modulador del estradiol al unirse a los RE( localizados en POA-AHA, sobre los mecanismos
neuroendocrinos que culminan con la ovulacion varian durante el ciclo estral de la rata, como se ha mostrado
previamente con otros sistemas de regulacion de la ovulacion, por ejemplo, el sistema muscarinico calinérgrco (Cruz
et al 1987, Lopez et. al. 1991). En el dia del estro, la activacion de estos receptores a estrdgenos por el 17[3-
estradiol tendria un papel estimulante en la ovulacidn, ya que la inyeccion del antagonista al RE( la bloqued en
todos los animales tratados, ain cuando los receptores del lado contralateral se mantuvieron “integros”, por lo que
podemos sugerir que se requiere que los REP de ambos lados sean activados por el estradiol para que ocurra la
ovulacion esponténea en el dia esperado. Ademas, en este dia del ciclo no ocurre una asimetria funcional del sistema

de neuronas que regulan la secrecion de la GnRH de POA-AHA.

Dado que la neurona GnRH expresa el RE pero no el o (Herhison, 2006), sugerimos que el blogueo de la
secrecion preovulatoria de FSH y LH en los animales myectados con el ciclofenil es el resultado de modificaciones
en la secrecion de GnRH por medio de una accion directa sobre la neurona y no a través de sefiales nerviosas de
interneuronas que podrian regularla, como los opioides, glutamato, GABA, NPY, noradrenalina, acetilcolina, CRH,

vasopresina y serotonina (Herbison 2006).

En el diestro-1, el estradiol al unirse a los RE[ no participarian en los mecanismos neuroendocrinos que
regulan la ovulacidn, ya que el tratamiento con ciclofenil no modifico los efectos observados por el tween, es decir,

el porcentaje de animales que ovularon fue similar al observado en los grupos tratados con el vehiculo.

En diestro-2, la ovulacion de la rata depende de la activacion de los RE( del lado derecho de POA-AHA, ya
que la inyeccion del antagonista disminuyd el porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado. En

cambio, en proestro, los RE[3 del lado izquierdo son los que estimulan la ovulacion.
El analisis cronolagico de los efectos del bloqueo del RE( en la maiiana del estro nos permite sugerir que

en este dia del ciclo, el estradiol al unirse a los RE[3 regula de manera asimétrica la secrecion de progesterona y

estimula la secrecidn preovulatoria de la LH, efectos que finalmente se reflejan en la ovulacion.
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Discusion de Resultados

El aumento en la concentracion de progesterona dos horas después de la inyeccion del tween puede ser
explicado por el hecho de que éste vehiculo haya provocado la activacion de las neuronas que secretan el CRF, a su
vez, la secrecion de ACTH y por lo tanto, la secrecion de progesterona por parte de la glandula adrenal o la
activacion de una via nerviosa desde esta zona del hipotalamo que regula directamente la secrecion de progesterona
por el ovario. De ser asi este efecto seria asimétrico, ya que solo cuando el tween fue inyectado en el lado derecho
de POA-AHA aumento la concentracion de progesterona. Dado que el bloqueo de los RE(3 de POA-AHA izquierda
aumento la concentracion de progesterona, mientras que el bloqueo de los receptores de la porcion derecha la
disminuyo, sugerimos que la activacion de los RE( de POA-AHA regulan de manera asimétrica la secrecion de
progesterona en el dia del estro. Este aumento en la concentracion de progesterona en el dia del estro (dos horas
después del tratamiento experimental) y en los dias de diestro-1 y diestro-2 (ain cuando en ciertos tiempos las
concentraciones no sean diferentes estadisticamente con respecto al animal intacto) seria una de las razones por las
que los animales no ovularon. Everett (1948) mostrd que en ratas con cuatro dias de ciclo estral, la inyeccion de
1mg de progesterona en los dias de diestro-1 y diestro-2 retrazaban la ovulacion por 24 horas. Otra explicacion
seria que la progesterona haya sido metabolizada a alopregnenolona por las células de la glia de POA-AHA,
metabolito que promueve directamente los canales a cloro asociados al receptor GABA, en las neuronas GnRH, lo

que suprime la secrecion de GnRH, la liberacion de la LH y la ovulacion (Herbison 2006).

Con base en los resultados obtenidos en la concentracion de estradiol y de FSH en las horas subsecuentes a
la iyeccion del farmaco, sugerimos que la union del 17P-estradiol al REB en POA-AHA no participa en la
regulacion de la secrecion de esta gonadotropina y en consecuencia, la concentracion de estradiol fue semejante a la
de los animales intactos. Asi que podemos inferir que el crecimiento folicular fue normal pero la falta de ovulacion
fue el resultado del blogueo de la secrecién preovulatoria de la LH. A la fecha, se reconoce que la secrecion de una u
otra gonadotropina, es decir de FSH o de LH, depende de la frecuencia de los pulsos de secrecion de la GnRH; puldos
de secrecion de GnRH a frecuencias altas (cada 30 minutos) estimula la biosintesis y secrecion de la LH, mientras
que pulsos de GnRH a frecuencias bajas (cada 2 horas) induce la secrecion de FSH  (Herbison 2006). Por lo tanto,
es posible que el bloqueo del REB en POA-AHA haya generado que los pulsos de secrecion de la GnRH
disminuyeran, por lo que el “pico” de LH de la tarde del proestro no ocurrié. Otra explicacion es que la falta de
disponibilidad de RE, los cuales son expresados por la neurona GnRH, generd que estas neuronas no respondieran

alas sefiales de “feedback” estimulante de los estrdgenos y por tanto no se sintetizd la GnRH.
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Discusion de Resultados

Si consideramos que la GnRH regula la secrecion de ambas gonadotropinas, jcomo se explica que se haya
secretado en forma normal la FSH y no la LH. Se ha identificado en la parte rostral del diencéfalo (el area predptica
y en el organo vasculoso de la estria terminal) neuronas inmunoreactivas a la isoforma conocida como GnRH de
lamprea tipo Il (IGnRH-III), la cual regula especificamente la secrecion de la FSH (Himrey 2001). Por tanto es
posible que el RE( no regule la actividad sintética de estas neuronas, lo que explicaria la ausencia de modificaciones

en las concentraciones de FSH en las horas posteriores a la inyeccion intra-hipotalamica del farmaco.

En cambio, el segundo “pico” de FSH que ocurre en la mafiana del estro, si estaria regulado por la unidn
del estradiol al RE(3, ya que en los animales tratados con ciclofenil se observo la inhibicion de los efectos
estimulantes del tween sobre la secrecion de FSH a las dos horas de su inyeccion intra-hipotalamica, es decir, que
las concentraciones de FSH disminuyeron a valores semejantes al grupo de ratas intactas. De tal forma que en la
maiiana del estro, los RE( regulan de manera estimulante la secrecion de FSH que ocurre normalmente en este dia
del ciclo. Ademés, este mecanismo neuroendécrino de regulacion del segundo “pico” de secrecion de la FSH del dia
del estro parece ser asimétrico, ya que del lado derecho ni la inyeccion del tween ni la de ciclofeni] alteraron la

concentracion sérica de FSH.

Dado que el blogueo de los REP en la maiiana del estro disminuyo el peso de los ovarios en el dia que los

animales debian haber ovulado podria ser explicado por alteraciones en el crecimiento de los foliculos (Raikoric y

col 2006).

En el dia del proestro, la activacion de los RE[ del lado izquierdo o del lado derecho de POA-AHA,
resultado de la union del estradiol, regula de manera asimétrica la secrecion de progesterona, de LH y la ovulacion.
Es decir, en este dia del ciclo estral, la activacidn de los receptores del lado izquierdo de POA-AHA inhibe la
secrecion de progesterona pero induce la secrecion preovulatoria de LH, la ovulacion y el nimero de ovocitos

liberados tanto por el ovario izquierdo como por el derecho.

Con base en los resultados obtenidos por el bloqueo de los RE[3 del lado izquierdo de POA-AHA en el estro
o en el proestro, podemos sefialar que el estradiol regula a la baja la secrecion de progesterona; mecanismo que

como ya lo sefialamos en parrafos anteriores, podria involucrar disminucion de la secrecion del CRF.
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Discusion de Resultados

En el proestro, la ovulacion espontanea depende de la activacion de los RE(3 del lado izquierdo de POA-
AHA, va que la inyeccion del antagonista a estos receptores ihibio la secrecion preovulatoria de la LH y la
ovulacion, lo que no sucedio cuando se bloquearon los receptores de la porcion derecha. La explicacion a esta
asimetria implicaria diferencias en la sintesis, afinidad y nimero de RE[3 entre el lado izquierdo y derecho de POA-
AHA, en los mecanismos de regulacion de sefializacion neural que expresen el receptor o en ambos eventos a la vez.
En la rata intacta, se ha mostrado que la cantidad de ARNm para el RES en el lado izquierdo de POA-AHA se
mantiene alta de las 09:00 y a las 13:00 horas del diestro-2, mientras que del lado derecho el maximo de ARNm
ocurre solamente a las 09:00 h del mismo dia (Arfeaga-Lipez 2003). Si consideramos que este mensajero es
traducido a la proteina horas después, podriamos pensar que se sintetizan durante mas tiempo y en mayor cantidad
estos REP del lado izquierdo que del lado derecho de POA-AHA, lo que se correlaciona con el bloqueo de la

ovulacion y de la secrecion preovulatoria de LH.

En el dia del proestro, el papel del estradiol al unirse a los RE(3 en POA-AHA es ejercer un mecanismo de
“feedback” inhibitorio sobre la secrecion preovulatoria de la FSH, ya que esta hormona alcanza concentraciones
semejantes a las preovulatorias a las dos horas de haber bloqueado los RE[3, y no se modifican las detectadas a las
17:00 horas de este dia (las preovulatorias); lo que implicaria un papel mibidor en la frecuencia de los pulsos de

secrecion de la GnRH, lo que a su vez, se traduciria en menor sintesis del ARNM de la cadena BFSH (Herbison

2006).

El aumento en el peso de los ovarios de los animales inyectados con ciclofenil en la mafiana del proestro
puede ser el resultado del aumento en el nimero de foliculos preovulatorios (Raikoric y col. 2006), que no llegaron

a ovular por el bloqueo de la secrecion preovulatoria de la LH.

84



Conclusiones

CONCLUSIONES

+ La activacion de los REP de POA-AHA regula de manera diferente la ovulacion espontanea de la rata

adulta durante el ciclo estral.

4 Al iicio del ciclo estral, en la fase de estro, la ovulacién depende de la unién del estradiol a los RE( de
ambos lados de POA-AHA; mientras que en la etapa de diestro-1 no participan en los mecanismos
neuroenddcrinos que culminan con la ovulacion. En cambio, en los dias del diestro-2 y del proestro los

RER regulan de forma asimétrica la ovulacion.

4 Laalteracion de la estructura de las membranas de las neuronas de POA-AHA en las dos primeras fases del
ciclo estral (estro y diestro-1) modifican los mecanismos neuroenddcrinos que ocurren en POA-AHA y en

consecuencia bloquean la ovulacion.

4 En el dia del estro, el estradiol unido a los RE[3 regula de manera asimétrica la secrecion de progesterona.
En el lado izquierdo el estradiol acoplado al RE inhibe la secrecion de progesterona, mientras que en el
lado derecho la estimula. Este efecto regulador es observado a las dos horas de la desactivacién de estos

receptores.

+ [l estradiol adherido alos RE[3 de POA-AHA no altera ni su secrecion basal ni la preovulatoria.

4 En el dia del estro, el estradiol unido a los REP regula de manera asimétrica el segundo “pico” de
secrecion de FSH, es decir el del dia del estro. En el lado izquierdo el estradiol acoplado al RE estimula la

secrecion de esta glucoproteina, mientras que en el lado derecho la inhibe.
4 En el dia del proestro, el papel asimétrico del estradiol acoplado a los RE sobre la ovulacion de la rata

adulta es el resultado de la estimulacion temprana de la secrecion de progesterona y de la FSH, asi como

del bloqueo de la secrecion preovulatoria de la LH.
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