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RESUMEN

La secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es modulada por diferentes substancias
entre ellas el 17p-estradiol (E2), éste es secretado por el ovario y una de sus principales funciones es
regular la secrecion de la GnRH, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH).
Estas funciones ocurren al unirse a dos tipos de receptores, el alfa (RE-a) y el beta (RE-B). Aunque la
mayoria de las neuronas GnRHérgicas poseen el RE-By no el RE-a 2 se desconoce cudl es el papel
especifico del estradiol al unirse a uno u otro receptor en la regulacién de la secrecién de la GnRH, las
gonadotropinas y la ovulacidon. Por tanto el propdsito de este proyecto de investigacion fue estudiar el
papel del RE-a del lado izquierdo del area predptica e hipotaldmica anterior (POA-AHA) sobre la
ovulacion, el peso de los ovarios y del Utero, la secrecidn de gonadotropinas y hormonas esteroides. Para
ello se utilizaron ratas hembras, adultas, ciclicas, micro-inyectadas con 25ug de MPP (metil-piperidino-
pirazol; antagonista de los RE-a) disuelto en 1pL de una solucién de tween 20 (100 puL/10mL H,O) durante
un minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA. La inyeccién tanto del farmaco como del vehiculo se realiz6
entre las 8:30 y 9:30 horas de cada fase del ciclo estral de la rata: estro, diestro-1, diestro-2 o proestro.
Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion, a las 10:00 h del estro esperado del ciclo
estudiado. A la autopsia se disecaron las trompas uterinas para contar el nimero de ovocitos liberados.
Los ovarios y el Utero se pesaron. El cerebro se extrajo para verificar la zona donde se inyecté el farmaco
o el vehiculo. Otros grupos de animales micro-inyectados con tween 20 o con MPP entre las 8:30 y 9:30
horas del dia del estro o del proestro, fueron sacrificados a las 11:00 o 17:00 horas del proestro esperado.
Estos animales fueron sacrificados por decapitacion, se recogio la sangre del tronco, se obtuvo el suero en
el cual se midieron las concentraciones séricas de la LH, FSH, E, y Progesterona (P4) por radio-inmuno-
andlisis (RIA).

El vehiculo inhibié la ovulacién en el 55% y 16% de los animales tratados en estro y en proestro,
respectivamente. Con respecto a los grupos inyectados con vehiculo, el bloqueo de los RE-a alter6 el
porcentaje de animales que ovularon (%A0) en funcion del dia del ciclo en el cual se bloquearon los
receptores. En el dia del estro, el MPP indujo la ovulacién en el 100% de los animales pero sélo lo hicieron
el 14% cuando fueron tratados en proestro. Estos efectos se acompafiaron de modificaciones en el
numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo, del peso de los ovarios y del Utero.

Con respecto al grupo de animales intactos, el vehiculo micro-inyectado en estro provocé
disminucion de la concentracion preovulatoria de P4, E; y FSH, sin alterar la de LH. El bloqueo de los RE-a
en la mafana del estro aumenté la concentracion de P4 en la tarde del proestro y de LH, sin modificar las
concentraciones de E; y FSH comparadas con el grupo de vehiculo. En la fase de estro, el vehiculo
desminuyd la concentracion preovulatoria de E; y FSH y no maodificé la de LH. Cuando se bloquearon los
R-a aumenté la concentracion de P4, E> y FSH e inhibid la de LH.

Estos resultados nos llevan a sugerir que el E; al unirse a los RE-a en la mafiana del estro regula
de manera inhibitoria la ovulacién, como resultado del efecto “feedback” inhibitorio sobre la secrecion
preovulatoria de LH. En cambio en la mafiana del proestro, el E; por medio del RE-a inhibe la secrecion de

FSH, de estradiol pero estimula la secrecion preovulatoria de LH y por lo tanto la ovulacién.
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EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO.

EL HIPOTALAMO

El Hipotdlamo (del gr. umo, "debajo de" y 8dAauog, "camara nupcial,
dormitorio”) es una glandula endocrina que forma parte del diencéfalo, y
se sitla por debajo del talamo. Libera al menos nueve hormonas que
actian como inhibidoras o estimulantes de la secrecion de hormonas
secretadas por la hipdfisis. Suele considerarse el centro integrador del
sistema nervioso vegetativo o0 autbnomo, que constituye el sistema
nervioso periférico. El hipotdlamo junto con la hipdfisis regula la
homeostasis del organismo, por medio de un sistema de retro-control
estimulante o inhibitorio que envia instrucciones al resto del cuerpo de dos
formas: la primera de ellas, a través del sistema nervioso autobnomo y la

otra mediante la glandula pituitaria "

Las neurohormonas secretadas por el hipotdlamo son Ila
hormona antidiurética (ADH) o vasopresina, la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la
hormona liberadora de corticotropina (CRH o CRF), la hormona liberadora
de somatotropina (STH) o factor liberador de hormona del crecimiento
(GRF o GHRH), la somatostatina u hormona inhibidora de la liberacion de
somatotropina (GIH) y el factor inhibidor de la liberacion de prolactina
(PIF).

Por medio del sistema nervioso autonomo, el hipotalamo regula la
presidon sanguinea, la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria, la
digestién, el sudor, y todas las funciones simpaticas y parasimpaticas del

cuerpo.
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La zona anterior o rostral del hipotalamo, regula los mecanismos

qgue culminan con la disipacion del calor y ciclo del suefio-vigilia; mientras

gue en el hipotalamo posterior o caudal se llevan a cabo los mecanismos

que

regulan mantenimiento de la temperatura corporal constante,

aumentando o disminuyendo la frecuencia respiratoria y la sudoracion
(Fig.1).
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Fig. 1 Corte sagital del cerebro de larata donde se muestra la localizacion rostro-caudal del

hipotdlamo (Tomado de Paxinos y Watson, 2004) @

Para su estudio, el hipotalamo se ha dividido en tres zonas:

anterior, medio o tuberal y posterior (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Diferentes funciones del hipotalamo y zonas involucradas en dicha funcion.

Regioén Area Nucleo La funcién
LJ La contraccion de la vejiga urinaria
o . - o La frecuencia cardiaca disminuida
Nucleo medial preéptico
(] La presion arterial disminuida
o La liberacién de oxitocina
Nucleo supraéptico (SO) Ld La liberacién de vasopresina
o La liberaci6n de oxitocina
Medial | Nucleo paraventricular (PV) ] La liberacién de vasopresina
. Termorregulacion
Anterior
) ! L] Sudoracién
Nucleo anterior del hipotdlamo (AH)
(] La inhibicién de la tirotropina
L] La liberacién de vasopresina
Ntcleo supraquiasmatico (SC) (] Los ritmos circadianos
Nucleo lateral predptica
) [ La sed y el hambre
Nucleo lateral (LT)
Lateral
e - L4 La liberacion de vasopresina
Parte del nicleo supradptico (SO)
i ) o L Estimulacién Gl
Nucleo dorsomedial del hipotalamo (DM)
o Saciedad
Nucleo ventromedial (VM) [ Control neuroendocrino
Medial
o La hormona luteinizante RH liberacién
Tuberal o Hormona foliculo estimulante factor de liberacién
. L4 Alimentacién
Nucleo arqueado (AR)
[ Dopamina
L4 GHRH
. o La sed y el hambre
Nucleo lateral (LT)
Lateral
Ncleos lateral tuberal
. . . [ Memoria
Mamilares ndcleos (parte de los cuerpos mamilares) (MB)
Medial L] Aumento de la presion arterial
Posterior
. ) L] Dilatacién pupilar
Nucleo posterior (PN)
o Escalofrios

Lateral | Nucleo lateral (LT)
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Hipotalamo Anterior: Es la zona mas rostral del hipotalamo e
incluye a los nucleos paraventricular (NPaV), predptico medial (NPopM),
preéptico lateral (NPopL), supradptico (NSop), supraquiasmatico (NSCh)
e hipotaldmico anterior (NHan). Ademas de regular los eventos
neuroenddcrinos de la reproduccion, esta zona del hipotalamo regula la
temperatura corporal, estimula la sudoracién corporal, disminuye la
actividad cardiaca y regula la osmolaridad del cuerpo mediante la

reabsorcidon de iones y agua.

Hipotdlamo Medio: Los nucleos localizados en esta zona del
hipotalamo son el dorsomedial (NDM), ventromedial (NVM), arcuato (NAr),
tuberal, ventral (NPaV). Esta zona regula el apetito o la ingesta de

alimento.

Hipotalamo Posterior: En esta area del hipotalamo se encuentra el
nucleo mamilar medial (NMM), el mamilar lateral (NML), el mamilar
intermedio o intercalado (NMI) y el posterior (NP). Aqui se localiza el
centro que regula los mecanismos que promueven el aumento de la
temperatura corporal o a la hipotermia, como son la vasoconstriccion,

disminucién del sudor y escalofrios © -

Area Preoptica: El area preoptica (POA), constituye la sustancia gris
periventricular de la parte més rostral del tercer ventriculo, que se divide en
tres nucleos: El ndcleo periventricular predptico que rodea a las paredes del tercer
ventriculo en la region del receso preoptico, e | ndcleo predptico interno que
esta por fuera del nucleo periventricular predptico y se extiende ventralmente
hasta el quiasma Optico. El nudcleo predptico externo, rostral al area
hipotalamica externa, se le considera el nucleo intersticial del fasciculo pros-

encefélico medial.
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Se reconocen tres regiones hipotaldmicas del al &rea predptica:

1) Una regioén supradptica o anterior, por encima del guiasma 6ptico y que
se continla al area preoptica. Contiene a los ndcleos hipotalamicos
paraventricular y el supradptico. Ambos nucleos envian fibras al I6bulo posterior de
la hipdfisis. La sustancia gris central menos diferenciada de la region supradptica
constituye un nucleo hipotalamico anterior, que se fusiona imperceptiblemente con

el area preoptica.

2) Una region tiberal o media. La parte interna forma la sustancia
gris central de la pared ventricular, en la cual pueden distinguirse los

nacleos ventromedial y dorsomedial.

3) Una region mamilar o posterior, que se continla caudalmente con la
sustancia gris central del acueducto cerebral. Estd compuesta por los tubérculos
mamilares y las células de ubicacién dorsal del nicleo hipotalamico posterior. En
el hombre, el tubérculo mamilar esta formado casi totalmente por el nicleo

mamilar interno. Por fuera se halla el pequefio nicleo mamilar intermedio (Fig.2).
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e AREA PREOPTICA

' HIPOTALAMO ANTERIOR

i ﬂ HIPOTALAMO MEDIO

HIPOTALAMO POSTERIOR

Fig. 2 Corte sagital del cerebro de la rata, que muestra la distribucion topogréafica de los nucleos y areas
del hipotalamo. A: Hipofisis anterior, AC: comisura anterior, AH: nacleo hipotaldmico anterior, BN: base
del ntcleo de la estria terminal, DL: area hipotalamica dorsolateral DM: nucleo dorsomedial, DP: nucleo
dorsal premamilar, I: I6bulo de la hipéfisis intermedia, MB: cuerpo mamilar, ME: eminencia media, MP:
nicleo preéptico medial, N: hipodfisis posterior,OC: quiasma Optico, PE: nulcleo hipotalamico
periventricular, PF: nucleo perifornical, PH: nicleo hipotalamico posterior, PP: nucleo predptico
periventricular (medio), PS: tallo hipofisario, PV: nucleo paraventricular, RC: area
retroquiasmatica, SC: nucleo supraquiasmatico, SM: nucleo supramamilar, SO: nucleo
supradptico, TH: talamo, VM: nacleo ventromedial, VP: nlcleo premamilar ventral (Tomada
de Palkovits 2000) “.
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NEURONAS GnRHérgicas: Las neuronas GnRH secretan la hormona

liberadora de las gonadotropinas o GnRH (por sus siglas en inglés). Esta
hormona también fue conocida como hormona liberadora de hormona
luteinizante (LHRH). Tienen su origen embrionario fuera del sistema
nervioso central, y derivan de la placa olfatoria durante la gestacion
temprana; dichas neuronas migran hacia el hipotalamo, junto con o como

parte del nervio terminal a través de la lamina cribiforme ©

Defectos en la migracion de estas neuronas resultan en una
deficiencia de GnRH asociada con la ausencia de bulbo olfatorio en
humanos (Sindrome de Kallmann: ausencia de interés por el sexo la
hormona luteinizante (LH), lo que provoca atrofia de los gonadotropos de
la glandula pituitaria e incapacidad para sintetizar LH y la hormona foliculo
estimulante (FSH) ©

La GnRH en la rata adulta, es producida por un numero
relativamente pequefio de neuronas, las que se encuentran dispersas
desde el complejo de la banda diagonal de Broca, el septum medial y el
hipotalamo rostral. En el hipotalamo, las neuronas secretoras de GnRH se
encuentran en el ndcleo hipotalamico anterior, el nlcleo arcuato, el nacleo
periventricular, el paraventricular y el area predptica. La Fig. 3 muestra la
distribucion de las neuronas GnRHérgicas en un corte coronal del cerebro

de la rata en la zona frontal del diencéfalo.
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Fig. 3 Morfologia de la neurona GnRH y su distribucién (Tomada de Herbison, 2006) @

La neurona GnRH es una célula bipolar en forma de huso, con un
ndcleo grande y concéntrico. En la rata, el ratén y el mono el contorno de

la neurona puede ser liso o espinoso " (Fig. 4).

Fig. 4 (a) Area predptica (POA) cerca del fondo del saco varios cuerpos de células de la
GnRH

(b) Neurona bipolar, con prolongaciones (Tomada de Herbison, 2006) @

-9-
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Estructura y genética de la GnRH: La GnRH se sintetiza como parte de un

precursor (pro-GnRH), que consiste de 92 aminoé&cidos, dividido en tres
partes: un péptido de 23 aminoacidos, seguido por una secuencia de Gly-
Lys-Arg esencial para el procesamiento proteolitico y por un residuo de 56
aminoacidos conocido como péptido asociado con la GhnRH (GAP, por sus

siglas en inglés) &9

En los mamiferos la GnRH es codificada por el gen GNRH1 que
se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 8, esta
integrado por 4 exones: el primero () contiene la region 5’ no traducida; el
exon dos (Il) codifica para el péptido sefial del decapéptido de la GnRH,
para el sitio de amidacion y para el sitio del precursor, también codifica
para el sitio de amino terminal de once aminoacidos de un segundo
péptido asociado de 56 aminoacidos denominado GAP (acido gama
butirico), el cual contiene el segmento prepro-GnRH; el exdn tres (lll)
codifica para los siguientes 32 residuos del GAP; el exdn cuatro (1V)
codifica para los ultimos trece aminoacidos del GAP, para el codén de
terminacion y para la regién 3’ no traducida del ARN mensajero %12 13.

- La estructura del decapéptido GnRH se menciona a continuacion ©"

pyroGlu'-His*-Trp*-Ser*-Try*>-*Gly°-Leu’-Arg®-Pro®-Gly*-NH,

En la rata, las neuronas GnRHérgicas, se originan en la placa
olfatoria, migran principalmente al area predptica e hipotalamica anterior
(POA-AHA) y algunas son encontradas en el hipotdlamo medio basal
(MBH) *°)

-10 -
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En el adulto, estas neuronas se localizan como redes extensas y
(16).

difusas distribuidas a lo largo de la ruta septo-predptica—infundibular

El procesamiento molecular en el interior de las neuronas de
GnRH ocurre fundamentalmente en el nacleo. Después de la transcripcion
y el procesamiento del gen de la Pro-GnRH, el ARNm es transportado
hasta el citoplasma, donde tiene lugar la traduccién con la generacion de
GnRH (Fig. 5). Luego los productos, GnRH y GAP son transportados

hasta las terminaciones nerviosas y secretadas a la circulacion ©

molecula precursora
de GnRH (prepro-GnRH)

Glu His Trp Ser

Trp Gly Leu Arg Pro Gly

Q GAP (56aa’
A 4 +92

Gen de la pro GnRH
Citoplasma * Transcripcion

Transcripto primario

Procesamiento

Transporte hasta
el citoplasma

Vaso portal

Fig. 5 A. Representacion esquematica de la estructura y la secuencia de 92 aminoacidos de
la pre-pro-GnRH. El decapéptido (aminoécidos 1 a 10) ocupa el lugar intermedio entre el
péptido sefial y la secuencia Gly-Lys-Arg. La flecha indica el sitio de procesamiento
proteolitico y la amidacion del C-terminal de la molécula de GnRH. B. Procesamiento
molecular del decapéptido de GnRH. En el nucleo, el gen de pro-GnRH es procesado a
ARNmM después de la trascripcion; el ARNm es transportado hasta el citoplasma del cuerpo
celular (soma), donde se genera el péptido pro-GnRH y del péptido asociado con la GnRH
(GAP). Luego la GnRH y el GAP son trasportados hasta las terminaciones nerviosas y
secretados en la circulacion porta (Tomada de Yen, 2001) ¢

-11 -
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La vida media de la GnRH en el humano se ha calculado de 10

minutos ¢7

En la rata macho y hembra la cantidad de GnRH en el lado
derecho del hipotalamo medio basal es significativamente mayor que en el
izquierdo ®1%- Es posible que esta asimetria este definida por el momento
y el tipo de participacion de los diversos sistemas de neurosecrecion que

regulan la sintesis y liberacién de la GnRH ®®:

Tipos de GnRH: 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 solo
estimular la liberacion de las gonadotropinas ©Y En la rata se han
detectado dos de ellas, la GnRH-I y GnRH-II

La actividad de las neuronas GnRH es regulada por diferentes
neuromoduladores y hormonas como: las endorfinas, el GABA, el
glutamato, la dopamina, la noradrenalina y la serotonina, la acetilcolina, el
neuropéptido Y, el péptido intestinal vasoactivo, vasopresina, el factor
liberador de la corticotropina (CRH), el factor liberador de la tirosina, el

estradiol, la progesterona y sus metabolitos.

Funciones de la GnRH: Una vez sintetizado el péptido, es

transportado en la vesicula hasta la terminal sindptica, la cual finaliza en la
eminencia media, en donde es liberado en los vasos del sistema portal

hipotalamico—hipofisario.

-12 -
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La liberacion de la GnRH se realiza por exocitosis en respuesta a
cambios en los potenciales de accion de la membrana, que permiten la
apertura de los canales de Ca' dependientes de voltaje “?* Como
resultado de la entrada de calcio se activan las enzimas proteoliticas que
degradan la membrana plasmatica, de tal forma que el péptido es liberado
(23).

En la hipdfisis se localizan las células que expresan el receptor
para la GnRH (GNRHR) llamadas gonadotropos, las cuales algunas
sintetizan exclusivamente la hormona foliculo estimulante (FSH), Ila

hormona luteinizante (LH) y otras secretan ambas.

LA HIPOFISIS

La hipdfisis se encuentra en la base del cerebro alojada en el esfenoides y
cubierta por la duramadre ¥ Esta unida al hipotdlamo por el tallo
hipofisiario el cual contiene el sistema porta hipofisiario de vasos

sanguineos.

La Hipofisis esta dividida en tres partes: el I6bulo anterior, el [6bulo
intermedio y el I6bulo posterior. El I6bulo anterior y el intermedio forman
una glandula endocrina verdadera llamada adenohipdfisis. El |6bulo

posterior también llamado neurohipdfisis es una extensiéon del hipotalamo
(25).

La adenohipdfisis regula las funciones llevadas a cabo por la
tiroides, las adrenales, las génadas, las glandulas mamarias, entre otras.
Las funciones de las gonadas son reguladas mediante la produccion de la

FSH y LH, al actuar directamente sobre los ovarios y los testiculos 2%

-13 -
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En la hipdfisis, la GnRH al unirse a su receptor estimula la
secrecion de las gonadotropinas, este proceso es controlado por el
tamafio y la frecuencia de los pulsos de secrecion de la GnRH, asi como
por los efectos estimulante o inhibitorio de los estrogenos. Frecuencias
bajas de los pulsos de GnRH conducen a la secrecién de la FSH, mientras

que las frecuencias altas estimulan la liberacion de la LH (Fig.6). %"

Hipotalamo

Hipofisis
Anterior
Hipofisis

Posterior
Células
Gonadotropas

W e

Progesterona
Estradiol
Testosterona

Fig. 6 Eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. El hipotdlamo secreta la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), la que al actuar en la hipéfisis estimula la secrecién de la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Estas gonadotropinas llegan a
los ovarios, donde estimulan la secrecién de progesterona, testosterona y estradiol, asi
como el crecimiento y diferenciacion de los foliculos y la ovulacién (Tomada de Berne y
Levy, 1992) @7

-14 -
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Receptor de la GnRH (GnRHR): La GnRHR en mamiferos

incluyendo a la rata, su secuencia de aminoacidos es de 327, en los

cuales el receptor estan presente en ellos, ya que el 85% de los

aminoacidos son idénticos ?®

La presencia del GnRHR en el sistema nervioso central sugiere
gue esta hormona actia como un transmisor o0 un neuromodulador que
pudiera participar en la regulacién de conductas reproductivas y en la

promocion de la ovulacién ¢®:

Los GnRHR se encuentran exclusivamente en las membranas
citoplasmaticas, el principal sitio blanco de esta hormona es el
gonadotropo de la adenohipdfisis, los receptores de ésta hormona también
se han encontrado en gonadas, en placenta, tejido adrenal, en sistema

nervioso central y células cancerigenas “®

La FSH y la LH estan formadas por dos cadenas peptidicas (una
cadena a y una B) unidas por enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der
Waals. La LH y la FSH comparten cadenas a casi idénticas, mientras que
la cadena B proporciona la especificidad biolégica en las interacciones con
sus receptores. Las subunidades a de la LH, FSH, TSH (hormona
estimulante de la tiroides) y hCG (gonadotropina coriénica humana) son
idénticas, y contienen 92 aminoacidos. Las subunidades B varian para
cada hormona. La FSH tiene una subunidad p de 118 aminoacidos (FSH-
B), que le confiere su accion biolodgica especifica y es responsable de la
interaccion con el receptor de FSH. La subunidad 3 de la LH (LH-B) esta

constituida por 121 aminoéacidos.

-15 -
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EL OVARIO

El ovario es el 6rgano reproductor primario. En los vertebrados, este
organo es pareado y se localizan a ambos lados de la cavidad pélvica,
estan suspendidos en un pliegue peritoneal llamado mesovario. La arteria
ovarica (o arteria Utero-ovarica) recibe el riego sanguineo por la aorta
abdominal que llega al ovario a lo largo del mesovario, rama que entra a

través del hilio, por donde salen las venas ©3%

En el ovario se distinguen dos zonas: la corteza y la médula. En la
corteza se localizan los foliculos en diferentes estadios de crecimiento y
maduracion embebidos en el estroma. La parte mas externa de la corteza
esta tapizada por el epitelio germinal escamoso o cuboidal que se apoya
en la tanica albuginea, una capa de tejido conectivo denso, que da al
ovario su color. La médula es la capa interna, esta formada por estroma,
nervios, abundantes vasos sanguineos arteriales y venosos con poco
tejido conectivo y la glandula intersticial. Entre la corteza y la médula no

existe linea clara de demarcacion.

Hilio es el sitio por donde penetra y sale la arteria y la vena
ovarica (o arteria Utero-ovarica), la rama de la aorta abdominal que llega al
ovario a lo largo del mesovario, los vasos linfaticos, las terminales

nerviosas © 3132

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

gonada y a partir de los cuales se originan los otros dos compartimentos
31).
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Compartimento Luteal o cuerpo lateo: El compartimiento lGteal se
forma a partir de las células de la granulosa y de la teca interna de los
foliculos que expulsan al ovocito, por el estimulo de LH. Secreta
principalmente progesterona 233

Compartimento Intersticial o glandula intersticial: Incluye tanto a
las células teco-intersticiales de los foliculos en crecimiento y las células
de la teca de los foliculos atrésicos, y representa la unidad productora de
andrégenos %34

Compartimento Folicular: Esta formado por foliculos que se
encuentran en la corteza del ovario, en diferentes etapas de desarrollo y

crecimiento, como son los primordiales, primario, secundario, terciario, y
S (33, 35).

preovulatorio

Cada foliculo esta formado por el ovocito |, una membrana basal
gue aisla a las células de la granulosa del resto de los componentes del
ovario y las células de la teca; estas ultimas conforman la denominada
teca interna. Ademas de las células de la granulosa y las tecales, el
foliculo esta rodeado por un complejo sistema de fibras colagenas, células
del tejido conectivo, sustancia fundamental y fibras musculares lisas, todo
lo que recibe el nombre de teca externa ©°

De acuerdo a su organizacion estructural, pueden definirse cinco
fases del desarrollo folicular:

. Foliculos primordiales: consisten de un ovocito esférico rodeado de

una capa de células foliculares planas o cilindricas bajas y la

membrana basal. Algunos de los foliculos primordiales se

desarrollan y se convierten en foliculos primarios ©%%"
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Foliculos primarios: el ovocito adquiere un tamafio mayor y aparece
rodeado por dos o mas capas de células foliculares que ahora
reciben el nombre de células de la granulosa. ©*3® El ovocito
continua creciendo, queda separado por las células de la granulosa
adyacentes, por una estrecha hendidura en la que se proyectan
microvellosidades y prolongaciones. En este espacio se acumula
una glucoproteina que se condensa gradualmente y forma la zona
peliucida. El estroma circundante forma la teca folicular @8 La
proliferacion de las células de la granulosa es estimulada por la
FSH y los estrdgenos, que actian de manera sinérgica ®9 La
FSH, a su vez, estimula la sintesis de sus propios receptores en las
células de la granulosa, lo que permite que su numero se
incremente conforme el foliculo madura y también estimula la
sintesis de los receptores a LH @640

Foliculo secundario: continta la proliferacion de células de la

granulosa, se forman varias capas circundantes al ovocito.
Después, entre las células de la granulosa se forman zonas que
contienen liquido, que al aumentar de tamafio y fusionarse forman
una cavidad llamada antro folicular, el ovocito adopta una posicion
excéntrica y lo rodean células de la granulosa formando el cumulus
oophorus. Se diferencian la teca interna y externa. La teca interna
esta muy vascularizada, son células que secretan andrégenos y
expresan receptores a LH. Los androgenos son transportados a las
células de la granulosa donde son aromatizados a estrdgenos por
accion del complejo enzimatico aromatasa ©% 3 *- La teca externa
compuesta por colageno, células de tejido conectivo, fibras
musculares lisas, vasos sanguineos y fibras nerviosas ¢
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rata

El liquido folicular se encuentran proteinas, polipéptidos, FSH, LH,
prolactina, progesterona, androgenos (DHT, 5a-androstano-3-17-diona,
androsterona y epiandrosterona), estrogenos gonadocrininas y
noradrenalina, cuyas concentraciones varian durante el ciclo estral de la

(36).

Foliculo preovulatorio: constituido por el ovocito que alcanza su
tamafio maximo, un antro desarrollado completamente y lleno

de liquido folicular, y varias capas de células de la granulosa
denominadas corona radiada ©®”" Los vasos sanguineos al igual
que los nervios solo llegan a la teca interna, ya que no penetran
a la granulosa. Algunos de las fibras nerviosas terminan en el
musculo liso presente en la teca externa y estos nervios regulan
la contractibilidad de las mismas lo que influiria en el mecanismo
de la ovulacion. En el ovario de la rata los foliculos llegan a este
estadio de desarrollo 17 a 19 dias después de haber iniciado el

crecimiento ©0-36)

El crecimiento y la diferenciacion del foliculo finalizan con su

ruptura y la expulsién del ovocito Il (la ovulacién) o con la atresia “? (Fig.
7, 8).

Los ovarios de la rata secretan principalmente 17p-estradiol

(estradiol) y pequefias cantidades de estrona. La mayor proporcién de
estrona se sintetiza en otros tejidos a partir de los andrégenos
androstendiona y testosterona, secretados por las adrenales y las células
de la teca del foliculo. El estriol es producto del estradiol y la estrona, cuya
conversion se realiza en el higado y la placenta © 4%
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Foliculo secundario

Foliculo primario

Cuerpo Luteo

Foliculo primordial

Fig. 7 Fotografia de un Corte sagital del ovario de rata muestra dos zonas sin limites precisos:
la corteza y la médula ovarica que es mas pequefia en comparacion con la corteza. La
superficie de la corteza ovarica esta revestida de un epitelio simple clbico que se aplana en
las mujeres de edad. La corteza esté constituida por estromay parénquima.

Fig. 8 Secuencia real y esquemética de la maduracion de un foliculo ovarico humano (tincién
con hematoxilina-eosina). A-B.- Foliculo primordial. C-D.- Foliculo primario unilaminar. E-F.-
Foliculo primario en el que empiezan a distinguirse mas capas Figura 3. Secuencia real (tincion
con hematoxilina-eosina) y esquematica de la maduracion de un foliculo ovarico humano (Il).
A-B.- Foliculo primario multilaminar. C-D.- Foliculo secundario o antral. E-F.- Foliculo terciario
o de Graff. (Tomada de Carlson, M. B. 2000) “*"
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LA OVULACION.- La ovulacién es el resultado de un proceso inflamatorio
gue resulta en la expulsién de un ovocito capaz de ser fecundado. En los
foliculos preovulatorios, la ovulacién ocurre en respuesta al incremento
brusco de la concentracion de las gonadotropinas en la sangre. La FSH y

LH estimulan la secrecion de enzima proteoliticas como el activador del

plasmindgeno 045 46)-

La LH también estimula otras enzimas proteoliticas como
plasmina y metalo-proteinasas, las cuales contribuyen a la degradacion de
la matriz perifolicular y principalmente de las fibras de colageno que

forman la pared folicular.

Estos cambios se acompafan del incremento en el flujo
sanguineo, en la permeabilidad vascular y en el volumen folicular. Los
cambios vasculares y de la actividad proteolitica son estimulados, ademas
de la LH, por mediadores locales como son: el factor de crecimiento
endotelial vascular, interleucina 1, eicosanoides (prostaglandina y
leucotrienos), el factor activador de plaquetas y 6xido nitrico 4647

Desde el momento del nacimiento, los ovocitos primarios
persisten en la etapa de Diploteno hasta el momento de la ovulacion,
momento en el que prosigue la meiosis y se forma el primer cuerpo polar y
se expulsa ©)- Cuando se lleva a cabo la ovulacién, el ovocito secundario u
ovocito Il, ya que justo antes de salir culmina la primera division meio6tica e
inicia la segunda division que se detiene en metafase. La segunda etapa
de la meiosis culmina sélo si el ovocito es fecundado @342

Durante la ovulacion, el ovocito secundario y las células de la
granulosa circundantes son expulsados del foliculo e ingresan a la trompa
de Falopio “9
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El ovario puede ser considerado como una glandula maestra,
cuyas funciones estan reguladas por los otros dos componentes del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario. Tanto la ovulacion como la secrecion de
hormonas esteroides se encuentran reguladas por mecanismos
neuroendocrinos que cambian durante el ciclo estral ©% % (Fig. 9).

EL CICLO ESTRAL DE LA RATA

El término estral se deriva de la palabra en latin “oistros” que significa
‘frenesi”, se caracteriza por 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 ©°

En nuestro modelo de estudio, la rata de laboratorio, el ciclo estral
es de 4 6 5 dias, lo que depende de la cepa que se utilice y del periodo luz
oscuridad en que sean mantenidos los animales; para su estudio se le
divide en: proestro, estro, diestro-1 y diestro-2 %% E| perfil de secrecion
de progesterona (P4), estradiol (E>), prolactina (PRL), FSH y LH durante el
ciclo estral se puede observar en la Fig. 10 ®* En la etapa de diestro-1
“‘periodo de recuperacion” ®D: |a citologia vaginal se caracteriza por
presentar una gran cantidad de leucocitos, EI pH vaginal es de 6.1; el
cuerpo luteo producen abundante P, por varias horas, lo que provoca que
la concentracion de esta hormona alcance un “pico” hacia el medio dia. En
algunas cepas de ratas la secreciéon de P, se prolonga, lo que conducen a

ciclos de cinco dias.

Las concentraciones de E,, LH y FSH son basales durante este

dia del ciclo %9

En el dia siguiente, diestro-2, en el frotis vaginal se observan una

menor cantidad de leucocitos y algunas células epiteliales nucleadas.
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La concentracién de estradiol empieza a aumentar paulatinamente
desde la tarde de este dia (Fig. 10) & 3"

=
]
|

Prolactina (ng/ml) Progesterona (ng/mi)
2
1

Estradiol {pg/ml)

LH {ngimi)

|

13 17 21 01 06 09 13 19 21 01 06 09 13 17 1 01 06 09 13 17 21 01 06 09 13
ESTHRO DIESTRO-1 DIESTRO -2 PROESTRO ESTHRO

Fig. 10 Concentracién de LH, FSH, progesterona, prolactina y estradiol obtenido en plasma

cada 2 horas en cada dia del ciclo estral de la rata. Cada punto representa la media + e.e.m.
de la concentracion de hormona de 5 a 6 ratas. Las barras neégras representan intervalos de
51).

oscuridad en el cuarto del animal (Tomada de Freeman, 1994)

En el dia Proestro (fase de maduracién folicular y preovulatoria).
Se caracteriza por la presencia de células epiteliales nucleadas, dura
aproximadamente 12 horas. En esta etapa el pH vaginal es de 5.4, la
vagina se torna seca y se comienza a producir la cronificacion de las
células de las paredes de esta, los ovarios estan en plena produccion

folicular.
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Entre las 09:00 y 13:00 horas de este dia, la concentracion de
estradiol en sangre es maxima respecto a los otros dias del ciclo, lo que
provoca cambios en el Utero. Este aumento en la concentracion de E;
alcanza el valor maximo del ciclo, evento llamado “pico” de estrogenos,
gue estimula la secrecion de GnRH (hacia el medio dia) y por lo tanto,
induce la concentracion de FSH y LH, también llamado “pico”
preovulatorio, que ocurre en la tarde del proestro (entre las 15:00 y 19:00
horas). La secrecion preovulatoria de LH induce la secrecion de
progesterona que alcanza otro “pico” en la noche de este dia y por lo
tanto la conducta de apareamiento (Fig. 10).

Estro: presenta células epiteliales conificadas y sin ntcleo ©%
Dura de 9 al5 horas, la vagina se ve cornificada y seca, el pH vaginal es
de 4.2. En este dia ocurre la ovulacion en la madrugada del estro. En este
dia las concentraciones de estradiol, progesterona y LH regresan a sus
valores basales pero las de FSH aumentan nuevamente a valores
ligeramente menores que los de la tarde del proestro (segundo “pico” de
FSH), cuya funcién es reclutar los foliculos que entrardn en crecimiento

durante los ciclos posteriores a este (Fig. 10).
Esta serie de cambios son regulados por eventos neuroendocrinos

que ocurren de forma reciproca y sincrénica entre el hipotadlamo, la

hipofisis y el ovario, el también llamado eje hipotalamo-hipéfisis-ovario.

LOS ESTROGENOS

Los estrégenos son hormonas ampliamente distribuidas en el reino animal,

gue estan presentes en hembras y machos. Estimulan la proliferacion, el

crecimiento y la diferenciacion de sus células blanco ¢ 3% 52
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En la hembra, la principal fuente de estrégenos son los ovarios.
Los estrogenos también son sintetizados en érganos como el higado, la

médula ésea, la placenta, los tejidos; adiposo, nervioso, 6seo y muscular
(34, 53, 54).

Sintesis de estrégenos en el ovario: Los ovarios en la rata secretan
principalmente 17p-estradiol (estradiol) y pequefias 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 del foliculo. El estriol es producto del estradiol y la
estrona, cuya conversion se realiza en el higado y la placenta ©4° 43

Estructura quimica: Los estrégenos pertenecen al grupo de hormonas
esteroideas derivadas del colesterol. La estructura quimica del ndcleo
basico del colesterol es el ciclopentano-perhidrofenantreno o “nucleo
esteroide”, el cual esta constituido por 27 atomos de carbono, dispuestos
en tres anillos de seis atomos de carbono (ciclobencénicos) denominados
A, B, C, y un anillo de cinco &omos (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 ©?- El
colesterol es una molécula hidrofoba, al presentar una cabeza polar
constituida por el grupo hidroxilo y una cola o porcion no polar, formada
por el anillo de nucleos condensados y los sustituyentes alifaticos (52, 54).

El estradiol conserva el nucleo esteroide de 18 carbonos, por lo que se
forma un anillo fendlico A (anillo aromatico) con un grupo hidroxilo en la
posicién carbono 3 y un grupo B-hidroxilo o cetona en la posicion 17 del
anillo D. El anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural, de la
cual depende la union selectiva y la alta afinidad a receptores de
estrégenos (34, 55, 56, 57).

Biosintésis de los estrdgenos: La biosintesis de los estrogenos se realiza a

partir de colesterol, que proviene de tres fuentes: 1) del plasma donde el
colesterol es transportado unido a lipoproteinas de baja densidad, 2) del
sintetizado por la célula a partir de acetato producto del ciclo de Krebs y 3)
de ésteres de colesterol acumulados en el citoplasma de esa célula (52).
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En la sintesis de estradiol participan dos células, una que a partir de
colesterol sintetiza testosterona o androstendiona y otra con capacidad de
aromatizacién que transforma esta hormona en un estrégeno ©% >4

TEORIA DE LA DOBLE CELULA

En las especies animales, el foliculo ovarico es el sitio mas importante
para la sintesis del estradiol. La biosintesis de estrogenos en ésta
glandula es explicada por la teoria de “las dos células” o “doble célula”, en
la cual se plantea la participacion combinada de las células de la teca

: 34, 43).
interna y de la granulosa ( )

La union de la LH a su receptor membranal en las células de la
teca interna, activa a la adenilciclasa (AC), enzima que estimula la
formacion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a partir de adenosin
trifosfato (ATP). EI AMPc actia como segundo mensajero, induce la
activacion del complejo enzimatico de la desmolasa del colesterol,
localizada en la membrana interna de la mitocondria ©%-

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

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 vias metabodlicas. Estas vias
denominadas como “A> y A%, segun la localizacién del punto de
insaturacion (doble enlace) de los compuestos intermediarios. En la Fig.
11 se muestran las principales moléculas de ambas vias metabdlicas “* >

Los andrégenos: androstendiona y testosterona, sintetizados en las
células de la teca, atraviesan la membrana basal, y se difunden hasta las
células de la granulosa cercanas, que contienen anillos aromaticos. ¢ %2
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La hormona estimulante del foliculo (FSH) estimula la sintesis de la
aromatasa. La conversion de los andrégenos en estrégenos requiere que
ocurran tres oxidaciones consecutivas. El anillo A es aromatizado con la
subsecuente remocion del carbono 18 #4°2

Los estrégenos atraviesan libremente las membranas celulares por
su constitucion lipidica, por lo que su secrecidon se produce por difusion a
favor de un gradiente de concentracion, establecido por la velocidad de
sintesis®%°%:
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FUNCION DE LOS ESTROGENOS SOBRE EL EJE HIPOTALAMO-
HIPOFISIS-OVARIO.

La funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario (HHO) es regular los

diferentes procesos involucrados con la reproduccién (Fig 12).

Hipotalamo
POA-AHA

Hipdofisis o

@ ANTERIOR &

ESTRADIOL
PROGESTERONA

Fig. 12 Eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. Estradiol (Ez), Progesterona (P4). (Modificado de
(32).
Ganong 2004)

En la rata, los estrégenos regulan la secrecién de la GnRH ©®- Al
actuar directamente sobre la neurona GnRHérgica o indirectamente, por
medio de neuronas que se vinculan con ella, localizadas principalmente en
las é&reas preoptica e hipotaldmica anterior (POA-AHA).La funcion
estimulante o inhibitoria de los estrogenos sobre la secrecién de la GnRH,
cambia durante el ciclo, como resultado de modificaciones en su
concentracion en la sangre. Lo que determina el patron de secrecién de la
GnRH durante la edad adulta ®* 5%
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En la hipofisis anterior, los estrégenos estimulan la sintesis de
GnRHR en los gonadotropos, fenomeno denominado sensibilizacion o
imprimacién hipofisaria a la GnRH. Este efecto regula la secrecion
masiva de las gonadotropinas (FSH y LH) antes de la ovulacion, proceso
conocido como secrecion pre-ovulatoria de LH y FSH © %8

En el ovario, los estrégenos regulan el crecimiento y desarrollo de
los foliculos ovaricos durante el ciclo reproductivo, mediante Ia
estimulacién de la proliferacion de las células de la granulosa de los
foliculos pequefios, incrementan las concentraciones de receptores a FSH
(R-FSH) en las células de la granulosa. Por lo tanto, aumenta la capacidad
de respuesta de las células de la granulosa a las gonadotropinas. A su
vez, el aumento en la concentracion de estradiol e inhibina (producidos por
el ovario) inhibe la secrecion de FSH, impidiendo la maduracion de otros
foliculos. También actian en la modulacibn de la produccion de
progesterona por las células de la granulosa y la produccion de
androgenos por las células de la teca, y la modulacién de la capacidad
esteroidogénica del cuerpo luteo. Los estrogenos y las gonadotropinas
coordinan la maduracion del foliculo y ejercen una retroalimentacion
estimulante sobre el eje hipotalamo-hipofisis, lo que induce la secrecion
preovulatoria de gonadotropinas 305 62)

Los receptores a estrégenos: A pesar de su importancia, la funcién precisa

de los estrégenos sobre la neurona GnRHérgica no es del todo clara.
Hasta hace quince afios, ni aun con la utilizacién de técnicas inmuno-
histoguimicas se habia podido detectar el receptor a estrégenos (RE) en la
neurona GnRHérgica de diferentes especies - De igual forma, a partir de
estudios in vivo existia poca evidencia acerca de la acumulacion de

estradiol radiactivo en estas células®®

Los RE son proteinas activadoras ligando-dependientes, que

median la actividad de los estrégenos en las células que los poseen o las

células blanco ©°®)
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El RE consta de seis dominios funcionales: A/B, C, D, E y F (Fig.
13) ©®- El dominio A/B, localizado en el extremo amino terminal (terminal-
N) contiene una regién que regula la actividad transcripcional, conocida
como AF-1. El dominio C es el sitio de unién especifico al ADN, el cual
constituye una seccion hidrofilica del receptor y es la region mas
conservada entre los diferentes receptores nucleares. Esta formado por
66-68 aminoacidos, entre los cuales se encuentran cisteinas capaces de
unir zinc, las cuales forman dos proyecciones peptidicas de coordinacion
tetraédrica con el zinc, denominados dedos de zinc. Contiene dos dedos
de zinc que mantienen interacciones especificas con los elementos de
respuesta a los estrogenos. La union a una secuencia especifica en el
ADN esta determinada por la composicion de los aminoacidos Glu, Gly y
Ala. ElI dominio D o region de bisagra (“finge”) permite al receptor
flexibilidad o alterar su conformacion. Mediante la técnica de mapeo
proteolitico del RE se ha mostrado que una porcion de el dominio D es
necesaria para unir un ligando con maxima afinidad. También se ha
mostrado que participa en la union a la proteina chaperona de golpe de
calor hsp90 (heat shock protein 90), la cual permanece unida al receptor
mientras éste se encuentre en un estado inactivo. El dominio E ¢ sitio de
union del esteroide o ligando, consiste en wuna cadena de
aproximadamente 250 aminoacidos, que forman una seccién hidrofébica,
la cual determina la alta especificidad de la unién de la hormona al
receptor. Es importante para la dimerizacion del receptor, la localizacion
nuclear y las interacciones con co-activadores Yy co-represores

transcripcionales.

Contiene una de las dos regiones que regulan la actividad
transcripcional el dominio AF-2. ElI dominio F contiene alrededor de 42
aminoacidos, 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.
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Las secuencias en el dominio F son inhibitorias para la sefal de

dimerizacién que estan presentes en la region E ©©

En el afio de 1996, Kuiper y colaboradores clonaron un acido
desoxi-ribonucleico complementario (DNAc) del RE de la préstata de rata,
al cual denominaron RE subtipo B, para distinguirlo del que previamente
se habia clonado del utero de la rata, al cual consecuentemente se

denomind RE subtipo a.

La importancia bioldgica de los dos subtipos del RE aun no es muy
clara. Sin embargo, su existencia explica en parte los diferentes efectos

del RE en varios érganos blanco.

NH, — AR e D | FaE F CO,H

ADN vinculante

ligando vinculante

dimerizacion

Hsp vinculante

transactivacion

silenciador

localizacién nuclear

Fig.13 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
funcién de cada dominio. AF2a funcién de transactivacion Unico para RE. (Modificado
de: Grandien y col 1997, l\/IacGreg;or y Jordan 1998; Norris y col. 1997; Tsai y O"Malley
1994; Rosen y col. 1995)(67'68 £9,70.72).

Mediante la deteccion del acido ribonucléico mensajero (ARNmM)
(por hibridizacion in situ) y la cuantificacion de los RE (por la técnica de
union con estrégeno tritiado) en neuronas GnRHérgicas (identificadas por
inmuno-histoquimica) se mostré6 ?, que la mayoria de las neuronas
GnRHérgicas del area predptica contienen el RE- pero no el ARNm para

el RE-o. Otros investigadores ("® mostraron que en las areas rostrales del
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cerebro anterior (estria terminal, nticleo medial de la amigdala y el nucleo
predptico peri-ventricular e incluso el area predptica), hay neuronas
GnRHeérgicas que co-expresan el ARNm para ambos tipos de RE, otras

expresan solo el ARNm del RE-a y otras sélo el del RE-p /4"

Lagrange y colaboradores (1995) mostraron que los estrégenos
tienen un efecto rapido sobre la excitabilidad eléctrica de la neurona
GnRHérgica del cuyo. Se ha mostrado que el RE- tiene que ver con los
efectos rapidos de los estrégenos sobre la neurona GnRH ®" En el area
predptica (POA), el RE-p parece ser exclusivamente nuclear en neuronas

que expresan GnRH (5 a 10% de las neuronas) '®

Aun se desconoce cual es el papel del RE-a y del RE-f sobre la
neurona GnRHérgica; diferentes grupos de investigacion sugieren que
tanto el RE-a como el REP estarian involucrados en los efectos “feedback”
negativos de los estrégenos 1.7 ha propuesto diferentes investigadores
gue los estrégenos estan ejerciendo sus efectos sobre la neurona GnRH
por medio de mecanismos transinapticos indirectos, dependientes de las

células involucradas de los RE-a.

En el POA de ratdbn hembra adulto, el 45% de las neuronas
identificadas como GnRHérgicas expresan el ARNm para el REa y el 11%
expresa el del RE-B; algunas otras co-expresan el ARNm para ambos

receptores.

Esta proporcidon de neuronas que expresan uno u otro receptor
cambia durante el ciclo estral: el RE-a se expresa en el 46% de las
neuronas GnRHérgicas en el dia del diestro-2, en el proestro son el 18%
y el 75% en el estro; para el RE-B, los porcentajes respectivos son 6%, 0%

y 19% 7 En POA, el 54% de las neuronas de ratones en diestro-2
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expresan RE-a, el 22% en proestro y el 25% en estro; para el caso del
RE-B, los porcentajes respectivos son 12%, 0% y 17%; hay que aclarar

gue ninguna de estas neuronas de POA medial expresan el ARNm para
GnRH "

EFECTOS FUNCIONALES ASIMETRICOS DEL HIPOTALAMO SOBRE
LA SECRECION DE GONADOTROPINAS Y LAS FUNCIONES DEL
OVARIO

Varios autores han mostrado que la regulacion neuroendocrina que ejerce

el hipotalamo, sobre la funcién de los ovarios, es asimétrica (8 78 80.81.82 83,
84,85,86,87,88, 89).

Ademas el area POA-AHA responde de manera asimétrica a las
hormonas esteroides, ya que el implante de estradiol en el lado derecho
del POA o del nucleo ventromedial, de ratas hembras de cinco dias
provoca masculinizacién cuando los animales llegan a la edad adulta
(estas hembras prefieren sexualmente a otras hembras). En cambio,
cuando el estradiol se implanta en las zonas hipotalamicas del lado

izquierdo ocurre defeminizacién (los animales no tienen ciclos estrales)

Asimismo, el lado derecho del AHA parece jugar un papel
preponderante en la regulacion del proceso de hipertrofia compensadora
del ovario, ya que en la rata con ovariectomia unilateral, la lesion por radio
frecuencia del lado derecho de esa area, previene la hipertrofia
compensadora del ovario remanente, en tanto que la lesién del lado
izquierdo no la modifica ®¥ La lesién unilateral de esta misma area del
hipotalamo con acido kainico, bloguea la hipertrofia compensadora sélo si

la lesion y la ovariectomia unilateral se hacen del mismo lado -
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En la rata prepuber, el proceso de hipertrofia compensadora del
ovario parece estar controlado por el hipotalamo izquierdo, ya que
bloquea la hipertrofia compensadora del ovario, en tanto que la

deaferentacion del hipotalamo derecho no modifica este proceso

Cada lado de POA-AHA regula la ovulacion y la hipertrofia
compensadora del ovario ipsilateral, la cual es asimétrica respecto al
ovario contralateral; mientras que el hipotalamo medio (que comprende a
los nucleos arcuato y ventro-medial) regulan la ovulacion de uno u otro
ovario de manera estimulante, y de manera asimétrica a la hipertrofia

compensadora del ovario ©®

Los receptores muscarinicos de POA-AHA regulan en forma
asimétrica la secrecion de la GnRH y la ovulacion, asimetria que cambia

durante el ciclo estral®
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METIL-PIPIRIDINO-PIRAZOL (MPP)

Los estudios realizados por medio de los moduladores selectivos a
los receptores a estrogeno han permitido conocer las funciones de los
estrogenos en sus organos blanco. Estos moduladores tienen actividad

agonista o antagonista especifica al RE-a o al RE-f ©%:

El metil-pipiridino-pirazol (MPP) contiene un grupo pirazol, el cual
tienen una alta afinidad para los RE, aunque se une con mayor afinidad al
RE-a que al RE-B (Fig 14) Por ello y a falta de antagonistas selectivos
para el RE-a, desarrollaron compuestos que antagonizan con este
receptor y no con el RE-B, al adicionar una cadena lateral a ligandos
pirazélicos [agonistas selectivos para el RE-a (BSC- pirazoles)], que
substituye a la tipica encontrada en agentes antiestrégenos como el
tamoxifen y el raloxifen. Entre estos BSC-pirazoles, el mas selectivo para
el RE-a es el (MPP).

El MPP incrementa el porcentaje de células del endometrio de la
mujer, cuando se compara con los efectos del estradiol. En ratones el
MPP aumenta el peso del utero y la proliferacién del endometrio ®D- L a
inyeccion subcutanea de MPP por 6 dias consecutivos provoca
disminucién de la concentracion de LH en la hipéfisis y en el suero 2 Con
base en estos resultados se ha sugerido que en la rata, la accién de los
estrégenos sobre la secrecién de LH es ejercida por el RE-a. En ratas
adultas ciclicas, la inyeccion subcutanea de MPP en la mafiana del
diestro-1 provoc6  aumento del numero de ovocitos liberados y
disminucién del peso de los ovarios, lo que se acompafiid de un menor
numero de foliculos, reflejo de la disminucion del nimero de foliculos
pequefios sanos y aumento de los medianos en los animales sacrificados

alas 9:00 y 17:00 horas del proestro 3
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Estructura (MPP)
OH

Fig. 14 Metil-piperidino-pirazol (MPP)

ERa=12+2% Afinidad relativa de enlace (estradiol=100%)

(Analogs of methyl-piperidinopyrazole (MPP): Antiestrogens with estrogen
receptor a selective activity)

Peso molecular de 469.574 g/mol

Densidad de 1.22 g/mL.

El MPP a dosis de 25 a 150ug aumenta el peso humedo del utero,
pero no de la forma en que lo hace el 173-estradiol (Mol. Reprod. Dev.), ya
gue éste provoca efectos pleiotrépicos dentro del Gtero, estos efectos
incluyen un aumento en el peso humedo del Gtero y diferenciacion en el
epitelio luminal y glandular, simulacién de transcripcion y translacion de
una variedad de productos genéticos que regulan la progresion del ciclo
celular, hiperemia, edema del estroma e inhibicion del agua, angiogénesis,

incorporacién de células inmunes y morfologia endometrial ¢
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TWEEN

Estructura

HOCHCHO),  (OCH,CHy),OH

(OCHCH),0H ¢

(OCH,CHy), =10 (ot

Fig.15 Estructura del tween 20 en donde w+x +y+z=20. (Marc D. Wengera, Amy M.
Bowmana, Marc V. Thorsteinssona, Kristine K. Littlea, Leslie Wanga, Jinglin Zhongb, Ann L.
Leec and Peter DePhillips. Department of Biologics Development and Engineering, Merck
Research Laboratories, Merck & Co., Inc., WP42A-20, West Point, PA 19486, USA. bVaccine
Biometric Research, Merck & Co., Inc., West Point, PA 19486, USA)®®:

Nombre comun: Tween 20

Otros nombres: Polysorbate 20, PEG(20) sorbitan monolaurate
Formula condensada: C58H114026

Masa Molecular: 1227.54 g/mol

Densidad: 1.1 g/mL

Punto de ebullicién: >100°C

-38 -


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6W9V-4F08527-4&_user=945819&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=2a51f668064bf8d906e9ef0870f463c3#aff1#aff1
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6W9V-4F08527-4&_user=945819&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=2a51f668064bf8d906e9ef0870f463c3#aff1#aff1
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6W9V-4F08527-4&_user=945819&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000048981&_version=1&_urlVersion=0&_userid=945819&md5=2a51f668064bf8d906e9ef0870f463c3#aff3#aff3

MARCO TEORICO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

El Tween 20 (comercialmente conocido) es un surfactante no idnico que
se utiliza principalmente en la fabricacibn de cosmeéticos, productos del
cuidado de piel, en alimentos y productos farmacéuticos. EIl tween se
compone de un grupo central sorbitan con cuatro cadenas de 6xido de
polioxietileno, cuando estas cadenas se esterifican con un acido oleoso
(Fig. 15) y con acido laurico pueden obtenerse 1500 estructuras. Ya que si
las cadenas de polioxietileno son mas cortas se forman agregados muy

grandes, lo que hace que sea una solucién muy viscosa.

En el desarrollo biofarmacéutico, el tween se puede usar durante
la purificacion y la formulacion para disminuir la adsorcion de superficies,
mantiene la concentracion a una distancia definida durante un proceso de

purificacion, tal como un paso de ultrafiltracion o cromatografia.

La dosis oral reportada por diferentes investigadores de tween 20
para ratas adultas es de > 30ml/Kg y la intravenosa de 0.7ml/Kg. Por su
baja toxicidad, el tween 20 se ha considerado bastante seguro para la

preparacion de alimentos y productos farmacéuticos %" (Fig.15)

Los detergentes no ionicos también se utilizan para la
solubilizacibn de membranas y como un medio solvente para proteinas de
membrana (Fig. 16).Generalmente el detergente Optimo para ciertas
proteinas de membrana se tiene que encontrar empiricamente y puede
depender del tipo de experimento que uno quiere hacer.Los detergentes

no idnicos no tienen ningun grupo cargado.
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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, qgue normalmente estan unidos a la parte hidréfoba
de las proteinas, con lo que crean un entorno de tipo lipido y pueden
estabilizar proteinas solubilizadas que los lipidos y proteinas de una
membrana nativa actlan reciprocamente uno con el otro de una manera

compleja que diferira con todo detalle de membrana a membrana.

Lipid
Membrane
~ -~ - L -~ - - L - - -
(R { @ iy !
C—=ix D W/
¥ A
Detergent Extraction l
<3 4 Detergent
) Micelle

Fig. 16 Solubilizacién de proteinas por detergentes no ionicos.
(Properties of Detergents 1by Ari Helenius, Darrell R. Mccaslin, Erik Fries, and Charles
Tanford) "%
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El tween 20 por ser un detergente no iénico 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 y no altera la carga de las proteinas a

‘;I!M“‘l"

l\\
. .‘

las que se une (Fig. 17).

d !\h “\*‘M“\“

Biological Membrane

Low Concentration
Baow CMC)

T

.U\l.

Mied Miceles Detergent Micelies Protein-detergent Complex

Fig.17 (Pro7pert|es of Detergents 1by Ari Helenius, Darrell R. Mccaslin, Erik Fries, and Charles
Tanford )

Por las propiedades mencionadas el tween 20 se emplea para
estabilizar la solucién de proteinas purificadas usada en prueba de piel
para la exposicion de tuberculosis, como un agente para lavar pruebas de
inmunoensayos como el de Western Blot y ELISA. Se puede disolver en
Tris-Buffer Salino o buffer de Fosfato salino en diluciones de 0.05% a
0.5% de v/v 8
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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-
a y el RE-B. En el &rea predptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) se han
identificado ambos RE “?: sin embargo sélo el RE-B ha sido identificado en las
neuronas GnRHérgicas y se ha sugerido que tanto el RE-a como el RE-8 estan
involucrados en los efectos de “feedback” inhibitorios de los estrogenos sobre la
secrecion de la GnRH y las gonadotropinas. Por medio del uso de ratones
“knockout”, en los que el RE-a o RE-B son desactivados, se ha sugerido que el
RE-a pero no el RE-B es necesario y suficiente para que se manifieste el efecto
“feedback” estimulante de los estrogenos sobre la neurona GnRH. Y en

consecuencia estimular la secrecién preovulatoria de LH %2

Sin embargo, los resultados obtenidos con este tipo de modelos
experimentales no son concluyentes, ya que limitan el estudio de las interacciones
fisiolégicas entre el RE-a y el RE-B en la regulacion de la secrecion de la GnRH,
las gonadotropinas y la ovulacion, por derivarse de un modelo experimental en el
gue la desactivacion génica de uno u otro receptor esta presente en todos los

organos blanco del 17B-estradiol; asi que se trabaja con un animal anti-fisiolégico.

Por otra parte, se ha mostrado que el maximo numero de células

inmunoreactivas al RE-a en POA-AHA se observa a las 9:00 y 17:00 horas de
|(103)

cada dia del ciclo estra
Por lo tanto, en este proyecto de tesis se estudiaran los efectos del bloqueo de
los RE-a del lado izquierdo de POA-AHA sobre la secreciéon de gonadotropinas,

progesterona, estradiol, FSH, LH y la ovulacién.
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HIPOTESIS

Dado que por medio del uso de ratones “knockout”, en los que el RE-a o RE-8
son desactivados, se ha sugerido que el RE-a pero no el RE- es necesario y
suficiente para que se manifieste el efecto “feedback” estimulante de los
estrogenos sobre la neurona GnRH, y en consecuencia la secrecion
preovulatoria de LH, entonces el bloqueo de los RE-a de POA-AHA bloqueara

la ovulacion y la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del bloqueo de los RE-a del lado izquierdo de POA-AHA
sobre la ovulacién y la secrecién preovulatoria de la FSH, LH, E; y P4,

OBJETIVOS PARTICULARES

Durante el ciclo estral, evaluar los efectos del bloqueo de los RE-a del lado

izquierdo de POA-AHA sobre la ovulacion.

En la fase de proestro y estro, evaluar los efectos del bloqueo de los RE-a del

lado izquierdo POA-AHA sobre la concentracion preovulatoria de LH, FSH, E;

y P4
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MATERIALY METODO

Se utilizaron ratas hembras adultas virgenes de 3-4 meses de edad de la
cepa ClIZ-V, con un peso corporal de entre 195 y 225g, mantenidas en
grupos de siete animales por jaula, en periodos controlados de luz-
oscuridad (luces encendidas de 5:00-19:00 horas) y con libre acceso al

agua y al alimento.

Se les evaluo el ciclo estral por la toma diaria del frotis vaginal y sélo
se utilizaron aquellos animales que presenten dos ciclos consecutivos de
cuatro dias de duracion. La laminilla con los frotis vaginales fueron tefiidos
con hematoxilina y eosina, mediante la siguiente metodologia:
hematoxilina durante ocho minutos, después se colocaron en agua de la
llave durante 10 minutos e inmediatamente se tifieron con eosina por
espacio de 5 minutos, finalmente se elimind el exceso de eosina con
alcohol al 70%.

Entre las 8:30 y 9:30 horas del dia del estro, diestro-1, diestro-2 o
proestro, grupos de 9 a 10 animales fueron anestesiados con 25mg/kg
peso de pentobarbital sodico por via intra-peritoneal. Una vez
anestesiados se colocaron en un aparato estereotaxico para ubicar la
zona de estudio, con base en las coordenadas del Atlas del Cerebro de la

| A% Una vez en la zona de estudio, las ratas

Rata de Konig y Klippe
fueron micro-inyectadas en el lado izquierdo de POA-AHA con 25ug de
MPP (Metil-piperidino-pirazol, antagonista al RE-a, Sigma-Aldrich, México)
disuelto en 1ul de una solucion de 100ul de tween 20 en 10 mL de agua
destilada y estéril (vehiculo), durante un minuto. Como grupos control se
utilizardn animales inyectados con vehiculo (un pl durante un minuto).
Con la finalidad de analizar los efectos del vehiculo, se utilizaron ratas
ciclicas, sin tratamiento, sacrificadas en el dia del estro vaginal (dia de la

ovulacion).
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Todos los animales fueron sacrificados por sobre dosis de éter,
entre las 10:00 y 11:00 h del estro esperado, se disecaron las trompas
uterinas para contar el nimero de ovocitos liberados; los ovarios y el utero
para pesarlos y el cerebro para verificar la zona donde se inyecté el

farmaco o el vehiculo.

Con la finalidad de conocer las causas endocrinas por las que los
animales no ovularon, como resultado del bloqueo de los REa, otros
grupos de ratas micro-inyectadas en el lado izquierdo de POA-AHA en la
mafana del proestro o estro, fueron sacrificadas a las 11:00 y 17:00 horas

del proestro.

Los animales asi tratados fueron sacrificados por decapitacion; se
recogid la sangre del tronco, la que se dejé coagular a temperatura
ambiente y se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos para obtener el
suero, el cual se almaceno a -4°C hasta la cuantificacion de hormonas

esteroides y gonadotropinas por radio-inmuno-analisis (RIA).

Cuantificacibn de hormonas.- La cuantificaciéon de las concentraciones

plasmaticas de estradiol (E,) y progesterona (P4) se realizaron 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 (**°I-Progesterona 6 *?°|-Estradiol) y calibradores para la
realizacion de la curva patréon ( P4: 0.00, 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 5.00, 10.0,
20.0 y 40.0 ng/ml; E3: 0.0, 10.0, 20.0, 50.0, 150.0, 250.0, 500.0 y 900.0
pg/ml ). A cada tubo del estuche se le adicionaron 100 ul de suero
problema mas 1000 pl de la hormona marcada (**’I-P 6 **°I-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
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la cantidad de la hormona problema. Los datos de la concentracién de E;

se expresaron en pg/ml y los de P4 en ng/ml.

La cuantificacién de LH y FSH se realizo por RIA de doble anticuerpo
con reactivos de The National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases (NIDDK) DISTRIBUIDOS POR EL Dr. A.F. Pavlow.

Para la cuantificacion de LH se utilizO un primer anticuerpo del lote
NIDDK-anti-rLH-S-11, a una dilusién inicial de 1:25200. La hormona
marcada con *?°| del lote NIDDK-rLH-1-10. Los resultados se expresaron
en términos del estandar de referencia NIDDK-rLH-RP-3. El coeficiente de
variacion intra-analisis fue de 7.4, e inter-analisis de 12.1, con una

sensibilidad de 0.1 ng/ml.

Para la cuantificacion de FSH se utilizé6 un primer anticuerpo del lote
NIDDK-anti-rFSH-S-11, a una dilusion inicial de 1:62500. La hormona
marcada con **°| del lote NIDDK-rFSH-1-9. Los resultados se expresaron
en términos del estandar de referencia NIDDK-rFSH-RP-2. El coeficiente
de variacion intra-andlisis fue de 9.2, e inter-andlisis de 14.6, con una

sensibilidad de 0.1 ng/ml.

A 100 pL de suero se le adicionaron 100 ul de hormona marcada con
1251y 100pl 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 pul 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 decant0, se secaron las paredes de
cada tubo y se colocaron en un contador de centelleo Gama para su

analisis.
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ANALISIS ESTATISTICO

Los resultados del numero de animales que ovularon en el dia del estro
esperado se analizaron por la prueba de Fisher, los del niamero de
ovocitos liberados por la prueba de Kruskall-Wallis seguida de la prueba
de “U” Mann-Whitney. Los datos de las concentraciones séricas de las
hormonas esteroides y proteicas fueron analizados mediante la prueba de
analisis de varianza (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. En los
casos en que se compararon dos grupos, el andlisis se realizé por medio
de la prueba de “t” de Student. En todos los casos soélo se aceptaron
como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue <
0.05.
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RESULTADOS

EFECTOS DEL BLOQUEO DEL RE-a DE LADO IZQUIERDO DURANTE EL
CICLO ESTRAL EVALUADOS AL ESTRO ESPERADO

Con respecto al grupo de ratas intactas, la micro-inyeccion de tween 20 del lado
izquierdo de POA-AHA, en los dias del estro o diestro-1 provocé disminucion
del porcentaje de animales que ovularon espontaneamente en el dia del estro
esperado. El bloqueo de los RE-a alteré la ovulacion de manera diferente
durante el ciclo estral: En la fase de estro, el MPP indujo la ovulacion en todos
los animales inyectados, en los dias de diestro no modificé el porcentaje de
animales que ovularon, mientras que en proestro lo disminuyd, cuando se
comparan estos resultados con los observados en los animales inyectados con
tween 20 (Tabla 1).

Tratamiento Estro Diestro - 1 Diestro - 2 Proestro
Intactas 100%
0, 0,
Tween 45%* 16%* 100% 100%
0, 0,
MPP 100%** 0% 7% 149, ¥*

*p<0.05 vs. intactas; ** p<0.05 vs. Tween20 (Prueba de #?)
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RESULTADOS

Numero total de ovocitos liberados

Ni la micro-inyeccion de tween 20 ni de MPP, durante el ciclo estral; modifico
el numero total de ovocitos liberados en comparacion con el grupo de animales

intactos (Tabla 2).

Intactas Estro Diestro - 1 Diestro - 2 Proestro

Intactas 134 %05
Tween 141 %0.8 12.7%0.5 13.3%1.3 9.8+18
MPP 11.3+1.3 0 144 +0.8 12 ovocitos

liberados por el
animal que ovulé

(no significativa, Prueba de Kruskal-Wallis, seguida de “U” de Mann-
Whitney)
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RESULTADOS

Numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo

La micro-inyecciéon de tween 20 durante el ciclo estral no modificé el nimero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo. En cambio, cuando se bloquearon los
RE-a en el dia del estro, el nUmero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo
disminuy6 con respecto al grupo tratado con tween 20. Por el contrario, en la
fase de proestro la inyeccion de MPP incrementé el numero de ovocitos

liberados por este ovario (Gréfica 1).
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NUmero de ovocitos liberados.
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*x p<0.05 vs. tween (Prueba de Kruskal-Wallis, seguida de “U” de Mann-

Withney)
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RESULTADOS

Numero de ovocitos liberados por el ovario derecho

El dia diestro-1, la inyeccion de tween 20 disminuyé el nimero de ovocitos
liberados en el ovario derecho en comparacion con el grupo de animales
intactos. La inyecciéon de MPP no modifico el nUmero ovocitos liberados por el

ovario del lado derecho, cuando se inyect6 durante el ciclo estral (Grafica 2).

12
g
=]
S 10
—
2
% 8 S
L =0
.G w:
S 6 33
(o) S o
o =2
2 2
o 4 7
® 8 E
£ S g
S 2 o
pd 3
™
0

INTACTA E D1 D2 P

mINTACTA BTWEEN BMPP
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Gréfica 2. Media + e.e.m. del numero de ovocitos liberados en el ovario derecho en
animales intactos o inyectados con Tween 20 o con MPP en el lado izquierdo de POA-

AHA, durante el ciclo estral y sacrificados en el dia del estro esperado.
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RESULTADOS

Peso ovario izquierdo

En los animales inyectados con tween 20, el peso de este ovario no se modifico
con respecto al grupo de ratas intactas. Sélo en el dia del estro, el bloqueo de
los RE-a provocoé aumento del peso del ovario izquierdo respecto al grupo

inyectado con tween 20 (Gréfica 3y 4).

Peso ovario izquierdo.

D1 D2 P

mINTACTAE @TWEEN aMPP

** p<0.05 vs. tween (ANDEVA, seguida de la Prueba de Tukey)

Grafica 3. Peso del ovario izquierdo (mg/100 g peso) de animales intactos o
inyectados con Tween 20 o con MPP en el lado izquierdo de POA-AHA, durante el

ciclo estral.
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RESULTADOS

Peso del ovario derecho

En el dia del estro, la micro-inyeccion de MPP en el lado izquierdo de POA-AHA
provocO efectos semejantes sobre el peso del ovario derecho a los que se
observaron en el izquierdo, es decir, el MPP aumento el peso de este ovario

(Gréfica 4), lo que se reflejé en el aumento de la masa ovérica (Grafica 5).

Peso ovario derecho.
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RESULTADOS

Peso masa ovarica total
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Gréafica 5. Masa ovarica (mg/100 g peso) de animales intactos o
inyectados con Tween 20 o con MPP en el lado izquierdo de

POA-AHA, durante el ciclo estral.
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RESULTADOS

Peso del Utero

La micro-inyeccién de tween 20 no modificé el peso del ttero. Unicamente en
la fase de diestro—2, la inyeccion de MPP provocé disminucion del peso del

Utero con respecto al grupo de animales tratados con el tween (Grafica 6).
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RESULTADOS

CONCENTRACION SERICA DE HORMONAS EN EL DIA DEL PROESTRO
RATAS MICRO-INYECTADAS EN LA FASE DE PROESTRO

Progesterona

Dos horas después de la micro-inyecciéon de tween 20, es decir, a las 11:00 h
del proestro, la concentracion de progesterona aumentd con respecto a los
animales intactos. La inyeccion del MPP incrementé la concentracion de la
hormona en el suero con respecto al grupo de animales tratados con tween 20.
En la tarde de este dia (17:00 h) la concentracion de progesterona unicamente

aumento en las ratas con bloqueo de los RE-a (Gréfica 7).
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RESULTADOS

Estradiol

La micro-inyeccion de tween 20 en la mafiana del proestro, provocé disminucion
de la concentracién de estradiol a las 11:00 y 17:00 horas del mismo dia. El
bloqueo de los RE-a incrementd la concentracion de la hormona a las 11:00 y
17.00, con respecto al grupo tratado con tween 20 (Gréafica 8).
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RESULTADOS

FSH

Ni la micro-inyeccion del vehiculo ni de MPP maodificaron la concentraciéon de la
FSH sérica, cuando se midi6 a las 11:00 horas de este mismo dia del ciclo. A
las 17:00 horas, el tween disminuyd la concentracion de la FSH con respecto a
los animales intactos, mientras que el bloqueo de los RE-a aumentd la
concentraciéon de la hormona con respecto a los animales inyectados con el

vehiculo (Gréfica 9).
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RESULTADOS

LH

A las 11:00 h del proestro, la concentracion de LH no fue modificada en los
animales micro-inyectados con tween 20 o con MPP. En la tarde del proestro,
los animales inyectados con tween 20 no modifico la concentracion de la LH,
mientras que el bloqueo de los RE-a la disminuy6 (Grafica 10).
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RESULTADOS

RATAS MICRO-INYECTADAS EN LA FASE DE ESTRO

Progesterona

La micro-inyeccion de tween 20 o de MPP en el dia del estro, no modifico la
concentracion de progesterona a las 11:00 h del proestro esperado, con
respecto a los animales intactos. Cuando se midié la concentracion de
progesterona a las 17:00 horas del proestro, la inyeccion de tween 20
disminuy6 la concentracion de la hormona, mientras que el MPP la aument6
(Grafica 11).
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RESULTADOS

Estradiol

En comparacién con el grupo de ratas intactas, la micro- inyeccién de tween 20
disminuy6 la concentracion de estradiol a las 11:00 h del proestro esperado,
mientras que el bloqueo de los RE-a no modifico los efectos del tween 20.
Cuando se evaluaron los efectos de la micro-inyeccion en la tarde del proestro,
se observo que ni la inyeccion del tween 20, ni la de MPP modificaron la
concentracion de la hormona con respecto al grupo de animales intactos
(Gréfica 12).
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RESULTADOS

FSH

La micro-inyeccion del tween 20 o del MPP en la mafiana del estro no provoco
cambios en la concentracion de FSH a las 11:00 h del dia del proestro
esperado. Sin embargo, en la tarde de este dia, el tween 20 disminuyd la
concentracion de esta hormona con respecto a las ratas intactas, efecto que no

fue modificado por la inyeccion del MPP (Grafica 13).
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RESULTADOS

LH

La micro-inyeccion de tween 20 o de MPP en la mafiana del estro no provoco
cambios en la concentracion de la LH, cuando se midi6 a las 11:00 o a las

17:00 horas del proestro esperado (Grafica 14).
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ANALISIS DE RESULTADOS

En la rata, la activacion de los RE-a por la union del E; en el lado
izquierdo del area predptica e hipotalamica anterior (POA-AHA), regula de
manera diferente la ovulacion durante el ciclo estral: en el dia del estro los
RE-a inhiben la ovulacion, en los dias de diestro no la alteran, mientras

gue en proestro la inducen.

Dado que la inyecciéon de tween 20, el solvente del farmaco, en los
dias del estro y del diestro-1, blogqued la ovulacién, sugerimos que este
efecto es el resultado de la alteracion de la secrecion de la GnRH. El
tween 20 es un surfactante (detergente no i6nico) que se utiliza para
solubilizar las membranas celulares, al disolver los enlaces lipido-lipido y
lipido-proteina; este efecto podria modificar la disposicion de las proteinas
de contacto celular que existen en, lo que alteraria las estructuras
proteicas de los receptores de neuromoduladores estimulantes o
inhibitorios que regulan la actividad de las neuronas, las sinapsis entre las
neuronas GnRH, la glia y otros neuronas. Dado que la inyeccién del tween
20 en los dias del estro y del diestro-1 bloqued la ovulacién espontdnea en
el dia del estro esperado, efecto que no fue observado en el diestro-2 y el
proestro, podemos sugerir que estos posibles contactos celulares y
receptores membranales que se establecen en estro y diestro-1
determinan que el animal ovule normalmente, al encenderse la cascada
de eventos que culminan con esta funcion.

La alteracion de estas sefiales neuroendocrinas en la mafiana del
estro, por la inyeccién de tween 20, estaria modificando la frecuencia de
los pulsos de secrecion ténica de la GnRH, lo que en parte, se tradujo en
la disminucion de la secrecion preovulatoria de estradiol en la mafiana del
proestro, como consecuencia de modificaciones en el crecimiento de los
foliculos. Se ha mostrado que la secrecion de estradiol se correlaciona con

la concentracion de FSH®Y:
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ANALISIS DE RESULTADOS

A su vez, esta disminucion de la concentracion de estradiol en los
animales inyectados con el tween 20 en la mafiana del estro, quiza alter6
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, ya que en las ratas tratadas en estro con el vehiculo
disminuy6 la concentracion de FSH y LH en la tarde del proestro. Se ha
mostrado que la administracién de inhibidores de estrégenos %), de
antisuero al estradiol o la ovariectomia %9, realizada en el diestro-2,
bloquea la secrecién preovulatoria de LH en la tarde del proestro. Mientras
que la administracién de estas substancias o la ovariectomia realizada en
la mafiana del proestro no bloquean el “pico” de LH en la tarde del
proestro.

Otra explicacion seria que el aumento en la concentracion
sanguinea de progesterona (aunque no estadisticamente significativa) en
la mafiana del proestro, haya sido metabolizada a alopregnenolona por las
células de la glia del area predptica e hipotalamica anterior (POA-AHA),
metabolito que promueve directamente la apertura de los canales a cloro
asociados al receptor GABAA en las neuronas GnRH, lo que suprimiria la
secrecion de GnRH, la liberacion de la LH y la ovulacién ©%- Altas
concentraciones de progesterona inhiben la transcripcion génica de FSH
en células de la hipdfisis en ovinos. La progesterona actia de manera

selectiva al estimular la expresion del ARNm de la FSH.

El incremento en el nUmero de animales que ovularon después de
ser inyectados en el dia del estro con el MPP, nos lleva a plantear que en
este dia del ciclo, el estradiol por medio de los REa regula de manera
inhibitoria la secrecion preovulatoria de la LH, pero no interfiere con la de
FSH, ya que en los animales inyectados con MPP la concentracion de LH

en la tarde del proestro fue semejante a la de los animales intactos,
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ANALISIS DE RESULTADOS

mientras que la de FSH fue significativamente menor a la de los animales
inyectados con tween 20 y a los intactos. Es posible que la secrecién
preovulatoria de FSH ocurriera en otro momento, el cual podria ser entre
las 11:30 y 16:30 horas 6 después de las 17:00 horas del dia del proestro.
Dado que en la mafana de este dia del ciclo la concentracion de E,
disminuy6 en los animales inyectados con MPP, explicaria la falta de la
secrecion preovulatoria de LH en el tiempo esperado.

Asi mismo, la disminucion en la concentracion de E; en la mafiana
del proestro podria ser explicada por alteraciones en la respuesta de los
foliculos a ambas gonadotropinas, especialmente a la FSH o al tipo de
FSH secretada® han mostrado que el tiempo de vida media y la actividad
bioldgica de la molécula de FSH depende de la cantidad de acido sialico
en la glucoproteina: las moléculas de FSH con mayor numero de
carbohidratos tienen mayor tiempo de vida media pero menor actividad
biolégica, mientras que las moléculas con menor concentracion de
azucares tienen menor tiempo de vida media pero mayor actividad

bioldgica ©

Otro resultado que apoyaria esta hipétesis es que en los animales
micro-inyectados en estro haya disminuido el numero de ovocitos
liberados y haya aumentado el peso de los ovarios en las ratas tratadas
con el antagonista al RE-a sugieren que el nimero final de foliculos que
ovularan depende de la FSH asi como de la concentracion intracelular del
GDF9 (de sus siglas en inglés: growth differentiation factor 9) y de BMP15

(de sus siglas en inglés: bone morphogenetic protein 15).

En el dia del proestro el tween 20 altera los mecanismos
neuroendocrinos involucrados en la ovulacion al modificar la secrecién de

FSH y LH, por lo que en la mafiana del proestro, el “pico” preovulatorio de
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ANALISIS DE RESULTADOS

E, disminuyd. Estos resultados nos permiten sugerir que la sintesis de
hormonas esteroides resultdé de alteraciones en el crecimiento de los
foliculos del ovario. Por el contrario, el bloqueo de los RE-a estimula la
sintesis de E; desde la mafiana y hasta la tarde del proestro. EI aumento
constante de E;, seria el responsable del bloqueo de la secrecién
preovulatoria de LH y por lo tanto de la ovulacién.

Cuando se comparan las concentraciones séricas de FSH de los
animales con bloqueo del RE-a con los de tween 20, se observa que esta
hormona aumenté en sangre durante el “pico” del proestro, sin embargo,
no alcanza los valores de un animal intacto. Un efecto opuesto se observa
al analizar las concentraciones de LH, ya que el MPP provocoé inhibicion
de la secrecion preovulatoria de esta hormona. Estos resultados implican
que la secrecion de FSH y LH estaria regulada de manera diferente al
unirse el E; a sus RE-a. Resultados semejantes se han observado al
bloquear los receptores colinérgicos por via subcutanea, mediante la

inyeccion de atropina

El bloqueo del receptor nicotinico colinérgico por la alfa bungatoxina
afecta el tercer ventriculo de ratas ovarictonizadas decrementando la
frecuencia en las secreciones de LH y esto no afecta en amplitud de la
secrecion de nadir o secrecién de LH!%"-

En concreto la ovaritectonizacién de animales y la admistracion de
etanol por via gastrica mediante una canula en dosis que produzcan
intoxicaciéon media inhiben pulsaciones relacionadas por LH pero no en la
FSH(108)

La disminucién del peso del utero observada en los animales
inyectados con MPP en diestro-2 implican alteracion en la funcién

esteroidogénica del ovario, ya que el utero es un organo blanco tanto de
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ANALISIS DE RESULTADOS

progesterona como de estradiol, los que ejercen efectos troficos sobre el
tejido de éste 6rgano “° Ademas este hecho confirma la idea de que los
efectos producidos por cualquier manipulacién experimental dependen del

dia del ciclo estral en que se lleven a cabo.

Cuando se comparan los efectos provocados por el bloqueo de los
RE-a con los del RE-B del lado izquierdo de POA-AHA (Apéndice 1)
podemos observar que el estradiol al unirse a cada receptor desencadena
mecanismos de regulacion neuroendocrinas opuestas que resultan en

alteraciones de la ovulacion diferentes en la fase de estro o del proestro.

En estro el bloqueo del RE-a aumenta la tasa de animales
ovulantes (Tabla 1 del Apéndice 1) como respuesta al aumento mantenido
desde la mafiana hasta la tarde del proestro en la concentracion de LH
(Tabla 2, Apéndice 1); aun cuando la concentracion de estradiol se
mantuvo constante y no se haya observado secrecion preovulatoria de
este esteroide, secrecion que pudo ocurrir entre las 12:00 y 16:00 h en las
cuales no se tomaron muestras de sangre. El bloqueo del RE-a no altera
la secrecion de FSH en el dia del proestro pero adelanta la de
progesterona (Tabla 2, Apéndice 1). Estos resultados nos llevan a sugerir
gue en el estro, el estradiol al unirse a los RE-a juega un papel inhibitorio
de los mecanismos de secrecion de LH y la ovulacion, sin regular los
relacionados con la secrecion de la FSH. En cambio el estradiol unido a

los REP estimulan la secrecion de LH y por lo tanto la ovulacién ¢

Por el contrario, en proestro, el estradiol por medio de los RE-a
estaria regulando de manera opuesta la secrecién de las gonadotropinas
(Tabla 3, Apéndice 1), es decir, seria inhibitoria para la FSH y estimulante
para la LH. En cambio, la unién del estradiol al RE-f regularia sélo la

liberacion preovulatoria de la LH y por lo tanto, la ovulacion®®:
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CONCLUSIONES

El E; al unirse a los RE-a en la mafana del estro regula de manera
inhibitoria la ovulacién, lo que resultaria de un efecto “feedback”
inhibitorio sobre la secrecion preovulatoria de LH.

En cambio en la mafiana del proestro, el E, por medio del RE-a inhibe la
secrecion de FSH, E, pero estimula la secrecion preovulatoria de LH y
por lo tanto la ovulacién.
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