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STZ

SD

Tiroliberina u hormona liberadora de tirotropina

Corticoliberina u hormona liberadora de corticotropina
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Resumen

La hipdfisis es una glandula endocrina que, junto con el hipotalamo, regula una diversidad de
procesos como el metabolismo, el desarrollo, la reproduccion, etc., que en conjunto con las
funciones del sistema nervioso permiten mantener la homeostasis del organismo. Para lograr
lo anterior, estos dos componentes del sistema neuro-endocrino se comunican a través del
sistema portal hipofisiario, el cual es un complejo de vasos sanguineos que regula la
propagacion de las sefiales hipotalamicas y sistémicas hacia la hipdfisis. Sin embargo, esta

comunicacion puede ser afectada por enfermedades como la diabetes.

Se ha reportado que en mujeres diabéticas existe un gran porcentaje de disfunciones
reproductivas, por lo que, con el proposito de detectar cambios que posiblemente puedan
influir en el funcionamiento del eje reproductor femenino (regulado por la comunicacién
neuro-endocrina) durante una condicién diabética, en este trabajo se estudié una parte del
sistema portal hipofisiario, la estructura vascular hipofisiaria, en ratones hembra con

sindrome diabético y control.

Se examinaron la cobertura vascular y el nimero de ramificaciones primarias, secundarias y
terciarias de la red vascular de la hipoéfisis. De acuerdo con los andlisis efectuados,
encontramos cambios en la estructura vascular hipofisiaria que afectan las ramificaciones
secundarias en los ratones con sindrome diabético respecto a los control. Las ramificaciones
secundarias en ratones con sindrome diabético son significativamente menores en nimero

respecto a las que hay en los controles.

En cuanto a la cobertura vascular, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos. Sin embargo, se observaron diferencias en el tamafio de las glandulas y el calibre de
los vasos sanguineos de los ratones tratados respecto a los controles (diferencias no

analizadas en este trabajo).




Abstract

Pituitary is an endocrine gland that works together with hypothalamus in the regulation of
several processes as metabolism, development, reproduction, etc. These functions linking
with the nervous system functions allow maintaining homeostasis. In order to achieve the
above, these two organs of the neuro-endocrine system communicate through the pituitary
portal system, which is a complex of blood vessels that regulate the hypothalamic and
systemic signals propagation towards pituitary gland. Nevertheless, communication can be

affected by diseases like diabetes.

It has been reported that a large percentage of reproductive dysfunctions exist in diabetic
women, for the purpose of detecting changes that could possibly influence in the function of
the female reproductive axis (regulated by neuro-endocrine communication) during a
diabetic condition, in this work it was study a part of the pituitary portal system, the pituitary

vascular structure, in control female mice and with diabetic syndrome.

The vascular coverage and the number of primary, secondary and tertiary branches of the
vascular network were examined. According to the analysis carried out, there are changes in
the vascular structure made by secondary branches in mice with diabetic syndrome respect to
the controls. The number of secondary branches in mice with diabetic syndrome is

significantly lower than what is in controls.

Regarding the vascular coverage, there are not significant differences between groups.
However, differences in size of the glands and blood vessels caliber of the experimental mice

compared with the controls were observed (differences not analyzed in this work).




1 INTRODUCCION

1.1 HIPOTALAMO-HIPOFISIS

El adecuado funcionamiento conjunto de los sistemas nervioso y endocrino permite mantener
el equilibrio interno del cuerpo [1]. El hipotdlamo y la hipoéfisis producen distintas hormonas
que regulan a diversos 6rganos y tienen una gran influencia en el resto de las glandulas

endocrinas, por consiguiente en la conservacidn de la homeostasis del organismo [2].

Por su estrecha relaciéon anatémica y fisioldgica, el hipotdlamo y la hipéfisis junto con sus
organos blanco forman ejes de comunicacién, siendo la vasculatura un componente
fundamental en dichos ejes, ya que los productos hormonales son transportados a través de
ésta desde su sitio de origen hasta el érgano blanco y de este hacia el hipotalamo y la hipo6fisis,
regulando asi, a través de las asas de retroalimentacion, diferentes procesos como el

crecimiento, el desarrollo, el metabolismo, la reproduccion y la lactancia [3].

1.1.1 HIPOTALAMO

El hipotdlamo es una parte del encéfalo que forma el piso y las paredes del tercer ventriculo, y
esta constituido por diferentes ntcleos formados por los somas de las neuronas hipotalamicas
[4]. Estos nucleos estan relacionados con una diversidad de funciones como la
termorregulacion, ingesta de comida y agua, ritmos circadianos, respuesta sexual, secrecién
hormonal, etc. El hipotalamo puede ser considerado como un transductor que en respuesta a
las entradas de informacién de otras areas del cerebro y mensajeros hormonales produce y

secreta neurohormonas que pueden estimular o inhibir la actividad hipofisiaria [1].

Particularmente, los ntcleos involucrados en la comunicacién con la hipdfisis se localizan en
el hipotdlamo medio: nucleo arqueado, nicleo ventromediano, nucleo supradptico y nucleo

paraventricular [5], [6].

Las hormonas producidas en el hipotalamo y que estimulan la secreciéon de otras hormonas en
la hipofisis son la tiroliberina (TRH), la corticoliberina (CRH), la gonadoliberina (GnRH), la
somatoliberina (GHRH), la oxitocina (que proviene principalmente del nftcleo

paraventricular) y la vasopresina (que proviene sobre todo del ntcleo supradptico). Mientras




que las que inhiben la secreciéon hipofisiaria son la somatostatina y el neurotransmisor

dopamina [7].

1.1.2 HIPOFISIS

La hipéfisis es una glandula que se localiza en la base del cerebro en una depresién del hueso
esfenoides denominada silla turca [8]. Esta unida al piso del hipotalamo por medio de un tallo
o infundibulo y se compone de dos estructuras diferentes embriolégica, anatéomica y

funcionalmente: la neurohipéfisis y la adenohipéfisis [9].

La neurohipéfisis (o l16bulo posterior) estd integrada por una parte de la base del hipotdlamo
llamada tuber cinereum, el infundibulo y por las terminales ax6nicas de las neuronas de los
nucleos supradptico y paraventricular hipotaldmicos. Estas terminales ax6nicas almacenan y

secretan la vasopresina y oxitocina producidas en el hipotalamo [4], [9].

La adenohipéfisis (o lébulo anterior) constituye la mayor parte de la hipdfisis y esta
compuesta por tres partes: 1) la intermedia, 2) la tuberal, que es una extensién de la
adenohipdfisis que rodea al infundibulo, poblada por melanotropos que producen
melatropina y 3) la distal, que constituye aproximadamente el 80% de la glandula. Esta tltima
parte de la adenohipdfisis se compone de cinco tipos celulares endocrinos distribuidos
heterogéneamente que secretan diferentes hormonas peptidicas que regulan la funcién de
diversos o6rganos (Figura 1) [10]. Ademadas, se compone de células no productoras de

hormonas como las células foliculoestrelladas, las células endoteliales y los pericitos [9].

A diferencia de la neurohipéfisis, la adenohipéfisis se comunica con el hipotdlamo por medio

de vasos sanguineos, los cuales en este caso reciben el nombre de sistema portal hipofisiario.

1.1.3 SISTEMA PORTAL HIPOFISIARIO

El sistema portal hipofisiario es un complejo de vasos sanguineos de gran importancia debido
a su funcion, pues a través de éste las neurohormonas del hipotdlamo son transportados hasta
la adenohipdfisis [11]. Ademas, trabaja en conjunto con las células hipofisiarias y las
terminales de las neuronas hipotalamicas en la determinacién del patrén de exposiciéon

neurohormonal [12], el cual en si mismo es importante en la comunicacién neuroendocrina.
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Figura 1. Hipotalamo e hipéfisis. Modelo representativo de los cinco tipos celulares endocrinos de la hip6fisis
con sus respectivas proporciones, hormonas reguladoras hipotaldmicas y las hormonas que producen
(relacionados con el mismo color para cada eje hipotdlamo-hipéfisis-6rganos blanco). En la parte superior se
muestran los 6rganos blanco y las principales funciones de las hormonas producidas por la hipdfisis (Adaptado de
Saladin 2012; Vazquez-Borrego et al. 2017).

Neurohipdfisis:
Eminencia media

LK Infundibulo

Lobulo posterior
(terminales axonicas)

-

CortiCotropos (15%)

)r._,rrl

El sistema portal hipofisario se origina en la arteria hipofisaria superior, la cual se ramifica
produciendo una red primaria de capilares que rodea a la porcidén inferior del hipotalamo y a
la eminencia media [4], [13]. Estos capilares posteriormente se fusionan y forman las vénulas
portales que viajan hacia abajo del infundibulo, a través de las cuales las neurohormonas del

hipotadlamo (GH, PRL, TSH, LH, FSH, ACTH) captadas en el plexo primario son transportadas
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hasta una red secundaria de capilares venosos en la adenohipdfisis donde son liberadas [11]

(Figura 2).

Es importante destacar que existen diferencias estructurales entre los vasos sanguineos que
conforman al sistema portal hipofisiario (arteria, vénula y capilar), ya que dichas diferencias
estan directamente relacionadas con la hemodinamica, es decir, con el flujo de sangre
(cantidad de sangre que pasa por un punto en un tiempo determinado) a través de los vasos
sanguineos, el cual es particularmente relevante en los ejes de comunicaciéon que forman el

hipotalamo y la hip6fisis como se vera mas adelante [14].

Nicleo hipotalamico Neuronas hipotalamicas

productor de oxitocina
y vasopresina

productoras de
hormonas reguladoras

‘r“- .,«@w \
N LX e T
2 A\ A
0“: && ' l\?'. I,‘\ Cuerpo mamilar
pléko capilar ‘\,4 ! . Arteria hipofisiaria superior

Infundibulo

Vénulas portales

primario ' \\\\\‘ »1‘ ~——
U

Arteria hipofisiaria

Plexo capilar 4‘ ! - Neurohipdfisis

secundario

=y

Células hipofisiarias

Venas hipofisiarias

Figura 2. Sistema portal hipofisiario. Las terminales de las neuronas hipotalamicas liberan sus neurohormonas
en el plexo capilar primario que rodea a la eminencia media y a la parte inferior del hipotidlamo. Las
neurohormonas son transportadas hacia el plexo capilar secundario en la adenohipdfisis por medio de las vénulas
portales que atraviesan el infundibulo (Modificada de Schilling 2017).
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1.1.31 ANATOMIA DE LOS VASOS SANGUINEOS Y HEMODINAMICA

En general, hay tres tipos de vasos sanguineos: arterias, capilares y venas, los cuales se
diferencian por la estructura de su pared vascular y por su funcién. Las arterias (eferentes al
corazon) y venas (aferentes al corazon) tienen en comun que estan integradas por tres capas:
la interna, compuesta por un endotelio (epitelio plano simple) rodeado por una membrana
basal y tejido conjuntivo; la media, formada por musculo liso, coldgeno y tejido elastico; la
externa o adventicia, compuesta por tejido conjuntivo laxo. La capa media es especialmente
importante por sus componentes que permiten la vasomotilidad (cambios en el diAmetro) de

las paredes de los vasos sanguineos [7].

Cantidades variables de cada uno de los elementos de las tres capas confieren propiedades
particulares a venas y arterias, asf como a los subtipos de estos vasos sanguineos (arteriolas y
vénulas) que difieren en su didmetro. De acuerdo con esto, las arterias son mas musculares
que las venas, haciéndolas mas resistentes a las grandes presiones ejercidas sobre sus
paredes debido a que estdn mas cerca del corazén que bombea la sangre. Asi es como la
sangre que pasa hacia los capilares por medio de conductos es regulada por las arteriolas. Por
su parte, las delgadas paredes de las venas las hacen mas distensibles que las arterias, lo cual
les otorga la capacidad de contener una cantidad mayor de sangre que las arterias sin

aumentar la presién [7], [13].

En cuanto a los capilares, son vasos sanguineos cuyas paredes se componen solamente por un
endotelio y una ldmina basal, pues a través de estos es que ocurre el intercambio de
nutrientes, gases y desechos. Las células endoteliales de estos vasos sanguineos pueden estar
rodeadas por pericitos, un tipo celular con proteinas contractiles como las de células de
musculo liso que les permiten regular la vasomotilidad y por lo tanto la hemodinamica en los

capilares [7], [15].

De acuerdo con lo anterior, los principales factores que modifican la hemodinamica en general
son la presion y la resistencia; a su vez, la resistencia depende de la viscosidad sanguinea, de
la longitud vascular y sobre todo del radio vascular, pues de todos los factores este dltimo es
el que se puede modificar con mayor facilidad [7]. La presion arterial es la fuerza que ejerce la
sangre contra las paredes vasculares, y para que la sangre pueda fluir es necesario que haya

una diferencia de presion entre dos puntos. Asi, la relacién entre la presion arterial y el flujo
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sanguineo es directamente proporcional. Por su parte, la resistencia, que resulta de la friccién
entre el flujo sanguineo y el endotelio, establece una relaciéon inversamente proporcional con

el flujo sanguineo y el radio vascular [16].

Con todo lo anterior se tendria entonces que, el flujo sanguineo en las arterias es mas rapido
por tratarse de vasos con didmetros grandes y cercanos al origen de la presidn, el corazon. En
las arteriolas, el flujo disminuye por un aumento en la resistencia por la disminucién del
didmetro vascular y porque la sangre se ha alejado del corazén, por lo tanto, al llegar a los
capilares, el flujo disminuye ain mas por las mismas razones. En cuanto a las vénulas, que
reciben sangre de los capilares, el flujo aumenta respecto al flujo en los capilares porque hay
un aumento en el didAmetro y por tanto una disminucidn en la resistencia. Por otra parte, el
flujo en los diferentes tipos de vasos sanguineos puede ser modificado por cambios en sus
didmetros dados por la contraccion o dilatacién del musculo de la capa intermedia de arterias
y venas (asi como de los subtipos de estos vasos sanguineos), o bien, por la acciéon de los

pericitos que rodean al endotelio en el caso de los capilares [7], [13].

Como se menciond en el parrafo anterior a este apartado, es importante tener en mente las
implicaciones que estas diferencias pueden tener en la hemodindmica del sistema portal
hipofisiario, ya que de ello depende en gran parte que se lleve a cabo una adecuada

comunicacién neuroendocrina.

Retomando el trayecto que siguen las neurohormonas, una vez que llegan y estimulan a sus
respectivas células blanco adenohipofisiarias, éstas producen y secretan sus propias
hormonas que son captadas a la vez por los capilares venosos de la adenohipéfisis, y
transportadas por medio de las venas hipofisarias hacia la circulacion sistémica, a través de la

cual son distribuidas hasta su respectivo drgano blanco [11].

La sefializaciéon hormonal en cadena descrita anteriormente ejemplifica de forma general la
funcion de los ejes de comunicacidon que forman el hipotalamo y la hipéfisis con otros érganos.
Sin embargo, debido a que el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario resulta de particular interés en

este trabajo, a continuacion se explicara con mas detalle.
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1.2 EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

El eje hipotalamo-hipéfisis-ovario (HHO) es el componente neuroendocrino que controla la

funcién reproductiva y la fertilidad en las hembras mediante la regulaciéon hormonal [17].

Este eje esta conformado por tres niveles, y cada uno tiene sus propios productos hormonales:
1) el hipotdlamo produce la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH); 2) la hip6fisis
produce las hormonas luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH) y 3) los ovarios producen
esteroides sexuales (estrogenos y progesterona) [18]. Estos productos hormonales pueden
ejercer una retroalimentacién positiva o negativa en cualquier nivel mediante comunicacién

autocrina, paracrina o endocrina (Figura 3).

1.2.1 HIPOTALAMO

El primer nivel esta representado por el hipotdlamo que secreta a la GnRH, la cual es el factor
que inicia los eventos de comunicacién del eje reproductor [19]. Su produccién y liberacion
estdn reguladas por otras hormonas y segundos mensajeros de diferentes origenes, sin
embargo, la kisspeptina y las neuronas productoras de kisspeptinas tienen un papel muy
importante en la regulaciéon de la transcripcion genética de la GnRH y de su receptor [17],

[18].

Las neuronas productoras de kisspeptina, aferentes a las neuronas GnRHérgicas, expresan
receptores a progesterona y a estréogenos, mediando asi los efectos de estas hormonas en las
neuronas GnRHérgicas que no expresan dichos receptores [17]. Se ha visto que en mamiferos
las neuronas productoras de kisspeptina se distribuyen en mayor proporciéon en el nuicleo
arqueado y en el area predptica. Las neuronas del nucleo arqueado son inhibidas por los
esteroides sexuales, impidiendo la secreciéon de kisspeptina y de GnRH. En cambio, las
neuronas del area predptica son estimuladas positivamente, favoreciendo la actividad de las
células GnRHérgicas [20]. Sin embargo, la regulacién del GnRH depende también de ciertos
niveles hormonales, como se explicara mas adelante.

Cuando la GnRH es producida se libera de manera pulsatil en el sistema portal hipofisiario,
estimulando la sintesis y secrecion de LH o FSH en la adenohipéfisis (Figura 3) [17]. La
sintesis de una u otra gonadotropina depende del patron pulsatil de secrecion de GnRH.

Frecuencias altas con mas de un pulso por hora inducen la sintesis y liberaciéon de LH,
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mientras que frecuencias bajas con menos de un pulso por 2-3 horas inducen
preferentemente la sintesis y liberacién de FSH [12].

Debido a que las demandas fisioldgicas, en este caso reproductivas, cambian de acuerdo con la
edad y a lo largo del ciclo estral o menstrual, la generacién de un determinado patrén de
secrecion pulsatil es indispensable para producir una respuesta fisiolégica especifica, tanto en

un estado fisiolédgico como en uno fisiopatolégico [20], [21].
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Ovario

Figura 3. Regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario. Las neuronas de GnRH producen GnRH como
respuesta a sefiales de determinadas areas del cerebro. La GnRH estimula la sintesis y liberacion de
gonadotropinas (LH y FSH) en la adenohipdfisis de manera pulsatil. Estas hormonas a su vez estimulan la
produccién de hormonas esteroides en el ovario. Los estrégenos y las gonadotropinas regulan negativamente el eje
a nivel hipotalamico e hipofisiario (Modificada de Comninos, 2014).
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1.2.2 VASCULATURA Y SECRECION PULSATIL

La generacién y propagacion de los pulsos que determinan la actividad gonadotroépica
dependen de la liberacién sincronizada de GnRH por parte de las neuronas y de
caracteristicas y mecanismos reguladores de los vasos sanguineos que conforman al sistema
portal hipofisiario, las cuales se describen a continuacién [12]. Una caracteristica de los
capilares es que estan fenestrados, lo cual permite que las hormonas difundan sin mayor

complicacion hacia el interior vascular y hacia sus células diana [21].

Los pericitos podrian tener un papel destacado en la secreciéon pulsatil, ya que por ser un tipo
celular contractil y rodear capilares pueden inducir la constricciéon de éstos, modificando su
didmetro y regulando asi el flujo sanguineo [15]. Otro factor con un rol muy importante en la
regulacion del tono vascular es el 6xido nitrico (NO), un vasodilatador producido por varios
tipos celulares hipofisiarios y por células endoteliales que por su acciéon puede modular la

distribucion pulsatil de la GnRH [21].

La formacién de determinadas redes organizadas topoldgicamente de las células endocrinas
con la vasculatura modifica la manera en la que las células responden a factores reguladores;
los gonadotropos, por ejemplo, se conectan con los vasos sanguineos mediante protrusiones,
con lo cual se podria estar regulando también la sefial hipotaldmica en forma de pulsos de

GnRH [12].

Debido a la estrecha relacidn de la vasculatura con las neuronas GnRHérgicas y con las células
hipofisiarias, el hipotalamo y la hipofisis junto con la vasculatura pueden considerarse como
un sistema tripartita en el que cada componente es indispensable en el mantenimiento y

coordinacién de la funcién del eje reproductor [12].

1.2.3 HIPOFISIS

El segundo nivel del eje reproductor lo conforman los gonadotropos, los cuales son irrigados
por los capilares venosos del sistema portal hipofisiario con GnRH que se une a su receptor
en la membrana celular de dichas células, induciendo la secrecién de las gonadotropinas (LH y

FSH) [22].
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1.2.3.1 RECEPTOR DE LA HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (GNRHR)

El GnRHR pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G triméricas, que se
caracterizan por tener siete dominios transmembranales unidos por asas intra y
extracelulares [23]. Actia principalmente por la via de la proteina Gag, en la que la unién de la
GnRH con su receptor (GnRHR) induce un cambio conformacional del mismo, lo cual
promueve un intercambio nucleotidico en la subunidad o de la proteina Gagq; esta proteina en
su estado inactivo se une a GDP (guanosin difosfato), el cual es liberado e intercambiado por
GTP (guanosin trifosfato) cuando la proteina se activa [24]. La activacion de la proteina lleva a
la disociacion de sus subunidades affy en a-GTP y By, de las cuales la a-GTP estimula a la
fosfolipasa C (PLC) que hidroliza al fosfatidilinositol bifosfato (PIP,), generando inositol
trifosfato (IP;) y diacilglicerol que promueven la liberaciéon de calcio intracelular y la
activacion de la proteina cinasa C (PKC), respectivamente (Figura 4) [25]. El aumento de

calcio en el citoplasma favorece la exocitosis de vesiculas con gonadotropinas.

Proteina G PLC PKC
activada PIP, activada

g

J

¢ Prokina
fosforilada

Se altera la
actividad celular

Figura 4. Via de sefializacion de la secrecidon de gonadotropinas. El cambio conformacional del GnRHR activa a
la proteina Gag, cuya subunidad a estimula a la PLC que produce PIP, y DAG. El PIP, se une a su receptor en el
reticulo endoplasmico, dando lugar a la liberacién de Ca?*de este reservorio y a la consecuente liberacién de
gonadotropinas (Modificado de Martin 2013).
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1.2.3.2 GONADOTROPINAS

Las gonadotropinas LH y FSH son hormonas diméricas compuestas por una subunidad alfa,
comun para ambas gonadotropinas, y por una subunidad beta que difiere para cada una de

estas hormonas, la cual determina su actividad bioldgica especifica [26].

Después de ser transportadas a través de la circulacién sistémica y llegar al ovario, estas
gonadotropinas promueven el desarrollo de los foliculos, la ovulacién y el mantenimiento del
cuerpo ldteo [19]. La FSH actua en las células de la granulosa durante la fase folicular del ciclo
estral y menstrual estimulando el desarrollo de los foliculos, por lo que durante esta fase se
observa un incremento en los niveles de FSH. Por su parte, una elevaciéon abrupta en los
niveles de LH hacia la mitad del ciclo menstrual promueve la ruptura folicular y con ello la
ovulacion. Ademas, estimula el desarrollo del cuerpo liteo durante la fase lutea (Figura5ay
b) [27]. Las gonadotropinas LH y FSH tienen un efecto de retroalimentacién negativa sobre la

secrecion de GnRH y sobre su propia secrecién (Figura 3) [19].

1.24 OVARIO

En el tercer nivel del eje reproductor femenino, dentro de los diferentes tipos celulares del
ovario se lleva a cabo el proceso de esteroidogénesis. En las células tecales, por estimulacién
de la LH, el colesterol es transformado en androégenos, los cuales difunden a través de la
ldmina basal del foliculo hacia las células de la granulosa en donde por estimulo de la FSH son
transformados en estrégenos, por lo que los niveles de dichas hormonas muestran un
aumento hacia el final de la fase folicular (Figura 5) [28]. Este incremento ejerce una
retroalimentacién negativa sobre las neuronas kisspeptina del nticleo arqueado, modificando
la amplitud y frecuencia de los pulsos de GnRH; la amplitud disminuye y la frecuencia

aumenta, asi se produce especificamente LH, mientras que la produccion de FSH decrece [29].

Los niveles de FSH también estan bajo la regulacién de las hormonas inhbina, activina y
folistatina, producidas en los ovarios. La activina es un liberador especifico de FSH, por lo que
promueve su sintesis y secrecién, mientras que la inhibina y la folistatina (antagonista del

receptor de activina) impiden la produccion de FSH [19], [28].
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Figura 5. Niveles hormonales durante (a) el ciclo estral y (b) menstrual. Se observa un aumento de FSH
durante la fase folicular, necesaria para el desarrollo de los foliculos, mientras que un pico de LH es preciso para la
ovulaciéon y un aumento posterior para el desarrollo del cuerpo liteo. Debido al desarrollo de los foliculos, la
produccién de estrégeno aumenta hacia el final la fase folicular y se inhibe la produccién de FSH. En la fase lutea, la
producciéon de progesterona se eleva por parte del cuerpo liteo y se inhibe la produccién de LH.
La linea azul punteada indica el momento en el que ocurre la ovulacién (Modificado de Staley, 2005).

Por otro lado, en las neuronas del area predptica los altos niveles de estrégenos inducen
pulsos de GnRH de alta frecuencia que producen el pico de LH preovulatorio. Durante la fase
litea, el aumento en la produccién de progesterona por parte del cuerpo luteo ejerce

retroalimentacién negativa en el eje a nivel hipotaldmico (Figura 3 y 5) [29].

Cuando no hay embarazo, los niveles de hormonas gonadales disminuyen, dejando de regular

negativamente el eje y dando lugar al inicio de un nuevo ciclo.

1.3 METABOLISMO Y REPRODUCCION

Como puede verse, el funcionamiento del eje reproductor es sumamente complejo y para su
adecuado mantenimiento es preciso que haya suficiente energia disponible, ya que la

deficiencia o el exceso de energia altera la funcion reproductiva [30]. Por lo anterior, no es
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extrafio que el eje reproductor esté estrechamente relacionado con senales que transmiten

informacién sobre el estado metabdlico del organismo [31].

La leptina, una hormona anorexigénica que es producida por los adipocitos en proporcién con
la masa de grasa corporal, ha mostrado un papel relevante como integrador del metabolismo
y la reproduccién, ya que la deficiencia o exceso de dicha hormona tiene un efecto negativo en
la sincronizacién de la pubertad y la fertilidad [32], [33]. Ademas, recientemente se ha visto
que participa en la regulacion de la secrecién de insulina y la sensibilidad de tejido periférico

a esta hormona [34].

Por su parte, la insulina parece tener un efecto estimulatorio en el eje reproductor, ya que una
disminucién de gonadotropinas y defectos reproductivos se han observado en condiciones de
deficiencia de insulina, como en la condicién diabética. Ademas, la insulina promueve la
produccion de glucosa hepatica a través de sefializacion hipotaldmica y es la responsable de la
activacion de los receptores a través de los cuales la glucosa es transportada hacia el interior
de las células (transporte dependiente de insulina), por lo que la disminucién de insulina
afecta negativamente los niveles de glucosa disponible para la actividad celular y por

consiguiente a la demandante funcién reproductiva [33], [35].

Diversos estudios han demostrado que las neuronas GnRHérgicas carecen de receptores para
sefiales metabdlicas como la leptina e insulina, por lo cual, se ha propuesto que dichas
hormonas tienen un modo de accién indirecto a través de las neuronas productoras de
kisspeptina, ya que evidencia experimental muestra que estas neuronas si expresan
receptores para leptina e insulina y que existe una relacién directamente proporcional entre
los niveles de estas hormonas y la expresion de Kiss1 por parte de las neuronas productoras

de kisspeptina que regulan la actividad de las neuronas GnRHérgicas [22], [32].

Otra sefial aferente a las neuronas GnRHérgicas es el 6xido nitrico (NO), un neurotransmisor
gaseoso cuya actividad se asocia con la secreciéon de GnRH y a la oleada preovulatoria de LH.
Su produccién es inducida por la leptina, la cual promueve la fosforilacién de la subunidad
catalitica de la proteina 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) en las neuronas nNOS, las
cuales regulan, entre otras funciones, la homeostasis de la glucosa, el gasto de energia y la

reproduccién[30], [36].

20



La informacion anterior sugiere que hay una estrecha relacion entre las sefiales metabdlicas y
entre éstas y la funcién reproductiva. Sin embargo, también existe una relacién entre dichas
sefiales metabdlicas y la vasculatura, pues se ha visto que en pancreas de roedores el flujo
sanguineo puede aumentar considerablemente por un efecto inductor de vasodilatacién por
parte de la glucosa a través del sistema nervioso central y por la sintesis local de NO. A la
inversa, la insulina ha mostrado un efecto vasoconstrictor que reduce el flujo sanguineo de los
islotes pancreaticos a través de efectos directos en el tono vascular y por restablecer los

niveles normales de glucosa en la sangre [21].

Asi pues, dada la relacién que se observa entre estas sefiales metabolicas, el eje reproductor y
el sistema vascular, es de esperar que la alteracion de alguna de estas partes afecte al resto, tal
y como lo demuestra la evidencia respecto al aumento en el riesgo de sufrir enfermedades

cardiovasculares y problemas reproductivos tras el padecimiento de diabetes [37].

1.4 DIABETES

La diabetes es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo el mundo. A
pesar de esto se presenta un incremento sostenido en su incidencia del 2-3% cada afio; en
2014 el estimado de personas con diabetes a nivel mundial era de 387 millones, el cual se

elevo a 425 millones en 2017 [34], [38], [39].

La diabetes es una enfermedad metabdlica, cronico-degenerativa en la que la glucosa, nuestra
principal fuente de energia, no puede ser utilizada por las células debido a un defecto en la
secrecion o accién de la insulina, la hormona responsable de activar a los transportadores de

glucosa [40], [41].

Aunque se han descrito diferentes tipos de diabetes de acuerdo con las causas que la
provocan, en general, presentan signos y sintomas que en conjunto se denominan sindrome
diabético. El principal signo que conforma a este sindrome es la hiperglucemia (valor = 200
mg/dl en ayuno) [40] a partir del cual se deriva una serie de sintomas clinicos como la
poliuria, la polidipsia, la glucosuria, la polifagia y la pérdida de peso. La poliuria se presenta
debido a que el exceso de glucosa en la sangre demanda una cantidad mayor de liquido de

dilucion, lo cual a la vez da paso a la polidipsia por la constante pérdida de agua. También,

21



debido a que los niveles de glucosa sobrepasan la capacidad renal de eliminacién, la glucosa
excedente es eliminada por la orina, lo cual se conoce como glucosuria. Por otro lado, dado
que la glucosa no puede ser utilizada eficazmente por las células, es necesario recurrir a las
reservas energéticas de proteinas y lipidos, lo cual provoca una pérdida de peso y por

consiguiente la polifagia [40], [42].

141 PROBLEMAS ASOCIADOS CON LA DIABETES

El sindrome diabético es el reflejo de un trastorno metabdlico de glicidos principalmente,
pero también de lipidos y prétidos que en conjunto afectan la estructura y funcién de
diferentes 6rganos y sistemas [42]. Asi, se ha visto una asociacién entre la diabetes y el riesgo
aumentado de padecer enfermedades respiratorias e infecciosas y ciertos tipos de cancer,
pero sobre todo patologias debidas a alteraciones del sistema vascular como las
macrovasculopatias (cardiopatia isquémica, infarto al miocardio, enfermedad arterial
periférica, insuficiencia cardiaca congestiva) y las microvasculopatias (neuropatia, nefropatia

y retinopatia) [39], [43].
1411 VASCULOPATIAS

Entre las diversas funciones que cumple el endotelio se encuentran la sintética, secretora,
metabolica, angiogénica e inmunolégica, el control del trafico celular, la regulacién del tono
vasomotor, etc.; sin embargo, su rol principal es el de mantener la fluidez de la sangre [44].
Esto hace evidente la importancia que tiene el endotelio en el mantenimiento de la
homeostasis corporal, lo cual, aunado al hecho de que las vasculopatias son la causa mas
frecuente de mortalidad a nivel mundial y a que de todas las complicaciones que se
desencadenan con la diabetes éstas son las mas severas social y econémicamente, destaca la
relevancia que tiene el estudio de los efectos de la hiperglucemia crénica en la vasculatura,
pues éste signo caracteristico de la diabetes es el principal factor que promueve las respuestas

bioquimicas que provocan el desarrollo de las vasculopatias [45]-[48].

A continuacién se enumeran algunos efectos que se han descrito respecto al efecto que tiene

la hiperglucemia sobre la vasculatura.
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1)

2)

3)

Aumento del estrés oxidativo. Durante la condicion diabética se presenta un incremento
en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) que promueve la resistencia a la
insulina a nivel endotelial especificamente [49].

Alteracién en la biodisponibilidad de 6xido nitrico. El 6xido nitrico en el endotelio es
sintetizado constitutivamente por la 6éxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS) y es
dependiente de la concentracién de calcio intracelular ([Ca2+]i). EI NO puede difundir
hacia las células musculares lisas adyacentes al endotelio, activando la guanilato ciclasa y
aumentando por lo tanto el cGMP que produce la relajaciéon del musculo liso. Por otro
lado, el NO endotelial disminuye la permeabilidad del endotelio a macromoléculas y
lipoproteinas, y en el lumen de los vasos sanguineos inhibe la adhesién de leucocitos y
plaquetas sobre el endotelio [44]. En condicién de hiperglucemia crénica estas funciones
se ven afectadas porque los niveles de NO disminuyen debido a que puede reaccionar con
las ROS que aumentan considerablemente bajo dicha condicién, lo cual demuestra un
papel antioxidante del NO. También se ha visto que los niveles de NO pueden decrecer
debido a que la NOS es inhibida porque se produce una sefializacién anormal de Ca2+ y
por la resistencia a la insulina, pues esta hormona en condiciones fisiol6gicas promueve la
actividad de 1a NOS y por lo tanto la produccién de NO [45].

Disfuncién de células musculares lisas. Estas células juegan un rol fundamental en la
regulacion del tono vascular; la unién de vasodilatadores a sus respectivos receptores en
las células endoteliales promueven la movilizaciéon de Ca2+ intracelular, el cual activa
canales de potasio de conductancia pequena e intermedia (SKCa, IKCa), llevando a una
hiperpolarizaciéon por la salida de K+. Esta sefial hiperpolarizante se esparce a células
musculares lisas vecinas, cerrando canales de Ca2+ tipo L y llevando a la relajacién del
musculo liso que se traduce en el incremento del didmetro del vaso sanguineo (Figura 6)
[50]. Se ha visto que la hiperglucemia ejerce un efecto significativo sobre esta via de
sefializacion, pues la vasodilatacion inducida por algunos vasodilatadores como ACh y la
movilizaciéon de Ca2+ intracelular en las células endoteliales disminuyen en modelos
diabéticos. También se ha visto que otros componentes como los SKCa estan alterados en

condicion de hiperglucemia [51].
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Figura 6. Vasodilatacion dependiente de endotelio. CE: célula endotelial; CML: célula muscular lisa; GAP: uniéon
mioendotelial; KCa: canales de K+ activados por Ca2+ (Tomado de Onetti 2016).

Otros efectos vasculares que se han descrito son sobreproduccién del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), inflamacién crénica, desregulacién hemodindmica, capacidad
fibrinolitica dafiada y aumento de la agregacion de plaquetas que en conjunto llevan al

desarrollo de vasculopatias [52].
14.1.2 DISFUNCION REPRODUCTIVA

Las afecciones reproductivas son otras complicaciones que se han observado en muchas
personas diabéticas [53]. La recopilacién de datos clinicos muestra que junto con la diabetes
se presenta un retraso en la menarquia, desregulacién del ciclo menstrual, disminucién de la
tasa ovulatoria e incluso anovulacién, menopausia precoz, abortos espontaneos y alteraciones
en la foliculogénesis y luteogénesis, lo cual conlleva a una disfuncién reproductiva diabética
[37], [54].
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2 Antecedentes

El control de la glucemia con terapia insulinica ha demostrado tener un efecto positivo en el
tratamiento de la disfuncion reproductiva, pues mejora las anormalidades menstruales y la
tasa de fertilidad. Sin embargo, este tratamiento no es suficiente para la mayoria de las

personas, ya que muchas de las irregularidades persisten [55].

Por lo anterior y debido a la incidencia de este padecimiento es importante comprender los
mecanismos que relacionan a la diabetes con la disfuncién reproductiva para poder mejorar e
incluso solucionar el problema de la disfuncién reproductiva diabética. Algunos
investigadores han planteado que dicho problema podria originarse en un mal
funcionamiento del eje reproductor durante la condicion diabética, por lo cual se han

realizado estudios al respecto [56].

2.1 HIPOTALAMO Y GONADOTROPINAS

Tanto en humanos diabéticos como en animales diabéticos experimentales se han reportado
niveles basales de gonadotropinas bajos. Los estudios en animales sugieren que lo anterior
puede deberse a una disminucién en la liberacion de GnRH y/o a una reduccién en la
sensibilidad de la hipoéfisis a dicha hormona, pues ain con una liberacion normal de GnRH se
presentan bajos niveles de LH y FSH [19]. Otros estudios indican que la reduccién de
gonadotropinas podria deberse a que los nucleos hipotalamicos que regulan la actividad de
las neuronas GnRHérgicas disminuyen su estimulacién, sin embargo, nada de esto ha sido

comprobado por completo [57].

2.2 OVARIO

Los resultados de los estudios realizados en ovarios de modelos animales diabéticos muestran
una disminucién en la produccién de las hormonas esteroideas progesterona y estrogeno.
Esto podria deberse en parte a una reduccion en la afinidad o en el nimero de receptores a

gonadotropinas o a una estimulacién disminuida por los bajos niveles de gonadotropinas [19].
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La administraciéon de insulina en los animales experimentales no mostré una mejora en los
niveles de gonadotropinas pero si en los de estrégenos [19], [57]. Esto demuestra el efecto
estimulatorio que se ha descrito para la insulina sobre la biosintesis de esteroides [58], y a la
vez podria explicar la recuperacién parcial de la funciéon reproductiva observada luego del

tratamiento con insulina.

2.3 HIPOFISIS Y VASCULATURA

Es escaso lo que se ha estudiado sobre los efectos de la diabetes en la hipofisis, tan sélo se ha

sugerido que su funcién podria estar disminuida bajo dicha condicion [59].

Por otro lado, a pesar de que se conocen los efectos de la hiperglucemia sobre la vasculatura y
el rol que tiene la hipdfisis en el eje reproductor, hasta ahora no hay investigaciones dirigidas
al estudio de la vasculatura hipofisaria, lo cual seria muy relevante, pues como se explico
previamente, el sistema portal hipofisiario juega un rol muy importante en la liberacién, el
transporte, la colecta y los patrones de secrecién hormonal que determinan las diferentes
respuestas del eje reproductor. Asi pues, el estudio de posibles alteraciones en la vasculatura
hipofisaria como parte de los mecanismos implicados en la disfuncién reproductiva diabética
es pertinente y sobresaliente, ya que es probable que la disfuncién reproductiva diabética se

deba a alteraciones en el sistema portal hipofisario.

2.4 MODELOS DE SINDROME DIABETICO

Los modelos animales son de gran importancia y utilidad para estudiar el desarrollo,
tratamiento y prevenciéon de enfermedades [60]. Tal es el caso de la diabetes mellitus, para
cuyo estudio se han desarrollado modelos experimentales aplicados a diferentes niveles de
organizacién; desde el subcelular (componentes celulares) hasta en individuos completos
[61]. Los modelos en individuos completos pueden desarrollarse por manipulaciéon genética,
quirurgica o nutricional, o por la aplicacién de farmacos como el aloxano y la estreptozotocina
(STZ). Los modelos con farmacos desarrollados en individuos completos como los roedores
resultan ser de los mas éptimos por su corto tiempo generacional, por la facilidad y bajo costo
de mantenimiento relativos y por ser de los mas completos en cuanto a la informaciéon que

aportan [61]-[63].
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Por lo anterior y debido a que la STZ ha demostrado una gran eficacia (80%) [64] y
selectividad por las células 8 pancreaticas, en este trabajo se ha elegido dicho farmaco para
producir un modelo murino con diabetes a fin de caracterizar posibles cambios en la
estructura vascular hipofisiaria; especificamente, en la cobertura y numero de ramificaciones

capilares, lo cual podria repercutir en la comunicacién del eje reproductor.
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3 Hipotesis

Los ratones hembra con sindrome diabético presentaran cambios anatémicos en la

vasculatura capilar hipofisaria.

4 Objetivo

Identificar los posibles cambios anatémicos en la vasculatura hipofisaria de ratones hembra

con sindrome diabético.

OBJETIVOS PARTICULARES

Inducir un modelo de sindrome diabético en ratones hembra Balb-C a través de la

administracion de estreptozotocina.

Determinar los posibles cambios en la cobertura de los capilares adenohipofisiarios de

ratones hembra control y con sindrome diabético.

Comparar el nlmero de ramificaciones capilares adenohipofisiarias de ratones hembra

control y con sindrome diabético.
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5 Método

5.1 ANIMALES

Se utilizaron 14 ratones hembra Balb-C en edad reproductiva (entre ocho y diez semanas de
edad). Estos animales se mantuvieron en el Bioterio de la Facultad de Ciencias, con alimento y
agua ad libitum y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los procedimientos se realizaron
de acuerdo con la Norma oficial mexicana NOM-062-z00-1999 de especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

5.2 INDUCCION Y CARACTERIZACION DEL MODELO DE SINDROME DIABETICO

Para la induccién del modelo se formaron dos grupos aleatoriamente: control (n=6) y
sindrome diabético (SD) (n=8). El grupo de sindrome diabético conté6 con una cantidad de
ratones mayor debido a la efectividad del tratamiento con estreptozotocina reportado en la
literatura (80%) [64]. El grupo experimental recibi6, por dos dias consecutivos, dos dosis
intraperitoneales de estreptozotocina (120 mg/kg) (Santa Cruz Biotechnology, U-9889)
diluida en buffer de citratos (5 pL/kg), mientras que al grupo control sélo se le administro el

vehiculo.

Con la finalidad de caracterizar los sintomas humorales y clinicos del sindrome diabético
(hiperglucemia, pérdida de peso corporal, polidipsia y polifagia) se realizé la medicién de
glucemia con un ayuno de 8 h (con un glucometro Free Style Optium Neo), se registré el peso
corporal, el consumo de agua y alimento previo a la induccién del modelo y en los dias 7, 14 y

21 post-tratamiento.

Debido a que la literatura sefiala que la mayor parte de los animales con sindrome diabético
presenta diestro persistente, se utilizé dicha fase del ciclo estral para obtener resultados comparables
entre el grupo experimental con el control. Para conocer la fase del ciclo estral se realizaron
citologias vaginales a cada uno de los ratones diariamente desde una semana antes de la induccion
del modelo y hasta el final del experimento. Con el microscopio invertido (Nikon Diaphot 300) se

identificaron las poblaciones celulares de acuerdo con el criterio de clasificacién de Marcondes et al
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2002 [65] para determinar las fases del ciclo estral, en el cual, el diestro se caracteriza por tener una

poblacién celular en la que predominan los leucocitos.

5.3 OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS: HIPOFISIS

Después de 21 dias del inicio del tratamiento, los animales fueron perfundidos
intracardiacamente con paraformaldehido (PFA) 4% y tinta china para fijar y pintar los

capilares de la hipofisis.

Para ello, los ratones se anestesiaron con una inyeccién intraperitoneal de pentobarbital
sédico (20 mg/kg), y una vez sedados se realizé la operacién para canular el corazoén.
Previamente a la introduccién de la canula se inyectaron 100 ul de heparina para evitar la
formacién de codgulos de sangre y con ello la obstrucciéon de la vasculatura durante la
perfusién. Después, con ayuda de una bomba peristaltica se hizo pasar solucién salina 0.9%
durante 10 min y tinta china diluida en PFA 4% (1:30) por otros 10 min a una velocidad de
(1.6 ml/min). Concluida la perfusién se extrajo la hipéfisis, la cual se postfijé por inmersion en
PFA 4% durante 4 h y se conservo posteriormente en un “buffer” de fosfatos salino (PBS 1X)

hasta su uso.

Una vez fijada, la hipéfisis se embebi6 en agar al 3% (Invitrogen;Eugene Or, USA) disuelto en
PBS 1X. Después de solidificar, el agar con la hipoéfisis se peg6 en la platina de un vibratomo
(Leica VT1000S) para obtener una serie de rebanadas hipofisiarias de 130 um de grosor, las
cuales se montaron desde la mas dorsal hasta la mas ventral (Figura 7) sobre un portaobjetos
tratado previamente con poly-L-lisina al 30% (Sigma, St Louis MO, USA). Finalmente, se coloc6
medio de montaje y un cubreobjetos sobre las rebanadas para conservar en buen estado el

tejido.

30



a)

c)

(L) ]
- @
- b) . @ : 130 um | l

: $ @ : Ventral

Figura 7. Obtencion de rebanadas hipofisiarias. a) Ejemplificacién de cémo se ve la hipéfisis sobre el hueso
esfenoides, observando a un ratén desde su mitad dorsal. Se distingue la adenohipéfisis de la neurohipdfisis. b)
Ejemplifica como se ve la hipofisis, observando a un ratén desde su porcién frontal o anterior. Se distingue la
adenohipdfisis de la neurohipdfisis. Las lineas punteadas representan la manera en la que se realizaron los cortes
de 130 um para obtener las rebanadas hipofisiarias. c¢) Representacion de las rebanadas hipofisiarias que
resultaron de los cortes en el vibratomo; nétese que en las rebanas mas dorsales hay tanto neurohipéfisis como
adenohipdéfisis, mientras que en las rebanadas mdas ventrales la neurohip6fisis estd practicamente ausente,

habiendo solamente tejido adenohipofisiario. Adenohipéfisis (Ad) y neurohipéfisis (N).

5.4 ADQUISICION Y ANALISIS DE IMAGENES

La adquisicion de imagenes se realiz6 con un microscopio confocal (Leica TCS SP8). Se tomaron
fotos en campo claro con un objetivo de aumento 20X y se hizo una reconstruccion xy de cada una

de las rebanadas de todas las hipofisis.

Posteriormente, con ayuda del programa Image J se midié la cobertura vascular (Figura 8). Los
valores obtenidos de todas las rebanadas de cada hipofisis se sumaron para obtener la cobertura

vascular total de la hipéfisis. Esto se hizo para todas las glandulas hipofisiarias.
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Figura 8. Obtencion de la cobertura vascular. a) Se muestra una imagen original adquirida con el microscopio
después de la reconstruccién xy. b) Imagen binaria obtenida, a partir de la imagen original, con una herramienta
del software Image ]. El 4rea de color blanco es reconocida por el software como el area ocupada por los capilares
sanguineos de la adenohipéfisis, a partir de la cual se obtiene el drea de la cobertura vascular respecto al area total
de la imagen delimitada por la adenohipofisis.

En cuanto a las ramificaciones capilares, con el mismo programa Image J se marcaron y
contabilizaron las ramificaciones capilares primarias, secundarias y terciarias (Figura 9) de cada una
de las rebanadas de todas las hipofisis. Para contar las ramificaciones vasculares se seleccionaron
cuatro cuadrantes al azar en cada rebanada (Figura 10), y al final se sumaron los resultados de todos

los cuadrantes para cada hipofisis.

a) b) c)

L K> K~

Figura 9. Ejemplificacién de los diferentes tipos de ramificaciones capilares. a) La ramificacion capilar primaria
(representada en color rojo) corresponde a un capilar que se deriva directamente de una vénula portal hipofisiaria
(representada en color azul). b) La ramificacion capilar secundaria brota del capilar principal o ramificacién capilar
primariay c) el capilar que brota de la ramificacion capilar secundaria es una ramificacion capilar terciaria
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Figura 10. Contabilizaciéon de ramificaciones capilares. a) Con las herramientas del software Image ], se marcaron
cuatro cuadrantes en diferentes regiones de cada rebanada hipofisiaria. b) Cada cuadrante se duplicd, obteniendo
una imagen amplificada de las regiones correspondientes. c) En las imagenes amplificadas, con las herramientas
del software Image |, se marcaron y contabilizaron las ramificaciones capilares primarias, secundarias y terciarias
de acuerdo con lo descrito en la imagen 9.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos se analizaron con el software GraphPad Prism 6, los cuales inicialmente
se sometieron a una prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas. Posteriormente, los datos
obtenidos de la caracterizacion del modelo (consumo de agua y alimento, peso corporal y glucemia)
se analizaron con un ANOVA de dos vias y una prueba de comparacion multiple para comparar los
cambios entre los dos grupos (control y con sindrome diabético) y a lo largo del tiempo.

A los datos obtenidos con Image J respecto a la cobertura capilar y al nimero de ramificaciones
capilares primarias, secundarias y terciarias, luego de probar normalidad y homogeneidad de
varianzas, se les aplic6 un ANOVA de una via para comparar de esta manera la estructura vascular

entre el grupo tratado y el grupo control.
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6 Resultados

6.1 CARACTERIZACION DEL MODELO

La induccién de sindrome diabético por la administraciéon de estreptozotocina (STZ) tuvo una
eficiencia del 73%. Los animales tratados con dicho fairmaco presentaron un aumento en la
glucemia a partir de 7 dias después de la induccidn y hasta el final del experimento, cuyo valor
>200 mg/dl valida la hiperglucemia que caracteriza a la diabetes (Figuralla). En cambio, el
grupo control tuvo valores <100 mg/dl a lo largo de todo el experimento. Respecto al peso
corporal, se observo una pérdida progresiva en el grupo experimental (SD) a partir de los
siete dias post-tratamiento y hasta los 21 dias cuando terminé el experimento, mientras que
en el grupo control el peso se mantuvo practicamente como en el estado inicial (Figura 11b).
En cuanto al consumo de agua puede verse (Figura 11c) que, en efecto, el grupo experimental
(SD) present6 el signo clinico de polidipsia caracteristico del sindrome diabético 14 dias
después del tratamiento con STZ, el cual fue ain mas notable a los 21 dias post-tratamiento.
En la grafica (Figura 11d) se puede ver que hay una diferencia en el consumo de alimento
entre el grupo control y el experimental. Aunque no es muy notable la diferencia entre los
grupos, se puede apreciar que en el transcurso del experimento hubo un aumento en el
consumo de alimento. Ademas, dentro del grupo control se puede observar que el consumo se
mantuvo relativamente constante, mientras que dentro del grupo experimental aument6 a lo

largo del experimento.
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Figura 11. Caracterizaciéon del modelo. a) Niveles de glucosa en sangre. La linea punteada en indica el valor
utilizado como parametro de inclusién para el grupo con SD. b) Cambio en el peso corporal (delta) respecto al valor
inicial normalizado. Se puede ver que el peso corporal en el grupo control se redujo hasta en un 20% al final del
experimento. c) Consumo de agua. d) Consumo de alimento. Los asteriscos en todas las graficas indican la
existencia de diferencias significativas.

En la figura 12 se muestra el seguimiento del ciclo estral en ambos grupos antes y después de
la induccion del modelo. Cada color representa las diferentes fases del ciclo estral, los carriles
enumerados del 1-6 representan a cada uno de los animales y las filas corresponden a los dias
en los que transcurrié el experimento. Se puede observar que antes de la induccion del
modelo en ambos grupos habia ciclicidad, pues se forma un mosaico de cuadros de diferente
color que se traduce en el cambio consecutivo de una fase del ciclo estral a otra. Sin embargo,
después de que los ratones del grupo experimental fueron tratados con STZ (después de la
franja blanca con rombos) ya no se observa el mosaico multicolor sino wuno
predominantemente rojo, color que representa la fase del diestro del ciclo estral. Esto se
traduce a una pérdida de la ciclicidad. Por otro lado, el mosaico multicolor de los dias post-
tratamiento que se ve en el grafico del grupo control muestra que en este grupo si se

presentaron ciclos consistentes hasta el final del experimento.
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Figura 12. Rastreo del ciclo estral del grupo control y con SD antes y después del tratamiento. Cada color
representa las diferentes fases del ciclo estral; 0.4=proestro, 0.6=estro, 0.8=metaestro, 1.0=diestro. Los carriles
enumerados del 1-6 representan a cada uno de los ratones, y cada fila corresponde a los dias en los que transcurrié

el experimento. La franja blanca con rombos separa a los dias pre-tratamiento de los post-tratamiento.

En la figura 13 se puede ver como se pint6 la vasculatura capilar hipofisiaria después de la
perfusion. Las imagenes superiores corresponden a hipéfisis del grupo control y las inferiores
al grupo con SD. Si bien no se llevo acabo alguna medicién, se pudieron apreciar ciertas
diferencias en el tamafio y consistencia de las gldndulas de los diferentes grupos; las glandulas

de ratones con SD parecian mas blandas y pequefias que las del grupo control.

Por otra parte, en la figura 14 se muestran acercamientos de regiones analogas en una
rebanada hipofisiaria perteneciente a un ratén control y otra que es de un ratén con SD.
Igualmente, aunque no se realizé alguna medicién para determinar diferencias en el didmetro
vascular, se observé cierta disminucién en el calibre de los capilares hipofisiarios de los

ratones del grupo con SD respecto a los capilares de los ratones del grupo control.
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Figura 13. Rebanadas hipofisiarias de ratones control (A-C) y con SD (D-F). Cada una corresponde a la
rebanada nimero 3 (de la mas dorsal a la mas ventral), y observando cada imagen se puede diferenciar la parte
rostral de la hipoéfisis (R) y la parte caudal (C). Todas fueron adquiridas con un objetivo de aumento 20X.

Adenohipéfisis (Ad) y neurohipoéfisis (N).
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Figura 14. Acercamientos de regiones analogas en una rebanada hipofisiaria de ratén control (lado izquierdo) y
con SD (lado derecho). Las imagenes fueron adquiridas con un objetivo de aumento 20X.
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6.2 COBERTURA VASCULAR

En la figura 15 se puede ver que el grupo control tiene una cobertura vascular mayor que el
grupo con sindrome diabético. Sin embargo, de acuerdo con el andlisis estadistico esta
diferencia no es significativa, es decir, no hubo cambios en la cobertura vascular hipofisiaria
de los ratones hembra con sindrome diabético comparada con la de los ratones del grupo

control.

8004

6004

4004

2005

Cobertura vascular

Figura 15. Grafica de barras muestra la cobertura vascular en el grupo control y con sindrome diabético.

6.3  RAMIFICACIONES VASCULARES

En la figura 16 puede observarse que de todos los tipos de ramificaciones capilares
(primarias, secundarias y terciarias) hay un nimero mayor en el grupo control que en el
experimental, sin embargo, las tnicas con diferencias significativas entre grupos fueron las
secundarias. Es decir, el grupo control presenté una cantidad significativamente mayor de
ramificaciones secundarias comparado con el grupo con SD. Ademas, las ramificaciones
secundarias fueron significativamente mayores en nimero respecto a las primarias y a las

terciarias para ambos grupos.
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Figura 16. Grafica de puntos conectados por lineas que muestra las ramificaciones capilares de la
adenohipéfisis. Nimero de ramificaciones primarias, secundarias y terciarias en el grupo control y con sindrome
diabético.
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7 Discusion

Debido a que la diabetes se relaciona con alteraciones del sistema vascular y por la
importancia que tiene este en el mantenimiento de la funcién reproductiva, asi como la
asociacion que se ha visto entre el padecimiento de diabetes y de la disfuncién o pérdida de la
reproduccién [39], [43] en este trabajo se buscé incursionar en los posibles efectos que tiene

el sindrome diabético en la estructura vascular hipofisiaria.

Para conseguir lo anterior, se utilizé un modelo murino con sindrome diabético inducido con
estreptozotocina. La eficacia obtenida en el tratamiento fue del 73%, y se determiné tomando
como parametro de inclusidn la obtencién de un valor mayor o igual a 200 mg/dl de glucemia
a partir de los siete dias posteriores al tratamiento con STZ, valor que define al principal signo

humoral del sindrome diabético, la hiperglucemia [40].

La medicion semanal de la glucemia junto con la de otros signos clinicos como la pérdida de
peso, la polidipsia, la polifagia y la pérdida de la ciclicidad reproductiva permiti6 caracterizar
el modelo. La concentracién de glucosa en sangre del grupo con SD, que fue tratado con STZ
diluida en “buffer” de citratos, increment6 a un valor mayor de 200 mg/dl a partir de una
semana después del tratamiento, mientras que la glucemia en el grupo control, que fue
tratado sélo con el vehiculo (“buffer” de citratos), se mantuvo en niveles normales (100 mg/dl
en promedio) durante todo el experimento. El peso corporal, a la inversa de la glucemia,
disminuy6 en el grupo con SD, mientras que en el grupo control se mantuvo practicamente

estable.

En cuanto al consumo de agua, en la figura 11c se puede ver que el signo de polidipsia se
present6 en el grupo con SD a los 14 dias de la inducciéon del modelo, duplicindose en este
punto la cantidad de agua consumida antes del tratamiento con STZ y triplicAndose a los 21
dias post-tratamiento. Lo anterior no ocurrié en el grupo control, en el cual se observa un
consumo de agua constante a lo largo del experimento. Por otro lado, en la figura 11d puede
notarse la manifestacion de la polifagia, ya que el consumo de alimento en el grupo con SD

también aumentd, aunque no tan radicalmente como el consumo de agua. A pesar de la
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disminucién que se observa en la segunda semana, la tendencia en el consumo de alimento en

este grupo es creciente, mientras que en el grupo control es relativamente constante.

Finalmente, en cuanto a la caracterizacién del modelo, el seguimiento diario del ciclo estral en
ambos grupos demostré que en los ratones con SD dicho ciclo se desregulé después de la
inducciéon del modelo, perdiendo la ciclicidad y presentando un diestro persistente. Por su

parte, el grupo control tuvo ciclos regulares antes y después del tratamiento.

Como puede verse, los resultados obtenidos de la caracterizaciéon del modelo coinciden con lo
que se ha descrito en la literatura; aumento en los niveles de glucosa, en el consumo de agua y
de alimento, y pérdida de peso y de la ciclicidad reproductiva [42], [54]. De esta manera se
pudo afianzar la funcionalidad del modelo y realizar los otros procedimientos para identificar

posibles cambios anatémicos en la vasculatura hipofisiaria de los ratones con SD.

Es bien sabido que en gente diabética los ojos y los rifiones son de los drganos mas
gravemente afectados debido a que los capilares sanguineos son dafiados por Ila
hiperglucemia persistente, perjudicando la funcién y estructura de dichos érganos [43], [66].
Acorde con lo anterior y durante el desarrollo de este trabajo, la estructura general de la
hipofisis, que es una glandula altamente vascularizada, se vio afectada también en los
animales con SD. Si bien las glandulas no fueron medidas ni pesadas, se pudieron observar
ciertas diferencias en las glandulas provenientes de animales con SD respecto a las control; las
primeras eran mas pequefias y blandas comparadas con las que pertenecian a los animales

control (Figura 13).

Lo anterior puede deberse igualmente a los cambios observados en la estructura vascular
hipofisiaria, pues como se mencion6é anteriormente la vasculatura esta involucrada en
diversos procesos que permiten mantener la homeostasis [44], por lo que modificaciones en
su estructura pueden alterar el adecuado funcionamiento de dichos procesos, afectando a la
vez la funcidén y estructura de érganos y tejidos que dependen del suministro de los factores
transportados por la vasculatura. Por un lado, y aunque no se hizo un analisis para determinar
el diametro vascular, se pudieron percibir ciertas diferencias en el calibre de los vasos
sanguineos. Los capilares de los ratones diabéticos se veian mas alargados y delgados que los

de los ratones control (Figura 14).
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Por otra parte se observé que habia un niimero mayor de ramificaciones capilares primarias,
secundarias y terciarias en el grupo control que en el grupo con SD y que la Unica diferencia
significativa entre grupos se present6 solo en las ramificaciones secundarias. Las diferencias
también fueron significativas entre las ramificaciones secundarias respecto a las primarias y
las secundarias respecto a las terciarias dentro de cada grupo, habiendo en ambos casos una
mayor cantidad de ramificaciones secundarias, lo cual indicaria que gran parte de la
estructura vascular hipofisiaria esta conformada por ramificaciones capilares secundarias. Es
posible que esto se relacione con una funcién 6ptima de los vasos de acuerdo con su calibre.
Es decir, que el diametro que alcanzan los vasos correspondientes a las ramificaciones
secundarias es el mas eficiente para llevar acabo el transporte de gases, nutrientes y desechos

a través de toda la adenohipofisis.

Lo anterior explicaria, al menos en parte, la disminucién en la cantidad de ramificaciones
secundarias observada en el grupo con SD. Debido a que los vasos sanguineos conforme se
ramifican disminuyen su diametro [67] y a que bajo la condicién diabética se observoé que en
la adenohipdfisis el calibre vascular aparentemente disminuye atin mas, se podria pensar que
producir mas ramificaciones secundarias en este caso comprometeria un adecuado transporte
por la disminuciéon del didmetro Jdptimo, pues esto aumentaria la resistencia y en

consecuencia disminuiria el flujo sanguineo [13], [66], [68].

Asi, el que los vasos sanguineos del grupo con SD se perciban mas alargados que los
observados en el grupo control puede considerarse como una manera de compensar la
superficie de intercambio perdida por la disminuciéon en la cantidad de ramificaciones
secundarias. Esta idea puede ser igualmente sustentada por el hecho de que no hubo
diferencias significativas en cuanto a la cobertura vascular. Asimismo, el que no haya habido
cambios en la cobertura vascular quiza se deba a que el nicho vascular en la glandula es lo
suficientemente grande que seria dificil notar cambios a menos que estos fueran muy

drasticos, lo cual arriesgaria enormemente la funciéon endocrina.

Desde otra perspectiva, la disminucién en la cantidad de capilares adenohipofisiarios, asf
como el adelgazamiento y el alargamiento de estos percibidos en el grupo con SD también
puede ser la expresion de un dafio endotelial como el que se ha observado en otras anomalias

asociadas con la condicion diabética, tales como la retinopatia, en las cuales alteraciones en la
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angiogénesis, sobreproduccién de vasoconstrictores y ROS, asi como apoptosis acelerada de
pericitos y células endoteliales, etc. perturban la estructura y funcién endotelial [21], [45],
[69].

Asi, todo lo anterior aunado a otro hecho como el que la viscosidad sanguinea aumenta bajo la
condicién diabética [70] y por lo tanto aumenta también la resistencia del flujo sanguineo,
permite ver que en efecto existen cambios estructurales en la vasculatura hipofisiaria que
podrian relacionarse con la disfuncién reproductiva diabética, ya que dichos cambios, como se
explico, pueden afectar el flujo sanguineo, y con ello la propagacién de los diferentes pulsos

hormonales que determinan la secrecion de LH o FSH.

Finalmente, otra diferencia observada durante el desarrollo de este trabajo fue que las
glandulas de ratones con SD se pintaron mas homogéneamente que las de los ratones del
grupo control, en la mayoria de las cuales hubo regiones que no se pintaron. Esto
probablemente se deba a una diferencia en la perfusion del PFA con la tinta china relacionada
con la resistencia al flujo. Es posible pensar que, como se mencioné anteriormente, por la
disminucion observada en el calibre vascular de los capilares hipofisiarios de ratones con SD
la perfusién de PFA con tinta china fuera mas lenta por el aumento en la resistencia, dando
relativamente mas tiempo para que los capilares se pintaran. Por su parte, la perfusiéon en
hipéfisis del grupo control, al no enfrentar una resistencia mayor, se llevaba a cabo mas

rapidamente, sin oportunidad de pintar adecuadamente los capilares.
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8 Conclusién

Aunque se habia previsto un cambio estructural de la vasculatura en cuanto a la cobertura, y
visualmente llegd a percibirse una disminucién de la misma en el grupo con SD,

estadisticamente la cobertura vascular no se vio afectada por el SD como se pensé al inicio.

Por el contrario, considerando a las ramificaciones vasculares, si hubo cambios en la
estructura vascular hipofisiaria de los ratones con SD. Las ramificaciones primarias,
secundarias y terciarias en general disminuyeron en el grupo con SD, siendo los cambios mas

sobresalientes los de las ramificaciones secundarias.

Lo anterior aunado a las observaciones acerca del didmetro vascular permitié determinar que
si hay cambios anatémicos en la vasculatura hipofisiaria de ratones hembra con SD que

podrian ser asociados a la disfuncion reproductiva diabética.

9 Perspectivas

A pesar de que con los resultados obtenidos en este trabajo se pudieron dilucidar diferencias
en la estructura vascular hipofisiaria de ratones hembra con SD, el empleo de algiin método
mas sensible como el de inmunohistoquimica podria ayudar a obtener resultados y analisis
mas precisos en cuanto a la cobertura vascular y a las ramificaciones vasculares, ya que con
dicho método se podrian adquirir imagenes 3D sobre las cuales se pueden aplicar métodos de
andlisis automatizados de gran precisidén. Aunado a esto, seria importante medir el calibre de
los vasos sanguineos para asegurar que existe una diferencia significativa que podria influir
en el flujo sanguineo como se explicé en la discusiéon. También seria relevante averiguar si se
producen cambios en la relaciéon entre la vasculatura y las células gonadotrépicas, ya que
como se describi6 en un principio, la vasculatura forma redes con los gonadotropos que junto
con los mecanismos de vasoconstriccion y vasodilatacion son una parte importante para la

regulacion de la secrecién pulsatil [12].
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