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RESUMEN 

La prolactina (PRL) regula una gran cantidad de procesos fisiológicos 
relacionados con el crecimiento y desarrollo, la regulación del sistema 
inmunológico, la osmoregulación, y el sistema reproductor72

•
29.66

• Esta 
hormona hipofisaria ejerce sus efectos a través de la activación de receptores 
específicos localizados en la membrana plasmática de las células blanco. La 
activación del receptor de la PRL (RPRL) inducida por el agonista, conduce a 
la fosforilación en residuos de tirosina de substratos celulares, incluyendo al 
propio receptor, por medio de la activación de la tirosina cinasa (TK) 
asociada, Jak29.29. La PRL actúa sobre las funciones reproductivas de los 
mamíferos, incluyendo al hombre, ejerciendo principalmente un efecto 
inhibitorio directo sobre la esteroidogénesis testicular y ovárica 43.44. La 
esteroidogénesis inducida por la hormona folículo estimulante (FSH) en el 
ovario implica la participación de su receptor acoplado a proteínas G70 

(GPCR) y la expresión del gen de la citocromo P450 (CYP450) aromatasa 
mediada por el AMPc21

•
1I

• Estudios previos en el laboratorio han demostrado 
el efecto inhibitorio de la PRL sobre la esteroidogénesis ovárica inducida por 
la FSH, en células de la granulosa de la rata (cepa Wistar), a través de un 
mecanismo de señalización que media la activación de TK y de la proteína 
cinasa C (PKC)80. El RPRL no tiene ninguna relación estructural o funcional 
directa con los GPCR y su señalización; sin embargo, existen evidencias que 
sugieren que las proteínas G puedan participar en el mecanismo de acción de 
la PRL, además de un mecanismo mediado por TK y la PKC82.75.45.74. 

Los resultados del presente trabajo sugieren que en las células de la 
granulosa de la rata en cultivo la PRL inhibe la actividad de la aromatasa 
inducida por la FSH probablemente a través de un mecanismo mediado por las 
proteínas G y a la activación de la PKC, previo y posterior a la generación de 
AMPc. En conclusión, el efecto inhibitorio de la PRL sobre la 
esteroidogénesis ovárica implica la participación de las proteínas G sensibles a 
la toxina pertusis, y es independiente de la contribución de la PKC en la vía de 
señalización de esta hormona. Evidenciando una comunicación intracelular 
entre las vías de señalización de la PRL y los GPCR. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Estudiar el mecanismo de transducción de señal mediante el cual la PRL 
afecta la esteroidogénesis inducida por la FSH en las células de la granulosa 
de la rata en cultivo. 

Objetivos particulares: 

1. Evaluar la participación de las proteínas G sensibles a la toxina pertusis en 
el efecto de la PRL sobre la síntesis de AMPc y la esteroidogénesis 
inducida por la FSH en las células de la granulosa de la rata en cultivo. 

2. Estudiar el mecanismo de transducción de señal de la PRL a través de la 
activación de la PKC sobre la síntesis de AMPc y la esteroidogénesis 
inducida por la FSH en las células de la granulosa de la rata en cultivo. 
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HIPOTESIS 

El efecto inhibitorio de la PRL sobre la estero ido génesis ovárica inducida 
por la FSH implica la participación de las proteínas G y de la PKC, sugiriendo 
la intercomunicación del RPRL con los intermediarios de la vía de 
transducción de señal de la FSH en las células de la granulosa de la rata. 
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MARCO TEORICO 

LA PROLACTINA (PRL) 

La PRL, la hormona del crecimiento (GH) y ellactógeno placentario (LP) 
comparten características estructurales (pesos moleculares y estructuras 
bioquimicas similares) que las incluyen dentro de una familia de hormonas 
que posiblemente son resultado de la duplicación de un gen ancestral 
común72,S,13. . 

La PRL es una hormona proteínica de cadena simple (PM de 23 kda) 
codificada por un gen compuesto de cinco exones y cuatro intrones72

• Esta 
hormona es principalmente sintetizada y secretada por las células lactotrópicas 
de la hipófisis anterior, aunque la expresión del gen de la PRL también se ha 
confirmado en otros tejidos tales como el cerebro, la decidua, glándula 
lagrimal, timo, bazo, linfocitos circulantes y células linfoides de la médula 
ósea, células epiteliales, tumores mamarios, fibroblastos de la piel y glándulas 
sudoríparas'. La PRL hipofisaria actúa por la clásica vía endocrina, es decir, es 
secretada por la hipófisis y transportada por el sistema circulatorio para actuar 
sobre células blanco en sitios periféricos vía receptores específicos localizados 
en la membrana plasmática9

. La PRL que es producida por muchos tipos 
celulares puede actuar como factor de crecimiento, neurotransmisor, o 
inmunomodulador, de una manera autocrina o paracrina'. 

Los procesos de síntesis y secreción de la PRL hipofisaria son 
principalmente regulados por la doparnina44

•
6

• Este neurotransmisor de origen 
hipotalámico es considerado como el inhibidor fisiológico más importante de 
la PRL. Otros factores hipotalámicos implicados en este proceso son GnRH­
GAP, GABA Y las endotelinas 1 y 2. El hipotálamo expresa también otros 
factores que han sido implicados en la estimulación de la secreción de la 
prolactina tales como la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la 
colecistoquinina y el péptido intestinal vasoactivo (VIP). Otros factores 
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relacionados con la liberación de esta honnona son los opioides, la 
neurotensina, la histamina, la sustancia P y la oxitocina6

• Los estrógenos, 
producto de la esteroidogénesis en las gónadas y en las glándulas 
suprarrenales, actúan a nivel hipotálamo-hipofisis estimulando la sintesis y la 
secreción de la PRL, así como el crecimiento de las células productoras de 
esta honnona44

• Además, la PRL por sí misma modifica la actividad 
dopaminérgica del hipotálamo constituyendo un mecanismo de 
autorregulación" . 

ESTRUCTURA DE LA PRL 

La PRL es una proteína polimórfica con múltiples acciones biológicas. La 
versátil participación de esta honnona en diversos sistemas se deriva de tres 
componentes: polimorfismo estructural, producción y procesamiento local, y 
vías de señalización intracelular divergentes,,·43.'. 

La PRL humana está fonnada por 199 residuos de aminoácidos y es 
estabilizada por tres püentes disulfuro intramoleculares (residuos 4-11, 58-174 
Y 191-199) que fonnan tres asas a lo largo de la' estructura de la molécula 13. La 
estructura tridimensional de la molécula, basada en el modelo tridimensional 
de la GH, consiste de cuatro u-hélices organizadas a manera de un 
complejo 72.'. 

Durante los procesos de síntesis y secreClOn, la PRL está sujeta a 
modificaciones postranscripcionales y postraduccionales que dan origen a 
variantes estructurales y funcionales". El gen de la PRL tiene varios sitios 
para la posible generación de empalmes alternativos que dan origen a 
variantes de la molécula (PRL de 21 y 28 kda). Las modificaciones 
postraduccíonales contribuyen a la generación de fonnas heterogéneas de la 
honnona que difieren en tamaño y grupos funcionales adicionales. La 
hidrólisis del péptido señal, el procesamiento enzimático (formas de 16 y 22 
kda de la PRL), la glicosilación, la fosforilación, la deaminación, la" 
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generación de formas de la PRL de alto peso molecular que representan 
dímeros, polímeros y agregados de la PRL, y la conjugación con otras 
proteínas (inmunoglobulínas) son modificaciones de la PRL después de su 
síntesis72,43. 

ACCIONES B/OLOGICAS DE LA PRL EN LA REPRODUCC/ON 

Dentro de las múltiples acciones descritas para la PRL, los efectos 
relacionados a los procesos de reproducción representan la función más 
conocida de esta hormona". A este respecto, esta hormona ejerce acciones 
importantes sobre el desarrollo de la glándula mamaria29, en este órgano la 
PRL, los estrógenos, la progesterona, la insulina, los glucocorticoides y la GH, 
controlan el desarrollo de esta glándula durante el embarazo. El desarrollo de 
la glándula mamaria y el crecimiento lobuloalveolar en la etapa terminal del 
crecimiento de esta glándula es regulado directamente por la PRL y es la 
hormona responsable de la síntesis de los componentes esenciales de la leche 
(proteínas, lactosa y lípidos)s.29. 

En el ovario la PRL ejerce acciones luteotrópicas, formación y 
mantenimiento del cuerpo lúteo, y luteolíticas, destrucción del cuerpo lúteo. 
En general, las acciones luteotrópicas de la PRL involucran la estimulación de 
la producción de progesterona por el cuerpo lúteo. La sintesis de progesterona, 
en el ovario, es necesaria para la implantación del cigoto, para el 
mantenimiento del embarazo y para la inhibición de la ovulación". Este 
proceso es regulado por un complejo luteotrópico, en el cual la PRL actúa en 
coordinación con la hormona luteinizante (LH)/gonadotropina coriónica (CG) 
y quizás con otros factores. En los mamíferos la PRL ejerce efectos 
luteolíticos que dependen de la etapa del ciclo reproductivo. En las células de 
la granulosa, la PRL inhibe la síntesis de estrógenos y la expresión del gen 
CYP450 aromatasa42.80

• Además, la PRL tiene una gran importancia en la 
modulación de las etapas fisiológicas del embarazo y la lactancia 43.9. 
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En el útero, la PRL incrementa el número de receptores de la progesterona, 
y en consecuencia todas las acciones asociadas con esta hormona esteroide. 
Además, también aumenta el número de receptores estrogénicos "y en 
conjunción con los estrógeno s estimula la actividad secretora general del 
endometrio44

.'. 

MECANISMO DE ACCION DE LA PRL 

El paso inicial en las acciones de la PRL, como el de otras hormo.nas, es la 
unión a receptores específicos de membrana. El RPRL pertenece a la familia 
de receptores para citocinas clase 1, que incluye al recepto.r de la GH, al de 
varias cito.cinas y de alguno.s facto.res de crecimiento. Se caracterizan por 
presentar un dominio transmembranal simple, un do.minio. extracelular y un 
dominio cito.plásmico'. El RPRL de rata existe en tres isofo.rmas (resultado de 
empalmes alternativo.s del mensajero primario.), que difieren en la secuencia y 
longitud del dominio intracelular: la iso forma larga de 591 residuos de amino 
ácido.s, la isofo.rma co.rta de 291 residuos y la iso forma encontrada sólo. en una 
linea celular derivada del linfo.ma de la rata (Nb2) con 393 residuos y que 
representa una forma truncada del receptor largo""'". Las tres iso.formas se 
han identificado. en la rata, mientras que en el humano. sólo. se ha identificado. 
la iso.forma larga, aunque hay evidencia de la presencia de más de una 
iso forma. Además, se han identificado fo.rmas so.lubles del receptor aunque su 

. • d • o.rIgen aun se esco.no.ce. 

La interacción de la PRL con su receptor conduce a la activación de una 
cascada de evento.s intracelulares caracterizado.s por la fosforilación de 
pro.teínas intracelulares incluyendo al propio. receptor (Figura A). La 
señalización de la PRL es mediada a través de la TK asociada al RPRL 
co.nocida como Jak2. La dimerización del recepto.r inducida po.r la unión del 
ligando. causa la auto.fo.sfo.rilación, en residuo.s de tirosina, de Jak2 y la 
fo.sforilación del do.minio. intracelular del recepto.r. La cinasa activada, 
fo.sfo.rila a o.tras pro.teínas co.no.cidas como. transducto.res de señal y activado.res 
de la transcripción (Stat). De estas pro.teínas, Stat 1, 3 Y 5 a/b so.n activadas 
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por la prolactina. Las proteínas Stat fosforiladas son translocadas hacia el 
núcleo donde inducen la transcripción de genes blanco al unirse a elementos 
de respuesta específicos llamados GAS (sitios de activación interferon-y) en su 
región promotora4J

•
9
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Fig. A. Vía de transducción de señal de receptores para citocinas clase 
l con actividad de TK asociada. 

Además de la vía Jak-Stat otros mecanismos están también involucrados en 
la transducción de señal de esta proteína. La PRL activa la vía de las cinasas 
activadas por mitógenos (MAPK) que inducen la cascada 
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Grb2/SoslRaslRafIMAPK",60, El rol de las cinasas Src en la transducción de 
señal del RPRL aun no se conoce, aunque se ha sugerido su participación en la 
promoción del crecimiento celular", 

La participación de la fosfolipasa Cy (PLCy) y de la proteina cinasa C 
(PKC) dependiente de fosfolípidos y activada por Ca2+ también se ha sugerido, 
aunque el significado de estas enzimas en la señalización del RPRL y sus 
substratos son poco entendidos", La activación de la PKC conduce a la 
fosforilación en residuos de serina y/o treonina de múltiples blancos 
intracelulares iniciando varias cascadas de señalización'J, Esta cinasa activada 
actúa sobre miembros de las vias de señalización de los receptores asociados a 
TK (RTK) Y de los GPCR y también se haya implicada en una variedad de 
procesos celulares tales como la diferenciación y mitogénesis, la regulación a 
la baja de receptores, modulación de canales iónicos, liberación de hormonas y 
neurotransmisores y exocitosis, así como la regulación de la expresión de 
genes de respuesta inmediata (genes de las familiasfos y jun)", La activación 
de la PKC también puede conducir a la disminución del aumento del Ca>+ 
intracelular inducido por el inositol-I,4,5-trifosfato (IPJ), resultado de la 
activación de la via de señalización de los fosfolípidos de inosito!. La 
movilización de Ca2+ es inhibida por la PKC bloqueando la hidrólisis de 
fosfolípidos de inositol y la producción de IPJ y diacilglicerol (DG), 
Alternativamente, la PKC estimula la liberación de calcio intracelular 
activando a la ATPasa transportadora de Ca>+ y a la proteína intercambiadora 
de sodio/calcio", . 

La PRL induce la rápida fosforilación en residuos de tirosina de IRS-I y de 
la subunidad de 85 kda de la fosfatidil inositol-3' cinasa (PI3K), eventos 
dependientes de la unión del ligando a su receptor, La activación de la PI3K 
puede ser mediada por Fyn en células Nb2", Finalmente, se ha propuesto que 
la PRL induce la activación de las proteínas G heterotriméricas en células 
Nb275

,74, en células de Leydig MA_1082
, y sobre los mecanismos de 

I "d h 41 actogenes1s e esta ormona , 
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LA HORMONA FOLlCULO ESTIMULANTE (FSH) 

La FSH es una honnona glicoproteica de origen hipofisario que participa 
en la regulación de las funciones reproductivas de los mamíferos. Esta 
proteína es necesaria para el desarrollo gonadal en la pubertad y para la 
producción de gametos durante la fase fértil de la vida 79.17.4 . 

La FSH pertenece a una familia de gonadotropinas que incluye a la 
honnona luteinizante (LH), a la honnona estimulante de la tiroides (TSH) y a 
la gonadotropina coriónica (CG)59.65. La FSH, al igual que la LH, es 
sintetizada y secretada por las células de la adenohipófisis conocidas como 
gonadotropos'5. La síntesis y secreción de la FSH es regulada for la honnona 
liberadora de gonadotropinas (GnRH) de origen hipotalámico8 ". La actividad 
de la GnRH es regulada por factores gonadales de naturaleza esteroidea 
(estrógenos, progestágenos y andrógenos) influyendo directamente sobre la 
" .. d l FSH8583 smtesls y secreclon e a ' . 

Otros factores relacionados con el control de la producción y liberación de 
esta gonadotropina son las proteínas diméricas inhibina y activina '5, La 
inhibina suprime selectivamente la síntesis y secreción de la FSH, mientras 
que la activina ejerce un efecto opuesto a la inhibina63. Otro péptido supresor 
de la FSH es la folistatina que actúa indirectamente uniéndose y neutralizando 
los efectos de la activina. La inhibina, la activina y la folistatina son 
producidas por las gónadas y por una variedad de tejidos extragonadales como 
la hipófisis y el riñón, la placenta y la médula ósea (inhibina y activina), las 
glándulas suprarenales, el cerebro (inhibina) y el hipotálamo, Debido a que la 
hipófisis tiene el potencial para sintetizar estas proteínas gonadales, es 
probable que puedan actuar como agentes autócrinos en la regulación de la 
producción de la FSH'5, 
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ESTRUCTURA DE LA FSH 

Al igual que la LH, la CG y la TSH, la FSH es una glicoproteína 
heterodimérica (PM de 33 kda) formada de dos subunidades, a y p59. La 
subunidad a común a otras hormonas hipofisarias y placentarias se asocia por 
enlaces no covalentes a la subunidad p, que es estructuralmente única en su 
secuencia peptídica para cada miembro de la familia de gonadotropinas. De 
hecho, en una misma especie animal, las subunidades a son codificadas por un 
mismo gen mientras que las subunidades p son originadas de diferentes genes, 
confiriéndole a cada hormona un alto grado de especificidad bioquímica y 
biológica2J.sl.27.22.J8. 

La FSH es sintetizada y secretada en múltiples formas moleculares77
• Las 

variaciones en la estructura y distribución de los carbohidratos internos y 
terminales que constituyen a la molécula, así como la cantidad de ácido siálico 
y grupos sulfato que son unidos a la proteína madura, constituyen la base 
química más importante de las diferencias entre sus iso formas y son las 
responsables de la extensa heterogeneidad por carga que las 
caracteriza86•65,77.49. 

ACCIONES BIOLOGICAS DE LA FSH 

En el ovario la FSH, a través de sus efectos mitogénicos y 
esteroidogénicos, regula y mantiene procesos esenciales tales como la 
gametogénesis, el crecimiento y la selección de los folículos, la maduración 
del ovocito y la ovulación46.I.s6.1O. 

La maduración de los folículos ovancos implica una serie de estadios 
secuenciales: iniciación, crecimiento, selección, ovulación y luteinización. En 
este proceso, caracterizado por una serie de efectos regulados por diversas 
hormonas hipofisarias y gonadales, el folículo seleccionado (destinado a 
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ovular) se transfonna de un folículo primordial a un folículo primario, 
preantral, antral y finalmente preovulatorio l. 

En la iniciación del crecimiento folicular el evento honnonal más 
importante es el incremento en la concentración plasmática de la FSH. 
Durante el desarrollo folicular la respuesta de las células de la granulosa a los 
estímulos honnonales cambia progresivamente l. En las células de la granulosa 
de los folículos primarios la FSH regula su proliferación al modular la 
expresión de la molécula reguladora del ciclo celular, la ciclina D2. Cuando la 
maduración del folículo avanza hacia la etapa preovulatoria, la FSH induce la 
expresión de genes específicos de la diferenciación que codifican para la 
citocromo P450 aromatasa20.JI.J6.21.1I.16.l2.71 y para el receptor de la honnona 
luteinizante56.1O

• Estos efectos pueden ser aumentados por los esteroides 
(estradiol, testosterona y dihidrotestosterona) y por el factor de crecimiento 
similar a insulina (IGF-I)I. En la etapa antral, la FSH aumenta la síntesis de la 
enzima aromatasa que cataliza la conversión de andrógenos a estrógenos. La 
biosíntesis de estrógenos es un proceso dependiente de la acción coordinada 
de la FSH y la LH. La LH actúa en células de la teca regulando la producción 
de andrógenos, los cuales son transfonnados a estrógenos en las células de la 
granulosa mediante el proceso de la aromatización, modelo de las dos células­
dos gonadotropinasl8. Por otra parte, la aparición de la LH detiene la 
proliferación de las células de la granulosa reduciendo la expresión del 
mensajero para la ciclina D2, la aromatasa y el receptor de la LH, y estimula 
su diferenciación tenninal hacia células lúteas. Aunque la LH regula a la baja 
la expresión de estos genes asociados con el desarrollo folicular, esta honnona 
induce la expresión de genes involucrados en la ovulación y 
luteinización56.lo.28. 

MECANISMO DE ACCION DE LA FSH 

Las acciones de la FSH son mediadas por receptores específicos 
localizados en la membrana plasmática de las células blanco (células de la 
granulosa en el ovario y células de Leydig en el testículo)70.79. El receptor para 
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la FSH (RFSH) pertenece a la superfamilia de los GPCRsO (Figura B). Los 
receptores de esta superfamilia se forman de una simple cadena polipeptídica 
de longitud variable caracterizada por un dominio transmembranal, formado 
por siete hélices-a hidrofóbicas, y por dominios inlra y extracelulares de 
dimensiones variables según el tipo de ligando 1 2.6

4
• 

".,.,.. ... Ligando --

GTP-~I + (IV '1 

t .......... 
r:SJ 
(/--~ 

ATP : AMPc 

t 

(!KA 

.1 

"1 

Otros efectores 

Fig. B. Vía de transduccíón de señal de los receptores asociados a las 
proteínas G heterotriméricas. 

Las proteínas G son una subfamilia dentro de la superfamilia de proteínas 
enlazadoras de nucleótidos de guanina. Estas proteínas son moléculas 
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transductoras de señal, reguladas por nucleótidos de guanina, que llevan la 
información recibida por el receptor a efectores celulares específicos tales 
como enzimas y canales iónicos. Las proteínas G están formadas por tres 
subunidades: a, [3 y y, cada una es producto de distintos genes. La subunidad 
a es la que muestra homología estructural y funcíonal con otros miembros de 
la superfamilia. Esta subunidad une a los nucleótidos de guanina GDP 
(guanosin difosfato) y GTP (guanosin trifosfato) con alta afinidad y 
especificidad, y posee actividad intrínseca de GTPasa. Las subunidades !3 y y 
se encuentran asociadas (no covalentemente) formando el complejo !3y 
funcional. La subunidad a y el complejo [3y se asocian establemente sólo en el 
estado inactivo, cuando está unida a GDP. La interacción no covalente entre la 
proteína G y el receptor activado (ocupado por el agonista) conduce al 
intercambio de GDP por GTP en la subunidad a y la subsecuente disociación 
del dímero [3y, resultando en la generación de dos unidades capaces de regular 
la señalización intracelular, Ga-GTP y G[3y. La actividad intrínseca de GTP­
asa de la subunidad Ga media la hidrólisis de GTP a GDP y la subsecuente 
reasociación del complejo Ga!3y, inactivando a la proteína G70.73.". 

La naturaleza de las vías de segundos mensajeros activados en respuesta a 
la unión del agonista con su receptor acoplado a proteínas G es esencialmente 
determinada por el tipo de proteína(s) G acoplada a cada receptor particular73

. 

El RFSH preferentemente se acopla a proteínas Gas estimuladoras de la 
enzima adenilato ciclasa (AC), que induce el aumento de la síntesis de 
AMPc70. El incremento intracelular del segundo mensajero generado media la 
activación de la cinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual fosforila residuos 
de serina y/o treonina de proteínas estructurales, enzimas y activadores de la 
transcripción. Entre los últimos, las proteínas de unión (CREB) a elementos de 
respuesta a AMPc (CRE) y moduladores (CREM), conducen a la activación o 
represión de genes portadores de una secuencia CRE en su región 
promotora24

•
SS

• A través de este mecanismo la FSH incrementa la expresión de 
genes ováricos tales como la aromatasa, la inhibina a y el receptor para la 
LHs6.IO.20. Sin embargo, existen genes inducidos por la FSH en células de la 
granulosa que no contienen CREs en su región promotora y que son inducidos 
por otros factores de transcripción y elementos de respuesta. Por lo tanto 
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múltiples cascadas de señalización celular, además de la vía PKA, coordinan 
las respuestas celulares del RFSH70,,,, 

El acoplamiento del RFSH a proteínas Ga.i/o (inhiben la activación de 
adenilato ciclasa) se ha sugerido en varios estudios, indicando que la actividad 
inhibitoria de estas proteínas puede negativamente modular la transducción de 
señal a través de la vía PKA70,19,67,84. 

Aunque el AMPc es el principal segundo mensajero de las acciones de la 
FSH, también se ha reportado un incremento en el flujo de iones de Ca2

+ y la 
generación de inositol trifosfato (IP3)70,81.61,26. La generación de fosfatos de 
inositol estimulada por el RFSH sugiere su acoplamiento a proteínas Gq 
(activa PLCP). Sugiriendo la activación de la vía PLCp por el RFSH a través 
de un mecanismo que induce la participación del dímero GRr liberado de Ga.i 
(como ha sido demostrado para el receptor de LHlCG)'0,30,6 1. 

El AMPc incrementa el Ca2+ intracelular movilizándolo de fuentes internas 
posiblemente por mecanismos que involucran cambios en los potenciales de 
membrana, vía canales de calcio dependientes e independientes de voltaje y 
mediados por el ligando, independientes de la activación de la PKC. El Ca2

+ 

podría amplificar o modular la transducción de señal vía AMPc26. Además, la 
vía de las MAPK es activada en respuesta a la FSH en las células de la 
granulosa de la rata de manera dependiente de la PKA 47, 

Los eventos intracelulares que ocurren después de la activación del RFSH 
son primariamente la regulación de la función metabólica a través de la 
inducción/supresión de la transcripción de genes que portan una secuencia 
CRE en su región promotora 70. 
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/NTERACCION DE LAS V/AS DE SEÑALIZAC/ON DE LOS GPCR y LOS RTK 

Las proteínas cinasas y el sistema de proteínas G son mecanismos 
importantes de propagación y regulación de la señalización intracelular. La 
interacción entre los mecanismos de señalización de los GPCR y los 
receptores con actividad de TK asociada o intrínseca, se origina de la 
posibilidad de que los GPCR puedan inducir cascadas de fosforilación de 
proteínas en residuos de tirosina y de que la señalización de los RTK pueda 
activar a las proteínas G heterotriméricas45,", 

Los mecanismos de señalización empleados por cada GPCR son 
determinados por la proteína ó las proteínas G con la cual interactúan y los 
efectores disponibles en un tipo celular particular'2, Varios ligandos que 
señalizan vía GPCR muestran respuestas mitogénicas, incluyendo: la 
estimulación de la síntesis de DNA, la expresión de oncogenes nucleares, y la 
proliferación celular", La participación de proteínas G sensibles e insensibles a 
la toxina pertusis, TP (GaiJo y Gas, Gaq respectivamente), se ha sugerido en 
la activación de cascadas de fosforilación por proteínas cinasas que fosforilan 
moléculas blanco en residuos de serina y/o treonina (activación de la vía de las 
cinasas reguladas por señales extracelulares, ERKI y 2)25,47," y por TK que 
fosforilan en residuos de tirosina (PI3K y cinasas de la familia Src, c-Src y 
Fyn), Además, se ha sugerido la participación de la subunidad G~y que regula 
muchas moléculas efectoras (PLC~, PLA2, ACII y IV, canales de K+ 
muscarínicos, y PI3K), en la transmisión de señales mitogénicas a través de 
intermediarios emf¡leados por los RTK (Shc-Grb2-Sosl-p2IRas y activación 
final de ERKI/2¡< ,8, 

Existen evidencias que sugieren una relación estrecha entre las vías de 
señalización de la PRL, que actúa a través de cinasas asociadas al receptor, y 
de los GPCR4', En las células Nb2, se ha sugerido que las acciones 
mitogénicas de la PRL sobre estas células no son mediadas por flujos de Ca2+ 
transmembranal o al incremento en el metabolismo de los fosfolípidos de 
inositol y activación de la PKC sino q,ue las proteínas G participan en las 
acciones mitpgénicas de esta hormona 5, Además, se ha propuesto que el 
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RPRL en las células Nb2 está acoplado con proteínas G74
• Se ha demostrado 

que un análogo del AMPc ([Bu hAMPc) y varios inhibido res de 
fosfodiesterasas del AMPc alteran la velocidad de formación de los productos 
de la leche y suprimen los efectos de la PRL en los procesos lactogénicos". La 
TP, inhibidor de proteínas Gai/o, provoca la disminución significativa en la 
magnitud de la estimulación de la síntesis de lactosa por la PRL, sugiriendo 
que esta hormona actúa vía proteínas G sensibles a la TP. Una evidencia 
directa de los efectos de la PRL sobre las proteínas G se ha obtenido en las. 
células de Leydig MA-l 082 Y en las células Nb214

, en donde la PRL disminuye 
la habilidad de la TP para unir ADP a proteínas G membranales, indicando la 
interacción entre los RTK y los GPCR. Además, el desacoplamiento 
(desensibilización) del RFSH de las proteínas Gas, inducido por su ligando, 
implica la fosforilación del receptor por cinasas receptoras acopladas a 
proteínas G (GRK) y por la PKC que fosforilan al receptor activado en 

·d d . / . 617678 res! uos e senna y o treomna . . . 

De esta manera, la actividad de TK intrínseca o asociada de los RTK puede 
ser modulada de una manera independiente del ligando por las señales 
mediadas por los GPCR. Por otra parte, los RTK podrían funcionar como 
enlaces en la señalización de los GPCR8

• Esta convergencia en las vías de 
señalización representa un grado de interacción entre los RTK y los GPCR. En 
cada caso la activación del receptor conduce a la fosforilación de proteínas 
blanco, provocando la activación y/o desactivación de intermediarios celulares 
que darán origen a una respuesta biológica específica ". 

El conocimiento preciso del mecanismo de acción de la PRL sobre la 
esteroidogénesis gonadal es desconocido. La finalidad del presente trabajo, 
fue dilucidar a través de que mediadores intracelulares (o vías de señalización) 
la PRL ejerce sus efectos inhibitorios sobre la esteroidogénesis inducida por la 
FSH en cultivos primarios de las células de la granulosa de la rata. 
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MATERIAL Y METODOS 

BIOENSAYO DE AROMATlZACION EN CELULAS DE LA GRANULOSA (GAB) 

Reactivos: 

El dietilestilbestrol (DES), L-glutamina, androstendiona, l-metil-3-
isobutilxantina (MIX), 8-bromoadenosine 3':5' -cyclic monophosphate (8Br­
AMPc), phorbol 12-myristate 13-acetate (TPA), forskolina y la calfostina C se 
obtuvieron de SIGMA-Aldrich (México). La FSH humana (hFSH-SIAFP-2) y 
la PRL humana (hPRL-RP-2) fueron donadas por el National Institute of 
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK) y el National Honnone 
and Pituitary Program (Rockville MD. USA). La GnRH (LH-RH) se obtuvo 
de Hoechst (Frankfurt, Gennany). La toxina pertusis (TP) se obtuvo de 
Calbiochem (San Diego, CA). El medio McCoy 5a modificado y la penicilina­
estreptomicina se obtuvieron de GibcoBRL (Life Technologies, México). 

Metodología del bioensayo: 

A ratas hembras prepúberes (cepa Wistar de 21-22 días) mantenidas bajo 
un régimen de luzJobscuridad de l21I2 h con alimento yagua disponibles, se 
les implantó subcutáneamente en la región dorsal una cápsula de silastic (1 
cm) conteniendo aproximadamente 10 mg de DES. Posterior a la estimulación 
( cuatro días) las ratas se sacrificaron por dislocación cervical y las células de 
la granulosa se obtuvieron por punción folicular de los ovarios previamente 
descapsulados en medio McCoy 5a modificado. 

Los bioensayos de aromatización se realizaron de acuerdo con el método 
descrito por Jia X, 198439

• Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos 
a una concentración de 1.5x IOl células viables (detenninadas por tinción vital 
con azul tripán) en 0.5 mi de medio McCoy 5a modificado, complementado 
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con 2 mM de L-glutamina, 0.125 ~M de DES, lO" M de androstendiona, 
0.150 nM de MIX y antibióticos (10,000 VI/mi y 10 mglml de penicilina­
estreptomicina, respectivamente). 

Inmediatamente después de la siembra las células se incubaron en 
presencia de dosis crecientes de la hFSH (SIAFP-2) o de un activador directo 
de la AC (forskolina) o de un análogo no hidrolizable de AMPc (8Br-AMPc). 
Sobre la síntesis de AMPc y la esteroidogénesis inducida con los tres 
activadores de la vía de la PKA en los cultivos primarios de las células de la 
granulosa, se evaluó el efecto de dosis crecientes de la hPRL (RP-2) o de un 
activador directo de la PKC (TPA) o de un activador de la PKC (GnRH). 

La participación de la PKC en el mecanismo de acción de la PRL se evaluó 
mediante la utilización de un inhibidor específico de la PKC (calfostina C) en 
células incubadas con la hPRL ó el TP A Y en presencia de la hFSH. 

La activación de proteínas G por la PRL se evaluó en células estimuladas 
con la hFSH o el 8Br-AMPc, en preseQcia de la hPRL o de TPA y de dosis 
crecientes de la TP, un inhibidor de la actividad de las proteínas Gai/o. 

Los cultivos se mantuvieron por 72 h a 37°C en atmósfera húmeda Con 
95% de aire y 5% de CO2. Al final se cuantificaron el AMPc total y el 
estradiol (E21 por radioinmunoanálisis (RIA) específicos. Cada ensayo se 
repitió al menos tres veces. 
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DETERMINACION DE ESTRAD/OL (Ey POR RIA 

Reactivos: 

El E, marcado con tritio ([2,4,6,7-3HjOestradiol) se obtuvo de Amersham 
Int. (England). La resina LH-20, el carbón activado, dextran, POPOP. PPO, 
timerosal y la gelatina se obtuvieron de SIGMA-Aldrich (México). El 
NaH,PO" Na,HPO" NaC!, tolueno y metanol se obtuvieron de JT 8aker SAo 
(México). 

Metodología del RIA de El: 

Las concentraciones de E, en los sobrenadantes de las células cultivadas en 
cada bioensayo se determinaron por RIA especifico. Los resultados fueron 
expresados en ng/pozo. El procedimiento incluyó la elaboración de una curva 
estándar sobre la cual se interpolaron los valores de las muestras 
desconocidas. La curva estándar se expresó gráficamente con el programa 
matemático A5.2 (P.R. Edwards, 1988) propuesto por la Organización 
Mundial de la Salud y calibrado por el modelo de cuatro parámetros logísticos 
(ver apéndice). 

Como estándar se utilizó el E, (17p-Oestradiol) no radiactivo. Alícuotas de 
100 ¡d del estándar a una concentración de 150 nmol/L, se resuspendieron en 
10 mI de amortiguador de fosfatos pH 7.2 (ver apéndice) para obtener 
concentraciones finales de 204.8 pg/0.5 mI. Estas alícuotas se incubaron a 
37°C por 30 min y de éstas se prepararon diluciones crecientes (1 :2) del 
estándar que incluyeron dosis de 6.4 a 204.8 pg/0.5 mI. 

Como antígeno eH-E,) se utilizó el [2,4.6,7-J HjOestradiol marcado con 
tritio con una actividad especifica de 87.0 Ci/mmol, y purificado por 
cromatografia de intercambio iónico en una columa de resina LH-20 (50 x l 
cm) equilibrada en solución (85:15) de tolueno-metanol. El 3H_E, purificado 
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se ajustó a una concentración de trabajo de 10,000 cpmlO.1 mi en 
amortiguador de fosfatos pH 7.2 Y se incubó a 37°C por 30 min, antes de su 
utilización. 

El anticuerpo utilizado contra E2 se resuspendió en 10 mi de amortiguador 
de fosfatos pH 7.2 Y se incubó a temperatura ambiente por 30 min, antes de su 
utilización. 

De los sobrenadantes celulares en cada bioensayo se hizo una dilución 1:20 
en amortiguador de fosfatos pH 7.2. Las muestras diluidas fueron analizadas 
por duplicado en el RIA. En cada tubo de reacción, se agregaron 0.4 mi de 
solución amortiguadora de fosfatos, 0.1 mi de ·muestra problema, 0.1 mi de 
3H-E2 (10,000 cpm) y 0.1 mi de anticuerpo (dilución final 1:70). En la curva 
estándar se adicionaron 0.5 mi de cada concentración, 0.1 mi de 3H-E2, y 0.1 
mi de anticuerpo. El análisis incluyó dos tubos de estimación de uniones no 
específicas (UNE) y dos de uniones totales (Uo). Las UNE contenían 0.6 mi 
de amortiguador de fosfatos y 0.1 mi de 3H-E2, mientras que las uniones 
específicas con 0.5 mi de amortiguador de fosfatos, 0.1 mi de 3H-E2 y 0.1 mi 
de anticuerpo. 

Los tubos con las mezclas se incubaron toda la noche a 4°C. 
Posteriormente a cada tubo de reacción se agregaron 0.2 mi de carbón-dextran 
frío (0.625% de carbón activado y 0.062% de dextran en amortiguador de 
fosfatos pH 7.2) mantenido en agitación constante, y el análisis se mantuvo a 
4°C por 30 mino Finalmente, los tubos se centrifugaron 15 min a 3,000 rpm y a 
4°C. Los sobrenadantes se decantaron en viales de centelleo a los cuales se les 
añadieron 5 mi de líquido de centelleo (POPOP al 0.01% y PPO al 0.44% en 
tolueno). Cada vial se agitó vigorosamente y se dejaron reposar a temperatura 
ambiente por una hora. La cantidad de radiactividad unida al anticuerpo se 
determinó en un espectro fotómetro de centelleo líquido (Packard) con una 
eficiencia para tritio del 68 %. 
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DETERMINAC/ON DE AMPc TOTAL POR RIA 

Reactivos: 

El Nal 12s se obtuvo de Amersham In!. (England). La preparación de 
estándar (adenosin 3·,so-monofosfato cíclico), el 2·-0-monosuccínyl adenosin 
3·,so -monofosfato cíclico-tírosil metíl éster, la DEAE celulosa, la albúmina 
sérica bovina (ASB), el acetato de sodío, la trietílamína y el anhídrido acético 
se obtuvieron de SIGMA-Aldrích (México). El anticuerpo anti-AMPc (anti-
2·-0-succinyl adenosin 3·,so-monofosfato cíclico) se obtuvo de Calbiochem 
(San Diego, CA). 

Metodología del RlA de AMPc: 

Las concentraciones de AMPc en los sobrenadan tes y células de cada 
bioensayo se detennínaron por RIA específico. Los resultados fueron 
expresados en pmol/pozo. El procedímiento incluyó la elaboración de una 
curva estándar sobre la cual se interpolaron los valores de las muestras 
desconocidas. La curva estándar se expresó gráficamente con el programa 
matemático A5.2 (P.R. Edwards, 1988) propuesto por la Organización 
Mundial de la Salud y calibrado por el modelo de cuatro parámetros logísticos 
(ver apéndice). 

Como estándar se utilizó la sal sódica de adenosín 3·,so -monofosfato 
cíclico (SIGMA) a una concentración de 20 pmol/0.2 mI. A partir de alícuotas 
de 5,000 fmol/ml, se prepararon dilucíones crecientes (1 :2) en amortiguador 
de acetato de sodio 5 mM pH 4.7, para obtener concentraciones finales de 2 a 
250 fmo1/0.05 mI. 

Como antígeno (12S1-AMPc) se utilizó el 2·-0-monosuccinyl adenosin 
3·,s--monofosfato cíclíco-tirosíl metil éster (SIGMA) marcado con Nal 12S 

(Amersham) por el método de cloramina TJS
, y purificado en una columna de 
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intercambio iónico (DEAE celulosa, SIGMA). El I25I-AMPc purificado se 
ajustó a una concentración final de 10,000 cpmlO.025 mi en solución 
amortiguadora de acetato de sodio 50 mM pH 6.1 Y 0.1 % de albúmina sérica 
bovina (ASB, SIGMA). 

Como anticuerpo se utilizó el anti-2' -O-succinyl adenosin' 3',5'­
monofosfato cíclico (Calbiochem) a una concentración final en tubo de 
1:12,000 en solución amortiguadora de acetato de sodio 50 mM pH 6.1 Y 0.1 % 
de ASB. 

Para el análisis de AMPc total las células y los sobrenadantes de los 
bioensayos realizados se extrajeron de las placas de cultivo. El contenido de 
las placas fue colectado en tubos de plástico (12x75 mm) y calentado a 93°C 
por 3 min, con el fin de inactivar a la fosfodiesterasa del AMPc y evitar así la 
degradación de este nucleótido cíclico. 

Las muestras obtenidas se diluyeron 1 :20 en solución amortiguadora de 
acetato de sodio 5 mM pH 4.7. Las muestras diluidas y los estándares se 
acetilaron con 0.02 mi de solución (2: 1) de trietilamina-anhidrido acético 
(SIGMA) preparada al momento, ya que ésta solución es sensible a la 
humedad y a la luz. Las muestras y los estándares acetilados se analizaron por 
duplicado. En cada tubo de reacción se agregaron 0.05 mi de cada muestra 
acetilada, 0.025 mi de 12'I_AMPc a una concentración de 10,000 cpmlO.025 
mi, y 0.025 mi de anticuerpo (dilución final 1:12,000). De los estándares se 
añadieron 0.05 mi de cada concentración, 0.025 mi de I25I-AMPc, y 0.025 mi 
de anti-AMPc. Se incluyeron dos tubos de estimación de UNE y dos de Uo. 
Las uniones no específicas contenían 0.075 mi de solución amortiguadora de 
acetato de sodio 5 mM pH 4.7 y 0.025 mi de I25I-AMpc, mientras que las 
uniones totales con 0.05 mi de solución amortiguadora, 0.025 mi de 1251_ 
AMPc y 0.025 mi de anticuerpo. 

Los tubos con las mezclas se incubaron a 4°C toda la noche. 
Posteriormente se adicionaron 3 mi de alcohol al 96% frío (4°C) para 
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precipitar las proteínas (complejo antígeno-anticuerpo). Finalmente los tubos 
se centrifugaron por 30 min a 3.000 rpm. Los sobrenadantes fueron 
decantados y se determinó el contenido de radiactividad unida al anticuerpo en 
los inmunoprecipitados en un contador para radiaciones gamma con una 
eficiencia del 80 % (Crystal Plus 5.000 Packard). 

ANAL/SIS ESTADISTIca 

Cada experimento fue repetido al menos tres veces con diferentes grupos 
de células. Los análisis de concentración de AMPc y de E2 se realizaron 
usando la prueba de t de Student pareada para la comparación de los diferentes 
estímulos. Las diferencias entre los grupos se consideraron estadísticamente 
significativas con un valor de p < 0.05. 
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RESULTADOS 

CUANTlFICACION DE AMPc Y DE E] POR RIA 

Como se mencionó en material y métodos el AMPc y el Ez, producto de 
cada bioensayo, se cuantificaron por RlA específico. Todos los 
radioinmunoanálisis se calcularon utilizando el programa matemático A5.2 
propuesto por la Organización Mundial de la Salud y calibrado por el modelo 
de cuatro parámetros logísticos. Los valores obtenidos para cada parámetro 
fueron los siguientes: 

a) RIA de A MPc. 

• % de unión específica (% Uo): 75.48 
• Pendiente: -1.05 
• Dosis al SO%: 72.21 
• % de unión no específica: 3.86 

b) RlA de estradiol. 

• % de unión específica (% Uo): 43.67 
• Pendiente: -l.lS 
• Dosis al SO%: 39.4S 
• % de unión no específica: 1.41 

La sensibilidad del RlA de Ez fue de 6.4 pg/O.S mi y con un coeficiente de 
variación intra-análisis del 2.0S% e inter-análisis del 10.S%. Para el RlA de 
AMPc la sensibilidad fue de 2 fmol/O.OS mi y con un coeficiente de variación 
intra- e inter-análisis del 2.17% y del 12.03% respectivamente. La 
consideración de estos parámetros permitió la validación de los análisis y el 
establecimiento de la confiabilidad de los resultados obtenidos. 
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1. SINTESIS DE AMPc Y DE E, EN CELULAS DE LA GRANULOSA DE LA RATA 

Cuando las células de la granulosa de la rata fueron incubadas en presencia 
de dosis crecientes de la hFSH (1.25-20 mUI) a 37°C y por 72 h, se obtuvo 
una curva de saturación dosis-respuesta sobre la sintesis de AMPc y de E2. 

Bajo estas condiciones experimentales la dosis efectiva media (EDso) fue de 
3.07 mUI (Figura 1). 
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Fig. l. Efecto dosis-respuesta de la hFSH (EDso = 3.07 mUI) sobre la 
síntesis de AMPc y de E2 en células de la granulosa en cultivo (x ± 
DE; n = 3). 

28 



Ya que la FSH ejerce sus efectos biológicos a través de la activación de la 
PKA, la incubación de las células en presencia de dosis crecientes de un 
activador especifico de la AC, forskolina (2.5-20 JlM), indujo también un 
aumento dependiente de la dosis sobre la generación de AMPc y de E2, con 
una E050 de 4.38 J.1M (Figura 2, sección A). Así mismo, la incubación de las 
células con dosis crecientes de un análogo no hidrolizable del nucleótido 
ciclico, 8Br-AMPc (0.5-4 nM), incrementó de manera dosis-dependiente la 
esteroidogénesis con una E050 de 1.04 mM (Figura 2, sección B). 

l/. EFECTO DE LA PRL SOBRE LA ESTEROlDOGENESIS OVARICA MEDIADO POR 
LA ACTlVACION DE LA PKC 

Con la finalidad de evaluar el efecto de la PRL sobre la síntesis de AMPc y 
la esteroidogénesis, dosis crecientes de la hPRL (5-250 nglml) se adicionaron 
a los cultivos primarios de las células de la granulosa incubadas en presencia 
de la hFSH. 

Como se observa en la Figura 3, la PRL ejerció una respuesta inhibitoria de 
tipo dosis-dependiente sobre la generación de AMPc y de E2. Con una dosis 
inhibitoria media (1050) de 83.75 nglml. Concentraciones de la hPRL de entre 
50 a 250 nglml redujeron de manera significativa, con una p < 0.05, la síntesis 
de AMPc y la esteroidogénesis en las células estimuladas con 5 mUI de la 
hFSH. 
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Fig. 2. Efecto dosis-respuesta de la forskolina (EO,O = 4.38 ¡tM), 
sección A, y del 8Br-AMPc (EO,o = 1.04 mM), sección B, sobre la 
síntesis de AMPc y de E, en células de la granulosa en cultivo (x ± 
DE; n=3). 
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Fíg. 3. Efecto dosis-dependiente de la hPRL (IDso = 83.75 ng/ml) 
sobre la síntesis de AMPc y de E2 inducida con 5 mUI de la hFSH en 
células de la granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) .p < 0.05 vs control. 

l. Síntesis de AMPc y de E2 estimulada por la FSH y su inhibición por el 
TPAylaGnRH 

Con el propósito de evaluar la participación de la PKC sobre la inhibición 
de la esteroidogénesis inducida por la FSH en las células de la granulosa en 
cultivo, en este estudio se valoró el efecto de la activación de la PKC por el 
TP A Y por la GnRH sobre la síntesis de AMPc y de E2• Como se observa en la 
Figura 4, la adición de dosis creCientes de TPA (0.06-1 nM) a células 
incubadas en presencia de 5 mUI de la hFSH redujeron significativamente, 
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con una p < 0.05, Y de manera dosis-dependiente, con una IDso = 0.05 nM, la 
síntesis de AMPc y de E,. 
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Fíg. 4. Efecto de la activación de la PKC con el TPA (IDso = 0.05 nM) 
sobre la síntesis de AMPc y de E, inducida con 5 mUI de la hFSH en 
células de la granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) .p < 0.05 vs control. 

Por otra parte, cuando las células de la granulosa se incubaron con dosis 
crecientes de la GnRH (0.5-100 nM), un modulador de la esteroidogénesis 
ovárica que media su acción por la activación de la PKC, la síntesis de AMPc 
y la esteroidogénesis inducida con 5 mUI de la hFSH fue inhibida 
significativamente, con una p < 0.05, Y de manera dosis-dependiente por la 
GnRH. La IDso calculada fue de 0.7 nM (Figura 5). 
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Fig. 5. Efecto dosis-dependiente de la GnRH (lOso = 0.7 nM) sobre la 
síntesis de AMPc y de E2 inducida con 5 mUI de la hFSH en células 
de la granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) 'p < 0.05 vs control. 

2. Síntesis de AMPc y de El estimulada por la forskolina y su inhibición por 
la PRL, el TPAy la GnRH 

Con el fin de delinear más específicamente el sitio O los sitios de acción de 
la PRL sobre la vía esteroidogénica inducida por la FSH en los cultivos 
primarios de las células de la granulosa, se examinaron los efectos de la PRL, 
el TP A, Y la GnRH sobre la síntesis de AMPc y de E2 inducida por la 
activación directa de la AC con la forskolina. Como se muestra en la Figura 6, 
la adición de dosis crecientes de la hPRL (25-150 nglml) a las células de la 
granulosa cultivadas en presencia de 10 ¡tM de la forskolina, inhibieron 
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significativamente (p < 0.05) Y de manera dosis-dependiente la síntesis de 
AMPc y la actividad de la aromatasa. Con una IDso de 43.75 nglml. 
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Fig. 6. Efecto dosis-dependiente de la hPRL (IDso = 43.75 nglml) 
sobre la síntesis de AMPc y de E, inducida con 10 ¡.tM de la forskolina 
en células de la granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) 'p < 0.05 vs 
control. 

Por otra parte, al evaluar el efecto de la activación directa de la PKC con 
dosis crecientes de TPA (0.12-1 nM) sobre la respuesta derivada de la 
activación directa de la AC en células estimuladas con 10 ¡.tM de la forskolina, 
el TPA ínhibió significativamente, con una p < 0.05, Y de manera dosis 
dependiente (IDso = 0.13 nM) la formación de E,; sin embargo, la síntesis de 
AMPc no sufrió ningún cambio significativo con respecto al control en 
ninguna de las dosis de TPA empleadas (Figura 7). 
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Fig. 7. Efecto de la activación de la PKC por el TP A sobre la síntesis 
de AMPc y de E, inducída con 1 O ~M de la forskolina en células de la 
granulosa en cultívo (x ± DE; n = 3) 'p < 0.05 vs control. 

Cuando se evaluó la respuesta a la estimulación con dosis crecientes de la 
GnRH (0.1-100 nM) en células incubadas en presencia de 1 O ~M de la 
forskolina, la GnRH también afectó de forma significativa (p < 0.05) Y de 
manera dosis-dependiente la síntesis de E" con una !Dso calculada de 0.7 nM. 
Como se muestra en la Figura 8, en cada una de las dosis empleadas, la GnRH 
dísmínuyó la actividad de la aromatasa estimulada por la forskolina; sin 
embargo, la producción de AMPc no se modificó significativamente con 
ninguna de las dosis de la GnRH. Observándose un efecto similar al inducido 
por el TPA sobre la síntesis de AMPc en las células de la granulosa 
estimuladas también con la forskolina. 
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Fig. 8. Efecto de dosis crecientes de la GnRH sobre la síntesis de 
AMPc y de E2 inducida con 10 11M de la forskolina en células de la 
granulosa en cultivo ex ± DE; n ; 3) 'p < 0.05 vs control. 

3.' Síntesis de E] estimulada por el 8Br-AMPc y su inhibición por la PRL, el 
TP A Y la GnRH. 

Con el propósito de examinar el efecto de la PRL posterior a la generación 
de AMPc en la esteroidogénesis de los cultivos primarios de las células de la 
granulosa, se determinó la respuesta inducida por la hPRL, el TP A Y la GnRH, 
sobre la actividad de la aromatasa estimulada con un análogo no hidrolizable 
del AMPc (8Br-AMPc). Como se observa en la Figura 9, la adición de tres 
dosis de la hPRL (75, 100 Y ISO nglml) que mostraron inhibir (p < 0.05) la 
esteroidogénesis en células estimuladas con la hFSH, disminuyeron 
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significativamente (p < 0.05) Y de manera dosis-dependiente (ID,o = 72.2) la 
producción de E2 inducida con 2 mM de 8Br-AMPc. De igual fonna, cuando 
se activó directamente a la PKC con dosis de 0.25, 0.5 Y I nM de TPA, el 
éster de forbol provocó una disminución significativa (p < 0.05) Y con una 
IDso de 0.2 nM, de la esteroidogénesis en las células de la granulosa cultivadas 
en presencia de 2 mM del análogo de AMPc (Figura 9). 
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Fig. 9. Efecto de la hPRL (IDso = 72.2 ng/ml) y de TPA (IDso = 0.2 
nM) sobre la síntesis de E2 inducida con 2 mM de 8Br-AMPc en 
células de la granulosa en cultivo ex ± DE; n = 3) 'p < 0.05 vs control. 

Cuando se evaluó el efecto de la activación de la PKC con dosis crecientes 
de la GnRH (0.1-100 nM) se observó una disminución significativa (p < 0.05) 
de la esteroidogénesis estimulada por el análogo de AMPc. Como se muestra 
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en la Figura 10, esta hormona inhibió de forma dosis-dependiente y con una 
lOso de 0.4 nM la producción de E2 en el cultivo primario de las células de la 
granulosa estimuladas con 2 mM de 8Br-AMPc. 
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Fig. 10. Efecto dosis-dependiente de la GnRH (lOso = 0.4 nM) sobre 
la síntesis de E2 inducida con 2 mM de 8Br-AMPc en células de la 
granulosa en cultivo (X ± DE; n = 3) 'p < 0.05 vs control. 

4. Efecto de la calfostina e sobre la inhibición con la PRL y el TPA en la 
síntesis de AMPc y de El inducida por la FSH. 

Para evaluar si la PRL ejerce su efecto inhibitorio sobre la síntesis de 
AMPc y la esteroidogénesis a través de un mecanismo de señalización 
mediado por la participación de la PKC, se examinó la respuesta a la adición 
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de la calfostina C, un inhibidor específico de la PKC, sobre el efecto de la 
hPRL y del TPA en células de la granulosa incubadas en presencia de la 
hFSH. 

De esta manera, cuando se examinó el efecto de la calfostina C (1.2-5 nM) 
sobre la activación directa de la PKC con 0.5 nM de TPA, en células 
estimuladas con 5 mur de hFSH (Figura 11), el· inhibidor de la PKC 
disminuyó significativamente (p < 0.05) la respuesta inhibitoria del éster de 
forbol sobre la producción de AMPc y de E2. 

= E, mz¡¡¡jAMPc 

100 

o 75 ~ -e 
o 
() 

al 50 
"O 

::R o 

25 

O 

TPA + + + + 
calf.C (nM) 1.2 2.5 5 5 

Fig. 11. Efecto de la calfostina C sobre la inhibición con 0.5 nM de 
TPA de la sintesis de AMPc y de E2 inducida con 5mUI de la hFSH en 
células de la granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) .p < 0.05 vs control; 
•• p < 0.05 vs O calf. C. 
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Por otra parte, como se muestra en la Figura 12, la adición de diferentes 
dosis de la calfostina e a células de la granulosa incubadas en presencia de 
lOO nglml de la hPRL y de 5 mUI de la hFSH, disminuyó significativamente 
(p < 0.05) el efecto inhibitorio de la PRL ejercido sobre la producción de 
AMPcyde E,. 
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Fig. 12. Efecto de la calfostina e sobre la inhibición con 100 nglml de 
la hPRL en la síntesis de AMPc y de E, inducida con 5 mUI de la 
hFSH en células de la granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) 'p < 0.05 
vs control; "p < 0.05 vs O calf. C. 
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IlL EFECTO DE LA PRL SOBRE LA ESTEROIDOGENES/S OVAR/CA MEDIADO POR 
LA ACTIVAC/ON DE PROTE/NAS G 

Para evaluar si el efecto de la PRL sobre la esteroidogénesis en las células 
de la granulosa de rata está relacionado con la activación de las proteínas G 
heterotriméricas, se examinó el efecto de la TP (inhibidor de la actividad de 
Gai/o) sobre la inhibición con la PRL de la síntesis de AMPc y la actividad de 
la aromatasa inducida por la FSH, en los cultivos primarios de las células de la 
granulosa. 
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Fig. 13. Efecto de la TP sobre la inhibición con 100 ng/ml de la hPRL 
en la síntesis de AMPc y de E, inducida con 3.5 mUl de la hFSH en 
células de la granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) 'p < 0.05 vs control; 
"p < 0.05 vs O de TP. 
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Como se muestra en la Figura 13, la adición de dosis crecientes de la TP 
(0.12-1 ng/ml) a las células de la granulosa incubadas en presencia de 100 
ng/ml de la hPRL y de 3.5 mUI de la hFSH, disminuyeron significativamente 
(p < 0.05) Y con una IDso de 0.15 ng/ml, el efecto inhibitorio de la hPRL sobre 
la producción de AMPc y la esteroidogénesis. 
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Fig. 14. Efecto de la TP sobre la inhibición con 0.25 nM de TPA en la 
síntesis de AMPc y de E2 inducida con 5 mUI de la hFSH en células 
de la granulosa en cultivo (X ± DE; n = 3) .p < 0.05 vs control. 

Con la finalidad de determinar si el efecto inhibitorio que la PRL ejerce 
sobre la esteroidogénesis en las células de la granulosa mediante la activación 
de las proteínas G sensibles a la TP, constituye un mecanismo de señalización 
independiente de la acción de la PKC, se evaluó la respuesta a la adición de 
dosis crecientes de la TP (0.12-1 ng/ml) sobre la activación directa de la PKC 
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con 0.25 nM de TPA en células de la granulosa estimuladas con 5 mUI de la 
hFSH. Como se observa en la Figura 14, la presencia de la TP no ejerció 
ningún cambio significativo (p > 0.05) sobre la inhibición de la sintesis de 
AMPc y de E2 causada por el TPA. 

Además, cuando se evaluó el efecto de la TP en células estimuladas con 
100 ng/ml de la hPRL y en presencia de 2mM del 8Br-AMPc, la adición de la 
TP no disminuyó la respuesta inhibitoria de la PRL sobre la actividad de la 
aromatasa inducida por el análogo de AMPc en las células de la granulosa en 
cultivo (Figura 15). 
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Fig. 15. Efecto de TP sobre la inhibición con 100 ng/ml de la hPRL en 
la síntesis de E2 inducida con 2 mM de 8Br-AMPc en células de la 
granulosa en cultivo (x ± DE; n = 3) .p < 0.05 vs control. 
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DISCUSION 

En los mamíferos, la regulación del sistema reproductivo es una de las 
acciones mejor estudiadas de la PRL 44. Estudios previos han demostrado un 
efecto inhibitorio directo de la PRL sobre la esteroidogénesis en el ovario de 
la rata y del humano·2

.". Este efecto de la PRL sobre la esteroidogénesis 
folicular se cree que es el resultado de una desregulación en la expresión del 
gen CYP450 aromatasa, provocando una disminución de la actividad 
biológica de la enzima. Sin embargo, el conocimiento preciso del mecanismo 
de acción de la PRL sobre la esteroidogénesis gonadal aún se desconoce. El 
propósito del presente trabajo fue estudiar el mecanismo de transducción de 
señal a través del cual la PRL inhibe la esteroidogénesis inducida por la FSH 
en las células de la granulosa de la rata en cultivo. 

De acuerdo con estudios previos, los resultados del presente trabajo 
demuestran que la PRL inhibe de manera dosis-dependiente la síntesis de 
AMPc y la esteroidogénesis estimulada por la FSH y por la forskolina en los 
cultivos primarios de las células de la granulosa de la rata. Además, la PRL 
también es capaz de reducir la actividad de la aromatasa inducida por el 8Br­
AMPc. Esta respuesta inhibitoria que la PRL ejerce sobre la síntesis de 
estrógenos en las células de la granulosa de la rata, se ha establecido como el 
resultado de la disminución en la cantidad y la expresión del RNAm de la 
aromatasa 42. Por lo tanto, estos resultados indican un efecto inhibitorio de la 
PRL sobre la esteroidogénesis ovárica en algún sitio previo y posterior al 
metabolismo del AMPc en las células de la granulosa de la rata en cultivo. 

Recientemente se ha mostrado que los efectos inhibitorios de la PRL sobre 
la esteroidogénesis inducida por la FSH son mediados por la activación de la 
PKC80

, demostrando la importancia de la PKC en la regulación de la síntesis 
de hormonas esteroides. Por otra parte, se ha demostrado que la activación de 
la PKC por el TPA, reduce significativamente la formación de AMPc 
estimulada por la FSH en las células HEK-293 61 yen los cultivos primarios de 
las células de la granulosa69

• Además, el TPA reduce la producción de 
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pro~esterona estimulada por la FSH o la forskolina en las células GFSHR-
174 

• El TPA también suprime la secreción de la progesterona y del E, 
inducida por la FSH, la forskolina y el (Bu),AMPc, aunque inhibe sólo la 
síntesis de AMPc estimulada por la FSH p,ero no la inducida con la forskolina 
en las células de la granulosa porcinas 7. Estos antecedentes apoyan a los 
resultados obtenidos en este estudio, en donde la activación directa de la PKC 
por el TPA en las células de la granulosa de la rata inhibe sólo la síntesis de 
AMPc estimulada por la hFSH o por el 8Br-AMPc, pero no la inducida con la 
forskolina. Mientras que la producción del E2 fue inhibida por el TPA tanto en 
presencia de la hFSH como de la forskolina o del 8Br-AMPc. Un efecto 
similar se observó al activar a la PKC con la GnRH, un modulador de la 
esteroidogénesis ovárica que incrementa la actividad de esta enzima"·3', en 
células estimuladas con los tres activadores de la vía de la PKA. La 
observación de que la utilización de potentes activadores de la PKC 
(derivados de ésteres de forbol y diacilgliceroles permeables) no afectan e 
incluso son capaces de incrementar la producción de AMPc estimulada por la 
forskolina en diversos sistemas celulares ha sugerido una interacción entre la 
actividad de la AC y la PKC·9• Esta observación se deriva de la demostración 
de que la unidad catalítica de la AC en cerebro bovino puede funcionar como 
substrato de la PKC in vitro, sugiriendo que esta enzima podría fosforilar a la 
AC conduciendo al incremento en la síntesis de AMPc'2. 

En este estudio, se demostró que un inhibidor específico de la PKC, 
calfostina C, disminuyó el efecto inhibitorio de la PRL y del TPA sobre la 
generación de AMPc y de E2 inducida por la FSH. Estos resultados sustentan 
observaciones iniciales en las cuales la utilización de inhibidores de proteínas 
cinasas tales como la estaurosporina, reducen el efecto de la PRL y del TPA 
sobre la actividad de la aromatasa inducida por la FSH80

. La utilización de la 
estaurosporina ha sugerido la participación de cinasas acopladas al RFSH 
como parte de un mecanismo de regulación de la actividad del mismo, donde 
la fosforilación del receptor (en residuos de serina y/o treonina) afectaría el 
mecanismo de activación de la AC40

• Por otra parte, se ha demostrado que la 
adición de TPA a células HEK-293 estimuladas con la FSH resulta en la 
fosforilación y desacoplamiento (desensibilización) del RFSH conduciendo a 
la disminución de la habilidad del receptor para activar su sistema 
efector· '·
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la PRL posiblemente pueda incidir sobre la esteroidogénesis regulando la 
actividad del RFSH, es decir, disminuyendo el número o afinidad del RFSH o 
el acoplamiento del receptor a las proteínas Gas asociadas con la estimulación 
de la AC. Aunque la inhibición de la esteroidogénesis por la actividad de la 
PKC también se presenta en sitios posteriores a la generación del AMPc tal 
como se ha demostrado en este y en otros estudios. Por lo tanto, los resultados 
del presente trabajo apoyan las evidencias previas que demuestran que la PRL 
inhibe la acumulación de AMPc y la actividad de la aromatasa, inducida por la 
FSH, a través de un mecanismo de señalización mediado por las TK asociadas 
al RPRL y a la actividad de la PKC. Sugiriendo una función fisiológica 
importante de la PKC en el mecanismo de acción de la PRL sobre la 
regulación de la actividad estrogénica en las células de la granulosa. 

Las proteínas cinasas y el sistema de las proteínas G son mecanismos 
importantes de la propagación y regulación de la señalización intracelular. 
Evidencias previas han mostrado una relación estrecha entre los mecanismos 
de transducción de señal de los GPCR y los receptores con actividad de TK 
intrínseca o asociada. Esta interacción se origina de la posibilidad de que los 
GPCR pueden inducir cascadas de fosforilación de proteínas en residuos de 
tirosina y de que la señalización de los RTK pueda activar a las proteínas G 
heterotriméricas8

• Aunque el RPRL no tiene ninguna relación estructural o 
funcional con los GPCR, no se descarta la posibilidad de que las proteínas G 
representen una vía adicional o alternativa para la PRL. Estudios realizados en 
células Nb2, donde la PRL actúa principalmente como un factor mitogénico, 
apoyan la idea de la participación de las proteinas G sobre el mecanismo de 
acción del RPRL, y muestran una asociación estrecha entre las proteínas G y 
el receptor75

• Adicionalmente, se demostró que la toxina del cólera (TC) y la 
TP modulan la proliferación inducida por la PRL en las células Nb274

. Un 
efecto directo de la PRL sobre las proteínas G, se observó al demostrar que 
esta hormona rápidamente inhibe la activación de una proteína G de 41 kda 
sensible a la TC, y estimula la activación de una proteína G de 36 kda sensible 
a la TP'. Además, recientemente se ha observado que el GTP reduce de 
manera dosis-dependiente la afinidad del RPRL por su ligando en células de 
Leydig MA-l 0, y que la exposición de estas células a la PRL disminuye la 
habilidad de la TP para activar una proteína membranal de 44 kda82

• En este 
estudio, se demostró que la adición de la TP a cultivos primarios de células de 
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la granulosa, disminuye el efecto inhibitotrio de la PRL sobre la síntesis de 
AMPc y la actividad de la aromatasa estimulada por la FSH. Es importante 
mencionar que la TP no disminuyó el efecto de la PRL en células estimuladas 
con el 8Br-AMPc ni sobre la activación directa de la PKC por el TPA en 
células incubadas con la FSH. Por lo tanto, los resultados del presente trabajo 
sugirien que la PRL disminuye la esteroidogénesis ovárica a través de la 
activación de las proteínas G sensibles a la TP (Guito) constituyendo un 
mecanismo de señalización adicional e independiente de la contribución de la 
PKC. y pone en evidencia una interacción directa entre el sistema de 
transducción de señal del RPRL y las proteínas G sensibles a la TP. 

Posteriores estudios deberán ser dirigidos a establecer la naturaleza exacta 
de los eventos que conducen a la activación de las proteínas G por la PRL y 
los sitios precisos de la acción de la PKC sobre la vía esteroidogénica en las 
células de la granulosa de la rata. 
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CONCLUSIONES 

• En las células de la granulosa de la rata, la PRL inhibe la actividad de la 
aromatasa inducida por la FSH a través de un mecanismo de transducción 
de señal mediado por la activación de la PKC, previo y posterior a la 
generación del AMPc. 

• El efecto inhibitorio de la PRL sobre la esteroidogénesis ovárica implica la 
participación de las proteínas G sensibles a la TP (Gai/o). 

• La participación de las proteínas G sensibles a la TP en el efecto inhibitorio 
de la PRL sobre la esteroidogénesis ovárica es independiente de la 
contribución de la PKC en la vía de señalización de la PRL. 

• Existe una comunicaclOn intracelular entre las vías de señalización del 
RPRL y los GPCR en las células de la granulosa de la rata. 
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APENDICE 

CURVA ESTANDAR. 

La curva estándar representa la relación entre el grado de umOn del 
anticuerpo con el antígeno marcado y la concentración del estándar. Esta 
relación se expresó gráficamente en el laboratorio utilizando el programa 
matemático A5.2 (P.R. Edwards, 1988) propuesto por la Organización 
Mundial de la Salud. Este programa grafica el porcentaje de unión (%U), que 
se refiere a la relación entre la radiactividad unida al anticuerpo (U) en 
presencia de cada una de las dosis del estándar y la radiactividad total (CT) 
añadida a cada tubo de reacción por cien, contra la concentración del estándar 
en escala logarítmica. Calibrada por el modelo de 4 parámetros logísticos los 
cuales son: 

• % de unión específica (% Vol, que se refiere a la cantidad de radiactividad 
unida al anticuerpo en ausencia de estándar y debe ser del 25 al 50%. 

• Pendiente, cuyo valor debe estar en el rango de entre -0.8 y -1.2. 

• Dosis al 50%, que es la dosís a la cual lo U/CT es la mitad del Uo/CT en el 
centro de la curva y debe ser similar de ensayo a ensayo. 

• % de unión no específica (% UNE), es la cantidad de radiactividad que 
permanece en el tubo en ausencia de anticuerpo y cuyo valor no debe ser 
mayor del 4%. 
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CRITERIOS DE EVALUACION DEL RIA 

Un RlA es confiable si los resultados expresan el contenido real de la 
muestra con un grado aceptable de precisión dentro de los límites de error 
experimental'. Como todo método cuantitativo los criterios de"confiabilidad 
del RlA incluyen: 

1. La preclslon que se refiere al grado de variaclOn en la cuantificación 
repetida de una misma muestra alrededor de la media y se expresa en 
términos de dispersión dentro de un análisis (variación intra-análisis) y 
entre n número de análisis (variación inter-análisis). La última expresión es 
el reflejo de la reproducibilidad del método. 

2. La sensibilidad del análisis que se define como la mínima dosis detectable 
que es significativamente diferente de cero y permite distinguir una dósis 
de otra. 

3. La exactitud de un análisis es el grado de acercamiento entre el valor 
obtenido a través del RlA y la concentración real de la muestra. 

4. La especificidad de un RlA se define como el reconocimiento selectivo de 
la estructura química de la hormona que desea cuantificarse sin 
interferencia de estructuras análogas y es dependiente de la especificidad 
del anticuerpo. 

El análisis debe incluir muestras de concentración conocida y de una 
misma muestra usadas como controles de calidad a lo largo de 20 a 30 
ensayos. Estas muestras analizadas al menos dos veces en un mismo ensayo, 
por duplicado o triplicado, nos ayudan a evaluar la precisión de un análisis. 

50 



Como la precisión de la curva estándar no es uniforme, la evaluación de la 
precisión del análisis requiere de la consideración de dos conceptos 
importantes: 

a) El coeficiente de variación in/ra-análisis, el cual es un indicador de la 
precisión y reproducibilidad en la medición de una misma muestra a lo 
largo de un RIA. El valor del coeficiente de variación del ensayo no debe 
ser mayor del 10 %. 

b) El coeficiente de variac/On inter-análisis, es la medida de la 
reproducibilidad de una misma muestra a través de diferentes análisis. Esta 
reproducibilidad puede verse afectada por cambios en las condiciones del 
análisis y/o a la composición de los reactivos. Este coeficiente se calcula 
midiendo una o varias muestras en cada análisis y pueden ser las mismas 
utilizadas para el coeficiente de variación intra-análisis. Este valor no debe 
ser mayor del 20 %. 

Generalmente cuando un grupo de muestras de control de calidad se 
encuentran fuera de tres valores de desviación estándar (DE) o dos grupos se 
encuentren fuera de dos valores de DE, o los tres se encuentren fuera de un 
valor de DE en las gráficas de variación del análisis, éste debe ser rechazado'. 
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SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS PARA RIA DE ESTEROIDES: 

• 0.02 M de NaH,P04 
• 0.08 M de Na,HPO. 
• 0.15 M de NaCl 
• 0.01% de timerosal 
• 0.1% de gelatina 

La gelatina debe disolverse previamente en agua caliente (50-60°C). 
Ajustar la solución a un pH de 7.2 -7.4 
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