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RESUMEN

Las estrategias de control del Desmodus rotundus y la rabia paralitica bovina (RPB) que
transmite no han cambiado desde los afios 70. Las técnicas de control empleadas hasta la
fecha son en base a substancias toxicas, principalmente anticoagulantes.

El incremento de reportes de RPB en el pais, genera la necesidad de desarrollar nuevas
estrategias de control que incorporen mantenimiento del nicho ecoldgico ocupado y
proteccion al medio ambiente. Una de estas, es el control reproductivo utilizando
coumestrol, un fitoestrogeno, que se une con afinidad similar al estradiol a los receptores
estrogenicos beta (ER[) el cual fluoresce cuando es excitado con luz ultra violeta y
produce alteraciones reproductivas en diferentes mamiferos.

En un primer estudio se detecto la presencia de ERP, utilizando porciones de 1mm’ de
testiculos, de dos D. Rotundus, los cuales fueron distribuidos aleatoriamente y sumergidos
en varias concentraciones de coumestrol, se incubaron por 30 minutos en camara humeda y
oscuridad , posteriormente se realizo un squash convencional sin fijador y se observaron al
microscopio de fluorescencia detectando la presencia de abundantes ERP en el tejido
testicular del Desmodus rotundus. Un segundo estudio se efectud utilizando 4 machos y 6
hembras de D. rotundus en grupos experimentales a los cuales se les administro coumestrol
200pg/dia por via oral durante 30 dias, después de este tiempo los animales fueron
sacrificados con anestésicos y puncion cardiaca y los drganos reproductivos diseccionados,
los cuales fueron comparados en peso y cortados en rebanadas de entre 4 y 5 micras ,
montados en preparaciones convencionales para histologia y tefiidos con hematoxilina y
eosina, se observaron al microscopio de luz, detectandose que el coumestrol produce
alteraciones microscopicas en los machos tratados, como lo es la perdida de la arquitectura
celular de los tubulos seminiferos, comparado con el grupo control el cual estuvo
conformado por 5 machos en el cual no se identificaron alteraciones estructurales en los
testiculos. No se detectaron cambios estadisticamente significativos en el tamafio de los
testiculos del grupo testigo y experimental (p<0.05)

En los ovarios de las hembras bajo tratamiento se observaron al microscopio quistes
foliculares y perdida de la arquitectura folicular, no asi en los ovarios de las hembras
control (5 hembras) se observaron cuerpos liuteos. No fueron detectados cambios
significativos en el tamafio de los ovarios del grupo testigo y experimental (p<0.05).Se
observo edema en los uteros de los animales bajo tratamiento.

La presencia de ERP en el testiculo del D. Rotundus y la induccion de lesiones en testiculo
y ovarios y potencialmente inducir alteraciones que se reflejen en la disminucion de la
fertilidad de los animales tratados abre la posibilidad de utilizar al coumestrol como una
alternativa en el control reproductivo de este quirdptero en sitios donde no ha habido
reportes de RPB pero presentan problemas por la mordida de este quirdptero.

Palabras clave: Coumestrol, Receptores estrogenicos B, Desmodus rotundus



ABSTRACT

Vampire bat control strategies have not changed since 1970 in Mexico. Anti-clotting agents
are employed with no satisfactory results and rabies is still maintaining, its impact on
economically important species. Bovine Paralytic Rabies is the main vampire bat-bite
derived disease. New control techniques are required to complement present procedures
and ideally do not have an impact on environment conditions. A major goal is that there
have to be no empty ecological niche that can be occupied by another disease-transmitting
population. A new control method is being developed taking advantage of the reproductive
alterations induced by coumestrol a fluorescent phytoestrogen in mammals. We perform
two different experiments.

First experiment: To detect estrogen receptor beta (ERpP) in vampire bat testis we cut in
Imm® two testis and dip in different dilutions of coumestrol, then incubated 30 minutes at
37°C in a damp chamber, once this is done make a conventional squash without fixed and
view at the fluorescent microscopy, this show a high level of ERP in vampire bat testis
tissue.

In a second experiment vampire bats — 9 males and 11 females- were divided into two
groups. Experimental group (4 males and 6 females) was fed with a solution of coumestrol
(200pg) in 15 ml of bovine defibrinated blood (BDB) for 30 days. The control group (5
males and 5 females) was fed with 15 ml of BDB. After treatment, all animals were
sacrificed by anesthesia and heart puncture, reproductive organs were analyzed for gross
anatomical and histological alterations. Testis from experimental animals were lost the
histological architecture than those of control animals. No weight differences were detected
between control and treated testis (p<0.05). Also variations in ovaries such follicular cists
and loose of follicular architecture were detected in experimental bats. Control animals
show corpus luteum. No weight differences were detected between treated and control
ovaries (p<0.05). Coumestrol induces a significant edema in treated uterus when compared
to that of the control female. These results strongly suggest that phytoestrogen treatment is
a main candidate to replace today’s anti-clothing strategy for vampire bat population
control in rabies free areas in Mexico and other countries and seems to be more effective,
specific and environmentally safe.

Key words: Coumestrol , Estrogen Receptor B , Desmodus rotundus



1.0 Introduccion

1.1 La rabia

La rabia es una enfermedad zoonotica conocida por el hombre desde la antigiiedad.
Dependiendo del area y la region geografica, ha presentado una fisonomia diferente, debido
a la naturaleza de su agente etioldgico. Esta zoonosis es causada por un virus cuyo material
genético es ARN, clasificado taxondmicamente como perteneciente al género
Lyssavirideae,(1) uno de los cuatro que conforman la familia Rhabdoviridae del orden
Mononegavirales, con distribucion mundial, excepto algunas islas como Japon y Gran
Bretafia. Esta enfermedad considerada mortal en todos los mamiferos de sangre caliente, se
transmite habitualmente por mordida de animales infectados, la saliva sirve al virus como
medio de transporte o vehiculo para que se introduzca por medio de mordida o lamedura en
una lesion reciente de la piel (2,3).

Si bien muchas especies son susceptibles a la rabia, estas pueden dividirse en dos
categorias. La primera es la de los reservorios o animales que mantienen el virus y lo
diseminan en forma eficaz; estos animales son principalmente predadores del tipo de los
perros, zorros, lobos, coyotes, mapaches, mangostas, zorrillos entre otros. Todos estos
mamiferos estan capacitados para cazar, por lo que tienen en comun el habito de
alimentarse de otros animales y no de vegetales., Dentro de este tipo de animales, destaca
un quiroptero, mamifero volador que habita en América Latina tropical y subtropical
llamado Desmodus rotundus, conocido coloquialmente como vampiro o murciélago
hematofago. Este quiréptero es el principal transmisor de la rabia al ganado. El desarrollo
de la enfermedad y sus signos clinicos han sido caracterizadas como Rabia Paralitica
Bovina (RPB). En su transmision al humano, la rabia debida al D. rotundus ocupa el

segundo lugar, después que el perro (2,4).

La segunda categoria corresponde a los animales susceptibles de desarrollar y que pueden
padecer la rabia pero no la diseminan en forma tan eficaz como los primeros debido
principalmente a que no son depredadores. Desde el punto de vista epidemiolégico este tipo

de organismos son considerados “fondos de saco”. Aqui se encuentran los bovinos que



como se menciond anteriormente, desarrollan la RPB , ademas de los equinos, los ovinos,

los caprinos, los porcinos y el humano.(2).

1.2 El Desmodus rotundus

El Desmodus rotundus pertenece al orden Chiroptera, familia Phylostomidae, subfamilia
Desmodontinae (5), nombrado cominmente vampiro o murciélago vampiro (vampire bat).
Es moderadamente grande, tienen un peso entre 19 y 43g. La longitud de la cabeza y
cuerpo varia entre 70 a 90 mm, las orejas son triangulares, mas largas que anchas con hoja
nasal reducida que les da la apariencia de cabeza de cerdo, los ojos son relativamente
grandes, los incisivos superiores son largos y filosos, mientras los demas dientes son
sumamente pequerios; el labio inferior presenta una escotadura en forma de “V”(6), la
lengua se dobla hacia abajo y actia como popote durante la ingestion de sangre (7) (Figura
1.2.1).

El D.rotundus no presenta cola, la longitud del pie varia de 13 a 20mm, similar al tamafio
de los pulgares los cuales son muy largos con 3 almohadillas bien desarrolladas sobre la
parte inferior, con una longitud del5 a 20mm, el antebrazo mide de 50-63 mm, las
membranas de las alas son negruzcas, sin manchas blancas. Presentan hueso calcaneo
rudimentario (6). El pelaje es corto, aspero y brillante en la parte dorsal es usualmente de
color café grisiceo con tonalidad ligeramente mas clara a la parte ventral (6). Se han
encontrado D. rotundus en vida silvestre de 18 afos, lo que indica que son animales
longevos. Habitan desde la zona tropical y subtropical de México comprendidas por la zona
costera del Pacifico y la del Golfo de México, y algunos estados del centro del pais como
Hidalgo y Querétaro hasta el norte de Argentina y Trinidad y Tobago, generalmente
escogen sus nichos en lugares dispersos, tranquilos, obscuros y dificiles de localizar como

lo son las cuevas, pozos, alcantarillas, minas abandonadas y arboles huecos (8).

1.2.1 Comportamiento del D. rotundus

Los patrones de asociacion del D.rotundus dentro de sus guaridas han sido bien estudiados ,
observandose en la misma guarida varias colonias formadas de entre 20 y 100 vampiros
agrupados en estrecho contacto uno con otro y entre las que contenian alrededor de 50

animales se identificaban grupos de 10 a 20 hembras adultas con sus crias y que estas



utilizan multiples refugios en el area como lo son los arboles huecos. Cada grupo de
hembras es acompafiado por un macho dominante que es con el que se aparean. Los
machos jovenes se encuentran repartidos en grupos dentro de la guarida como medida de
proteccion contra intrusos (9).

Estos animales dedican mucho tiempo del que se encuentran en su refugio a acicalarse. Los
machos se acicalan a si mismos mucho mas tiempo que las hembras y los jovenes, este
comportamiento esta relacionado con la infestacién con ectoparasitos, el acicalamiento
social depende de la edad y del sexo y es un modo de identificar a los miembros de la

colonia (9).

1.2.2 Reproduccion

El D.rotundus es considerado desde el punto de vista reproductivo como poliéstrico
continuos, lo que significa que cada hembra tiene dos crias en un afio, teniendo sincronia
con los picos de nacimientos, pero no estan limitados a estaciones del afio en particular y no
tienen periodos prolongados de inactividad sexual como otros quirdpteros (10).

Tienen un intervalo entre partos de 10 meses ,generalmente tienen una cria por parto, por lo
que en optimas condiciones una hembra podra tener 20 crias durante su vida reproductiva,
registrandose el mayor numero de crias entre los meses de abril - mayo y octubre -
noviembre (11,12).

Los que alcanzan su madurez sexual entre los 10 y 12 meses. El utero del D.rotundus es
bicomne siendo el cuerpo mas largo que los cuernos, los ovarios trabajan alternadamente en
cada ciclo para producir 6vulos, un solo évulo es liberado para su fecundacién. El tipo de
implantacion de esta especie es intersticial, siendo la placenta de tipo corioalantoidea
discoidal, la cual es expulsada en el transcurso del primer dia después del parto y no es

ingerida por la hembra (10).

1.2.3 Alimentacion
Los vampiros son animales de habitos nocturnos, salen a alimentarse con vuelo raso en las
horas de mayor oscuridad, en ausencia de luz lunar, su radio de actividad va de 2 a 20

kilometros.



Crespo y col. (1971) realizaron observaciones sobre el comportamiento del vampiro al
alimentarse en condiciones naturales sobre ganado bovino de diferentes razas y observaron
que los vampiros llegan en grupos de 2 a 10 individuos y se han cuantificado mas de 50
vampiros por noche, dependiendo del numero de estos quirdpteros en la zona y la
disponibilidad de fuente alimenticia. Con sus filosos incisivos realizan un corte circular
practicamente sin dolor en la piel del mamifero del que se alimentaran. Los anticoagulantes
presentes en la saliva evitan que se forme el coagulo y con la lengua toman la sangre de la
herida, generalmente ingieren 20 mililitros de sangre, preferentemente de bovino (13).

El Tiempo que tardan en alimentarse es variable debido a diferentes factores como lo son el
tiempo de oscuridad, reaccion del individuo a la mordida, lugar de la mordida y la rapidez
con que fluye la sangre (14).

El vampiro tiene un comportamiento altruista, principalmente entre los machos, ya que
regurgita sangre a otro individuo de la misma familia que no haya obtenido alimento ese
dia (15).

A diferencia de otros murciélagos el D.rotundus no es capaz de asociar la ingestion de

“alimentos” con nuevos sabores, con eventos gastrointestinales adversos para él (16).

1.2.4 Efectos del D. rotundus en la ganaderia

El nimero de muertes de ganado se estima anualmente en cien mil cabezas en América
Latina y Trinidad y Tobago por la rabia paralitica transmitida por la mordida del vampiro.
El vampiro consume 20 ml de sangre al dia y como consecuencia de la accidon de los
anticoagulantes presentes en su saliva, por mordida, el animal pierde 20 ml de sangre
adicionales. Esta perdida recurrente genera anemia , reduciendo asi la ganancia de peso en
ganado de came y descenso de la produccidon lechera. Las infecciones bacterianas y
parasitarias asociadas que se desarrollan sobre la herida agravan el problema, lo que

representa cuantiosas perdidas econémicas adicionales (17).

1.3 Antecedentes de los métodos de control
Debido a los habitos y comportamiento del vampiro, numerosos métodos de control se han
desarrollado y empleado a partir de 1936 y hasta la fecha, con resultados y efectos

secundarios diversos (18)



1.3.1 Métodos de control fisicos

El empleo de fuentes de luz suficientes para iluminar completamente los corrales,
ahuyenta a los vampiros, siendo poco efectiva la luz tenue que produzca sitios no
iluminados, los cuales son utilizados por los vampiros para morder a sus victimas. Este
método tiene un costo variable dependiendo de la fuente energética que se utiliza y su
mantenimiento € impacta directamente en los costos de produccion (18).

La colocacion de malla de alambre a manera de jaula en los corrales es efectivo y 1til para
evitar el ataque de los vampiros cuando se cuenta con pocas cabezas de ganado. Esto es
impractico cuando se cuenta con ganado a libre pastoreo o con numerosas cabezas de
ganado (18). Estos métodos solo alivian el problema local y favorecen la migracion de los
D. rotundus a otros sitios donde puedan conseguir alimento facilmente.

La destruccién de las cuevas con explosivos y fuego asi como la aplicacion de gases
toxicos en su interior son muy discutidos ya que los sitios en los que habita el D. rotundus
se encuentran en lugares de dificil acceso, siendo muy poco probable que se localicen todos
los nichos ocupados, lo que disminuye su efectividad . Ademas la coexistencia en la misma
cueva de otro tipo de murciélagos benéficos y otros animales hace, que este tipo de técnicas
no sean ecologicamente aceptables. Villa (1969) encontré que con la aplicacién de estas
técnicas en Brasil solo el 40% de los murciélagos muertos eran D. Rotundus (19).

Se han empleado armas de fuego para el control de este quirdptero siendo poco practico y
peligroso debido a que se tienen que encontrar los refugios, entrar a ellos y dispararles.

La captura con redes de nylon colocadas alrededor de los corrales y en las entradas de las
cuevas es una buena alternativa para el control de estos animales, tiene como factores
limitantes las horas hombre empleadas en su colocacion y el manejo de los vampiros. En
un estudio realizado por Aguilar-Setién y col. en 1996 en el que realizaron 6 sesiones de
captura con una red de 12 metros de longitud y 2.5 metros de altura en el noreste de
México; se informé que de 255 animales capturados, 221 eran D.rotundus y 34 (13.3%)
pertenecian a otras especies de murciélagos, por lo que se debe tener personal entrenado en
la identificacion correcta de estos vampiros para no dafiar al ecosistema con tratamientos

erréneos a especies no blanco (20).



Estas redes estan fabricadas con malla de nylon teniendo varios cordones de refuerzo
extendidos longitudinalmente. Las redes deben de ser colocadas al ras del suelo y alcanzar
una altura de aproximadamente dos metros. Las redes son sostenidas en tubos de 2.5
metros de largo, los cordones longitudinales deben quedar tensos y las mallas deben quedar
poco tensas, para que cuando los vampiros choquen con ellas queden atrapados facilmente.

Se deben desenredar con cautela los vampiros atrapados en las redes para evitar que estas
ultimas se rompan. Estas finas redes requieren cuidados continuos ya que atrapan basuras y

se enredan facilmente (21).

1.3.2 Métodos de control quimicos

Se han desarrollado basicamente tres métodos de control empleando substancias quimicas y
todos ellos estan basados en el comportamiento del vampiro.

La aplicacion de pomadas de estricnina sobre las heridas que los vampiros producen al
ganado cuando se alimentan de el, se desarrollo en Trinidad en 1936, siendo un producto
sumamente toxico para el vampiro, el ganado y los operadores. Posteriormente en México
se sustituyo la estricnina por difenadiona una sustancia anticoagulante que ofrece menos
toxicidad para el ganado y el operador. Esta técnica esta basada en que el vampiro regresa
normalmente el dia siguiente a alimentarse del mismo animal o de otro que ya haya sido
mordido con anterioridad, se impregna de la pomada medicada y regresa a su cueva. Se
estima que un vampiro impregnado con la pomada medicada es capaz de impregnar por lo
menos 20 vampiros mas, por el contacto intimo entre ellos y el acicalamiento que practican
produciéndoles la muerte en una semana como promedio (18,22).

Actualmente se ha incorporado también la warfarina como principio activo a estas
pomadas (22).

La aplicacion de este tipo de pomadas sobre los nichos ha dado buenos resultados cuando
los refugios son accesibles, teniendo el inconveniente de la dificil localizacion de los
refugios (23).

El capturar a los vampiros con las redes de nylon por las noches cuando salen a
alimentarse, untarles en el cuerpo la pomada medicada y liberarlos para que regresen a sus

nichos ha sido un método eficaz para su control, ya que al igual que el método de



tratamiento de las heridas, cada quiréptero tratado contamina a por lo menos una veintena
de sus compaiieros de nicho causandoles la muerte (21).

La susceptibilidad del D.rotundus a los anticoagulantes y la resistencia del ganado a las
dosis toxicas para estos vampiros hicieron posible el desarrollo de otra técnica de control
por medio de la aplicacion intrarruminal o intramuscular de difenadiona, esta se absorbe y
se fija a las proteinas plasmaticas del ganado, cuando el vampiro se alimenta de la sangre
de su victima es el anticoagulante que no es hidrolizado por los jugos gastricos es suficiente
como para matar al vampiro en unos dias, este método es muy especifico y no requiere de
la identificacion del vampiro; presenta el inconveniente de que la accion del producto en el
ganado solo dura tres dias, por lo que es necesario repetir las dosis con frecuencia, ademas
de ser impractico en explotaciones de subsistencia por el periodo de cuarentena en el
consumo por el humano de los productos provenientes del animal tratado (18,24).

Un procedimiento similar es la aplicacion por via intramuscular de warfarina, la cual supera
a la anterior en que no se requieren conocimientos anatomicos especificos para su
aplicacion, no tiene periodo de cuarentena para consumir la leche del ganado, se puede

aplicar a partir de los 3 meses de edad y la duracién del efecto es de cinco dias (25).

1.4 Epidemiologia de la Rabia Paralitica Bovina en México

La campafa contra la RPB en México tiene por objetivo prevenir y controlar esta
enfermedad en el territorio nacional. Esta se encuentra en fase de control en los estados de
Campeche, Colima, Chiapas, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz, Yucatan y Zacatecas. Seglin la Secretaria de Agricultura Ganaderia
Recursos Naturales Pesca y Alimentacion (SAGARPA) el numero total de bovinos en el
ano 1999, fue de 30,177,135 cabezas, de estos 19,889,477 se encuentran en estos estados
bajo control. El resto de los estados se consideran en fase libre natural. (Figura 1.4.1)

El boletin de vigilancia epidemioldgica de rabia en las Ameéricas, informa que en México
en el ano 2001 se presentaron 148 focos de RPB (26), en 2002 se presentaron 323 focos
segun el cuestionario FAO/OIE/OMS - 2002 (27), El Sistema Nacional de Sanidad,



[nocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) report6 al 3 de noviembre de 2003, 179
focos de RPB, de los cuales los estados de Hidalgo (36 focos ), San Luis Potosi (57 focos),
Tabasco(15 focos) y Veracruz (23 focos) contribuyeron con el 73% de los casos (28). Sin
embargo se informo para finales de este mismo afio 272 focos de RPB por la Organizacion
Internacional de Salud Animal (OIE) y 16 focos en quirdpteros, siendo vacunados en

México 8,365,829 bovinos contra la RPB (29)

Proyecciones efectuadas para el 2004, indican que al primero de abril hubieron 43 casos,
siendo los estados de Puebla (12 focos), Hidalgo (11 focos) y Chiapas (9 focos) en donde se
presentd el 74% de los casos (30). Un mes después se presentan 70 focos de RPB, en donde
el 77% de estos se presentaron en los estados de Campeche (10 focos), Chiapas (12 focos),
Hidalgo (11 focos), Puebla (12 focos) y Tabasco (9 focos) (31]). La incidencia para el 1° de
junio se incremento, presentando 124 focos, donde San Luis Potosi aporta el 37% de los
casos con 46 focos, aportando el 48% de los reportes los estados de Campeche (11 focos),
Chiapas (14 focos), Hidalgo (11 focos), Puebla (15 focos) y Tabasco (9 focos) (32). El
nimero de focos de RPB en el pais se incrementa a 140 segiin se informo el dia 5 de julio,
contribuyendo los estados de Campeche (14 focos), Chiapas (15 focos), Hidalgo (11 focos),
Puebla (18 focos), Tabasco (17 focos) con el 53% de los reportes (33) como se observa en
la Figura 1.4.2.

Se han acumulado 188 focos de RPB para la semana epidemioldgica 36 (5 al 11 de
septiembre de 2004) (34).

Para la semana epidemiologica 33 ( 15 al 21 de agosto 2003) la direccién general de
epidemiologia, dependiente de la Secretaria de Salud reporta un caso de rabia en humano
en donde es atribuido el contagio a quirdptero u otro animal para la misma semana de
2004 no se han presentado casos de rabia en humanos (35).

La revision de los informes anteriores de casos de RPB de 2003 y 2004, muestra que lejos
de haberse establecido un control de este padecimiento, la tendencia es que en 2004, se
superara el nimero de casos registrados hasta noviembre de 2003; particularmente en
algunas entidades como Campeche en donde se presentaron 11 casos acumulados para
noviembre de 2003 y el informe del 5 de julio de 2004 reporta 14 casos. En el mismo

periodo Chiapas se presentaron 8 yl15 brotes respectivamente, en Nayarit 1 y 4, en San Luis



Potosi 57 y 47 y en Tabasco 15 y 17 casos (Figura 1.4.3),existiendo todavia estados como
Querétaro y Guanajuato en donde existen poblaciones importantes de D.rotundus
aparentemente libres del virus de la rabia en donde no se han reportado brotes de RPB.

En lo que respecta al numero de municipios los cuales han tenido casos de RPB alguna
vez , ¢€stos se han incrementado en 6 afios (1998-2003) en 67%. (Figura 1.4.4). Quizas el
numero de focos de RPB valla en ligero descenso a nivel global, en comparacion con otros
anos en los estados bajo control de la camparia contra RPB, con algunas excepciones ya
mencionadas; pero lamentablemente los focos que se presentan en la actualidad se detectan
en municipios en los que no se habia tenido reportes de RPB, lo que contribuye al avance
geografico de esta enfermedad .

Es posible que haya una subnotificacion de magnitud desconocida debido a la dificultad de
realizar el diagnostico oportuno por la orografia accidentada del pais, por la poca
infraestructura en algunas regiones y por el desconocimiento del padecimiento, por lo que
en este documento solo se revisaron los datos obtenidos de fuentes confiables.

Todo lo anterior hace evidente que los métodos utilizados actualmente en zonas donde no
se habia presentado RPB, sin embargo existe el problema de la mordida del vampiro no
sean del todo efectivos en esta situacion en particular , ya que es factible que con las
técnicas en donde se utilizan toxicos se favorezca la migracion de vampiros en condiciones
sanitarias dudosas, para ocupar un nicho el cual fue desocupado de vampiros a causa de los
tratamientos con los agentes ya mencionados. El resultado es un mayor espacio, mas
alimento y generalmente el sitio vuelve a poblarse en un corto tiempo, en algunos casos con

mayor cantidad de individuos que los que existian antes del tratamiento(36,37,38).

1.5 El control reproductivo

En la década de los aflos 60 la investigacion en el manejo de fauna silvestre dafiina se
encamino en disefiar la mejor forma de eliminarlos, aceptando las consecuencias que esto
generara, principalmente la eliminacion de especies no blanco , esta conducta fue
modificada en la década de los afios 80 cuando se inicio la regulacion de los plaguicidas. Se
empezo a tomar en cuenta los entornos ecolégicos y la calidad del medio ambiente . En la
década de los 90 y primeros aiios del nuevo milenio, se plante6 la necesidad de nuevas

estrategias de control no letal de la fauna silvestre nociva (39).



La investigacion en métodos no letales para el control de fauna silvestre dafiina se esta
enfocando hacia el control de su fertilidad . Esto produce una reduccion paulatina del
numero de animales y el impacto nocivo que generan.(40)

Las lineas de investigacion en contracepcion animal son diversas. El anticonceptivo ideal
para quirdpteros sera aquel que sea efectivo, economico, de facil administracion y
especifico. Miller y Fagerstone mencionan la posibilidad de utilizar fitoestrogenos para
inducir infertilidad en animales silvestres (40).

Los fitoestrogenos son compuestos naturales derivados de las plantas, los cuales son
reconocidos por los receptores estrogenitos (ER) de los tejidos animales; por lo que
mimetizan y en algunos casos suplen a los estrogenos endogenos (41). Los fitoestrogenos
se dividen en tres grandes categorias: las isoflavonas, los coumestanos y los lignanos. Una
sola planta es capaz producir diferentes tipos de fitoestrogenos, por ejemplo los frijoles de
soya son ricos en isoflavonas, aunque las plantas de soya en crecimiento tienen cantidades
importantes de coumestrol (41). Diversos estudios con el fitoestrogeno coumestrol  (3,9-
dihidroxy-6h-benzofuro[3,2-c][1]benzo-pyran-6-one), reportan la induccion de patologias
del tracto reproductivo en el raton, como lo son: cronificacion vaginal persistente, foliculos
hemorragicos en ios ovarios, apertura vaginal prematura en neonatos y reduccién de la tasa
de ovulacion cuando se administra oralmente en dosis de 50 y100ug (41).

Se ha comparado el efecto de diferentes fitoestrogenos en el ttero, a diferentes dosis, en
ratas neonatas en desarrollo, encontrando que la respuesta inicial del dia 1 al 5 de
administracion fue hipertorofia uterina, sin embargo a mayor dosis / tiempo 100ug el
coumestrol produce bloqueo de los ER con la consecuente disminucion del tamaio uterino
(41).

Cuando se estudi6 la union de fitoestrogenos y micoestrogenos (42) en los ER del tatero de
la rata se encontré que el coumestrol es uno de los mas activos, teniendo tanta afinidad
como los estrogenos endogenos. Miksicek (1993) quien observo su gran especifidad y
afinidad a los ER, usando cultivos celulares detectandolo por el aumento en la fluorescencia
que se obtiene cuando el coumestrol se une a los ER.(43,44)

El coumestrol (100pg / g) en la dieta altera el desarrollo neuroendocrino en ratas lactantes
de ambos sexos, mientras que en hembras adultas en lactacion, con varias exposiciones

orales induce un sindrome anovulatorio. Los efectos aditivos de coumestrol se observan
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por via oral y no por la via parenteral, esto a consecuencia de la vida media prolongada de
este fitoestrogeno administrado por esta via; en machos se reporta baja de peso y
libido.(45,46)

Por otra parte Galey (47) ha obtenido coumestrol de la alfalfa (Medicago sativa) y
observo sus efectos en ratones cuando se administrd por via oral, produciendo
hiperestrogenismo y crecimiento uterino significante. Adams (48) informo que
concentraciones de 25ppm de coumestrol en el alimento, baja la tasa de ovulacién en
borregos y la exposicion prolongada genera esterilidad permanente. En el ganado bovino
se presentan signos de estimulacion estrogénica con 37ppm de coumestrol en el alimento.
Romero asocio a un sindrome estrogénico en vacas lecheras caracterizado por abortos,
quistes ovaricos, estros falsos y utero turgente a la presencia de cantidades elevadas de
coumestrol - 66.8 mg/kg de materia seca - en la alfalfa (Medicago sativa) contaminada con
hongos (Pseudopesisa medicaginis) (49)

En el humano se ha demostrado que el coumestrol, cuando se administra de forma aguda,
se une con gran afinidad a los receptores estrogenicos o y  (ERa y ERp) , a este ultimo
con una efectividad similar a la de los estrogenos, incrementando el peso uterino sin
aumentar el numero de células en €1.(50,51)

Se ha sugerido que el efecto estrogénico del coumestrol se debe a que incrementa la
sensibilidad del tejido hacia los estrogenos endogenos. Sih embargo, el efecto
antiestrogénico de los fitoestrogenos se debe a que inhiben la unién de los estrégenos y de
la testosterona a su receptor, reduciendo su efecto biologico.(51)

Miksicek observo en cultivos celulares la especifidad y afinidad del coumestrol a los ER.
La union del coumestrol puede ser evaluada por microscopia de fluorescencia
aprovechando la fluorescencia natural del coumestrol la cual tiene indice de exitabilidad
UV de 343 nm (44), que como un método no isotopico puede ser util para la

caracterizacion y diferenciacion de ERa y ERP (52).
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1.6 Los Receptores estrogenicos

Hasta la fecha han sido identificados dos isoformas de ER : los ERa y los ER; siendo
diferentes en la secuencia de aminoacidos entre ambos. Estos receptores presentan 97%

de homologia de sus aminoacidos constituyentes, aunque no es una regla aplicable a todas
las regiones del receptor; ya que las regiones de unién al ADN (DBD) es la que mas
similitud presenta y en cambio la unién al ligando (LBD) solo existe una similitud de 53%
(Figura 1.6.1). '

Los estrogenos presentes en el plasma penetran a sus células blanco en tejidos llamados
“clasicos” que se encuentran en el utero, glandula mamaria, placenta, higado, sistema
nervioso central, sistema cardiovascular y hueso. Las células blanco de este grupo de
tejidos son ricas en ERat.

Existen otros tejidos considerados “no clasicos”, entre los que se incluyen prostata,
ovarios, testiculos, glandula pineal, glandula tiroides, paratiroides, adrenales y pancreas;

asi como la vesicula biliar, la piel, tracto urinario, tejido linfoide, tejido eritroide, pulmoén,
epitelio intestinal y algunas regiones del cerebro que expresan poco ERa, pero que
contienen cantidades significantes de ERP. El tejido muscular estriado es unico, puesto que
en ¢l se expresa de manera elevada el ER y esta casi ausente el ERa (53,54).

Como miembros de la super familia de los receptores nucleares, los ER modulan la
trascripciodn, interactuando con las secuencias regulatorias del ADN celular, uniéndose
discriminadamente con secuencias especificas del genoma, asi como a correpresores y
coactivadores para regular la accién del complejo de ARN polimerasa. Los efectos
moduladores de los ER sobre la trascripcion se llevan a cabo en una serie secuencial de
eventos. Al unirse los ER con los estrogenos, desencadenan cambios en la forma del
receptor que consisten en la disociacién de un complejo correpresor del ER y la union de
éste con un complejo coactivador. Estos ultimos son moléculas que al interactuar con el
receptor le confieren la actividad de trascripcion, resultando en la trascripcion de genes que
contienen elementos de respuesta a los estrogenos (ERE). Por el contrario, en ausencia de
estrogenos, los ER se asocian con los correpresores que inhiben la actividad de trascripcion

(3.96.57)
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1.7 Hipotesis
Si el coumestrol puede causar alteraciones reproductivas en diferentes mamiferos por su
capacidad de unirse a los receptores estrogenicos, entonces esta capacidad puede ser

utilizada para el control reproductivo del D. rotundus.

1.8 Objetivos
1.8.1 Determinar la presencia de ER en testiculo de D. Rotundus por microscopia de
fluorescencia y coumestrol.
1.8.2 Producir alteraciones macro y microscopicas en testiculos y ovarios con
coumestrol administrado por via oral que sean compatibles con alteraciones

reproductivas en D.rotundus.

2.0 MATERIALES Y METODOS

Con el fin de lograr los objetivos propuestos se efectuaron dos experimentos, antes fue

necesario capturar vampiros silvestres.

2.1 Captura y acondicionamiento de los D.rotundus

Previa consulta del calendario lunar para determinar el dia en que la luna fuera visible 2 03
horas después del ocultamiento del sol, lo que produce las mismas horas de total oscuridad
en la noche, se asistio al rancho “el Capulin” localizado a 1 km al sur del poblado de Landa,
en la sierra gorda del Estado de Querétaro, el ganado de este sufre de mordidas recurrentes
de vampiros, por lo que se le pidi6 al propietario que guardara 2 dias antes al ganado en el
corral evitando asi el libre pastoreo de los animales, lo que “encamina” a los vampiros en
su salida a comer hacia el corral.

A las seis de la tarde se colocaron redes de “neblina” de 12 metros de largo y 2.5 metros de
alto en los costados norte y este del corral. los cuales eran los que presentaban facil acceso
a los vampiros, se esperd hasta que anocheciera, a las 9 de la noche los vampiros

empezaron a caer en las redes.

13



Se desenredaron los vampiros con cuidado y estos se alojaron en jaulas de cono para
posteriormente verificar que se trataba de D.rotundus y una vez hecho esto se pasaron a
contenedores individuales los cuales se acondicionaron con algodén y agua para mantener
hidratados a los vampiros. Se transportaron por via terrestre hasta las instalaciones del
CENID microbiologia ( INIFAP) en Cuajimalpa D.F. en este sitio los animales se alojaron
en una jaula comunitaria de acero inoxidable de 1 metro de largo y alto por 60 centimetros
de ancho. La jaula estaba equipada con cama sanitaria, y aqui se mantuvieron por 30 dias,

periodo que sirvio de cuarentena y adaptacion a su nuevo habitat.

2.2 Manejo general

1. Identificacion de los animales: Con collar y cuentas de colores

2. Alimentacion: Con 15 mililitros de sangre de bovino desfibrinada por animal, la
cual contenia 1.0 ml de DMSO que se utilizo como vehiculo para preparar el
coumestrol.

3. Higiene de instalaciones: Lavado con agua y jabon de jaulas y comederos
diariamente, cambio de la cama de aserrin cada 5 dias.

4. Medio ambiente: temperatura de 26°C, 60% de humedad , 20 horas de oscuridad y
4 de luz.

2.3 Experimento 1.- Deteccion de la presencia de receptores estrogenicos B en
testiculos de D. rotundus

Se obtuvieron quiriurgicamente los testiculos de dos individuos adultos de D. rotundus,
los testiculos fueron seccionados en trozos de 1 mm’ ,los fragmentos de tejido fueron
distribuidos aleatoriamente en cada uno de los 8 tratamientos de distintas concentraciones
de coumestrol diluido en dimetil sulfoxido (DMSO)

El grupo experimental se trato por inmersion del tejido en 7 concentraciones diferentes de
coumestrol preparado en DMSO las cuales fueron 1000, 250, 83.3, 27.7, 9.25, 3.08,
1.028pug / ml y cero como control negativo (0.5 ml DMSO).

El tejido se incubo a 37°C en camara humeda, protegida contra la luz durante 30 minutos.
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Para la observacion al microscopio de fluorescencia, las muestras de tejido se procesaron
por la técnica de “squash’ convencional, sin agregar fijador. Se utilizé azul de metileno al
0.001% p/v como colorante de contraste. Las observaciones se realizaron con la ayuda de

un microscopio Univar a 100 diametros.

2.4 Experimento 2.- Determinacion de la acciéon del coumestrol para producir
alteraciones reproductivas en testiculos, utero y ovarios de D.rotundus.

Se utilizaron 20 D.rotundus jovenes (11) y adultos (9),de ambos sexos los cuales fueron
divididos aleatoriamente en cuatro grupos.

El primer grupo estuvo conformado por cinco hembras como testigo ( 3 adultas y 2
jovenes) y un segundo grupo denominado tratamiento con 6 animales (2 adultos y 4
jovenes).

El grupo de machos también se dividi6 en dos, el primero se le denominé testigo el cual
contenia 5 vampiros ( 2 adultos y 3 jovenes) y otro denominado tratamiento con 4 animales
( 2 adultos y 2 jovenes) , los animales de cada grupo fueron alojados en jaulas individuales
debidamente marcadas, recibiendo todos el mismo manejo general bajo las mismas
condiciones ambientales.

A los grupos testigo se les dio el manejo general .

Los grupos experimentales recibieron el mismo manejo que los grupos testigo siendo
sustituido el DMSO por 200ug de coumestrol en 1.0ml de DMSO al alimento que se les
proporciono, por 30 dias.

Se sacrificaron todos los animales de cada grupo el dia 30 experimental con la.
administracion de clorhidrato de ketamina (20mg/kg) intra pleural y posteriormente los
animales fueron exanguinados con una jeringa con aguja hipodérmica de calibre 25, se
diseccionaron los organos reproductivos (utero, ovarios, testiculos) los drganos fueron
pesados y posteriormente fijados en formalina buferada ( utero y ovarios) y los testiculos en
liquido de Bouin.

Las muestras fueron incluidas en parafina y se obtuvieron cortes histolégicos de 4 a 5
micras de grosor los cuales fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina por el departamento

de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.
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Para el analisis estadistico se realizo en la variable de peso una ANOVA por minimos

cuadrados mediante el procedimiento GLM (General Linear Model) de SAS ,como prueba

de hipotesis se utilizo la prueba de Duncan.

3.0 RESULTADOS

3.1 Experimento 1.- Presencia de receptores estrogenicos

La deteccion de ERP se obtuvo con concentraciones tan bajas como 1.028 pg (Figura
3.1.1); de hecho, se observo el 100% de fluorescencia con la concentracion de 27.7 ug de
coumestrol ( Figura 3.1.2 A). La mejor definicién de los ERP, y con ello de las estructuras
anatomicas del testiculo, se logré utilizando una concentracidon equivalente a 25.75 mM de
coumestrol (1.028 pg) como se muestra en la figura 3.1.2 B. En todas las zonas testiculares
analizadas con esta concentracion, fue posible detectar la presencia de ERP en forma
congruente con la disposicion de los tibulos seminiferos, dejando libre de sefial
fluorescente las zonas carentes de tejido testicular. Estas observaciones se facilitaron por el
contraste brindado por el azul de metileno (Figura 3.1.2 C ). En las preparaciones

testiculares del testigo, no se observo sefial fluorescente alguna (Figura 3.1.2 D).

3.2 Hembras

Las diferencias entre pesos de utero y ovarios asi como las interacciones entre el grupo
testigo y el de tratamiento asi como las de edad se muestran en el cuadro 3.2.1 y 3.2.2, la
presencia de utero edematoso en los animales en tratamiento se observa en la figura 3.2.3
A,B.

Histologicamente los ovarios de las hembras del grupo de tratamiento se observan quistes
foliculares, foliculos atrésicos, y pérdida de la arquitectura folicular ( figura 3.2.4 B,C), en
comparacion con los ovarios de los animales del grupo testigo en los que se detecta

presencia de cuerpo luteo y foliculos en diferentes etapas de maduracion. (figura 3.2.4 D)
3.3 Machos

Los resultados de los pesos de los testiculos y las interacciones entre los machos del grupo

testigo y los del grupo tratamiento y las de edad se muestran en las tablas 3.3.1 y 3.3.2
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La histologia evidencié en los machos tratados que el coumestrol altera la arquitectura de
los tubulos seminiferos, como se muestra en la figura 3.3.3A, en donde se compara con los
tubulos seminiferos de los machos control negativo, apreciandose en estos la correcta
arquitectura testicular indicada por la presencia de luz en dichos tubulos, células germinales

y células de Sertoli e intersticiales de Leydig (figura 3.3.3B)

3.4 Analisis Estadistico
Se realizo en la variable de peso una ANOVA por minimos cuadrados mediante el

procedimiento GLM (General Linear Model) de SAS (58), como prueba de hipdtesis se

utilizo la prueba de Duncan no encontrando diferencias a una p<0.05

4.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES

La primera etapa en el desarrollo de un tratamiento especifico con hormonas, sus analogos
o inhibidores, esta asociada a la presencia de los receptores con los cuales puedan
interactuar. Una manera de realizar este tipo de estudios es mediante la competencia que
habria entre el ligando natural y un anticuerpo marcado que reconociera una regién del
receptor que no afecte su afinidad por el ligando, o bien, utilizar un ligando marcado cuya
afinidad sea conocida. Por su estructura molecular, el coumestrol es capaz de emitir una
sefial fluorescente cuando es excitado con luz ultravioleta. Esta sefial se hace mayor si el
coumestrol se encuentra unido a los receptores a y P estrogénicos, propiedades de
fluorescencia las cuales fueron descritas anteriormente que lo ubican como un compuesto
nico para investigar las interacciones entre los ligandos y los ERa y B (44). Basados en
esto, en el presente estudio se hizo posible la deteccion de ERP en el testiculo del
D.rotundus, de manera similar a lo documentado por Miksicek (1993) en cultivos celulares
HelLa y por Van Der Oord (59) en células testiculares. La deteccion especifica de los
receptores estrogénicos utilizando el coumestrol, nos permitié explorar la hipétesis acerca
de la capacidad demostrada del coumestrol de producir alteraciones reproductivas en

diferentes mamiferos pudiera también ser aplicable a este quiréptero.
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En los ovarios del D.rotundus bajo tratamiento, se observé perdida de la arquitectura
folicular como lo son foliculos atrésicos y quistes foliculares asi como ausencia de cuerpos
luteos. Todas estas patologias son compatibles con la baja tasa de ovulacién reportada por
Adams (48) por la accion del coumestrol en borregas y al sindrome estrogénico en vacas
lecheras, reportado por Romero (49) con el mismo agente. Estas alteraciones también se
han reportado en ratas bajo tratamiento con coumestrol.

La presencia de utero edematoso en los animales bajo tratamiento hace evidente que el
coumestrol tiene un efecto estrogénico en este organo, mismo que también ha sido
reportado en roedores por Galey (47) y Medlock (42), en vacas Lecheras por Romero (49)
y en humanos por Kuiper (51) y Roselli (50).

En machos las alteraciones en la arquitectura testicular son compatibles con el efecto
antiestrogenico descrito por Kuiper (51) donde los fitoestrogenos inhiben la unién de los
estrogenos y de la testosterona a su receptor reduciendo asi su efecto bioldgico.

En una comunicacion preliminar, nuestro grupo ha mostrado evidencias de que también el
D. Rotundus es susceptible a la accion de los fitoestrogenos en particular al coumestrol
(Pérez-Rivero et al, enviado). Este hecho posibilita el uso del coumestrol en el control
reproductivo de dicho quirdptero, con la gran ventaja ecoldgica de que este fitoestrogeno de
origen natural no contaminaria el medio ambiente.

Establecer programas de control reproductivo donde existen poblaciones importantes de
vampiros que todavia no han sido infectadas con rabia puede ser una alternativa que
permitiria el mantenimiento del nicho ecolégico ocupado y protegido contra la migracidén
de otras colonias de vampiros potencialmente rabiosas teniendo en cuenta que la rapidez
con que se ocupan los nichos vacios es variable y depende del tamaiio del area, la especie
involucrada y la facilidad de alimento.

En un problema en el cual existen una gran cantidad de variables, como ocurre con la
transmision de la RPB, es dificil pensar que utilizar una sola estrategia como el control
reproductivo o cualquier otra, no serad suficiente. Sin duda, el complementarlo con otros
programas como el de vacunacion antirrabica (60,61) aplicada a las mismas poblaciones
sometidas a control reproductivo, contribuiria a formar corredores sanitarios contra RPB,
los que pueden contribuir a detener la propagacion territorial de esta letal enfermedad

disminuyendo al mismo tiempo las pérdidas econémicas que ocasiona.

18



Figura 1.1.1 Virus de la Rabia: orden Mononegavirales, género
Lyssavirideae, familia Rhabdoviridae . ( X), tomada de
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Figura 1.2.1 Fotografia del murciélago vampiro ( Desmodus rotundus).
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Figura 1.4.1. El area sombreada indica los estados y regiones en fase de control de
Rabia Paralitica Bovina, ndtese la porcion marcada (flecha) en donde existen
poblaciones importantes de vampiros en las cuales no se ha informado de casos de
Rabia Paralitica Bovina. (2004)
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Figura 1.6.1 Fotografia tridimensional de un receptor estrogenico unido a una
molécula de estradiol. fuente
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fegi?CMD=search&DB=structure
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Figura 3.1.1 Fluorescencia relativa de coumestrol en testiculo de Desmodus rotundus.
Preparaciones tratadas con coumestrol a diferentes concentraciones la evaluacion se
efectiio con un microscopio de fluorescencia. La fluorescencia relativa se determino
arbitrariamente tomando como base las imagenes del control negativo y la muestra de
mayor contenido de fitoestrogeno como 0 y 100%, respectivamente.
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Figura 3.1.2 Deteccion de los receptores estrogenicos P en testiculo de
D. Rotundus, (A) control positivo, (B) deteccion de los ERP , (C) contraste con
azul de metileno, (D) control negativo.
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Figura 3.2.3 Comparacion del atero de Desmodus rotundus. Control (A),
contrastado con utero edematizado de hembra tratada (B)
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Figura 3.2.4 Comparacion Citolégica e Histolégica en hembras. Frotis
vaginal de hembra en tratamiento en el que se observan células
superficiales (A), imagen histologica en las que se observa quistes
foliculares (B) y foliculos atrésicos (C), nétese la presencia de cuerpo
luteo, asi como foliculos en diferentes etapas de maduracion en las
hembras testigo (D).
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Figura 3.3.4 Imagen histologica de testiculo en tratamiento (A) comparado
con testiculo de vampiro control negativo (B) Notese la perdida de la
arquitectura histolégica en los testiculos de los machos del grupo tratamiento
evidenciada por la falta de lumen en los tubulos seminiferos y la ausencia de
células de Leydig, comparada con la de los machos del grupo testigo en donde
se aprecia la presencia de lumen (L) y celulas de Leydig ( cabeza de flecha).



Cuadro 3.2.1 Medias de los pesos de ovarios de D.rotundus hembras
tratados con 200pug de coumestrol por via oral durante 30 dias y testigos
y grupos de edad.

Media de los
. Error
Tratamiento pesos de :
: estandar
ovarios (mg)
Testigo
(n=5) 3.66 +0.39
Tratado
(ii=6) 4.4 +0.31
Edad
Adulto
: 0.
(n=5) 4.16 0.33
Joven
‘ x0.
(1=6) 3.9 0.31
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Cuadro 3.2.2 Interacciones entre los diferentes niveles de tratamiento de las
hembras

. Peso medio de Error
Interaccion : 7
los ovarios (mg) estandar

Adultos;testlgos 3.35 +0.41
(n=3)

Adultos-tratamiento 4.97 +0.51
(n=2)

Jévenes:testlgos 3.97 +0.51
(n=2)

Jovenes-tratamiento 3.82 +0.36
(n=4)
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Cuadro 3.3.1 Medias de los pesos de testiculos de D.rotundus machos
tratados con 200pg de coumestrol por via oral durante 30 dias y testigos
y grupos de edad.

Media de los Eivir
Tratamiento pesos de asthiida
testiculos (mg) )
Testigo
et 42.56 +3.56
Tratado
o) 45.75 +3.90
Edad
Adulto
(a=4) 49.61 +3.90
Joven 38.70 +3.56
(n=5) ' .
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Cuadro 3.3.2 Interacciones entre los diferentes niveles de tratamiento de los
machos

’ Peso medio de Error
Interaccion ; 5
los ovarios (mg) | estandar

Adultos-testigos 49.25 +5.51
(n=2)

Adultos-tl;atamlento 49.97 +5.51
(n=2)

Jovenes:testlgos 35.86 +4.50
(n=3)

Jovenes-tratamiento 41.52 +5.51
(n=2)
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Abstract

Functions exerted by estrogens in animal reproduction are tuned delicately by various
mechanisms. among them, specific receptors for estrogens are paramount. Recently
developed techniques for biochemical and genetic molecular studies allowed to the
discovery of the modular structure of the nuclear receptors. A notorivus group of this type
of receptors is the estrogen-receptors family (ER). Each module has a unique structural
composition that allows its interaction with a variety of molecules. As a result of this
interaction between the receptor and the molecules, several effects are evoked, some of
them are inhibitory while others are stimulatory of the transcription rate. Indeed some of
the reactions resulting from a synthetic ligand-receptor interaction are as unexpected as the
conformational change of the ER tridimentional structure, allowing the ER itself to exert
functions that are undecribed in te classical review articles in this topic. In the present
review, we established a connection among structure, function and regulatory mechanisms
of the nuclear receptors, emphazaising the ER, to make these knowledge available to a

broad spectrum of readers.

Key words: NUCLEAR RECEPTOR, ESTROGEN RECEPTOR, LBD, DBD.



Resumen

La exquisita regulacion de la funcion ejercida por los estrogenos en diversos aspectos de la
reproduccién animal, se debe basicamente a los receptores con los que interactiian en los
organos blanco. El uso de técnicas moleculares bioquimicas y de genética ha permitido
dilucidar la estructura modular de los receptores nucleares, entre los que se encuentran los
estrogénicos. Cada modulo del receptor tiene caracteristicas estructur:les particulares que
le permiten interactuar con una diversidad de moléculas. Como resultado de la interaccion
entre el receptor y diversas moléculas, desencadena efectos tan diferentes como una
inhibicion de la accion hormonal, hiperactivacion de la misma, reflejada en el aumento en
la tasa de trascripcion de genes especificos o, incluso, reacciones inesperadas resultantes
de la intcraccion con compuestos sintéticos que presentan una estructura tridimensional
reconocible por el receptor. Con esta interaccion se puede alterar la propia estructura
tridimensional del receptor, permitiéndole ejercer funciones no descritas en los articulos
recapitulativos clasicos. En esta revision hemos establecido una correlacion entre la
estructura, funcion y regulacion de los receptores nucleares y, en especial, los estrogénicos,

para ofrecer de manera accesible estos aspectos .

Palabras clave: RECEPTOR NUCLEAR, RECEPTOR DE ESTROGENOS, LBD,
DBD.



Introduccion

Durante la ultima década varios grupos de investigadores han descrito una pléyade de
conocimientos relacionados con las estructuras proteinicas que fungen como receptores
especificos de las hormonas esteroidales. La mayoria de estos avances han sido publicados
en inglés. Si bien han aparecido algunos articulos recapitulativos sobre el tema, en ninguno
se engloban los complejos mecanismos que explican el funcionamiento de los citados
receptores. En este contexto, es necesario integrar la informacion generada y plasmarla de
tal manera que facilite su estudio a los lectores. En la presente revision se cree pertinente
hacer una sintesis de los aspectos mas relevantes de la relacion entre la estructura y las
funciones de los receptores nucleares, enfatizando lo referente a receptores estrogénicos.

El primer paso en la accion de una hormona es la interaccion con una proteina de
union especifica. Esta puede estar situada en la membrana o en el interior de las células
que componen los tejidos donde una hormona ejerce su efecto fisiologico. En las células
blanco, la interaccion que se lleva a cabo entre la hormona y el receptor es una accion
dinamica de union y separacion continuas, que depende de las constantes de asociacion y
disociacion entre umbas entidades.

Debido a que las concentraciones de hormonas en los fluidos corporales se
encuentran en concentraciones relativamente bajas (del orden de los picogramos o
nanogramos), el receptor debe tener gran afinidad para su hormona o varios sitios de unién
que actuen sinérgicamente entre si, puesto que el numero de receptores es finito; por tanto,
su poblacion en una célula y tejido blanco es saturable.

De acuerdo con sus propiedades de solubilidad, se tienen dos grandes grupos de
hormonas: las hidrosolubles, tales como la insulina. la hormona foliculo estimulante, los
factores de crecimiento y los factores inductores de diferenciacion, entre muchas otras que
tienen en comun su naturaleza proteinica; si bien algunas no estan constituidas
exclusivamente por aminoacidos sino que estan combinadas con carbohidratos (hormonas
foliculo estimulante, luteinizante y estimulante de la tiroides). El segundo grupo que esta

integrado por moléculas liposolubles, con excepcion de algunas hormonas constituidas por



aminoacidos modificados (hormonas tiroideas), tiene la estructura basica del ciclopentano-
perhidro-fenantreno caracteristico del colesterol. Ejemplos de estos ultimas son
progesterona, estradiol, la testosterona y glucocorticoides.

Las hormonas liposolubles tienen acceso directo al interior de la célula, atravesando
la membrana plasmatica hasta alcanzar al nucleo celular. Los receptores estrogénicos son
miembros de la superfamilia de receptores nucleares, integrada por varias familias, que
han sido nombradas de acuerdo con los tipos de hormonas a las que se¢ unen de manera
selectiva. Estas subfamilias son los receptores para androgenos (AR), estrogenos (ER),
progestagenos (PR), glucocorticoides (GR), hormonas tiroideas (TR), de 4cido retinoico
(RXR) y receptores huérfanos (OR) (1,2).

La localizacion de estos receptores dentro de la célula es motivo de controversia;
algunos autores apoyan el concepto de que dichos receptores son citoplasmaticos (3),
mientras que otros sostienen que se localizan en el nicleo (4). En la presente revision, se
utiliza el término receptores nucleares, ya que, independientemente de su localizacion,
cuando éstos se unen con el ligando especifico, la unidad ligando-receptor efectia su accion

fisiologica en el nucleo.

Estructura y acciones de receptores nucleares
La estructura de los receptores nucleares es modular y la mayoria de ellos presentan cuatro
o cinco diferentes moédulos o estructuras con funciones especificas (Figura 1).

Las evidencias experimentales indican que la region aminoterminal, permite la
interaccion del ligando con los factores de trascripcion que se encuentran en la region
A/B (5) . Esta interaccion es necesaria para la accion del receptor. Estudios de
mutagénesis sitio-especifica han permitido la deteccion de secuencias de aminoacidos
importantes para la activacion del receptor. Se ha establecido que en la mayoria de los
receptores nucleares existen dos dominios de activacion de la transcripcion: El primero,
denominado t;, es caracteristico de los GR y equivalente al tipo 1 del dominio activador de
la trascripcion, simbolizado “TAF1”, de los ER. Este dominio se encuentra en la regién
A/B. El segundo dominio, el t; o “TAF2”, se presenta en la region E de todas las familias

de receptores nucleares, incluidos los dos antes mencionados (6).



El funcionamiento de ambos dominios es especifico. A diferencia de lo que ocurre
con la expresion constitutiva de genes comunes a todo tipo de célula (denominados también
coloquialmente como house keeping), la estructura de la region del ADN que tiene
secuencias de nucleotidos especificas y que controlan la frecuencia con la que se sintetiza el
ARN a partir de la informacién contenida en el ADN denominada promotor, en los genes
controlados por los receptores nucleares se tiene una estructura ligeramente diferente, como
se muestra en la Figura 2. En el promotor del gen de la hexocinasa, responsable del
catabolismo de los azucares, se presenta una secuencia TATTAAT, a la que se le denomina
CAJA TATA, y que esta localizada hacia la izquierda del sitio donde se inicia la sintesis
del ARN. Esta sefial es suficiente para que se unan a ella los factores generales de la
transcripcion y. mediante interacciones proteina-proteina, estabilizar la union de la ARN
polimerasa. Por el contrario, en los genes que estan regulados por los receptores nucleares,
se presentan secuencias especificas denominados “elementos de respuesta”, a los cuales se
unen los complejos hormona-receptor para permitir que se transcriban los genes
especificos. La secuencia especifica que presenta el elemento de respuesta a la hormona
(HRE), asi como la concentracidn relativa tanto de receptores como de hormonas, resulta
en una estructura tridimensional de mayor o menor capacidad inductora de la trascripcion.

La eficiencia de la induccidn varia igualmente en la manera en que se lleva a cabo.
En cultivos celulares se ha demostrado que la region TAF1 puede actuar uniéndose a un
promotor simple, auxiliando en la union de los factores generales de la transcripcién a la
caja TATA; la unién de TAF2 requiere de promotores complejos en los que existen,
ademas de HRE y caja TATA, secuencias reconocidas por otras proteinas que en conjunto
actian como un gran complejo multiproteinico reconocido por la ARN polimerasa para
iniciar la trascripcion (1,2,5).

El nimero y tipo de secuencias de ADN al que se unen los receptores es también
importante. Como ya se menciond, las secuencias reconocidas por los complejos
hormona-receptor son generalmente llamadas HRE. Los cuales especificamente son
nombrados remplazando la H en la primera letra por la inicial particular de la hormona en
cuestion; por ejemplo, el ERE es la abreviatura comun para reconocer al elemento de
respuesta al estrogeno, mientras el GRE es el elemento de respuesta a los glucocorticoides.

En experimentos in vitro, se ha demostrado que la unién de TAF1 al ADN requiere varias



copias del ERE para que pueda ejercer su actividad optima. Por el contrario, la unién de
TAF2 actua con un numero reducido de ERE (6).

Otras dos funciones frecuentemente atribuidas a la region A/B son el sinergismo de
receptores y la selectividad de los genes. El sinergismo se presenta cuando se activa la
trascripcion en varios HRE, siendo éste mayor que la suma del efecto de HRE individuales.
En los GR, ER y PR, este sinergismo depende de la secuencia y estructura que se presente
en laregion t, / TAF1.Con las diferentes regiones TAF1 y TAF2, es posible activar
distintas secuencias de genes, ya que son capaces de unirse de manera diferencial a
secuencias similares y no exclusiva y especificamente a una determinada.

En la region C se encuentra el dominio de unién del ADN (DNA Binding Domain o

DBD) que se encuentra conservado estructuralmente en los receptores nucleares. El DBD
esta formado por dos sitios de unién de zinc que establecen enlaces covalentes coordinados
con dos pares de cisteina, separados por diez a 15 aminoacidos. A esta estructura se le ha
denominado “dedos de zinc™; esta constituida por dos porciones a helicoidales, una al
inicio de cada dedo y que se extiende mas alla de ellos. La porcién cercana a la region
aminoterminal interactua con el surco mayor helicoidal para unirse con la secuencia
especifica del ADN; mientras que el extremo cercano a la terminacion carboxilo se
contintia con la porcidn globular de la proteina (7).

Se han encontrado diversas variaciones estructurales que permiten una interaccion
especifica. Por ejemplo, a nivel de la cisteina 9 del receptor para el acido retinoico (RXR),
existe una secuencia adicional de uniéon al ADN denominada “caja A*, localizada entre el
aminoacido 23 al 29 después del segundo dedo de zinc; es decir, al mas proximo a la
terminal carboxilo (2). La “caja A” refuerza la unién del ADN al permitir una mayor
estabilizacion estructural del DBD (1). A pesar de estar presente, esta region no es
funcional en GR y ER. Sin embargo, es posible que la “caja A” sea necesaria para
estabilizar la estructura de estos dos receptores.

Junto con la regién E, la region D es un componente del extremo carboxilo terminal,
cuya funcion principal es la de actuar como bisagra, ya que se encuentra localizada entre el
dominio de unién al ADN o DBD y el dominio de unién al ligando (LBD).

En la region D se encuentra un segmento de aminoécidos con caracteristicas acidas,

que es reconocido por proteinas transportadoras (NIF) que le permiten interactuar con los



componentes del complejo de poro, a través del cual el complejo hormona-receptor es
transportado hacia el interior del nicleo, por lo que se le ha denominado a esa secuencia
especifica de aminoacidos como “secuencia de localizacion nuclear” (NLS) (8).

Los analisis, tanto de mutagénesis de sitio especifico como el de la utilizacion de
.organismos knock out, han demostrado que en la region E se encuentra la secuencia de
aminoacidos que le permiten unirse a la hormona o ligando en una forma estéreo-especifica
al receptor (9). Dicha secuencia es el dominio LBD, el cual ocupa la mayor parte del
receptor y sus dos funciones estan asociadas, la primera con la unién del ligando, y la
segunda con la interaccion de proteinas especificas de méas de una variante de un tipo de
receptores. Como producto de la interaccion con un receptor especifico y en ocasiones con
sus variantes, este dominio permite la dimerizacion representada en la Figura 3 (1). De
forma equivalente, la interaccion del complejo hormona-receptor con el TFIId, uno de los
factores generales de la trascripcion, favorece un ensamble mas eficiente del aparato de
trascripcion permitiendo la sintesis del ARNm (10). Finalmente, en este dominio se unen
también proteinas que inducen la variacion estructural del complejo, especialmente las
proteinas de choque térmico (hsp), que actilan como proteinaas estabilizadoras del receptor
que se encuentra en espera de unirse al ligando. Weihua et al. (11), consideran que la region
terminal del receptor coadyuva a la estructuracion total del propio receptor , permitiendo
una estabilizacion del dominio de unién al ligando y la interaccién proteinica, que le
permite distinguir entre sustancias agonistas y antagonistas del ligando. Este fendmeno
solo ocurre en los ER, lo que es crucial desde el punto de vista de la regulacion de la
trascripcion celular y de aplicaciones terapéuticas, como se discutira posteriormente (1, 12,
13). La region F solamente difiere de la region E en que no esta bien conservada cuando se
compara entre los diferentes vertebrados, por lo que algunos textos la consideran a E y F
como una sola region denominada E/F (14,15).

La interaccion de los ER con otras proteinas como la proteina p160 permite que se
una a este complejo la Histona acetil transferasa (HAT) que permite la modificacion de la
Histona H1 de los nucleosomas por lo que se ensambla un complejo activador en el sitio
ERE. En este caso, la proteina p160 actua como co-activador de la trascripcion iniciada por
el ER. Aunque no implicando la interaccion con HAT, la union de la proteina activadora de

la trascripcion (TRAP) al ER, permite la modificacion del complejo nucleosomal del ERE



por lo que la maquinaria de trascripcion, incluyendo a la ARN polimerasa II, tiene un
acceso mas eficiente. Este tipo de regulacion de la interaccion ER — ADN esta equilibrado
fisiologicamente por la presencia de correpresores. La unién de la proteina Dax-1 permite
que la trascripcion de genes importantes para la diferenciacion sexual masculina y la
espermatogenesis sea atenuada en ratones tratados perinatalmente con citrato de
tamoxifeno. En este caso, la unién de ER-Dax 1 forma un complejo que en lugar de
permitir la interaccion de la ARN polimerasa en los sitios ERE, esta se vea interferida por
lo que no se ensambla adecuadamente evitando la expresion de genes (16).

Aunque el proceso mediante el cual la funcion de los receptores esta descrito con
cierto detalle, aiin existen aspectos que se hacen por analogia con otros modelos existentes.
En resumen, el primer paso en la activacion es la unién de la hormona, que por sus
caracteristicas anfipaticas, atraviesa la membrana celular y se une al receptor. Esta
interaccion induce un cambio conformacional del mismo. El sitio donde el receptor se une
a las proteinas de choque térmico de 90 KDa de peso molecular (hsp90) permanece poco
claro, ya que algunos autores (17,18) favorecen la idea de su localizacion citoplasmatica,
mientras que otros (19) apoyan el concepto de su localizacién e interaccion con el receptor
a nivel nuclear.

Los sitios de unién de la hormona varian de receptor a receptor. Algunos de ellos
muestran sitios tinicos de unién mientras otros tienen sitios multiples. Ain mas, las
interacciones entre moléculas homoélogas de receptores promueven la dimerizacidn, tanto
homologa como heterdloga. Tal es le caso de los receptores a estrogenos (8).

Una consecuencia del cambio conformacional es la exposicion de sitios (secuencias)
de localizacion nuclear (NLS). Estas, al quedar expuestas, interactiian con proteinas
citoplasmaticas del tipo de las NIF 1 y NIF 2, lo que permite que la unidad ligando-
receptor sea posicionada primeramente en la vecindad del complejo del canal o poro de la
membrana nuclear, en donde se asocia con las proteinas que conforman dicho canal. Su
nueva posicion lo coloca en forma tal que lo hace capaz de interrelacionarse con las
laminas LM1 y LM2, proteinas nucleoplasmicas, que, a su vez, actuan como acarreadores
vectoriales de los complejos hormona-receptor hacia el interior del nicleo (19). Las
condiciones nucleares de pH, concentracion y actividad idnica permiten que el receptor

actue como un activador de los factores de trascripcion especifica, que mediante



interacciones productivas e improductivas localiza la estructura del ADN. E1 ADN contiene
la secuencia de su elemento de respuesta especifico (HRE), al cual se une el receptor
activado. El reconocimiento del HRE por el complejo hormona-receptor, permite la
interaccion de éstos con los factores de trascripcion (TF), principalmente el TFIId, para que
en conjunto con el TIFA estabilizan a los ARN polimerasa II, fosforilar su dominio

carboxilo terminal (carboxy-terminal domain, CTD); para que finalmente se lleve a cabo la

trascripcion del gene estructural (20).

La intervencion del receptor en la activacion de la trascripcidon culmina cuando se
inicia su camino de regreso al citoplasma con el ocultamiento de la NLS, la disociacion del
complejo dimérico, y finalmente, la disociacion del complejo hormona-receptor.
Dependiendo de las concentraciones relativas de la hormona, se puede reasociar el
complejo, o bien ser transportada de acuerdo con su gradiente de concentracion hacia el
exterior de la célula.

Para la activacion de los receptores es necesario que estos se fosforilen, en un proceso que
requiere de dosis fisioldgicas del ligando (21). Se ha detectado la fosforilacion de la tirosina
en el ERa de origen humano en la posicion 537 tanto in vivo como in vitro (22). Cuando se
utilizan células que han sido transformadas para expresar un tipo particular de receptor
(23), se ha encontrado que tras la estimulacidn con estradiol, la mayoria de los residuos de
fosfoserina se localizan en la region amino terminal en la posicidon 236 en el DBD, 294 en
la region de la bisagra, 305 enel LBD y 104, 106, 118, 154 y 167 del dominio A/B

las enzimas responsables de este proceso son tirosin cinasa , casein cinasa II (24). En
ausencia de estradiol, otras proteinas que modulan la fosforilacién del ERP incluyen a la
proteincinasa A, proteincinasa C (25), sefales extracelulares como los factores de
crecimiento peptidico, citosina y neurotransmisores.

Si bien la funcién principal de los receptores ERf no es la promocién o regulacion
de la division celular, hay algunas células en las cuales es importante la participacion de los
ER en este aspecto. Tal es el caso de la hiperplasia de glandula mamaria en las cuales el ER
forma parte del complejo que interactiia con las ciclinas para que estas puedan llevar a cabo
la regulacion del ciclo celular. Al mismo tiempo, la interaccion de ER con estas proteinas
permite un aumento en la eficiencia de la estimulaciéon evidenciada como la sintesis

especifica de proteinas steroidogénicas. Asi por ejemplo cuando se induce la sobre
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expresion de la ciclina A en cultivos celulares de osteosarcomas o de células HeLa, al
estimular con estradiol, se incrementa la fosforilacion del ER mientras que cuando no se
induce la sobre expresion de Ciclina A y su asociacion con la Cdk2 (cinasa dependiente de
ciclina), esta fosforilacién no ocurre. Al fosforilarse el ER, se incrementa la tasa de
trascripcidon de genes reporteros. Por otro lado, la fosforilacién del ER dependiente de la
expresion de ciclina D1, no requiere de la intervencion de la porcion reguladora de la cinasa
dependiente de ciclina (26). En ambos casos, las concentraciones de estradiol que se
requieren son inferiores a las que se necesitarian si no se hace la sobre expresion de las

ciclinas.

Receptores estrogénicos

Hasta la fecha han sido identificados dos isoformas de receptores estrogénicos (ER): los
ERa y los ERP. Los estrogenos presentes en el plasma penetran a sus células blanco en
tejidos llamados *“clasicos™ que se encuentran en el ttero, glandula mamaria, placenta,
higado, sistema nervioso central, sistema cardiovascular y hueso. Las células blanco de este
grupo de tejidos son ricas en ERa.

Existen otros tejidos considerados “no clasicos”, entre los que se incluyen prostata,
ovarios, glandula pineal, glandula tiroides, paratiroides, adrenales y pancreas, asi como la
vesicula biliar, la piel, tracto urinario, tejido linfoide, tejido eritroide, pulmon, epitelio
intestinal y algunas regiones del cerebro que expresan poco ERa, pero que contienen
cantidades significantes de ERpB. El tejido muscular estriado es unico, puesto que en €l se
expresa de manera elevada el ERp y esta casi ausente el ERo (11,12).

Como miembros de la superfamilia de los receptores nucleares, los estrogénicos
modulan la trascripcidn interactuando con las secuencias regulatorias del ADN celular,
uniéndose discriminadamente con secuencias especificas del genoma, asi como a
correpresores y coactivadores para regular la accion del complejo de ARN polimerasa. Los
efectos moduladores de los ER sobre la trascripcién se llevan a cabo en una serie secuencial
de eventos. Al unirse los ER con los estrogenos, desencadenan cambios en la forma del
receptor que consisten en la disociacion de un complejo correpresor del ER y la unién de
¢éste con un complejo coactivador. Estos tltimos son moléculas que al interactuar con el

receptor le confieren la actividad de trascripcion, resultando en la trascripcion de genes que
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contienen elementos de respuesta a los estrogenos (ERE). Por el contrario, en ausencia de
estrogenos, los ER se asocian con los correpresores que inhiben la actividad de trascripcion
(17,27,28). Como veremos posteriormente, la interaccion de ligandos, represores,
correpresores, proteinas activadoras asi como analogos son mecanismos altamente

regulados.

Estructura de los ER

En el caso de los receptores estrogénicos, hasta la fecha se han identificado las variedades
ERa y ERP. Estos receptores son diferentes en cuanto a la eficiencia con que inducen la
trascripcion (27,29). Inicialmente, se habia encontrado que la principal funcion la llevan a
cabo los receptores ERa. Sin embargo, el empleo de las metodologias de ADN
recombinante permitieron la clonacion, caracterizacion y estudio tanto de los ERp asi como
de variantes adicionales de estos genes. Actualmente sabemos que de las dos variantes
generales, hay moléculas que presentan a su vez cambios en su secuencia y estructura sin
que se traten de genes adicionales. La explicacion de estas nuevas variaciones depende de
la forma en que se procesa el ARNm desde que se transcribe, hasta que es transportado al
citoplasma donde finalmente sera traducido en una proteina.

Al igual que una gran cantidad de genes eucariontes, el ADN contiene secuencias
que son transcritas y ademas traducidas, mientras que otras ain siendo colineares con las
anteriores son transcritas pero no traducidas por lo que no estan representadas en la proteina
Al primer tipo de secuencias, Wally Gilbert les denominé exones, para diferenciarlas de los
trascritos que conforma a los intrones y que permanecen dentro del niicleo.

Aln asi, no en todos los casos la remocidon de intrones y el empalme de exones
proceso que en ingles se denomina splicing , implica la remocién total de los intrones y el
empalme de todos los exones para formar el ARN que sera finalmente traducido.

Cuando no estan excluidos todos los intrones y/o solo algunos exones son
selectivamente empalmados, a la proteina resultante se le denomina variante proteinica
derivada de un empalme alternativo cuyo termino en ingles es splice variant con lo que se
indica que no se trata de un gen alternativo, sino de un proceso en donde uno de los
modulos de la proteina es cambiado por otro sin que tenga lugar mutacion, recombinacion o

algun otro proceso que altere al gen. Los mecanismos moleculares tanto del proceso de
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corte y empalme general como el alterno estan bien documentados e incluso hay algunos
autores que lo toman como un mecanismo que amplia la variabilidad con que cuenta el
organismo (30)

En el caso particular de los ER, los dominios carboxilo terminal, el de unién al
ADN y amino terminal son los que presentan variantes en el corte y empalme. En el
testiculo humano la variante ERPcx presenta variacion a partir del exon 8 en el cual se
presenta un exon alterno que codifica para 23 residuos de aminoacidos en lugar de los 65
que deberian estar presentes si se empalmara el exon 8 clasico. Obviamente la consecuencia
funcional de este cambio es la eficiencia con que se induce la trascripcion al estar
comprendida dentro de la region que activa la trascripcion (TAF2). Comparativamente, la
variante que incluye al exon 8 el receptor puede unirse con el ligando pero no asi con el
ERE en al ADN. Aunque este funcionamiento pudiera parecer inadecuado, también es
importante pues regula la poblaciéon de ligando unido a receptores que tengan una
conformaciéon adecuada para llevar a cabo la trascripcion por lo que solamente una
poblacion adecuada de receptores bien conformados son los encargados de que se
transcriban a un determinado nivel los genes especificos, aunque el tejido se encuentre en
un ambiente en donde la presencia de ligandos sea mucho mayor a la requerida para el
optimo funcionamiento (31). De la misma forma, la variante ERBcx puede formar dimeros
con el ERa mas que con el ERPB por lo que interfiere en el proceso de trascripcion
dependiente de ERa (31).

Si se compara la secuencia de aminoacidos entre los ERa y ER, ambos receptores
presentan 96% de homologia de sus aminoacidos constituyentes, aunque no es una regla
aplicable a todas las regiones del receptor; ya que en las regiones DBD y LBD solo existe
una similitud de 53% (Figura 4). Aunque no se han demostrado experimentalmente, estos
datos sugieren que el ER[ puede reconocer y unirse a ERE similares a los que el ERa
reconoce y une. Sin embargo, cada uno de ellos tienen una afinidad diferente por los
distintos ligandos. Por otro lado, la poca similitud entre los dos receptores en las porciones
TAF1 y TAF2 sugiere que diferentes tipos de proteinas interactuan en los complejos de
transcripcion y éstas actuan sobre tejidos especificos (11,32).

Existen evidencias experimentales que muestran cdmo los dos receptores se unen a

ERE clasicos, con similar afinidad como lo es el 17B-estradiol, con 0.06nM para el ERB y
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con 0.02nM para el ERa. Sin embargo, los resultados obtenidos utilizando diferentes
ligandos, como el coumestrol y la genisteina, muestran preferencia por el ER (33,34).

El ERa juega un papel importante en la proliferacion de células y el aumento de
peso del utero. E1 ER} ejerce acciones similares a nivel uterino, pero requiere
concentraciones mayores del ligando que el ERa (34). Cuando el ERa se encuentra
ocupado por estrogenos, disminuye marcadamente la cantidad de ARNm que codifica para
los receptores de progesterona (PR) y de andrégenos (AR). En contraste, cuando el ERp se
encuentra unido a su ligando con baja afinidad, solamente induce una disminucién marginal
en PR y AR. Cuando ambos ER, o y B se encuentran ocupados, aparentemente trabajan en
cooperacion incrementando la supresion de ARNm del PR. La accién sinérgica de ambos
tipos de ER sobre los PR solo se ha observado en las células epiteliales del lumen uterino.
Algunos autores sugieren que el ERa es el que regula a los PR en el utero por si solo,
mientras que la expresion del AR es predominantemente regulada por el ERa, pero puede
ser modulada por el ERP (35,36).

Tanto los estrogenos como los ERa. y ERB son de importancia en los tejidos del
ovario; los estrogenos son producidos por las células de la granulosa en el foliculo ovarico
durante la vida reproductiva, siendo el ERa el que mas se expresa en las células
intersticiales del estroma y en las células de la teca. El ERP se sintetiza principalmente en
la granulosa de los foliculos en crecimiento, aunque también se puede expresar en algunas
células del estroma ovarico de algunas especies (11).

En modelos experimentales tales, como los ratones, en los cuales no se expresa el
receptor estrogénico 3 (ERP -/-); los foliculos ovéaricos muestran atresia progresiva y por
consiguiente, reduccion en la ovulacion.(11).

Los estrogenos también juegan un papel importante en la reproduccién del macho,

ya que en los vasos deferentes y rete testis del testiculo se expresa gran cantidad de ERa,

mientras que en el epididimo se expresan tanto los ERa como los . La rete testis
transporta los espermatozoides al epididimo para su maduracién. Aqui se lleva a cabo la
absorcion de una buena parte del liquido que acompaiia a las células espermaticas
provenientes de la rete testis. Esta accion es mediada por estrégenos, que al incrementar la

concentracion espermatica, favorecen su sobrevivencia y maduracion. La deficiencia de
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estrogenos o la insensibilidad tisular a ellos resulta en la acumulacién de fluidos en los
vasos deferentes, un incremento del peso testicular y una atrofia posterior de dichas
gbnadas (37).

Ademas de las funciones en los drganos reproductivos, los ERa juegan un papel
muy importante en la remodelacion 6sea. Se ha demostrado que la ausencia del ERa o una
baja cantidad de estrégenos, disminuyen la remodelacion 6sea. La sola presencia de los
escasos ERP aun ante elevadas concentraciones de estrogenos no es suficiente para este fin
(38,39).

En el SNC, el ERa esta presente en las neuronas localizadas en el area preoptica
medial, en los nucleos hipotalamicos arqueado, ventromedial y en la amigdala. Todas estas
areas estan involucradas en la regulacién de la funciéon gonadal y son responsables de la
conducta sexual (40). El ERp se expresa en la corteza cerebral, el hipocampo, asi como en
los nucleos paraventricular y supradptico del hipotalamo, donde el ERa  no se encuentra o
al menos no ha sido identificado (11).

El patrén de distribucion de ambos receptores sugiere que tienen diferentes
funciones en el cerebro. En modelos experimentales con ratones knocked out, es decir,
que no expresan el ERa (ratones ERa’); no se han encontrado alteraciones en el SNC. Sin
embargo, se han detectado cambios importantes en la morfologia del cerebro en ratones
ERp -/-, tales como la hipocelularidad en el cerebro, asi como un déficit de tipo
somatosensorial a nivel de la corteza cerebral; siendo, en cambio, marcada la proliferacion
de células de la astroglia en el sistema limbico, mas no en la corteza (41).

En el sistema cardiovascular se expresan tanto los ERa como los ER (42). Aqui
los estrogenos inhiben la respuesta vascular al dafio y el desarrollo de ateroesclerosis. El
efecto protector de los estrogenos probablemente se deba a la inhibicion de la proliferacion
celular en el musculo liso vascular y a la estimulacidon del tamafio de las células
endoteliales, produciendo vasodilatacion (43).

Efectos no genomicos de los estrogenos

En contraste con los efectos gendmicos de los estrogenos, a los cuales ya se hizo referencia
y que estan mediados por un ERa o B, se han descubierto efectos adicionales de los
estrogenos que no son explicados por las interacciones tradicionales del ligando con el ER.

A diferencia de la respuesta que implica la sintesis, primero de un ARNm para luego, ser

15



traducido en una proteina especifica, recientemente se han examinado acciones de los
estrogenos que se ejecutan en segundos. En estos casos se ha determinado que no tiene
lugar la estimulacion de la expresion génica, por lo que a este tipo de respuestas se les ha
denominado como “‘efectos no gendmicos” de los estrogenos, observados en diferentes
tipos celulares (44). El uso de inhibidores de la trascripcion del ADN como la actinomicina
o la cicloheximida, no son eficientes para inhibir las acciones estrogénicas de tipo no
genomico. Por el contrario, se ha demostrado que intervienen procesos como el
reclutamiento de senales de localizacion de la membrana celular, los cuales incluyen al
segundo mensajero AMP ciclico, calcio y 6xido nitrico, asi como la activacién de cinasas
como tirosin cinasa, proteincinasa A (PKA) , proteincinasa C (PKC), ERK (extracellular

signal-regulated kinase) y la proteincinasa B (PKB) , entre otras. Estos procesos que

semejan a los evocados por receptores transmembranales unidos a sus ligandos, se han

observado en los sistemas neuronal, vascular y oseo (44-46).

Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos
Los estudios de la fisiologia de los ER han tomado ventaja de la accién de sustancias
moduladoras selectivas de los receptores estrogénicos (SERM), farmacos que actuan como
ligando en el LBD del receptor estrogénico. Al unirse un SERM y un LBD de los ER,
promueven los cambios de conformaciones del receptor, activandolo asi de diferentes
maneras, como agonista o antagonista. Lo anterior depende del tipo de célula y la
presencia de los promotores y correguladores asociados (14,47). Actualmente, los
principales usos que se le ha dado a los SERM es como un componente en la terapia de
tumores dependientes de estrogenos que se desarrollan en la glandula mamaria y la
prostata. (48). Un promisorio descubrimiento se refiere al uso del raloxifeno como un
inhibidor potencial de la proliferacion de tumores mamarios, siendo su aplicacion principal
la prevencion de osteoporosis, con la consecuente disminucion del riesgo de fracturas por
el incremento de la densidad mineral 6sea. También se han demostrado efectos benéficos
del raloxifeno en el sistema cardiovascular y en el dtero, donde actiia como antagonista
estrogénico. (49).

En esta escueta revision se proporciona un panorama actualizado de los estudios

disponibles de los receptores estrogénicos. Aun en la literatura especializada, no quedan
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muy claros algunos de los procesos que deben llevarse a cabo para que la estimulacion

estrogénica pueda inducir la respuesta del tejido blanco. Sin tratar de llegar a los extremos
de la constitucion, estructuracion y regulacion fina de la expresion de los genes implicados
en el proceso, se ha establecido una correlacion entre la estructura, funcién y regulacion de

los receptores para poder brindar de manera accesible estos aspectos a los lectores.
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ABSTRACT: Vampire bat control strategies have not changed in México for more than 40 years. Anticoagulants and strychnine
are frequently used to reduce bat populations and the prevalence of rabies. Despite these control efforts, vampire bat-borne rabies
continues to have a significant economic impact. A new control method is being developed that takes advantage of the reproductive
changes induced by phytoestrogens in mammals. In this study, we fed bats the phytoestrogen coumestrol, for 30 days and
examined its effect on the reproductive organs of male and female vampire bats in laboratory tests. For males, coumestrol resulted
in an increase in weight and loss of the typical histological structure of testes. Treated females had no corpora lutea in their ovaries
and fewer primordial folliculi were observed. These results suggest that coumestrol might be a candidate replacement for anti-

coagulants used for vampire bat control.
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INTRODUCTION

Vampire bat (Desmodus rotundus) control strategies
in México have not changed in 40 years, with
anticoagulants and strychnine commonly used. Despite
control efforts, the economic impact of cattle rabies
continues to grow. Bovine paralytic rabies is the main
vampire bat-bite derived disease (McColl et al. 2000).
New control techniques are required to complement
present procedures.

A new control method that takes advantage of the
reproductive changes induced by phytoestrogens such as
coumestrol in mammals (Burroughs 1995, Medlock et al.
1995) is being developed and tested for vampire bat
control. The aim of this strategy is to reduce vampire bat
populations by reducing their reproductive rate. Such a
strategy would decrease vampire bat populations but not
affect other species, thereby keeping the ecological niches
occupied and avoiding their occupancy for other
newcomer rabid vampire bats.

MATERIALS AND METHODS

Three males and 3 females were assigned randomly
into either a control group (1 male and 1 female) or to the
experimental group (2 males and 2 females). We fed

experimental animals a 15-ml mixture of coumestrol (200
ug) dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), and bovine
defibrinated blood daily for 30 days. The control group
was fed 15 ml of bovine defibrinated blood and DMSO.

After treatment, all animals were sacrificed by
anesthesia and heart puncture, and the reproductive
organs were analyzed for gross anatomical and
cytological changes. All animals were from our rabies-
free breeding colony. All animals were maintained in
individual containers in an environment-controlled room
(26°C, 60% humidity, 20 hours of darkness) in our
animal facility.

RESULTS

Testes of treated males were heavier (160 + 18 mg)
than those of the control male (139.1 mg). We did not
observe any other macroscopic differences in the
reproductive organs of males. Treated males did not have
the typical histological structure, and interstitial Sertoli
and sperm cells were no longer structured. The untreated
male had well-structured seminal tubules with sperm cells
in different maturation steps (Figure 1).

The mean ovary weight of treated females was higher
in treated females (105 = 6.5 mg) than the untreated
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(a) Control male
Figure 1. Histological changes in the seminiferous tubuli of testes in male vampire bats treated with 200 ug coumestrol/day
compared to the control male. The control male had well structured seminal tubules with sperm cells in different
maturation steps. Treated males have lost the typical architecture, and interstitial Sertoli and sperm cells are no longer
structured.

'(a) Control female

(b) Tre;ed female

(b) Treated male

Figure 2. Histological changes in the ovary structure induced by coumestrol in treated female vampire bats compared to
the control female. In the control female, a conspicuous luteum body occupies most of the image but some folliculi can
also be seen. Treated females have no corpora lutea in their ovaries and fewer primordial folliculi are observed.

female (95 mg). Coumestrol also induced a reduction in
uterus weight (98.4 = 1.4 mg) compared to the untreated
female. Vaginal smears of treated bats indicated a
continuous estrous. Treated females had no corpora lutea
in their ovaries and fewer primordial folliculi were
observed (Figure 2). In the untreated female, a
conspicuous luteum body occupied most of the image
although some folliculi were observed.

DISCUSSION

A more effective, specific, and environmentally-safe
alternative ‘to the current anticoagulant strategy for
vampire bat population control in México and other
countries is needed. In this study we have explored the
potential of phytoestrogens to impair the reproductive
capacity of vampire bats. Our results indicate that the
phytoestrogen coumestrol induced gross anatomical and
cytological changes in both male and female reproductive
organs. These results indicate that a phytoestrogen-based
strategy may be a potentially useful alternative for
vampire bat population control. Further studies are

needed to asses the reproductive impact of coumestrol on
biochemical and endocrine processes of vampire bats, and
to further develop this concept to provide a more
effective, specific, environmentally-safe and acceptable
strategy for vampire bat population control in México and
other countries.
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Abstract

Desmodus rotundus is the most important vector of bovine paralytic rabies (BPR).
Campaigns for controlling its population in Mexico are not satisfactory, since the BPR
national reports in 2004 show that relative to 2003, number of BPR cases in many States
was incremented. The current strategy for controlling D. rotundus is to kill as many
individuals as possible by the application of a warfarin ointment to captured animals, which
spread the drug to other members of the colony during the grooming activities. In the
present, a new no-killing culture is predominant throughout the world, thus new control
methods are required to maintain populations of pest low. Based on data produced in
rodents in which reproductive alterations were induced by phytoestrogens, we are
developing a method to induce infertility with coumestrol in D. rotundus. In this short
communication ‘we are reporting the demonstration by fluorescence that coumestrol binds

to estrogen receptor B in testis of D. rotundus. This finding is an evidence that coumestrol

is a potential reproductive control agent for vampires.
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Resumen

Las campanas de control del Desmodus rotundus, transmisor de la rabia paralitica bovina,
no han sido satisfactorias. Los casos reportados a junio de 2004 son superiores en algunas
entidades de la Republica Mexicana, que los de 2003. Cuando se disefi6 la estrategia en uso
(warfarina aplicada topicamente), la investigacion en el manejo de fauna silvestre daiiina
consistia en lograr su eliminacion. Actualmente, a nivel mundial, se exigen nuevas
estrategias enfocadas hacia el control no letal de la fauna silvestre nociva. Una posibilidad
de control no letal del D. rotundus es mediante el uso del fitoestrdgeno coumestrol. El
coumestrol se une al receptor estrogénico  (ERB), produciendo alteraciones reproductivas
en diferentes mamiferos. En este trabajo se detect6 por primera vez, mediante la aplicacion
in vitro de coumestrol y usando técnicas de fluorescencia, la existencia de ERP en
testiculos de D. Rotundus, Este hallazgo permite proponer al coumestrol como un elemento

con potencial en el control reproductivo de los murciélagos vampiros.

Palabras clave

Control reproductivo, Desmodus rotundus, Receptor estrogénico 3, coumestrol.



Introduccion

Pese a los esfuerzos encaminados al control de la rabia paralitica bovina (RPB) transmitida
por el vampiro Desmodus rotundus, hasta la fecha la diseminacion de esta enfermedad la
cual contintia en aumento territorio nacional.

El numero de bovinos en el pais en el afio 1999, fue de 30,177,135 cabezas (1); de estos,
19,889,477 se encuentran en estados donde la campaiia contra la RPB esta en fase de
control. Segun la Organizacion Internacional de Salud Animal (OIE), durante 2003 en
México (2) se vacunaron 8,365,829 bovinos contra la rabia y se documentaron 272 focos

de rabia en esta especie y 16 focos en quirdpteros, durante el mismo periodo.

La revision de los informes de casos de RPB de 2003 y 2004, elaborados mensualmente
por la Direccién de Vigilancia Epidemioldgica (3), muestran que lejos de haberse
establecido un control de este padecimiento, la tendencia es que en 2004, se superara el
nimero de casos registrados hasta noviembre de 2003; particularmente en algunas
entidades como Campeche en donde reporto 11 casos acumulados para noviembre de 2003
y al reporte preliminar del julio de 2004 reporta 14 casos, en el mismo periodo Chiapas
reporta 8 y15 respectivamente, Nayarit 1 y 4, San Luis Potosi 57 y 47 y Tabasco 15y 17

Casos.

Las medidas de control del Desmodus rotundus empleadas actualmente fueron diseiiadas en
los afios setenta, y se basan principalmente en el estudio del comportamiento de este
quiroptero, asi como el uso de estrategias de tratamientos topicos con anticoagulantes en

forma de pasta, principalmente warfarina; a individuos capturados para que después de



regreso a sus refugios, mediante acicalamiento comunal diseminen el anticoagulante a otros
individuos de la colonia. (4). Esta que parece ser la principal ventaja del esquema de
control, al mismo tiempo es una gran desventaja ya que en muchos casos deja al nicho
ecologico vacio.

Las estadisticas oficiales indican que las estrategias en uso son insuficientes para
establecer un control efectivo del D. Rotundus; por lo que es necesario complementarlas o
sustituirlas con otros esquemas de control que incorporen criterios tales como: selectividad,
efectividad, proteccion al medio ambiente y el mantenimiento del nicho ecoldgico ocupado.
Esto ultimo, para evitar que vampiros infectados de rabia provenientes de otras zonas
ocupen el nicho, ahora vacio, que anteriormente ocuparan los vampiros no rabiosos
eliminados por la warfarina (5).

En la década de 1960, la investigacion en el manejo de fauna silvestre dafina se encamind
hacia el disefio de la mejor forma de eliminar a los animales, aceptando las consecuencias
que esto generara, como la eliminacion de especies no blanco. Las tendencias cambiaron
en la década de los 80; cuando se inicio la regulacion de los plaguicidas. Por primera vez
se tomaron en cuenta los entornos ecoldgicos y la calidad del medio ambiente y hacia
mediados la década de 1990 y primeros aflos del nuevo milenio, se plante6 la necesidad de
desarrollar nuevas estrategias no letales de control de la fauna silvestre nociva. Se asume
que al haber menos individuos dafiinos, su impacto nocivo al entorno ecologico disminuye
considerablemente (6).

Los fitoestrogenos son compuestos naturales derivados de las plantas, los cuales son
reconocidos por los receptores estrogenitos de los tejidos animales; por lo que mimetizan y
en algunos casos suplen a los estrégenos endogenos (7). Los fitoestrégenos se dividen en

tres grandes categorias: las isoflavonas, los coumestanos y los lignanos. Una sola planta es



capaz producir diferentes tipos de fitoestrogenos, por ejemplo los frijoles de soya son ricos
en isoflavonas, aunque las plantas de soya en crecimiento tienen cantidades importantes de
coumestanos (7). Dentro del grupo de los coumestanos se encuentra el coumestrol ( 3,9-
dihidroxy-6h-benzofuro [3,2-c][1]benzo-pyran-6-one), que se une con afinidad similar a la
del estradiol al receptor estrogenico 3 (8).

Las lineas de investigacion en contracepcion animal son diversas y han sido adaptadas para
la especie de interés. El anticonceptivo ideal para Desmodus rotundus sera aquel que sea
efectivo, econdomico, de facil administracion y especifico. Miller y Fagerstone (9),
mencionan la posibilidad de utilizar fitoestrogenos para inducir infertilidad en animales
silvestres. En roedores, el tratamiento con coumestrol induce cornificacién vaginal
persistente, foliculos ovaricos hemorragicos, apertura vaginal prematura en neonatos y
reduccion de la tasa de ovulacion cuando se administra oralmente de SO y100ug (10).
Medlock y colaboradores (11), compararon el efecto de diferentes dosis y tipos de
fitoestrogenos en el utero de ratas neonatas en desarrollo y encontraron que entre el dia 1 a
5 de la administracion se presenta una hipertrofia que es mas severa de manera
dependiente de la concentraciéon y no del tipo de fitoestrégeno utilizado. Sin embargo,
cuando se utilizan 100pg de coumestrol por un periodo prolongado, produce bloqueo de
los receptores estrogénicos con la consecuente disminucion del tamafio uterino.

Ademas de las alteraciones estructurales en el tracto reproductor, el coumestrol
administrado por via oral induce alteraciones en el desarrollo neuroendocrino de ratas
lactantes, asi como la inducciéon de ciclos anovulatorios en ratas adultas. (11). Con

tratamientos similares, en machos se ha documentado una baja de peso y de la libido (12).



Miksicek (1993) observo en cultivos celulares la especifidad y afinidad del coumestrol a
los receptores estrogénicos. La union del coumestrol puede ser evaluada por microscopia de
fluorescencia (13), que como un método no isotépico puede ser util para la caracterizacion
y diferenciacion de receptores estrogenicos o y B (14). En este trabajo se examind la
presencia de receptores estrogénicos beta en testiculos de Desmodus rotundus por
microscopia de fluorescencia, para evaluar la posibilidad de utilizar al coumestrol en el

control reproductivo de este quiréptero.

Se obtuvieron quirurgicamente los testiculos de dos individuos adultos de D. rotundus, los
cuales fueron seccionados en trozos de 1 mm’ . Los fragmentos de tejido fueron
distribuidos aleatoriamente en cada uno de los dos tratamientos: control negativo y grupo
experimental. El grupo experimental se traté por inmersion del tejido en 7 concentraciones
diferentes de coumestrol (1000, 250, 83.3, 27.7, 9.25, 3.08 y 1.028ug). Como control
negativo se utilizo Dimetil sulféxido (DMSO: 0.5 ml) que fue usado como diluyente del
coumestrol.

La incubacion se realizé a 37°C en camara himeda protegida contra la luz durante 30
minutos. Para la observacidn al microscopio de fluorescencia, las muestras de tejido se
procesaron por la técnica de “squash” convencional, sin agregar fijador. Se utilizé azul de
metileno al 0.001% p/v como colorante de contraste. Las observaciones se realizaron con la

ayuda de un microscopio Univar a 100 diametros.

La deteccion de receptores 3 para estrogenos se obtuvo con concentraciones tan bajas como

1.028 ug (Figura 1); de hecho, se observo el 100% de fluorescencia con la concentracion



de 27.7 pug de coumestrol ( Figura 2). La mejor definicion de los receptores B, y con ello de
las estructuras anatomicas del testiculo, se logré utilizando una concentracion equivalente a
25.75 mM de coumestrol (1.028 pg: Figura 2). En todas las zonas testiculares analizadas
con esta concentracion, fue posible detectar la presencia de receptores estrogenicos 3 en
una forma congruente con la disposicién de los tibulos seminiferos, dejando libre de senal
fluorescente las zonas carentes de tejido. Estas observaciones se facilitaron por el contraste
brindado por el azul de metileno utilizado como colorante vital (Figura 2 ). En las

preparaciones testiculares del testigo, no se observo seiial fluorescente alguna (Figura 4).

La primera etapa en el desarrollo de un tratamiento especifico mediante hormonas, sus
analogos o inhibidores, esta asociada a la presencia de los receptores con los cuales puedan
interactuar. A pesar de que en la literatura aparecen informes de las alteraciones inducidas
por fitoestrogenos en distintas especies animales diferentes al vampiro, son pocos los
articulos en los que se intenta la localizacion de receptores (15). Esto se debe
principalmente a la dificultad que implica manejar una poblacidn heterogénea como lo es la
de los receptores a y B estrogénicos. En la literatura examinada, se encontraron pocos
trabajos en los que se identifican los receptores B estrogénicos en asociacion con la’
aplicacién de coumestrol. Dichos estudios se efectuaron en cultivos de células (Cos-7) y
receptores estrogenicos de origen humanos (13, 14). En el presente trabajo el coumestrol
hizo factible la deteccion de receptores B estrogénicos en el testiculo de D. rotundus. Estos
resultados generados en tejidos de D. rotundus, junto con los de otros articulos que
documentan los dafios que el coumestrol produce en tejidos reproductivos de otras especies,
indican que es factible explorar la posibilidad de utilizar el coumestrol en el control

reproductivo del vampiro. A diferencia de los compuestos que actualmente se estan



utilizando en el control de D. rotundus, el coumestrol es un compuesto de origen natural

por lo que no contaminaria el medio ambiente y permitiria un control paulatino

poblacional manteniendo el nicho ecologico ocupado.
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Figura 1. Fluorescencia relativa de coumestrol en testiculo de Desmodus rotundus.
Preparaciones tratadas con coumestrol a diferentes concentraciones se evaluaron al
microscopio de fluorescencia. La fluorescencia relativa se determiné arbitrariamente
tomando como base las imagenes del control negativo y la muestra de mayor contenido de
fitoestrogeno como 0 y 100%, respectivamente.
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Figura 2. Deteccion de receptores estrogénicos 3 en el testiculo de Desmodus rotundus
mediante la union con coumestrol. Arriba izquierda: La microfotografia al microscopio de
fluorescencia se obtuvo con la fluorescencia producida por la unién del fitoestrégeno en la
concentracion de 1.028 pg. Notese la definicion que se tiene de los tibulos seminiferos
proporcionada por la union a receptores P estrogenicos comparada con la vista a campo
claro contrastada con azul de metileno 0.001 % p/v (Arriba derecha).

Abajo izquierda: Con la concentracion de 27.7 pg de coumestrol se observa el 100% de
[luorescencia y poca definicion en el tejido testicular , contrastada con el control negativo
(Abajo derecha)
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La super familia de los receptores nucleares.
Héctor Serrano y Juan José Pérez-Rivero Cruz y Celis

Dentro de la practica profesional, nos encontramos que ocasionalmente tenemos que
aplicar medicamentos cuyos efectos principales son muy poco conocidos. El efecto
esperado en su mayoria de veces es mucho menor a los efectos no deseados. Uno de estos
casos es el manejo de hormonas. ;como es posible que se presenten variaciones tan grandes
cuando se utiliza un mismo tipo y dosis de hormona? ;cual es la razon de que mientras una
inyeccion de FSH/LH induce la ovulacién en una vaca, a la vaca vecina, mantenida bajo
las mismas condiciones, esa dosis no tenga efecto?;qué sucede cuando una vaca tiene una
prefiez gemelar en donde uno de los productos deberia ser un macho y lo que se obtiene es
un hermafrodita, fenémeno conocido como free martin?. La respuesta al menos al tltimo
cuestionamiento radica en la manera en que se lleva a cabo la estimulacién por hormonas
esteroidales, la interaccidn con receptores especificos y la respuesta que inician permitiendo
la expresion de genes. En este capitulo se estudiaran la estructura y funcién de los

receptores nucleares, tomando como modelo de estudio a los receptores a estrogenos.

El funcionamiento de un organismo depende tanto de las condiciones internas como su
capacidad de respuesta ante las condiciones del medio. Dentro de las primeras se encuentra
el componente genético mientras que en las segundos sobresale la alimentacion, y el medio
ambiente.

El punto medio se encuentra a nivel molecular en la interaccion de substancias exdgenas o
endogenas y receptores. El primer punto de contacto para algunos de ellos se encuentra a
nivel de membrana, tema tratado en otro capitulo de esta misma obra. Sin embargo, existe
un grupo de protagonistas cuya interaccion se realiza dentro de la célula y cuya accidn se
define directamente en el nucleo de la célula. A este ultimo tipo de interaccion es a lo que
nos abocaremos en este capitulo. En términos generales, y dado que la accién de los
receptores se lleva a cabo en el nicleo, se les ha denominado genéricamente como

receptores nucleares. Al inicio de la década de 1980, estos receptores estaban representados



unicamente por los receptores a andrégenos, progestagenos y con menor importancia, a
receptores que en algunos animales inferiores promovian efectos especificos como el del
acido retinoico, mejor conocido como precursor de la vitamina A. Con el advenimiento de
los estudios de clonacion génica, mapeo y secuenciaciéon de genes que tuvo su auge en las
décadas de 1980 y, primordialmente, 1990, el nimero de genes cuya secuencia se parece a
la de estos permitié establecer no solo una gran variedad de receptores, sino una relacion
incluso filogenética entre ellos. Actualmente ya no es suficiente con hablar de receptores
nucleares, sino que es necesario explicar la siper familia que conforman. La stper familia
de los receptores nucleares esta conformada por los receptores a andrégenos (AR), a
estrogenos (ER), a progesterona (PG), a glucocorticoides (GR), a hormonas tiroideas (TR),
para el acido retinoico (RXR) y los receptores para vitamina D3 (VDR). A partir de
estudios de comparacion de secuencias se ha caracterizado una serie de proteinas que
comparten con los receptores nucleares rasgos estructurales que en su mayoria estan
asociados a la induccion de la trascripcion pero cuyo ligando no esta caracterizado. Este
grupo de receptores recibe el poco atractivo nombre de receptores huérfanos para denotar
que se desconoce el ligando al cual responderian. Este campo es importante pues a partir de

ellos se estan realizando proyectos que demuestran su alto potencial farmacoldgico.

La terminologia empleada por los especialistas en ocasiones es dificil. Sin embargo, la
relacion entre ella y lo que trata de explicar es relativamente sencilla. Asi pues, el primer
paso en la accién de una hormona es la interaccién con una proteina de unidén especifica
que puede estar situada en el exterior o interior de las células que componen aquellos
tejidos donde una hormona determinada ejerce su efecto fisiolégico. A dichas células se les
denomina blanco, a la proteina especifica se le conoce como receptor y a la hormona que

se une al receptor se le conoce como ligando.

El receptor para una hormona determinada tiene una distribucion apropiada en los tejidos
donde la hormona ejerce su efecto fisioldgico y esta ausente en los tejidos donde la
hormona no ejerce su efecto biolégico. Debido a que las concentraciones de hormonas en
los fluidos corporales son relativamente bajas, del orden de los pico gramos y nano gramos

(millonésimas o mil millonésimas de gramo), el receptor debe tener una gran afinidad para



su hormona o varios sitios de unién que actien de forma conjunta y potenciada entre si.
Para una célula blanco, el nimero de receptores es finito en un tiempo determinado por lo
que la poblacion de receptores es saturable, es decir, el exceso de una hormona determinada
en circulacion no implica que tenga un efecto superior al efecto fisiologico esperado pues
estaria respondiendo solamente con la misma cantidad de receptores que tienen los sitios
ocupados. Una analogia que podriamos presentar es el equivalente a tener cincuenta dardos
somniferos disparados por una sola escopeta de dos tiros. A pesar de que podria
eventualmente disparar todos los dardos, en cada ocasion tendra solamente dos y disparara
solamente uno cuando se jale del gatillo.

Una consecuencia de la interaccion entre la hormona y el receptor es su temporalidad.
Dificilmente podriamos explicar la razén por la cual un organismo es capaz de responder a
un estimulo tan rapidamente si no se atendiera a la cinética de interaccion. En ella, se tiene
una velocidad de unién dependiente de la afinidad existente entre el receptor y la hormona.
Un receptor que tenga una alta afinidad al ligando lo retendra de manera preferente sobre
aquel en el cual la afinidad es menor. De la misma manera, los receptores de baja afinidad
raramente seran ocupados por el ligando. Esta interaccion entre diferentes receptores y sus
ligandos permiten que el efecto de una hormona con frecuencia decaiga rapidamente,
debido a la reversion de la union de la hormona con su receptor.

Cuando se introduce una hormona esteroidal marcada radiactivamente, después de un
tiempo se puede detectar en el nicleo de las células blanco. Esto se debe a la interaccion
con su receptor especifico. Sin embargo, ;cuales son las caracteristicas de este receptor?,
¢como se lleva a cabo la respuesta que implica la interaccion de la hormona? A que se debe
que no todos los organismos respondan a la misma dosis de estradiol cﬁando se trata de
inducir el celo o sea necesario la aplicacion de varias dosis de prostaglandinas para

disminuir la cantidad de progestagenos que no permiten un nuevo servicio a una vaca?

Estructura de los receptores nucleares

Los receptores nucleares tienen una estructura modular, presentan 4 6 5 diferentes

dominios. Como se muestra en la figura 1, en el extremo amino terminal se encuentra una



serie de aminoacidos colocados en posiciones especificas a cada receptor que permiten la
interaccion del receptor con el aparato de trascripcion que sintetiza el ARN durante la
trascripcion. En la mayoria de los receptores nucleares existen dos dominios de activacion
de la trascripcidn, el t, en los receptores de glucocorticoides (GR) y TAF1 en los receptores
estrogénicos (ER) en la region A/B y sus analogos. El otro elemento activador de la
trascripcion, t, o TAF2, dependiendo del receptor, se encuentran en la region E. Ambos
dominios son totalmente independientes en base al tipo de células, el promotor, el elemento
de respuesta a la hormona (HRE), la concentracion de receptores y de hormonas. En las
diferentes regiones TAF1 / TAF2 pueden activar diferentes secuencias de genes ya que
contienen diferentes factores especificos, a lo que se le llama selectividad de genes.

El nimero y tipo de secuencias de ADN que reconocen los receptores es también
importante, a estas generalmente se les llama elementos de respuesta a la hormona o HRE
por sus siglas en inglés. Para referirse especificamente a un HRE, se reemplaza la H en la
primera inicial por la letra en particular de la hormona en cuestion, por ejemplo el ERE es
el elemento de respuesta hormonal al estrégeno. TAF1 en los ER requiere varias copias del
ERE para su actividad optima, es estrogeno independiente y requiere grandes
concentraciones de ER, mientras que TAF2 es estrégeno dependiente y actia con bajas

concentraciones de ER.

Otras dos funciones que frecuentemente se han atribuido a la regiéon A/B las cuales son
sinergismo de receptores y la selectividad de genes. El sinergismo de receptores es cuando
se activa la trascripcion en varios HREs, siendo esta mayor que la suma del efecto de HREs
individuales, en los GR, ER y los de progesterona (PR) este sinergismo se encuentra en la

region t, / TAFL.

Region C

Conocida como el dominio de unién del DNA (DBD), esta formada por dos sitios de unién

de zinc los cuales son coordinados por dos pares de cisteina separados por 10-15



aminoacidos, a esta estructura se le ha denominado dedos de zinc. La estructura esta
formada por dos hélices una al inicio de cada dedo extendiéndose mas alla de los dedos, la
hélice localizada hacia el extremo amino terminal se une al surco mayor para poder unirse
con la secuencia especifica del DNA mediante la exposicion que se hace de residuos de
aminoacidos basicos. En las posicion cisteina 9 en el receptor del acido retinoico (RXR)
existe una secuencia adicional de union al DNA denominada “caja A" localizada entre el
aminoacido 23 al 29 después del segundo dedo, esta caja aumenta la eficiencia de unidn al
DNA ya que estabiliza el DBD. Esta region no se presenta en GR y ER, siendo posible que

este elemento sea necesario para estabilizar la estructura del RXR.

Region D

Es una region que actiia como bisagra ya que se encuentra localizada entre el dominio de
unién al DNA (DBD) y el dominio de unién al ligando (LBD).

En ella se encuentra un segmento de aminoacidos con caracteristicas acidas que son
reconocidos por proteinas transportadoras que le permiten interactuar con los componentes
del complejo de poro a través del cual el complejo hormona-receptor es transportado. Esa
secuencia especifica de aminoacidos es conocida como secuencia de localizacion nuclear
(NLS). Esta regiéon no se encuentra expuesta mientras el receptor no interactiie con su
ligando. Por consiguiente, mientras no exista una estimulaciéon hormonal, el receptor se
mantiene en el citoplasma. Al interactuar con el ligando, la region de bisagra se modifica
estructuralmente quedando expuesta la region de aminoacidos acidos. Solo entonces, la

hormona es capaz de ser transportada por el complejo de poro hacia el interior del nicleo.

Region E

El extremo carboxilo terminal de los receptores nucleares representa el punto de regulacion
mas importante de la proteina. En €l, se une el ligando, dandole la denominacién al médulo.
Sin embargo, y como seflalamos anteriormente, contiene Cuatro funciones principales

residen en la region E (LBD) .



La region que permite la activacion de la trascripcion. La funcién que permite tanto la
activacion de la trascripciéon como la regulacion de la actividad del receptor radica
igualmente en este modulo. A través de é€l, pueden interactuar otros receptores,
dimerizandolos, o proteinas que eviten la activacion de la trascripcion, bloqueen la
interaccion del ligando con el receptor o que afecten su estructura tridimensional con lo
que el receptor aunque esté presente, es incapaz de llevar a cabo la funcidén bioldgica
especifica.

Una de estas proteinas que interactian con el dominio LBD es la proteina de shock térmico
hsp90. Las hsp reciben su nombre ya que son inducidas durante el choque de calor u otro
estrés; estas proteinas son designadas por su masa molecular en KDa, las mas importantes
en los receptores nucleares son la hsp 90, hsp70 y las hsp 56/59.

En la forma inactiva, el receptor se encuentra unido a un complejo proteinico en el cual se
incluyen la hsp-56 y dos subunidades de la hsp-90. La hsp-90 mantiene una conformacion
espacial del receptor apropiada para ligar la hormona y previene a manera de una proteina

chaperona, la traslocacion del receptor vacio al interior del nucleo.

Region F

En la mayoria de los receptores nucleares, el LBD representa el extremo de la proteina. Sin
embargo, en algunos casos como los ER, el extremo de la proteina esta formado por una
decena de residuos de aminoacidos a los cuales se les llama dominio
F. Se considera que la region terminal del receptor coadyuva a la estructuracion total del
mismo permitiendo una estabilizacion del dominio de unién al ligando y de interaccion
proteica, distinguiendo los agonistas de los antagonistas en los receptores estrogenicos por

lo que la denominan region E/F
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Figura 1.- Estructura modular de un receptor nuclear. Las regiones sombreadas
permiten la activacion de la trascripcion, la region de color sélido (NLS) permite a la
. proteina ser transportada del citoplasma al nicleo. El objeto sélido a al derecha representa
el ligando.

Se presentan cinco regiones necesarias para la activacion de la trascripcion ( zonas
sombreadas) dos en el extremo aminoterminal (TAF1) del dominio A/B y tres en el
carboxiloterminal (TAF2) del dominio E/F, la linea continua corresponde al dominio C ,
conteniendo la zona de union al ADN mediante los dedos de zinc (Zn), la estructura tubular

representa a la region de la bisagra en donde se presenta la secuencia de localizacion

nuclear (NLS)
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Figura 2.- Secuencia de eventos asociados a la accién de los receptores nucleares. La
cromatina compacta en forma de nucleosamas asociada con represores pierde las histonas
H1, H2a, H2b, por accién de la histiona acetil transferasa (HAT). La disminucién en la
condensacion exhibe la secuencia del elemento de respuesta (HRE) asi como la asociacion
con complejos de activacion (ARC). La interaccidn con el receptor nuclear asociado con la
hormona con el HRE establece el vinculo necesario para la union del ARN polimerasa II

que lleva a cabo la trascripcion.

Modo de accion
Los receptores nucleares tienen tres formas de actuar: represion, desrepresion y la

activacion de la trascripcion. La represion es caracteristica de los receptores nucleares sin



ligando, quienes cuando se inyectan experimentalmente en el nicleo de las células, reclutan
a complejos correpresores los cuales contienen actividad histona desacetilasa.

La desrepresion ocurre en seguida de la union con el ligando cuando se separa del complejo
correpresor y se asocia al primer complejo coactivador con actividad de histiona acetil
transferasa (HAT por sus siglas en ingles), lo que induce la descondensacién de la
cromatina, necesaria aunque no suficiente para la activacion de los genes especificos en el
ADN. En el tercer caso, la accion de las proteinas con actividad de HAT permite que los
represores asi como las histonas que mantenian inaccesible los sitios de regulacion de la
trascripcion asi como el impedimento fisico para que se ensamble adecuadamente el
complejo de trascripcion con la ARN polimerasa II como complejo proteico efector. Esta
disociacion ~ permite que al mismo tiempo se asocie a esas regiones los complejos
activadores, del tipo TRAP/DRIP/ARC quienes establecen el contacto con la maquinaria
de trascripcion dando como resultado la activacion de la trascripcion en el genoma. esta es
una vision muy esquematica siendo el orden preciso de los eventos todavia discutido, se
debe hacer notar que este mecanismo no es general ya que algunos receptores nucleares
pueden actuar como activadores sin la necesidad de ligando, siendo otros incapaces de
unirse a su promotor en el genoma en ausencia de ligando siendo este conocido como

represion.



Figura 3.- Modo de accioén de los receptores nucleares

Las hormonas liposolubles presentes
en el plasma penetran a sus células

La union de la hormona al complejo co-
represor-receptor en el citoplasma de
las células blanco libera al receptor y los
cambios en la forma del receptor
permiten su traslado al nicleo

trascripcion

El complejo se une a co-activadores, con
lo que se incrementa la actividad de

En ausencia de hormonas sericas estos
receptores se asocian con moléculas
denominadas co-represores, las cuales inhiben
la actividad de trascripcion de los Receptores
Nucleares

-

Se incrementa la tasa de
trascripcion de genes que contengan
elementos de respuesta a las
hormonas (HRE) que son secuencias
regulatorias del ADN
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Figura 4.- Receptores nucleares para diferentes ligandos. El numero de secuencias de
amino acidos cambia entre los diferentes receptores nucleares. Se representan las diferentes
regiones de los receptores nucleares siendo la region A/B representada con puntos, la C en
color solido, la D sin color y un punto solido al centro, la E con rayas diagonales y por
altimo la regién F con rayas horizontales. Se han colocado sobre las diferentes regiones de
los receptores sus principales caracteristicas las cuales son iguales para todos los receptores
representados, con una excepcion en la region F la cual es propia de los receptores

estrogenicos a y . La P marca los dominios del receptor en los cuales fosforila.

Receptores estrogénicos
Hasta la fecha han sido identificados dos isoformas de receptores estrogénicos (ER): los

ERa y los ERB. Los estrogenos presentes en el plasma penetran a sus células blanco en



tejidos llamados “clasicos™ que se encuentran en los ovarios en las células de la teca, el
utero, glandula mamaria, placenta, higado, sistema nervioso central, sistema cardiovascular,
en las células intersticiales en el testiculo y hueso. Las células blanco de este grupo de
tejidos son ricas en ERa.

Existen otros tejidos considerados “no clasicos”, entre los que se incluyen prostata, las
células de la granulosa del ovario , glandula pineal, glandula tiroides, paratiroides,
adrenales y pancreas, asi como la vesicula biliar, la piel, tracto urinario, tubulos seminiferos
tejido linfoide, tejido eritroide, pulmodn, epitelio intestinal y algunas regiones del cerebro
que expresan poco ERa, pero que contienen cantidades significantes de ERf. El tejido
muscular estriado es unico, puesto que en €l se expresa de manera elevada el ERP y esta
casi ausente el ERa .

Se ha podido establecer la pauta evolutiva de las proteinas que funcionan como receptores a
estrogenos. Los dominios mas conservados son los que tienen especial mantenimiento de
sus secuencias. Asi pues, comparando la secuencia de aminoacidos del dominio de union al
ADN entre los ERB de bovino, humano y raton se ha conservado en niveles superiores al
80%; en el extremo de unidn al ligando, la conservacion de la secuencia es entre el 86% y
89% comparado con el del raton y el humano, respectivamente. En el extremo
aminoterminal, y a pesar de que la funcidén no estad tan conservada, las variaciones son
inferiores al 20%. Estas comparaciones se han demostrado igualmente mediante el analisis
de las secuencias de ADN de los genes que los codifican. Podemos pensar que el ERP con
527 residuos de aminodcidos es una proteina importante para el funcionamiento no solo de
los mamiferos, sino que ha sido conservada evolutivamente.

Ambos ERa y B son diferentes en cuanto a la eficiencia con que inducen la trascripcion.
Inicialmente, se habia encontrado que la principal funcién la llevan a cabo los receptores
ERa. Sin embargo, el empleo de las metodologias de ADN recombinante permitieron la
clonacion, caracterizacion y estudio tanto de los ERP asi como de variantes adicionales de
estos genes. Actualmente sabemos que de las dos variantes generales, hay moléculas que
presentan a su vez cambios en su secuencia y estructura sin que se traten de genes
adicionales. La explicacion de estas nuevas variaciones depende de la forma en que se
procesa el ARNm desde que se transcribe, hasta que es transportado al citoplasma donde

finalmente serd traducido en una proteina.



Al igual que una gran cantidad de genes eucariontes, el ADN contiene secuencias que son
transcritas y ademas traducidas, mientras que otras aun siendo colineares con las anteriores
son transcritas pero no traducidas por lo que no estan representadas en la proteina Al primer
tipo de secuencias, Wally Gilbert les denominé exones, para diferenciarlas de los trascritos
que conforma a los intrones y que permanecen dentro del nucleo.

Aln asi, no en todos los casos la remocion de intrones y el empalme de exones proceso que
en ingles se denomina splicing , implica la remocion total de los intrones y el empalme de
todos los exones para formar el ARN que sera finalmente traducido.

Cuando no estan excluidos todos los intrones y/o solo algunos exones son selectivamente
empalmados, a la proteina resultante se le denomina variante proteinica derivada de un
empalme alternativo cuyo termino en ingles es splice variant con lo que se indica que no se
trata de un gen alternativo, sino de un proceso en donde uno de los mddulos de la proteina
es cambiado por otro sin que tenga lugar mutacién, recombinacion o algin otro proceso que
altere al gen. Los mecanismos moleculares tanto del proceso de corte y empalme general
como el alterno estan bien documentados e incluso hay algunos autores que lo toman
como un mecanismo que amplia la variabilidad con que cuenta el organismo .

En el caso particular de los ERP, los dominios carboxilo terminal, el de unién al ADN y
amino terminal son los que presentan variantes en el corte y empalme. En el testiculo
humano la variante ERPBcx presenta variacion a partir del exon 8 en el cual se presenta un
exon alterno que codifica para 23 residuos de aminoacidos en lugar de los 65 que deberian
estar presentes si se empalmara el exon 8 clasico. Obviamente la consecuencia funcional
de este cambio es la eficiencia con que se induce la trascripcion al estar comprendida
dentro de la region que activa la trascripcion (TAF2). Comparativamente, la variante que
incluye al exon 8, el receptor puede unirse con el ligando pero no asi con el ERE en al
ADN. Aunque este funcionamiento pudiera parecer inadecuado, también es importante
pues regula la poblacion de ligando unido a receptores que tengan una conformacién
adecuada para llevar a cabo la trascripcion por lo que solamente una poblacion adecuada de
receptores bien conformados son los encargados de que se transcriban a un determinado
nivel los genes especificos, aunque el tejido se encuentre en un ambiente en donde la

presencia de ligandos sea mucho mayor a la requerida para el 6ptimo funcionamiento . De



la misma forma. la variante ERcx puede formar dimeros con el ERa mas que con el ERf
por lo que interfiere en el proceso de trascripcion dependiente de ERa .

Si se compara la secuencia de aminoacidos entre los ERa y ER[, ambos receptores
presentan 96% de homologia de sus aminoéacidos constituyentes, aunque no es una regla
aplicable a todas las regiones del receptor; ya que en las regiones DBD y LBD solo existe
una similitud de 53% . Aunque no se han demostrado experimentalmente, estos datos
sugieren que el ERP puede reconocer y unirse a ERE similares a los que el ERa reconoce
y une. Sin embargo, cada uno de ellos tienen una afinidad diferente por los distintos
ligandos. Por otro lado, la poca similitud entre los dos receptores en las porciones TAF1 y
TAF2 sugiere que diferentes tipos de proteinas interactiian en los complejos de trascripcion
y éstas actian sobre tejidos especificos .

Existen evidencias experimentales que muestran como los dos receptores se unen a ERE
clasicos, con similar afinidad como lo es el 17B-estradiol, con 0.06nM para el ERP y con
0.02nM para el ERa. Sin embargo, los resultados obtenidos utilizando diferentes ligandos,
como el coumestrol y la genisteina, muestran preferencia por el ER (33,34).

El ERa juega un papel importante en la proliferacion de células y el aumento de peso del
itero. El ERP ejerce acciones similares a nivel uterino, pero requiere concentraciones
mayores del ligando que el ERa . Cuando el ERa se encuentra ocupado por estrogenos,
disminuye marcadamente la cantidad de ARNm que codifica para los receptores de
progesterona (PR) y de androgenos (AR). En contraste, cuando el ER3 se encuentra unido a
su ligando con baja afinidad, solamente induce una disminucion marginal en PR y AR.
Cuando ambos ER, a y B se encuentran ocupados, aparentemente trabajan en cooperacion
incrementando la supresion de ARNm del PR. La accién sinérgica de ambos tipos de ER
sobre los PR solo se ha observado en las células epiteliales del lumen uterino. Algunos
autores sugieren que el ERa es el que regula a los PR en el utero por si solo, mientras que
la expresion del AR es predominantemente regulada por el ERa, pero puede ser modulada
por el ERp .

Tanto los estrégenos como los ERa y ERP son de importancia en los tejidos del ovario;
los estrogenos son producidos por las células de la granulosa en el foliculo ovarico durante

la vida reproductiva, siendo el ERa el que més se expresa en las células intersticiales del



estroma y en las células de la teca. EI ER[} se sintetiza principalmente en la granulosa de los
foliculos en crecimiento, aunque también se puede expresar en algunas cé€lulas del estroma
ovarico de algunas especies .

En modelos experimentales tales, como los ratones, en los cuales no se expresa el receptor
estrogénico B (ERP -/-); los foliculos ovaricos muestran atresia progresiva y por
consiguiente, reduccion en la ovulacion.

Los estrogenos también juegan un papel importante en la reproduccion del macho, ya que
en los vasos deferentes y rete testis del testiculo se expresa gran cantidad de ERa, mientras
que en el epididimo se expresan tanto los ERa como los 3. La rete testis transporta los
espermatozoides al epididimo para su maduracién. Aqui se lleva a cabo la absorcion de una
buena parte del liquido que acompafia a las células espermaticas provenientes de la rete
testis. Esta accion es mediada por estréogenos, que al incrementar la concentracion
espermatica, favorecen su sobre vivencia y maduracion. La deficiencia de estrogenos o la
insensibilidad tisular a ellos resulta en la acumulacién de fluidos en los vasos deferentes, un
incremento del peso testicular y una atrofia posterior de dichas génadas .

Ademas de las funciones en los dérganos reproductivos, los ERa  juegan un papel muy
importante en la remodelacion dsea. Se ha demostrado que la ausencia del ERa o una baja
cantidad de estrogenos, disminuyen la remodelacion 6sea. La sola presencia de los escasos
ERp aun ante elevadas concentraciones de estrégenos no es suficiente para este fin.

En el SNC, el ERa esta presente en las neuronas localizadas en el area preoptica medial,
en los nucleos hipotalamicos arqueado, ventromedial y en la amigdala. Todas estas areas
estan involucradas en la regulacion de la funcién gonadal y son responsables de la
conducta sexual. El ERp se expresa en la corteza cerebral, el hipocampo, asi como en los
nucleos paraventricular y supradptico del hipotalamo, donde el ERa. no se encuentra o al
menos no ha sido identificado .

El patron de distribucion de ambos receptores sugiere que tienen diferentes funciones en el
cerebro. En modelos experimentales con ratones knocked out, es decir, que no expresan el
ERa (ratones ERa™"); no se han encontrado alteraciones en el SNC. Sin embargo, se han
detectado cambios importantes en la morfologia del cerebro en ratones ERp -/-, tales como

la hipocelularidad en el cerebro, asi como un déficit de tipo somatosensorial a nivel de la



corteza cerebral; siendo, en cambio, marcada la proliferacion de células de la astroglia en
el sistema limbico, mas no en la corteza .

En el sistema cardiovascular se expresan tanto los ERa como los ERP (42). Aqui los
estrogenos inhiben la respuesta vascular al daio y el desarrollo de ateroesclerosis. El efecto
protector de los estrogenos probablemente se deba a la inhibicion de la proliferacion celular
en el musculo liso vascular y a la estimulacion del tamafio de las células endoteliales,

produciendo vaso dilatacion .

Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos

Los estudios de la fisiologia de los ER han tomado ventaja de la accion de sustancias
moduladoras selectivas de los receptores estrogénicos (SERM), farmacos que actiian como
ligando en el LBD del receptor estrogénico. Al unirse un SERM a un LBD de los ER,
promueven los cambios de conformaciones del receptor, activandolo asi de diferentes
maneras, como agonista o antagonista. Lo anterior depende del tipo de célula y la
presencia de los promotores y correguladores asociados . Actualmente, los principales usos
que se le ha dado a los SERM es como un componente en la terapia de tumores
dependientes de estrogenos que se desarrollan en la glandula mamaria y la prostata.

Un promisorio descubrimiento se refiere al uso del raloxifeno como un inhibidor potencial
de la proliferacion de tumores mamarios, siendo su aplicacidn principal la prevencion de
osteoporosis, con la consecuente disminucion del riesgo de fracturas por el incremento de
la densidad mineral 6sea. También se han demostrado efectos benéficos del raloxifeno en el

sistema cardiovascular y en el utero, donde actiia como antagonista estrogénico (figura 5).



Figura 5.- Efectos de dos diferentes SERM Tamoxifeno y Raloxifeno

l Efectos de —> Tamoxifeno Raloxifeno
Sobre
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aumento de tamaio bloquea implantacion
Glandula Antagonista Antagonista
mamal’ia no lactacion no accion de oxitocina
Hueso Antagonista Agonista
desmineralizacion osea activacion osteoclastos
Sistema Episodios Efectos benéficos
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Resumen.

El control del Desmodus rotundus no han cambiado desde los afios 70. Las técnicas de
control empleadas hasta la fecha son basadas en anticoagulantes.

Las restricciones cada vez mayores en el uso de sustancias toxicas a nivel mundial, genera
la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de control de este quirdptero. Una de estas, es
el control reproductivo utilizando coumestrol, un fitoestrogeno, que se une con afinidad
similar al estradiol a los receptores estrogenicos beta (ERPB) y produce alteraciones
reproductivas en diferentes mamiferos.

Para la deteccion de los ERP, se utilizaron porciones de Imm’ de testiculos, de dos D.
Rotundus, los cuales fueron distribuidos aleatoriamente y sumergidos en varias
concentraciones de coumestrol, posteriormente se realizo un squash convencional sin
fijador observandose al microscopio de fluorescencia, detectando la presencia de
abundantes ER} en la concentracion equivalente a 25mM en el tejido testicular del
D. rotundus.

En un segundo estudio utilizando 5 machos y 5 hembras de D. rotundus en grupos
experimentales a los cuales se les administro coumestrol 200pg/dia por via oral durante 30
dias y 5 machos y 5 hembras en el grupo control, los cuales solo recibieron vehiculo
(DMSO) por via oral por 30 dias, se encontréo que el coumestrol induce alteraciones
reproductivas microscopicas en los animales tratados, como la perdida de la arquitectura
celular en testiculos y ovarios.

La presencia de ERP en el testiculo del D. rotundus, abre la posibilidad de utilizar al
coumestrol como una alternativa en el control reproductivo de este quirdptero.
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