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RESUMEN

La secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) es
modulada por diferentes sustancias, como el 173-estradiol (E2), este es secretado
por el ovario y una de sus principales funciones es regular la secrecion de la
GnRH, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH).

Esta funcion del E2 ocurre al unirse a dos tipos de receptores, el alfa (REa)
y el beta (REB). Aunque la mayoria de las neuronas que sintetizan la GnRH
poseen el REB y no el REa, se desconoce cual es el papel especifico del E2 al
unirse a uno u otro receptor. Por lo que el propésito de este proyecto de
investigacion fue estudiar el papel del REa en el lado izquierdo del area predptica
e hipotalamica anterior (POA-AHA) sobre la ovulacion, el peso de los ovarios y del
utero, la secrecion de hormonas esteroides y la expresion del acido ribonucléico
mensajero (ARNm) de la GnRH.

Para ello se utilizaron ratas hembras, adultas y ciclicas de la cepa CIIZV,
que fueron micro-inyectadas con 25ug de MPP (metil-piperidino-pirazol;
antagonista de los REa) disuelto en 1ul de una solucién de Tween 20® durante un
minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA. Esta micro-inyeccion se realizd a las
09:00h del diestro-1. Todos los animales fueron sacrificados a las 2, 26, 50 y 98
horas posteriores a la micro-inyeccién del farmaco. Como grupos absolutos de
comparacion se utilizaron ratas ciclicas sin tratamiento sacrificadas en las mismas
horas que los grupos experimentales.

Los resultados obtenidos muestran que el bloqueo de los REa en el lado
izquierdo de POA-AHA a las 09:00 h del dia del diestro-1 regula a la baja la
expresion del ARNm de la GnRH, asi como la secrecion de E2. Con respecto a los
resultados obtenidos sobre el numero de animales ovulantes y el numero de
ovocitos liberados, los efectos del MPP fueron semejantes a los obtenidos por la
micro-inyeccion del Tween 20®. Ya que este surfactante bloque6 la ovulacién,
disminuyd la expresidon del ARNm de la GnRH, la secreciéon de E2 y de
progesterona.

Con base en los resultados obtenidos sugerimos que la unidén del 17f-
estradiol al REa en la mafiana del diestro-1, regula de manera estimulante la
expresion del ARNm de la GnRH, asi como la secrecién de estradiol, sin modificar
la de progesterona. Ademas, proponemos no usar el Tween 20® como un
vehiculo adecuado para micro-inyectar farmacos de naturaleza lipidica a la hora,
dia del ciclo y lado de POA-AHA en los que se realiz6 éste estudio, ya que
interfiere con mecanismos centrales y periféricos que culminan con la ovulacion.




INTRODUCCION

El eje hipotalamo-hipdfisis-ovario regula los mecanismos neuroendocrinos y las
conductas que culminan con la reproduccién. El hipotalamo es el “centro nervioso”
en el que se inicia la cascada de eventos neuroendocrinos que culminan con la
ovulacién. En los roedores, este “centro nervioso” lo conforman un tipo de
neuronas del area preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) que secretan la
neurohormona llamada hormona liberadora de las gonadotropinas o GnRH (por
sus siglas en ingles: Gonadotrophin Releasing Hormone). La GnRH al actuar
sobre sus células blanco; los gonadotropos de la hipofisis anterior estimulan la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo
(FSH). A su vez estas gonadotropinas regulan las funciones del ovario al
estimular el crecimiento y la diferenciacion de los foliculos, la secrecion de
hormonas esteroides y la ovulacion ¢4,

La secrecidon de la GnRH es modulada por diferentes substancias entre las que
podemos citar a neurotransmisores como la noradrenalina, la serotonina, la
acetilcolina, el GABA, neuropéptidos, opioides y hormonas esteroideas como la
progesterona y el 17B-estradiol ¥,

Existen dos tipos de receptores a estrégenos (RE), el a y el 8. En POA-AHA se
han identificado ambos receptores “% 4 4243 sin embargo, la mayoria de las
neuronas GnRHérgicas poseen solo el REB 4.

A la fecha se desconoce el papel especifico de cada uno de estos receptores al
unirseles el estradiol; tampoco se conoce si su funcién cambia durante el ciclo
estral y si la activacion de los receptores de POA-AHA de un lado del cerebro es
diferente a la del otro.

Por lo que en este estudio, se analizaron los efectos del bloqueo de los REa del
lado izquierdo de POA-AHA a las 9:00 hrs. de la fase del diestro-1, sobre la
expresion del ARNm de la GnRH en ambos lados de POA-AHA, la concentraciéon
sérica de estradiol y progesterona a las 2, 26, 50 y 98 horas posteriores a la
micro-inyeccion del farmaco. También se analizaron los efectos del bloqueo de los
REa sobre el peso de los ovarios y del utero, el numero de ovocitos liberados y la
ovulacion.




MARCO TEORICO

EL CONTROL NEUROENDOCRINO DEL CICLO OVARICO DE LA RATA

En la rata, la duracién del ciclo ovarico puede ser modificada en funcién de
los ciclos de luz/obscuridad en el que se mantienen a los animales. La palabra
estro es una adaptacién al latin de la palabra “oistros” que significa frenesi. Este

término fue usado primeramente por Heape 2

que describe el “periodo especial
de deseo sexual de la hembra”. Heape uso los prefijos pro -, di- y met-, con el
sufijo estro para describir los estadios del ciclo ovarico durante el ciclo sexual (.

La fase de proestro esta caracterizada por el tiempo en que el animal
‘comienza a entrar en calor’. El siguiente periodo se llama estro, Heape lo
describe como “el tiempo en que la hembra esta preparada para recibir al macho y
tener un coito fructifero”. En ausencia de la concepcion, el estro es seguido por un
periodo corto llamado metaestro o diestro-1, es de variable duracion en diferentes
especies. La ultima etapa, llamada diestro o diestro-2 es |la fase en que el ovario
secreta de manera progresiva, mayores concentraciones de progesterona que
preparan al Utero para recibir al 6évulo fertilizado.

La rata no se reproduce estacionalmente, sino que lo hace varias veces al
afio, de aqui que sea una especie poliéstrica que ovula de manera espontanea, es
decir, la ovulacién no depende de la estimulacion neural provocada por los
diferentes sistemas sensoriales que se activan durante las conductas de
apareamiento. La ovulacién ocurre cada cuatro a cinco dias durante toda su vida
reproductiva, la longitud de las fases del ciclo estral se definen en funcién de la
citologia que se observa al tomar un frotis de la vagina (.

El proestro se caracteriza por la presencia abundante de células
epiteliales nucleadas, redondas, que aparecen agrupadas. Ocasionalmente se
observa en baja cantidad células cornificadas escamosas. Segun Freeman, el

proestro tiene una duracion de 12 a 14 hrs (.




El estro es la fase en la que dominan las células escamosas cornificadas,
son célula sin nucleo, su citoplasma contiene una gran cantidad de granulos, su

forma es irregular y aparecen en grupos. El estro dura de 25 a 27 hrs ().

En el Diestro-1 el tipo de célula dominante es el leucocito, pero también se
presentan células epiteliales nucleadas. Los leucocitos son pequefias células con
citoplasma granular y usualmente contienen nucleos vesiculados; el metaestro o
diestro-1 tiene una duracion de 6 a 8 hrs.

En el Diestro-2 se observan células de todo tipo (nucleadas, cornificadas y

leucocitos). Esta fase dura de 55 a 57 hrs ().

EVENTOS OVARICOS DURANTE EL CICLO ESTRAL

El foliculo ovarico es la unidad anatomo-funcional del ovario, a partir del
cual se originan los tres compartimentos del 6rgano: el folicular, el luteal y el
intersticial. Las funciones del foliculo son liberar al ovocito, asi como secretar las
hormonas que estimulan el crecimiento y diferenciacién de los 6érganos del sistema
reproductor, la secrecion de GnRH y de las gonadotropinas. El foliculo esta
formado por el ovocito, las células de la granulosa, una membrana basal y las
células tecales; estas ultimas conforman la denominada teca interna, por fuera de
ella se encuentra la teca externa; constituida por fibras colagenas, células de tejido

conectivo y fibras musculares lisas ®* (Figura 1).

Células de la Granulosa

Membrana basal

cumullus oophorus

Figura 1. Esquema en el que se representan los componentes de un foliculo (Tomado de Rajkovic 4).




El ovocito de un raton es una célula cuyo tamafio es menor a 20 um de diametro
en los foliculos primordiales, presenta numerosas micro-vellosidades y esta
rodeado por las células de la granulosa. En el foliculo con antro las células de la
granulosa, forman el denominado cumullus oophorus, el cual es expulsado junto
con el ovocito, el cual alcanza un diametro de 70 ym en el momento de la

ovulacion @,

Después del nacimiento, el ovocito se encuentra en la etapa de diploteno de
la primera profase de la division meidtica. Antes de que se produzca la ovulacién,
el ovocito completa la primera fase de la meiosis y se convierte en un ovocito

secundario que es expulsado en el momento de la ovulacion “.

En los foliculos sin antro o con antro pequefio, el proceso de maduracion
final del ovocito esta inhibido por una hormona o factor inhibidor de la maduracién
del ovocito (IMO), secretado por las células foliculares. La transformacion del

ovocito | a ovocito Il es estimulada por la LH y la GnRH %),

Las células de la granulosa. Estas forman una capa continua que rodean
completamente al ovocito y lo aisla del resto del ovario. El primer indicio de
crecimiento folicular es el aumento del tamafio del ovocito y el crecimiento y
proliferacion de las células de la granulosa. Una vez iniciado el crecimiento
folicular, este no se detiene y culmina en la ovulacién o la atresia. La mayoria de

los foliculos terminan en la atresia ("%,

En el foliculo en crecimiento las células de la granulosa proliferan
rapidamente por estimulo de la FSH y los estr6genos, los cuales actuan de
manera sinérgica. En la rata, las células de la granulosa sélo poseen receptores a
FSH, cuyo numero es constante durante el ciclo estral, mientras que los de LH
comienzan a expresarse en los foliculos que existentes en la etapa de diestro-1y
aumentan en la tarde del diestro-2, y alcanzan su maximo antes del pico de LH en

el dia del proestro (%),




Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho capas alrededor del
ovocito, comienza a observarse la presencia de pequefios acumulos del licor
folicular, denominados cuerpos de Call-Exner, que se origina por extravasacion de
componentes plasmaticos y la secrecidn de células foliculares. En el licor folicular
se encuentran proteinas, polipéptidos, FSH, LH, prolactina, estrogenos,
progesterona, gonadocrininas y noradrenalina cuyas concentraciones varian
durante el ciclo estral. La acumulacion del licor folicular forma el antro folicular el
cual aumenta de tamafio con el desarrollo del foliculo. Después de la ovulacion,
las células tecales se transforman en células teco-luteinicas del cuerpo luteo ()
(Figura 2).

Crecimiento preantral independiente de Crecimiento preantral dependiente de
gonadotropinas gonadotropinas

I
Poccoy
% & @ el

Figura 2. Desarrollo y diferenciacion del foliculo ovarico en el ratén. De izquierda a derecha se representan las
modificaciones que va sufriendo el foliculo desde su etapa primordial hasta la preovulatoria. (Tomada y modificada de
Rajkovic 7).

Las células teco-intersticiales. Estas células tienen receptores a LH, a
prolactina, a la hormona adreno-corticotropica, noradrenalina, GnRH y los
estrogenos. En el foliculo en crecimiento las células diferenciadas sintetizan
androgenos, los que sirven de sustrato a las células de la granulosa en la

produccién de estrégenos.

En el foliculo preovulatorio, las células tecales pierden la capacidad de

sintetizar androgenos y secretan progesterona, por efecto de la LH (13),

LAS FUNCIONES DEL FOLICULO OVARICO

El ovario tiene tres funciones principales que son; el crecimiento y diferenciacion
de los foliculos, la secrecion de hormonas esteroides y peptidicas, y la

ovulacion®.

——
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La ovulacion. Uno de los procesos en los que culmina el crecimiento y la
diferenciacion folicular es la salida del ovocito |; este proceso recibe el nombre de

ovulacion ©.

La ovulacién es considerada como el resultado de un proceso inflamatorio
localizado, ya que antes que se produzca la salida del ovocito hay edema en la
teca interna, muerte celular y aumento de las prostaglandinas en el area. La
secrecion preovulatoria de la LH estimula la sintesis y liberacidon de la
prostaglandina E (PGE), la que a su vez, estimula la secrecién de plasminégeno.
Este ultimo activa la secrecion de fibrolisina por las células de la granulosa,
enzima que degrada las fibras de colageno que resulta en la desintegracion de los

desmosomas entre las células de la granulosa y de la teca ©.

Cuando ocurre la secrecion preovulatoria de la LH, la sintesis de
estrégenos disminuye mientras que aumenta la de progesterona. La plasmina
degrada la colagena de la pared folicular y en consecuencia disminuye su rigidez,

lo que favorece la expulsion del ovocito .

LA SECRECION DE ESTROGENOS

Las hormonas esteroides se clasifican segun su estructura quimica y su
actividad bioldgica, en: progestagenos, androgenos y estrogenos, los cuales
tienen un nucleo esteroide compuesto por 21 atomos de carbono, agrupados en
tres ciclohexanos y un ciclopentano, molécula conocida como ciclo-pentano-

perhidro-fenantreno ©® (Figura 3).

Figura 3. La molécula conocida como ciclo-pentano-perhidro-fenantreno es el nucleo basico de los esteroides.

. . . . . 7
Los atomos de carbono de los esteroides estan numerados y las estructuras del anillo se designan con letras @,




En condiciones normales el foliculo secreta

progesterona (P4), testosterona (T), estradiol (Ez) y

estrona (E4).

La P4, tiene un nucleo esteroide pregnano de
21 atomos de carbono, con un atomo de oxigeno en

la posiciéon C3 y un doble enlace en C20 (Figura 4)

(5.6)

O

Figura 4. Molécula de la progesterona

El andrégeno con mas actividad biolégica es la T, la cual tienen un nucleo

esteroide androstano, que es un compuesto organico con 19 atomos de carbono,

con un atomo de oxigeno con doble enlace en la posicion C3 y un grupo hidroxilo

en la posiciéon C17 ©® (Figura 5).

o)

Figura 5. Molécula de testosterona

Los estrbgenos comprenden la estrona, el
estriol y el Ey; este ultimo es el de mayor actividad
biolégica. El estradiol tiene un nucleo esteroide
estrano que es un compuesto que contiene 18
atomos de carbonos, tienen un grupo hidroxilo en la

posicion C3 y otro en C17 @ (Figura 6).

En la hembra, las hormonas esteroides son

sintetizadas a partir de colesterol por tejidos endocrinos como los ovarios, las

adrenales y la placenta, ademas de sitios extra glandulares como el cerebro, tejido

adiposo

la piel, el hueso, varios tejidos fetales ©. Las
células con funciéon esteroidogénica pueden
obtener el colesterol
incorporarlo de la sangre a partir de las

lipoproteinas circulantes, b) del almacenado bajo

OH

tres maneras: a)

HO

Figura 6. Molécula del estradiol

la forma de esteres presentes en las inclusiones

de lipidos del citoplasma, y c) al sintetizarlo de “novo” a partir de acetato ©.




La mayor parte del colesterol llega unido a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y entra a la célula por endocitosis, formando gotitas lipidicas de esteres de
colesterol que se hidrolizan formando colesterol libre, el cual es transportado de la

membrana mitocondrial externa a la interna ©.

La etapa inicial en la biosintesis de los esteroides es la transferencia del colesterol
al interior de la mitocondria que es realizada por la StAR (proteina reguladora de la
estereidogénesis aguda). En las membranas mitocondriales el colesterol es
convertido en pregnenolona por la enzima citocromo Paspscc (20, 22 desmolasa)
(Figura 7).

Receptor

Hormonal Hormona Adenilato

ciclasa Receptor de
lipoproteinas Lipoproteina

Canal de
calcio

- ] ——=_ Goticula
Proteina ( ) (esteres de

= quinasa <z
Fosforilacion \7’“ colesterol)

Sy - \/‘- -—Colesterol

==
m Enzima StaR

| ' X \ = (membrana externa)
Pregnenolon

s | e Enzima P450
Mitocondria Ruta biosintética (membrana interna)
en el citoplasma

Hormona
esteroide””

Figura 7. Biosintesis de hormonas esteroides. La etapa inicial es el paso de colesterol a pregnenolona que se realiza en la
membrana mitocondrial por la accion de la enzima P4so. La union de las LDL (lipoproteinas de baja densidad), a sus
receptores especificos provoca que el colesterol penetre por endocitosis al interior de las células con actividad
esteroidogénica. Parte del colesterol se almacena en gotas lipidicas que se hidrolizan produciendo colesterol libre, que es
usado como sustrato. El colesterol es transportado a la membrana interna de la mitocondria por la proteina StAR (proteina
reguladora de la esteroidogénesis), donde se encuentra la enzima Puso, la que rompe la cadena lateral de carbonos del
colesterol. Una vez sintetizada la pregnenolona, sale de la mitocondria y sufre una modificacién secuencial que dara lugar a

. . . . . " . Tomada de Litwack 16
la sintesis de progesterona, sustrato principal en la sintesis de los distintos esteroides ( ).
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Una vez fuera de la mitocondria, en el reticulo citoplasmatico, la
pregnenolona puede ser transformada al compuesto inmediato por dos rutas, la A4
0 As. En la ruta A4 la pregnenolona es transformada a progesterona por la enzima
3-beta-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (33-HSD). La progesterona es convertida
a 17a-hidroxi—progesterona por la enzima P450.47,. La desmolasa (17,20-esteroide
liasa) la convierte a androstenediona. Este metabolito es modificado en
testosterona por la enzima 17-beta-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (17p-HSD).
Tanto la androstenediona como la testosterona pueden ser modificados a

estrogenos por la enzima P450 4om. & 101,

En la ruta As la pregnenolona es transformada a 17a-hidroxi-pregnenolona
por la enzima 17a-hidroxilasa. Después, la C4720-liasa convierte 17a-hidroxi-
pregnenolona en dehidro-epiandrosterona (DHEA), ésta a su vez es modificada a
androstenediona por la enzima 17p3-HSD. A partir de aqui la androstenediona

sigue la ruta A4 (Figura 8) V).
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Colesterol

A5 —>
i 170H-P | Dehidroepiandrosterona  Androstenediol
CYP11A¢ -Pregnenolona P
(|3H3 (l.‘;H5 H
Pregnenolona =0 C=0 0 0
.- OH
CYP17 CYP1 17Red
17BHSD
HO HO HO HO
A4 3BHSD¢ 3BHSD¢ 3pHsn,l, 3BHSD¢
CH:, Androstenediona Testosterona Dihidrotestosterona
Progesterona IEI)
CYP17 Q@ﬁ CYP1 17Red Qgﬁ
17BHSD
170H-Progesterona CYP1 9 CYP1 9
Estrona Estradiol O

5 &5 17Red
17BHSD

Figura 8. Via A, y As de sintesis de las hormonas esteroides. Las enzimas son: Clivaje de la
cadena lateral del colesterol (CYP11A); 17a-hidroxilasa/17,20-liasa (17a-CYP17); 17-reductasa
(17Red); 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (178HSD); 33- hidroxiesteroide deshidrogenasa (383-
HSD); 5a-reductasa (5aRed); aromatasa (CYP19) @
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En las especies animales que se han estudiado, el foliculo ovarico es el
sustrato anatomico mas importante en la sintesis del 173-estradiol. La biosintesis
de estrégenos en esta glandula es explicada por la teoria de “las dos células” o

“doble célula”, en la cual se plantea la participacidn combinada de las células de la

teca interna y las células de la granulosa (Figura 9) (29
Acetato
LH
Colesterol
Pregnenolona
Progesterona
Androstendiona | —> | Androstendiona
AndrostIndiona 1 1
Testosterona —> | Testosterona
Testosterona
i FSH
Estradicl € Estradiol —_—> Estradiol
Sangre Cel. de la teca Célula granulosa Liquido folicular

Figura 9. Biosintesis de esteroides en los compartimentos del ovario. La unién de la LH a su receptor membranal en las
células de la teca interna, induce la activacion del complejo enzimatico de la desmolasa del colesterol, localizada en la
membrana interna de la mitocondria . La desmolasa es una oxidasa con funciones mixtas, miembro del grupo enzimatico
citocromo P-450, que separa la cadena lateral de colesterol del carbono 17, convirtiendo el colesterol en pregnenolona
(constituida de 21 carbonos), por la pérdida de un fragmento de 6 carbonos (reaccion que requiere NADPH y oxigeno

) (14)

molecular . La pregnenolona es el precursor de todas las hormonas esteroides. La transformacion de pregnenolona a

androstendiona y testosterona en los mamiferos sucede a través de dos vias metabdlicas. Estas vias se han designado
como “A* y A* segun la localizacion del punto de insaturacion (doble enlace) de los compuestos intermediarios (Figura 7)
1419 | os andrégenos: androstendiona y testosterona, sintetizados en las células de la teca, atraviesan la membrana basal,

P - . 13,14,
y se difunden hasta las células de la granulosa cercanas, que contienen aromatasas (1314

La FSH estimula el proceso de aromatizacién. La conversion de los
androégenos en estrogenos requiere que ocurran tres oxidaciones consecutivas,
cada una de las cuales consumen un mol de oxigeno y un mol de NADPH. El
proceso inicia con hidroxilacidn enzimatica en el carbono 19, que constituye el

paso limitante, y se cataliza por medio de la 19-esteroide hidroxilasa (1.

12
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A continuacion se introduce un segundo grupo hidroxilo, con la consecuente
eliminacion estereoespecifica de un atomo de hidrégeno y por la perdida de una
molécula de H;0, el diol formado se transforma en un 19-aldehido. Finalmente el

anillo A es aromatizado con la subsecuente remocion del carbono 19 (314,

La FSH estimula la sintesis de estrogenos por las células de la granulosa al
unirse a su receptor en la membrana celular. Los efectos de la FSH sobre la
sintesis de estrégenos son mimetizados por el AMPc. A diferencia de la FSH, la
LH regula la sintesis de estrégenos por sus efectos sobre la hidrolisis del éster de
colesterol, al catalizar la enzima colesterol esterasa por sus efectos estimulantes
en la produccion de andrégenos por las células tecales y en la sintesis y actividad

del complejo enzimatico aromatasa en las células de la granulosa .

La LH estimula la actividad de la aromatasa en aquellas células de la
granulosa que fueron previamente estimuladas por la FSH. En el caso de la rata
adulta, esto ocurre en la tarde del diestro-2. En los foliculos pre-antrales, las
células de la granulosa carecen de receptores a LH y su sintesis es estimulada por

U7 J]a LH es la hormona mas

la FSH y los estrogenos. Segun Hsueh y col.
importante en la regulacion de la producciéon de estrogenos. Después de la
secrecion preovulatoria de LH, esta hormona inhibe a sus propios receptores en
las células de la granulosa, lo que resulta en la disminucion de la sintesis de
estrogenos. La prolactina inhibe la actividad de la aromatasa y bloquea los efectos
de la FSH sobre las células de la granulosa, lo que resulta en la disminucién de la

produccion de estrogenos (7).

PATRON DE SECRECION DE GONADOTROPINAS Y ESTEROIDES OVARICOS DURANTE EL CICLO

ESTRAL (FIGURA 10).

El periodo preovulatorio del ciclo estral es caracterizado por el crecimiento de los
foliculos ovaricos y un aumento en la secreciéon de estrégenos. En la rata, la
secrecion de 17p-estradiol al plasma venoso del ovario es bajo en el estro,
comienza a elevarse significantemente en el diestro-1 y durante la mafiana del

diestro-2, y alcanzan los valores mas altos en la mafiana y medio dia del proestro,

13
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pero caen rapidamente a concentraciones basales en la tarde del proestro, las que

se mantienen hasta el estro (" '&19),

El aumento en la concentracion plasmatica de progesterona durante la tarde
del diestro-1 proviene de la formacion de los cuerpos Iuteos. Un segundo valor
maximo en la concentraciéon de progesterona toma lugar durante la tarde y noche
del proestro. El incremento en la concentracion sanguinea de progesterona de la
tarde y noche del proestro ocurre casi simultdneamente al aumentar la liberacién

de la hormona luteinizante (LH), que induce la ovulacion (.

Figura 10. Perfil de las concentraciones plasmaticas
de progesterona, estradiol, LH y FSH durante los

cuatro dias del ciclo estral de la rata. Las barras

pgesterona (ng/ml)

negras representan el periodo de oscuridad en el que

se encuentran los animales (18:00 - 06:00 h). Las

flechas indican las concentraciones por arriba de las

basales (“picos”) de las diferentes hormonas, las

Estradiol (pg/ml)

cuales en general ocurren en el dia del proestro y que

son conocidas como pre-ovulatorias, excepto para
progesterona en la tarde del diestro-1 y para la FSH

en la madrugada del estro o
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Las concentraciones séricas de LH son bajas durante la mayor parte del ciclo
estral, en la mafana del estro (poco después de la ovulacion), durante el diestro-

1, el diestro-2 y antes del medio dia del proestro (.

Desde el estro hasta el diestro-2, la LH se secreta de manera circadica, que
consiste en una pequefia elevacion de LH al medio dia, con concentraciones bajas
a la media noche de cada dia. En la tarde del proestro, entre las 14:00 y 15:00
horas, la concentracion circulante de LH comienza a incrementarse rapidamente y

llega a un valor maximo, “secrecion preovulatoria”, entre las 17:00 y 19:00 horas.

14



Después de este tiempo, la concentracién circulante de LH empieza a disminuir
hasta llegar a las concentraciones basales que se observan en la manana del

estro. La secrecion preovulatoria de LH induce la ruptura folicular y la ovulacion®.

La liberacion de LH ocurre por medio de pulsos, con frecuencias de
alrededor de 55 a 60 minutos, cuya amplitud varia de 15 a 40 ng/ml,
concentraciones que se pueden detectar desde el diestro-1 a la manana del
proestro. Durante la tarde del proestro, la LH va a inducir la ovulacion como
resultado del aumento en la amplitud de los pulsos, que alcanzan hasta 600 ng/ml,
sin que varie la frecuencia de los mismos. La frecuencia y amplitud de los pulsos
disminuye en la manana del estro hasta que llegan a ser ausentes, y regresan a

valores basales desde la mafiana del diestro-1 y hasta el proestro ?% 2",

Los patrones de secrecion de la FSH son similares a los de la LH. En el dia del
proestro la liberacion de FSH aumenta simultdneamente con la de LH, entre las
14:00 y 15:00 horas, y las concentraciones llegan al maximo entre las 17:00 y
19:00 horas. Durante la mafiana del estro ocurre otro aumento de FSH, la que

comienza a disminuir y llega a su concentracion basal en la tarde del estro ).

La liberacion preovulatoria de FSH y de LH en la tarde del proestro depende del
aumento en la amplitud y la frecuencia de los pulsos de secrecion de la GnRH
hacia el sistema porta hipotalamo—hipéfisis, se sugiere que el segundo aumento
en la secrecion de la FSH en el dia del estro, puede ser independiente del control
hipotalamico. El primer “pico” en la liberacién de FSH en el dia del proestro es
bloqueada al inyectar pentobarbital, ya que este anestésico atraviesa la barrera

hematoencefalica y modifica el componente lipidico de la membrana, provocando el

fendmeno de fluidificacion, e interfiriendo con el intercambio rapido de los iones cloro,
(22)

sodio, potasio, calcio y con la liberacion de neurotransmisores

. Pero al inyectar de nuevo GnRH en el dia del proestro se vuelve a restaurar
esta liberacibn de FSH. Esto indica que esta liberacion de FSH depende
directamente de un estimulo hipotalamico, pero el segundo pico que se da en el
dia del estro temprano es independiente del control hipotalamico y aparentemente

es inducido por la disminucion en la concentracion de inhibina %2324,

15
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La LH y la FSH son glicoproteinas que se encuentran en todos los mamiferos y
estan formadas por dos subunidades: la alfa, que es comun para la LH y la FSH
(a-gly), y otra, la beta, que es estructuralmente especifica para cada

gonadotropina (B-LH, B-FSH), y le confiere la actividad bioldgica especifica .

RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares estan constituidos por seis dominios funcionales: A/B,
C,D, EyF (figura 11).

Figura 11. Organizacion estructural
de los receptores nucleares.

A: Esquema de la secuencia de

amino-acidos de un receptor nuclear.
s [ T
- -

B: Estructura en tercera dimension

Ihemumie de wnsien Do de wminn
u ADN (DEIDY) # ligands (LAY de las regiones DBD (de uniéon a

ADN) y LBD (de unién a ligando) de
un receptor nuclear. Las estructuras
mostradas corresponden al receptor
de estrogeno. Las estructuras del
dominio N-terminal (A/B), de la
region bisagra (D) y del dominio C-
terminal (F) aun no han sido
determinadas, por lo que han sido
representadas con lineas punteadas
de color rojo, morado y naranja,
respectivamente ),

in

I R

El Dominio A/B 6 Dominio regulador N-terminal: contiene la funcién de activacion 1
(AF-1), cuya accion es independiente de la presencia de ligando ?®. La activacion
transcripcional de AF-1 suele ser muy débil, pero presenta un efecto sinérgico con
AF-2 en el dominio LBD que da a lugar a una regulaciéon de la expresion génica
mucho mas fuerte. Este dominio es muy variable entre los distintos receptores

nucleares %9

El Dominio C 6 Dominio de union al ADN (DBD), esta muy conservado contiene
dos dedos de zinc, los cuales unen especificamente una secuencia del ADN

denominada elemento de respuesta a hormonas (HRE) .
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El Dominio D 6 Regién de Bisagra, region estructural que muestra una gran
flexibilidad y conecta los dominios DBD y LBD. Tiene un importante papel en el

trafico celular y en la distribucion subcelular %),

El Dominio E 6 Dominio de Union al Ligando (LBD). Este dominio se encuentra
moderadamente conservado en la secuencia y muy conservado en estructura
entre los distintos receptores nucleares. Junto con el dominio DBD, LBD
contribuye a la dimerizacion del receptor nuclear y, ademas, es capaz de unir
coactivadores y correpresores. El dominio LBD también contiene la funcién de
activacion 2 (AF-2) cuya accion es dependiente de la presencia de ligando

unido®®.

El Dominio F 6 Dominio C-terminal: Este dominio muestra variabilidad entre los

distintos receptores nucleares .

Los receptores nucleares pueden ser clasificados con base en dos criterios: su

mecanismo de accion o su localizacion en la célula en ausencia de ligando.

e Tipo I: La union del ligando a los receptores nucleares de tipo | en el citosol
da lugar a la disociacion de las proteinas de choque térmico, la
homodimerizacion, la translocacion desde el citoplasma al interior del

ntcleo @7,

e Tipo Il: Se mantienen en el nucleo independientemente de si su
correspondiente ligando esta o no unido, y se unen al ADN en forma de
heterodimeros. En ausencia de ligando, los receptores nucleares de tipo |l
forman un complejo con proteinas correpresoras. Entre los receptores
nucleares de tipo Il se incluye a el receptor de la hormona tiroidea, el

receptor X retinoide ).

e Tipo lll: Estos son similares a los receptores nucleares de tipo | en cuanto a
que ambos se unen en forma de homodimeros, sin embargo estos se unen
a repeticiones directas, en lugar de repeticiones invertidas, de los HREs en
el ADN. Los receptores nucleares de tipo Ill son receptores huérfanos, ya

que sus ligandos aun son desconocidos 7).
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e Tipo IV: Los receptores nucleares de tipo IV se unen al ADN en forma tanto
de mondémeros como de dimeros, pero s6lo uno de los dominios de union a

ADN del receptor se une a la mitad de la secuencia del HRE ),

MECANISMO DE ACCION DE LOS RECEPTORES NUCLEARES

La unién del ligando a los receptores nucleares de tipo | en el citosol, da lugar a la
disociaciéon de las proteinas de choque térmico, la homo-dimerizacion, la
translocacion desde el citoplasma al interior del nucleo y la unién a HRE. Estas
secuencias HRE consisten en dos repeticiones invertidas separadas por una

secuencia de ADN de longitud variable 7).

Entre los receptores nucleares de tipo | se incluyen miembros de la
subfamilia 3, tales como los receptores a los andrdégenos, estrogenos,

progesterona y glucocorticoides ",

La union del receptor nuclear a la cadena de ADN forma el llamado complejo
RN/ADN, el cual recluta otra serie de proteinas implicadas en la transcripcion de
los genes diana y su traduccion a proteinas que resultaran en un cambio de la

funcion celular @7 .

PROTEINAS CORREGULADORAS

Los receptores nucleares unidos al HRE reclutan un significativo numero de

proteinas adicionales (referidas como correguladores transcripcionales), que

28,29 Las funciones de

facilitan o inhiben la transcripcion de los genes diana ¢
estos correguladores son variadas e incluyen mecanismos que implican la
remodelaciéon de la cromatina (permitiendo una mayor o menos accesibilidad de la
magquinaria transcripcional de los genes diana) o la estabilizacion de la unién de

otras proteinas correguladoras & 29,

18

——
| S—



COACTIVADORES

La unién de ligandos agonistas a los receptores nucleares induce un cambio
conformacional del receptor que implica un incremento de la afinidad de unién por
proteinas coactivadoras. Estas proteinas suelen poseer actividad histona
acetiltransferasa (HAT), que debilita la asociacion de las histonas al ADN, y de

este modo, facilita la transcripcién de los genes diana 9.
CORREPRESORES

Por el contrario, la unién de ligandos antagonistas a los receptores nucleares
induce un cambio conformacional del receptor que implica un incremento de la

afinidad de unién por proteinas correpresoras.

Estas proteinas reclutan enzimas con actividad histona deacetilasa (HDAC), que
incrementa la afinidad de las histonas por el ADN, y de este modo, reprime la

transcripcion de los genes diana %%
PROMOTORES

El promotor es el sitio de iniciacibn de la transcripcion de un gen, es
absolutamente necesario para la transcripcion génica. En ausencia de un
promotor, el gen no es transcrito a una velocidad constante. Si el promotor es
“fuerte”, la velocidad de transcripcion es alta, y si el promotor es “débil” se expresa
a una velocidad mas baja. En este caso la transcripcion del gen no es sometida a

estimulacion por las hormonas esteroides .

INTENSIFICADORES QUE RESPONDEN A LOS ESTEROIDES

Los intensificadores son secuencias cortas de ADN (15 pares de bases), que
sobre estimulan la transcripcion y que pueden estar localizados cerca de sus
genes afines o a cierta distancia de ellos. Estos responden a las sefales de las
hormonas esteroides, sirven como sitios de fijacion del ADN de los complejos

esteroide-receptor activados %37,
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SILENCIADORES

Por el contrario, los silenciadores son elementos cis que funcionan en una forma
opuesta a la de los intensificadores. Actian para disminuir o silenciar la
transcripcion de los genes. Un gen puede tener uno o mas silenciadores. Si hay un
silenciador presente, el gen adyacente no posee un ritmo basal de transcripcién en
ausencia de la estimulacion de las hormonas esteroides. Sin embargo, la
activacion del elemento que responde a los esteroides superara el efecto

silenciador y activara la expresion del gen @V,

INTENSIFICADORES INDEPENDIENTES DE LAS HORMONAS

Estan localizados en el interior de la region reguladora del gen. Estos elementos
cis tienden a aumentar la funcion del elemento que responde a los esteroides al

elevar alin mas la velocidad maxima de expresion de los genes inducibles ©".

IMECANISMOS RESULTANTES DE LA UNION DE LA HORMONA ESTEROIDE A SU RECEPTOR EN LA CELULA

BLANCO

Los receptores a esteroides son sintetizados en los microsomas citoplasmaticos a
partir de ARNm. Los receptores a glucocorticoides, progesterona, testosterona y
estrogenos pueden ser aislados del citosol en ausencia del ligando
correspondiente, mientras que después de la adicibn de la hormona, estos

receptores sélo pueden ser extraidos del ntcleo ©?).

Una vez que los estrogenos se encuentran dentro de la célula, se unen a
receptores inactivos localizados en el compartimento citoplasmatico o nuclear
(estos receptores son clasificados como factores de transcripcidon). EI complejo
hormona-receptor sufre un cambio conformacional alostérico que lo convierte en
una forma activa, capaz de afectar la transcripcion nuclear de los genes. Para
funcionar de manera eficiente y directa, el receptor debe dimerizarse, interactuar
con secuencias especificas del ADN y luego acoplarse con otros factores de
transcripcion para formar un complejo multimérico, estable que estimule a la ARN
polimerasa e iniciar la transcripcion en ese gen. Se sintetiza un pre-ARNm grande

que incluye todos los exones y todos los intrones del gen. El pre-ARNm es

20

——
| S—



procesado por un “complejo de empalme” que separa todos los intrones y reune
los exones en una secuencia continua que codifica el producto proteico respectivo
del gen (Figura 12) %0 33:34),

CO-represor s +ARN

() + ARN

co-activador

ERE

Figura 12. Modelo de accién del RE. El RE sin ligando esta representado por el heterocomplejo unido a las
proteinas hsp, y otros chaperones. La unién cooperativa del antagonista (L2) induce la liberacion del receptor del
agregado o conjunto formado. La unién al agonista (L1) induce la uniéon de co-reguladores necesarios en la
funcién del receptor, el cambio conformacional, la activacion de la dimerizacion, la unidén cooperativa de multiples
copias de EREs localizados en la regiones reguladoras de los genes blanco (86),

Después de su sintesis citoplasmatica y antes de su activaciéon, muchos
receptores a esteroides forman complejos con proteinas llamadas de choque
térmico, tales como hsp 90 y hsp 70 2. La ultima funcién de los receptores es
provocar efectos especificos en la transcripcién. La transcripcién es el proceso
por el cual los genes del ADN son copiados a ARNs precursores para producir
ARN mensajeros (ARNm). Los ARNm, a su vez, seran traducidos para producir
proteinas. La sintesis del ARN la llevan a cabo enzimas llamadas ARN-
polimerasas, las cuales copian las secuencia nucleotidica de una de las cadenas
de ADN. Existen dos tipos de secuencias especificas en el ADN importantes para

el inicio de la transcripcion: la region promotora y la region potencializadora ©°.
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La region promotora contiene 3 regiones con diferentes funciones: una
conocida como caja CAAT, que es el sitio de unién inicial de la ARN-polimerasa al
ADN; otra conocida como caja TATA que alinea a la ARN-polimerasa en un sitio
especifico; para iniciar la transcripcion y por ultimo, una regién donde se inicia la

transcripcion del ARN ¢

La region potencializadora consiste de dos secuencias idénticas de pares
de bases, que al ser eliminadas reducen el indice de transcripcion. Por ello se le

considera como potencializadora de este proceso ©°.

Los receptores a esteroides activan la transcripcibn aumentando el
ensamblaje de un complejo de factores de transcripcion en la caja TATA, después
de lo cual estos factores interactuan para formar un complejo de iniciacion rapida
necesario para que la ARN-polimerasa inicie la transcripcion. La estimulacion de la
transcripcion genera mas ARN-ribosomal (maquinaria esencial para la sintesis
proteica) y mas ARN-mensajero para especificar la secuencia de aminoacidos de

las proteinas que seran sintetizadas durante la respuesta hormonal ©°.

La mayoria de las respuestas hormonales son reversibles o de duracion
finita. En apoyo a esto se ha observado que el complejo hormona-receptor ocupa
los sitios aceptores del ADN hasta por 12 o 16 horas, después de lo cual los
abandona o es degradado. La salida del complejo hormona-receptor da lugar a
otro complejo recién formado siempre y cuando se mantenga el aporte de la
hormona. La proteina receptora es sintetizada comunmente o reciclada del nucleo
al citoplasma, por lo que el paso limitante esta dado por el suministro de la

hormona ©2.
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ESTRUCTURA DE LOS ELEMENTOS QUE RESPONDEN A LOS ESTEROIDES

Los elementos cis estan compuestos por dos hemi-sitios para la unidén al receptor
del esteroide. En general los hemi-sitios de los elementos que responden a los
esteroides se localizan sobre cadenas complementarias de ADN y sefialan en la
direccion opuesta para formar un eje doble de simetria (palindromo). Su secuencia
varia solo ligeramente para una diferente capacidad de respuesta a la hormona, lo
que indica una reaccion de gran especificidad. Si bien actualmente no se conocen
los mecanismos precisos de fijacion del receptor al elemento que responde a los
esteroides, algunas evidencias recientes sugieren que una molécula del complejo
esteroide-receptor activado se unira a cada uno de los hemi-sitios para formar un
dimero (Figura 12)®%.

Los genes que codifican para los receptores se encuentran bajo control
hormonal. Por ejemplo, el gen que dirige la sintesis del receptor de la
progesterona, es un gen complejo de mas de 40000 pb (pares de bases) de
longitud, compuesto por 8 exones, que cuando es procesado al producto final, el
ARNm, dirige a la célula en la sintesis del receptor. A su vez, el gen del receptor
de la progesterona es estimulado por los estrogenos. Esta observacion
experimental demuestra la cooperacion que se desarrolla entre las hormonas en el
sistema endocrino y se ajusta a la observacion clinica que para que la
progesterona actué sobre el utero femenino y permita la implantacion y el
crecimiento del ovocito fertilizado, debe haber ocurrido una exposiciéon previa a

estradiol enddgeno o a agentes estrogenicos exdgenos %,

El complejo hormona-receptor “regula a la baja” la sintesis de su propio
receptor, a través de la inhibicién de la sintesis o del incremento en el recambio
del ARNm del receptor de la hormona. De esta forma se minimiza la sobre-
estimulacion potencial con la hormona, y la célula es protegida del dafio

resultante®?.
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BASE ESTRUCTURAL DEL MECANISMO DE ACCION DE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS SOBRE

LOS RECEPTORES NUCLEARES

Las estructuras mostradas en la Figura 13
corresponden al dominio de unién al
ligando (LBD) del receptor de estrégenos
(diagrama de cintas verdes) cuando forma
un complejo con un agonista (arriba) o con
un antagonista (abajo). Los ligandos son

representados mediante esferas solidas.

Cuando un agonista se une a un receptor
nuclear, la hélice alfa del extremo c-
terminal del dominio LBD (azul brillante) se

situa de tal modo que el coactivador (rojo)

puede unirse a la superficie del dominio.

Figura 13.- Configuracion tridimensional de los
receptores a estrogenos cuando son ocupados por un
antagonista o un antagonista

En la figura 13 se muestra unicamente una pequefia parte de la proteina
coactivadora, concretamente, la region denominada caja NR, que contiene la

secuencia de aminoacidos LXXLL.

Los antagonistas ocupan el mismo surco de union al ligando de los
receptores nucleares. Sin embargo, los ligandos antagonistas poseen una cadena
lateral que desplaza por un efecto estérico, la hélice alfa, y asi puede ocupar la
misma posicion en el espacio que un coactivador unido. Por ello, en esta
conformacion, la wuniébn de los coactivadores al dominio LBD queda

bloqueada ©738 39)
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Los ligandos agonistas actuan mediante la induccion de un cambio
conformacional en el receptor, que favorece la unién del coactivador. Los ligandos
antagonistas actuan mediante la induccién de un cambio conformacional en el
receptor, que impide la union del coactivador y favorece la union del

correpresor®’%8 39)

MODULADORES SELECTIVOS DE RECEPTORES

Existen un cierto numero de farmacos que, actuando a través de receptores
nucleares, presentan una respuesta agonista en algunos tejidos y una respuesta
antagonista en otros. Este comportamiento puede ser muy util, ya que permite
mantener un efecto terapéutico benéfico y deseado de un farmaco, minimizando

los efectos secundarios adversos.

Los farmacos que poseen este perfil mixto agonista/antagonista son
denominados moduladores selectivos de receptor (SRMs), como por ejemplo el
modulador selectivo de los receptores estrogénicos (SERMs) y el modulador
selectivo de los receptores de progesterona (SPRMs). El mecanismo de accién de
los SRMs puede variar dependiendo de la estructura quimica del ligando y del
receptor implicado, pero parece ser que muchos SRMs actuan promoviendo en el
receptor un cambio conformacional intermedio entre el agonismo y el

antagonismo®"+ 38 39),

En aquellos tejidos donde la concentracién del coactivador es mas elevada
que la del correpresor, el equilibrio virara hacia el agonismo. Por el contrario, si la
concentracion del correpresor es mas elevada, el ligando se comportara como un

antagonista.

RECEPTOR A ESTROGENOS

El receptor a estrégeno (RE) es una proteina perteneciente a la “super familia de
receptores nucleares”. Este fue identificado hace aproximadamente 40 afios, en
1962, por Jensen y sus colaboradores, quienes describieron la presencia de sitios
de unién a estrogeno en diferentes tejidos de la rata. Cuatro afos mas tarde Toft y

Gorski aislaron por primera vez receptores de estrégeno del Utero de ratas.
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Ambos grupos desarrollaron distintos modelos para explicar como el estradiol lleva
a cabo su accion en el nucleo, al unirse a un receptor especifico, el receptor de
estrogeno. Sin embargo en 1996 fue descubierto un nuevo receptor que comparte
gran homologia con el RE conocido, por lo que se decidi6 denominarlos como

RER al recientemente descubierto y REa al previamente conocido ‘% 4142 43),

MODULADORES SELECTIVOS DEL RECEPTOR ESTROGENICO

El efecto de los estrogenos es mediado por dos receptores conocidos como REa y
RER, que se unen al dominio LBD, eso origina la liberacion de proteinas llamadas
chaperonas y se induce un cambio en la configuracion del receptor, lo cual a su
vez permite su unién a la regién promotora del gen diana, responsable de la

actividad reguladora del gen.

Una vez que el receptor estrogenico dimero se ha unido al ligando, se
produce el reclutamiento de proteinas adicionales llamadas correguladoras, que
disparan la activacion o represion de genes especificos. En general, la diferencia
en la composicidon de aminoacidos de los LBD de los REa y B es que estan
involucradas para crear RE con diferentes papeles transcripcionales lo que
permite a ambos receptores regular la actividad de genes diferentes y promover
distintos efectos clinicos. Es posible plantear que los REa realizan funciones como

activadores de genes de transcripcion y los RE3, como represores.

Los REa se expresan en utero, higado, mama, rifibn ovario, testiculo y
cerebro. Los RER se expresan en hueso, cerebro, hipdfisis, tracto urinario, aparato

cardiovascular, prostata, ovario y testiculo 4%,

LAS NEURONAS GNRHERGICAS

(61 (62

En extractos de eminencia media, McCann ©" y Harris ©? sugirieron la
existencia de una hormona hipotalamica que estimulaba la liberacion de la
hormona luteinizante (LHRH). En 1971, Schally y colaboradores © aislaron el

decapéptido e identificaron su estructura quimica.
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Posteriormente, por medio de inmunoensayos e inmunohistoquimica se
localizaron las neuronas (GnRHérgicas) responsables de la secrecion de la GnRH.
El decapéptido cumple con todas las caracteristicas de una neurohormona: se
localizan en neuronas, se libera hacia el sistema porta hipofisario y muestra

actividades relacionadas con la liberacion de LH y FSH en el plasma periférico
61, 62, 63, 64)

3 midieron la GnRH por inmunoensayos en

Wheaton y colaboradores
secciones congeladas de cerebro de rata y encontraron mayor actividad en el tallo
infundibular y en la eminencia media; pequefas pero significantes cantidades de
GnRH fueron medidas en el hipotdlamo anterior, el nucleo supraquiasmatico y en

la zona rostral del area predptica.

La GnRH se encuentra en regiones de los O&rganos circunventriculares,
particularmente en el 6rgano vasculoso de la lamina terminal (OVLT: estructura

vascular en la punta del tercer ventriculo dentro del area predptica).

Por medio de estudios inmunocitoquimicos se ha mostrado que las
neuronas GnRHérgicas son pequefias y se distribuyen rostro-caudalmente desde
la diagonal Banda de Broca (DBB), la estria terminal, nicleo medial del septum, el
area preoptica medial (MPOA), y el area hipotalamica anterior (AHA) hacia la
region premamilar y se extiende lateralmente hasta 2 mm de la linea media en la
region predptica y en el cerebro medio. También se ha detectado GnRH en el area

supraquiasmatica del hipotalamo medio basal % "),

Las neuronas GnRHérgicas que se proyectan hacia la eminencia media
(EM), estan concentradas basalmente en las regiones de la linea media desde
MPOA hasta el area retroquiasmatica. Esas fibras terminan en los capilares del

plexo primario del sistema portal hipotalamo—hipofisario ©4.
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Mamifero pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly | Leu Arg |Pro Gly NH:
Vertebrados | bayo pGlu| Tyr | Trp Ser| Tyr |Gly | vai Arg |Pro Gly NH;
(ltl,gndl'bula Pollo | pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly | Leu GIn |Pro Gly NH:
Rana pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly |Leu Trp |[Pro Gly NH:
Mojarra pGlu His Trp Ser| Tyr (Gly | Leu Ser [Pro Gly NH:
Salmén pGlu His Trp Ser| Tyr (Gly | Trp Leu [Pro Gly NH;
Medaka pGlu His Trp Ser | Phe (Gly | Leu Ser [Pro Gly NH;
Bagre pGlu His Trp Ser| His [Gly | Leu Asn [Pro Gly NH;
Arenque pGlu His Trp Ser| His [Gly | Leu Ser |[Pro Gly NH;
Cazon pGlu His Trp Ser| His (Gly | Trp Leu [Pro Gly NH;
L Pollo I pGlu His Trp Ser| His |Gly | Trp Tyr |Pro Gly NH:
Peces sin r
Mandibula | Lamerealll pGlu His Trp Ser| His Asp Trp Lys |Pro Gly NH:
| Lampreall pGlu His |Tyr | Ser| Leu Glu Trp Lys [Pro Gly NH;

DIFERENTES MOLECULAS DE GNRH

En vertebrados, se han identificado 13 formas de GnRH (Tabla 1) ©®®. Sin
embargo, s6lo dos o posiblemente tres pueden existir en cada especie de
mamiferos: La GnRH de mamiferos o GnRH-I y el otro decapéptido encontrado

en mamiferos, la GnRH-II 4 '

) difiere en tres aminoacidos de la GnRH-I (pGlu —
His — Trp — Ser — His — Gly — Trp — Tyr — Pro — Gly). La GnRH-II fue inicialmente
aislada en el cerebro de pollo, por lo que se le denomind GnRH de pollo. La
GnRH-Il representa el mas antiguo y es expresado en multiples 6rganos del
cuerpo de mamiferos 4 %9,

La GnRH-II puede estimular la secrecion de la LH y de la FSH en monos, ovejas y
roedores, es mas potente que la GnRH | en cuanto a la estimulacién en la

2479 En la lamprea se ha identificado otro tipo de

secrecion de gonadotropinas
GnRH, la cual se nombr6 GnRH-Ill, que en el cerebro de humanos y ratas se
distribuye de manera muy similar a la GnRH-I. La GnRH-IIl regula en forma muy

especifica la liberacion de FSH #4).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de las diferentes moléculas de GnRH en diferentes especies o)
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CITOLOGIA DE LA NEURONA GNRH

En varias especies, la neurona GnRHérgica es de tipo bipolar con una
orientacion oblicua que puede reflejar la direccion de la migracion embrionaria a
través del cerebro. En algunas especies tales como la oveja, la orientacion y

24.89.71) "En |a rata, el ratén y

distribucién se mantiene, pero son de tipo multipolar (
el mono, las neuronas GnRHérgicas bipolares se han

clasificado como lisas o espinosas “*). Estructuralmente > .
las neuronas espinosas son caracterizadas por varias
protusiones citoplasmaticas y reciben conexiones
sinapticas de las neuronas GnRHérgicas lisas, pero no
hay diferencias en el numero de sinapsis entre estos dos
tipos neuronales "% 24 736974 1| 5 relevancia funcional
entre estos dos tipos de células se desconoce, ya que (

estas se distribuyen de igual forma en el hipotalamo @%.

Figura 14.- Morfologia bipolar de una
neurona GnRHérgica @0

REDES NEURONALES GNRHERGICAS

Las neuronas GnRHérgicas reciben contactos sinapticos de neuronas que
secretan glutamato, acido gamma aminobutirico (GABA), GnRH, galanina, -
endorfinas, neurotensina, neuropéptido Y (NPY), péptido intestinal vasoactivo,

(VIP), orexina, endotelina y acetilcolina 4%,

Ademas de estos moduladores directos de la actividad de la neurona
GnRHeérgica, se ha mostrado que también participan: norepinefrina, dopamina,
serotonina, histamina, epinefrina, canabinoides, somatostatina, bombesina,
orexina, endothelina, dinorfina, sustancia P, vasopresina, encefalina, oxitocina,

angiotensina ¥ .
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LIBERACION DE GNRH

En la oveja, la liberacién de la GnRH cambia de un patron estrictamente
episoddico a uno no episdédico, de liberacién intermitente, con pulsos de alta
frecuencia que se manifiestan poco antes de la liberacién preovulatoria de la FSH

H @) | a secrecion preovulatoria de la GnRH parece estar compuesta por

ylaL
eventos pulsatiles que se sobrepone a la liberacion tonica de GnRH ?* ) Este
incremento masivo en la secrecion de GnRH continua por 24 horas, mas alla de la
secrecion preovulatoria de la LH, antes de regresar al patron tonico de liberacion.
En ratas, estudios realizados por microdidlisis en la EM, se mostré que la
secrecion de GnRH aumenta junto con la liberaciéon de la LH, la cual es maxima en
el dia del proestro, como resultado del incremento en la amplitud y la frecuencia
de los pulsos, asi como en la cantidad de GnRH liberada. Se postula que este
fendmeno podria ser resultado del aumento en el estimulo entre las neuronas

GnRHérgicas, al activarse mutuamente por varias horas .

INTERACCIONES ESTROGENICAS EN LA RED GNRHERGICA

En especies con ovulacién espontanea, a medida que aumenta la concentracion
de estrégenos, actuan en la red GnRHérgica, induciendo el mecanismo
estimulante 6 “feedback” positivo, que induce Ila liberacion preovulatoria de
gonadotropinas. En otros momentos del ciclo, el estrégeno es responsable de un

efecto supresivo de la secrecion de FSHy LH 6 “feedback” negativo (>7®).

Por medio de inmunocitoquimica e hibridacién in situ, se ha demostrado que
las neuronas de muchas especies no expresen la proteina o el ARNm del REa. En
cambio, la proteina y el ARN para el RES se ha detectado en neuronas
GnRHérgicas de embriones de ratén, 6 en ratones prepuberes y adultos, asi como

en ratas adultas /> 77> 78, 79.80)
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ACCION DE LOS ESTROGENOS EN LA NEURONA GNRHERGICA

Herbison ?* propone tres formas de accion de los estrégenos sobre la red

neuronal que regulan la actividad de la neurona GnRHérgica:
1) Accidn directa sobre la neurona GnRHérgica, que ocurriria por medio del RES.

2) Transmisién transinaptica por medio de neuronas que hacen sinapsis con la

neurona GnRHégica y que expresen el REa.

3) Transmision por medio de la glia y las células endoteliales, en la que los
estrégenos alterarian la relacién ultraestructural entre la glia y la neurona
GnRHérgica 6 por medio de la secrecion de interleucinas como el TGF-8 (TGF-1:
factor de crecimiento tumoral beta), del factor de crecimiento semejante a la

insulina 6 de 6xido nitrico @Y.

GLIA

TANACITOS

4 g
(:i " * U ENDOTELIO VASCULAR

Figura 15. Diferentes modos de accion de los estrogenos en la neurona
(24)

GnRHergica “".

TRANSMISION DE ESTROGENOS EN LAS CELULAS DE LA GLIA Y ENDOTELIALES

Los astrocitos y células ependimales expresan ambos receptores a estrogenos y
son consideradas como un importante componente en los mecanismos
involucrados en la dinamica funcional del hipotalamo al interactuar con las células

de la red GnRHérgica ¢'2,
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Los estrégenos pueden actuar en la glia al alterar las relaciones ultraestructurales
con las neuronas GnRH, al cambiar el patrén de secreciéon del factor del
crecimiento (TGF-B, TGF-1) o ambas ®2.

Durante la secrecion preovulatoria de la GnRH en la EM, los estrogenos
promueven el re-arreglo de la relacion entre los tanacitos y las terminales
GnRHérgicas; que resulta en el incremento del numero de terminales de la
neurona GnRHérgica dentro del espacio pericapilar. Este hecho promueve Ia
liberacion de la GnRH hacia el sistema portal. De los esteroides gonadales
dependen los cambios en la ultraestructura de las células gliales, promoviendo la
aposicién con el cuerpo de las neuronas GnRHérgicas. In vitro estos efectos

llegan a ocurrir en un tiempo de 5 horas #8489,

La otra forma en la que las células gliales pueden regular la actividad de la
neurona GnRHérgica es por medio del incremento en la secrecidén de factores de
crecimiento. Estudios in vitro han mostrado que los estrogenos incrementan la
sintesis del TGF-B por los astrocitos, modulador que estimula la secrecion de la
GnRH ®),

FEEDBACK POSITIVO DE LOS ESTROGENOS

En la rata, el denominado “feedback” positivo de los estrogenos implica, segun
Herbison (2006) ¥ un incremento simple en la frecuencia y amplitud de los
pulsos de secrecidon de la GnRH. Sin embargo, un analisis mas detallado de la
secrecion de GnRH en la oveja, muestra que el primer cambio ocurre 15 a 20
minutos después de la presencia de estradiol, cuando se presentan interpulsos
durante la secrecion de la GnRH. Esto es seguido por un incremento en la
frecuencia y amplitud de los pulsos, asi como de un aumento de los interpulsos
entre dos y cuatro horas antes de la secrecion preovulatoria de la GnRH. En la
rata se ha mostrado un aumento en la irregularidad de los pulsos de secrecion de

la GnRH antes de la secrecion preovulatoria ®7: 88 89:90)
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El repentino incremento en la secrecion de GnRH durante el medio dia del
proestro es importante para propiciar la iniciacion de la liberacion preovulatoria de
la LH ®". En primates, ovejas y roedores la liberacion de LH por la secrecién
preovulatoria de la GnRH es unicamente inducida por una sefial de estrogenos lo

suficientemente alta que dura algunas horas "%,

En la rata, los estrbgenos no necesariamente deben de estar presentes en
el momento en que se inicia la liberacion preovulatoria de GnRH, esto indica que
la red GnRHérgica requiere de una prolongada exposicidon a los estrdgenos en
concentraciones altas, lo que se traduce en la senal apropiada para iniciar el
“feedback” positivo. Ademas hay que considerar que los estrogenos actuan en el

genoma, modificando la expresion de genes en la red neural de la GnRH ©?.

A la fecha se plantea que la secrecion de la GnRH generada por los
estrégenos es por medio de la expresidn génica en neuronas que sintetizan el
REa localizadas en el nucleo para-ventricular antero-ventral (AVPV) en los

roedores o en el hipotalamo medio basal en la oveja ®¥.

FEED BACK NEGATIVO DE LOS ESTROGENOS

Los efectos supresivos de los estrogenos sobre la secrecion de GnRH
ocurre mucho mas rapido (de 1 a 2 hrs) que el “feedback” positivo e involucra
principalmente un decremento en la amplitud de los pulsos de la GnRH, aunque

también se observan cambios en la frecuencia >

ASIMETRIAS NEUROENDOCRINAS.

La primera observacion que mostré la existencia de funciones asimétricas del eje
hipotalamo-hipéfisis-génada fue dada por Gerendai y col. ", al indicar que en la
rata hembra, la concentracion de la GnRH en la porcion derecha del hipotalamo
medio basal era el doble que la del lado izquierdo. Recientemente se mostro, que
la sintesis del ARNm de la GnRH, también es asimétrica y varia durante en ciclo
estral ®®, la mayor cantidad de ARNm se observa en la tarde del diestro-2, en la
porcion derecha de POA-AHA.
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La falta de una génada incrementa el contenido de GnRH en el hipotalamo medio
basal del mismo lado que se extirpa la gobénada, de manera que la
hemiovariectomia derecha incrementa el contenido de GnRH del lado derecho del
hipotalamo (haciendo mas marcada la asimetria), mientras que la extirpacion del

ovario izquierdo aumenta el contenido del decapéptido en el lado izquierdo del

hipotalamo (anulando la asimetria) ©7.

El analisis de los efectos de la denervacion, de la inyeccion sistémica o local de
neurotoxinas, o farmacos que afectan la transmision neuronal, ha mostrado que la
inervacion proveniente del nervio ovarico superior regula la respuesta de los
foliculos ovaricos a las gonadotropinas. El ovario envia informacién neuronal de
estas actividades hacia el sistema nervioso central por medio del nervio vago. La
respuesta de esta sefal neuronal proveniente del ovario puede ser ipsilateral o
contralateral. Mas aun, la regulacién de las funciones del ovario dependen no solo

de las gonadotropinas, sino también de los efectos moduladores de la inervacion

ovarica en las acciones gonadotropicas y el ovario en especifico bajo estudio 9.

Los receptores muscarinicos localizados en POA-AHA regulan en forma
asimétrica la secrecion de la GnRH y la ovulacién. Dicha asimetria cambia durante
el ciclo estral "), El implante de atropina del lado derecho de POA-AHA (colocado
a las 13:00 horas del dia del estro) bloquea la ovulacion, mientras que el implante
del lado izquierdo no lo hace. Cuando el implante se realiza en el diestro-1, ambos
implantes bloquean la ovulaciéon. En el dia del proestro los implantes en uno u otro
lado de POA-AHA no la alteran %9,

La falta de ovulacidén en animales con implante unilateral de atropina en POA-AHA
resulta de modificaciones en la secrecién fasica de la GnRH en la tarde del
proestro, ya que la inyeccion subcutanea de LHRH sintético a las 14:00 horas de
este dia, induce la ovulacién ?". Esta modificacién en la secrecion fasica de la
GnRH parece ser el resultado de una alteracion en el efecto de “feedback”
estimulante de los estrogenos, ya que al restablecer la sefial ovarica en el dia del

dierstro-2, solo ovulan aquellos animales en los que el implante de atropina se

coloco en el lado izquierdo de POA-AHA @V,
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MPP_(METIL-PIPERIDINO-PIRAZOL)

Los compuestos de la familia de los piperidino- )

pirazoles contienen como su nombre o s\  ERw12%2
- . _ \_/  ERpP:0.05+001
indica, un grupo pirazol, el cual tiene una NN') e @l 240
mayor afinidad al REa que para el REB. Por A J \ / 0:,»

ello y a falta de antagonistas selectivos para el HOI CH; N
REq, se desarrollaron compuestos que wep '

antagonizan con este receptor y no con el Figura 16. Estructura del Metil-Piperidino-
Pirazol.
REB.

Entre estos pirazoles, el mas selectivo para el REa es el metil-pipiridino-
pirazol (MPP) "o,

El MPP incrementa el porcentaje de células del endometrio de la mujer,
cuando se compara con los efectos del estradiol. En ratones, el MPP aumenta el

102

peso del Utero y la proliferacion del endometrio %%, La inyeccién subcutanea de

MPP por 6 dias consecutivos provoca disminucion de la concentracion de LH en la

hipdfisis y en el suero (%%

Por medio del uso de ratones “Knockout”, en los que el REa o REB son
desactivados, se ha sugerido que el REa pero no el REB es necesario y suficiente
para que se manifieste el efecto de “feedback” estimulante de los estrégenos
sobre la neurona GnRHérgica. Y en consecuencia estimular la secrecion
preovulatoria de LH "), Con base en estos resultados se ha sugerido que en la

rata, la accion de los estrégenos sobre la secrecion de LH es ejercida por el REa.

En ratas adultas ciclicas, la inyeccion subcutdanea de MPP en la manana del
diestro-1 provocé aumento del numero de ovocitos liberados y disminucion del
peso de los ovarios, lo que se acompaio de un menor numero de foliculos
pequefios sanos y de un aumento de los medianos, en los animales sacrificados a

las 9:00 y 17:00 horas del proestro ©.
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El MPP a dosis de 25 a 150 ug aumenta el peso humedo del utero, pero no de la
forma en que lo hace el 17B-estradiol, ya que éste provoca un aumento en el peso
humedo del utero y diferenciacion en el epitelio luminal y glandular, simulacion de
transcripcion y translacion de una variedad de productos genéticos que regulan la
progresion del ciclo celular, hiperemia, edema del estroma e inhibicion del agua,

angiogénesis, incorporacion de células inmunes y morfologia endometrial ).

TWEEN 20°®

El Tween 20® (nombre comercial) es un surfactante no idnico que se utiliza
principalmente en la fabricacion de cosméticos, productos del cuidado de la piel,
en alimentos y productos farmacéuticos. EIl Tween 20® se compone de un grupo
central con cuatro cadenas de 6xido de polioxietileno, cuando estas cadenas se
esterifican con un &acido oleoso y con acido laurico pueden obtenerse 1500
estructuras. Ya que si las cadenas de polioxietiieno son mas cortas se forman

agregados muy grandes, lo que hace que sea una solucién muy viscosa (%,

Los detergentes no idnicos también se utilizan para la solubilizacién de
membranas y como un medio solvente para proteinas de membrana.
Generalmente el detergente 6ptimo para ciertas proteinas de membrana se tiene
que encontrar empiricamente y puede depender del tipo de experimento que uno

quiere hacer. Los detergentes no iénicos no tienen ningtin grupo cargado‘'%®.

El caracter hidréfilo de estos detergentes se debe al grupo hidroxilo,
disuelve los enlaces lipido-lipido y lipido-proteina, mientras que las interacciones
proteina-proteina no resultan afectadas. De este modo se conserva la estructura
nativa de las proteinas. Ademas, el detergente sustituye a los lipidos, que
normalmente estan unidos a la parte hidréfoba de las proteinas, con lo que crean
un entorno de tipo lipido y pueden estabilizar proteinas solubilizadas que los
lipidos y proteinas de una membrana nativa actuan reciprocamente uno con el
otro de una manera compleja que diferird con todo detalle de membrana a

membrana!'%®).
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El Tween 20® por ser un detergente no iénico es usado para estudiar la estructura
de las subunidades de proteinas de membrana y las interacciones de proteinas de
membrana con estructuras externas, ya que no desnaturalizan a las proteinas y no

altera la carga de las proteinas a las que se une "%,

Por las propiedades mencionadas, el Tween 20® se emplea para estabilizar
la solucion de proteinas purificadas usada en prueba de piel para la exposicion de
tuberculosis, como un agente para lavar pruebas de inmuno-ensayos como el de
Western Blot y ELISA. Se puede disolver en tris —buffer Salino o buffer de Fosfato

salino en diluciones de 0.05% a 0.05% de v/v) (197 108.109)

PROPOSITO DEL ESTUDIO

En la rata, el 17B-estradiol es una de las sefiales que regulan la funcion del eje
hipotalamo-hip&fisis-ovario. Existen dos tipos de receptores a estroégenos: el REa y

el REB. En el area preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) se han

identificado ambos RE "'%: sin embargo solo el REB ha sido identificado en las

neuronas GnRHérgicas y se ha sugerido que tanto el REa como el REB estan
involucrados en los efectos de “feedback” inhibitorios de los estrégenos sobre la
secrecion de la GnRH y las gonadotropinas. Por medio del uso de ratones
“Knockout”, en los que el REa o RE son desactivados, se ha sugerido que el REa
pero no el REB es necesario y suficiente para que se manifieste el efecto de
“feedback” estimulante de los estrogenos sobre la neurona GnRH. Y en

consecuencia estimular la secrecion preovulatoria de LH (1%

Sin embargo los resultados obtenidos con este tipo de modelos
experimentales no son concluyentes, ya que limitan el estudio de las interacciones
fisioldgicas entre el REa y el REB en la regularizacion de la secrecion de la GnRH,
las gonadotropinas y la ovulacién por derivarse de un modelos experimental en el
que la desactivacion genética de uno u otro receptor esta presente en todos los

organos blanco del 173-estradiol; asi que se trabaja con un modelo no fisioldgico.
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Por otra parte, se ha demostrado que el numero maximo de células
inmunorreactivas al REa en POA-AHA se observa a las 9:00 y 17:00 horas de

cada dia del ciclo estral """,

En ratas ciclicas, el bloqueo de los REa en uno de los dias del ciclo estral
provoca modificaciones en la ovulacién espontanea, que dependen del lado de

112

POA-AHA manipulado y del dia del ciclo estral ''?, el dia mas sensible a la falta

de la sefial que genera el 17B-estradiol a través del REa es el diestro 1.

Por lo tanto, con la finalidad de conocer cual o cuales de las sefiales
neuroendocrinas son alteradas al bloquear los REa del lado izquierdo de POA-
AHA en la fase del diestro-1, en este proyecto de tesis se analizaron los perfiles
séricos de hormonas esteroides (estradiol y progesterona) y de la expresion del
ARNmM de la GnRH en las porciones izquierda y derecha de POA-AHA.

HIPOTESIS

Dado que el bloqueo de los REa en la mafana del diestro-1 bloquea la ovulacién,
entonces la falta de la sefial que genera el 17B-estradiol por medio de REa
modificara el perfil de expresion del ARNm de la GnRH, lo que a su vez generara
modificaciones en la concentracion de hormonas esteroides y por ende en la falta

de ovulacion.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del bloqueo de los REa en el lado izquierdo de POA-AHA
sobre la expresiéon del ARNm de la GnRH, la concentracién de progesterona, de

estradiol, asi como la ovulacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar los efectos del bloqueo de los REa del lado izquierdo de POA-AHA
en el dia del diestro-1, sobre el perfil de expresion de ARNm de la GnRH en
el lado izquierdo y derecho de POA-AHA.
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2. Evaluar los efectos del bloqueo de los REa del lado izquierdo de POA-AHA
en el dia del diestro 1, sobre el perfil de las concentraciones de

progesterona y estradiol en el suero, posteriores al tratamiento.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas de 3-4 meses de edad de la cepa CIlIZ-V,
mantenidas en grupos de seis animales por jaula, en periodos controlados de luz-
obscuridad (luces encendidas de 5:00-19:00 horas) y con libre acceso al agua y al

alimento.

Se evaluo el ciclo estral por la toma de frotis vaginales y solo se utilizaron
aquellos animales que presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias. La
laminilla con los frotis vaginales se tiferon con hematoxilina y eosina, mediante la
siguiente metodologia: hematoxilina durante ocho minutos, después se colocaron
en agua de la llave durante 10 minutos e inmediatamente se tifieron con eosina
por espacio de 5 minutos, finalmente se quito el exceso de eosina con alcohol al
70%.

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

3. Se rasuro la zona dorsal de la cabeza (donde

de la Rata de Koning y Klippel {
se localizan los huesos parietales) con una navaja de acero inoxidable, se realizo
una incision vertical en sentido antero-posterior en el cuero cabelludo, se esterilizé
por medio de la aplicacién de agua oxigenada y se eliminé el exceso de tejido con
un hisopo de algodén. Una vez limpia el area, se ubicd el punto Bregma (punto
donde coinciden la unién de los dos huesos parietales con el frontal), o punto cero

113

del Atlas del cerebro de la rata '"®. Las coordenadas utilizadas para llegar a POA-

AHA fueron: AP=-0.04 mm, LM= £ 0.06 mm y V= 8.6 mm a partir de la meninge.
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Una vez en la zona de estudio, las ratas fueron microinyectadas en el lado
izquierdo de POA-AHA con 25ug de methyl-piperidino-pyrazol 6 MPP (antagonista
selectivo para el REa) disuelto en 1pl de una solucion 1:100 de Tween/agua
(vehiculo), durante un minuto. Como grupos control se utilizaron animales

inyectados con vehiculo (1ul durante un minuto).

Grupos de animales fueron sacrificados por decapitacién a las 9:30 horas
del dia del estro esperado, se disecaron las trompas uterinas para contar el
numero de ovocitos liberados, y los ovarios y el utero para pesarlos. El cerebro de
estos animales fueron colocados en una solucion de formol al 4% durante al
menos una semana, para ser cortados en sentido coronal, a 80 pm en un
vibratomo, con la finalidad de verificar la zona en donde se inyecto el farmaco o el
vehiculo. Otros grupos de animales micro-inyectados fueron sacrificados a las
11:00 horas del mismo dia de la inyeccién (diestro-1), del diestro 2, del proestro y
del estro esperado, que correspondieron en tiempo post-inyeccion a 2, 26, 50 y
98h.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion; se colectd la
sangre del tronco, la que se dejo coagular a temperatura ambiente y se centrifugo
a 3000 rpm durante 15 minutos para obtener el suero, el cual se almaceno a -4°C
hasta la cuantificacion de hormonas esteroides. Los grupos de referencia absoluta
correspondieron a animales sin tratamiento sacrificados a las mismas horas que

los grupos experimentales.

Se extrajo el cerebro y se colocaron en solucion salina, se disecaron las
porciones izquierda y derecha de POA-AHA mediante la técnica propuesta por
Palkovits (1973) y se obtuvo el ARNm total, el cual se almaceno a -70 °C hasta la
medicion de la expresion del ARNm de la GnRH por la técnica de retro-trascripcion

de la reaccion en cadena de la polimerasa reversa (RT-PCR) (%),
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CUANTIFICACION DE HORMONAS

La cuantificacion de las concentraciones plasmaticas de estradiol (Ez2) y
progesterona (P4) se realizo por RIA mediante el uso de estuches comerciales
marca Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA), que contienen
tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de hormona
marcada ('* |- Progesterona 6 ™ |- Estradiol) y calibradores para la realizacion de la
curva patron. A cada tubo del estuche se le adiciono 100ul de la hormona marcada
(|- Progesterona 6 ™ |- Estradiol). Los tubos se agitaron durante un minuto y se
incubaron a temperatura ambiente durante tres horas; posteriormente se
decantaron y limpiaron, finalmente con la ayuda de un contador de centelleo
Gama, se cuantific6 la cantidad de la hormona problema. Los datos de la

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

EXTRACCION DEL ARN TOTAL DE LAS AREAS IZQUIERDAS Y DERECHAS DE POA-AHA

1. A la porcién izquierda 6 derecha de POA-AHA, contenidas en tubos eppendorf
estériles se les agreg6 300 pl de trizol y se homogenizé con un Politron,
modelo PT -MR 3100 (Kinematica AG, Littau, Suiza).

2. Al tejido homogenizado se le agregd 100 ul de cloroformo y se agité durante 30

segundos en un vortex, con la finalidad de extraer el ARNm.

3. Los tubos se mantuvieron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 12,000
rom a 4° C por 25 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: una fase inferior
organica de color rojo y la fase superior acuosa incolora. EI ARN quedé en esta
ultima fase, mientras que el ADN vy las proteinas se mantienen en la interfase y

en la fase organica.

4. La fase acuosa se transfirié a otro tubo eppendorf y se agreg6 un volumen igual
de isopropanol, con la finalidad de precipitar el ARN. La muestra se mantuvo a
4° C durante 72 horas.
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5. Se centrifugaron las muestras por 25 minutos a 12,000 rpm a 4° C. El ARN se

precipité formando una pastilla blanca amarillenta.

6. Se removid el sobrenadante y se lavd la pastilla con etanol al 80 %. Se

centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4° C.

7. Después de una segunda separacion del sobrenadante, los tubos se colocaron
en sentido inverso sobre una gasa estéril y la pastilla se secé a temperatura
ambiente para evitar la insolubilidad de la misma. La pastilla de ARN se

disolvio en 30 pl de HZO inyectable (lo que consistio la muestra).

8. Se hicieron alicuotas de 0.4 pl de muestra en 100 pl H20 inyectable. Se leyé la

absorbancia de estas muestras a longitudes de onda de 260 y 280 nm.

La concentracion de ARN se determind conociendo que: una unidad de

-1
absorbancia a 260 nm equivale a 40 mg de ARN ml . La pureza del ARN se
determin6 por medio de la relacion de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm
(260/280 nm).

9. Para obtener el ADN complementario (ADNc) se realizo la retro transcripcion del
ARN total. El control negativo consistié de una muestra de agua que sustituyé

al ARN. Los volumenes utilizados en la técnica se especifican en el cuadro 1.

Cuadro 1. Reactivos utilizados en el desarrollo en la técnica de Para ¢/ muestra
retrotranscripcion. Reactivo
ARN total 2 ug
Buffer RT 1x 2ul
DTT 1pl
DNTP’s 0.5l c/u
RT M-MLV 0.5l +0.5uH O
Oligo dt 0.05 pl
HZO Aforado a 10 pl
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10. Por medio de la técnica de retro-transcripcion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), se amplific6 un fragmento de los genes de la GnRH. Se
utilizdé GAPDH como gen control interno. En el cuadro 2 se especifican los

reactivos y volumenes utilizados en la técnica.

Cuadro 2. Reactivos utilizados en el desarrollo de |a técnica de reaccion Para ¢/ muestra
en cadena de la polimerasa. Reactivo

Producto de RT 10 ul

Buffer PCR 5ul

MgCI2 2.5ul

Taq polimerasa 0.8 ul

DNTP’s 0.5l c/u

Oligo 1 2.0l c/u

HZO 25.7 ul

11. La reaccion en cadena de la polimerasa se realizé en un termociclador de
gradientes (marca Eppendorf Scientific Inc, Alemania), a las temperaturas y

ciclos que se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para la retrotranscripcién, asi como las
temperaturas y ciclos utilizados para la técnica de RT-PCR. Gen

Secuencia sense Secuencia antisense  Temperat Ciclos
ura
GnRH CAA CCCATAGGA CAC TAT GGT CAC 53.0°¢C 32
CCAGTGCTGG CAG CGG GG
GAPDH GAT GGG TGT GAA  AGT GAT GGC ATG 55.1°2C 32
CCA CGA GA GAC TGT GG

Cabe sefalar que las temperaturas de alineacién, asi como el numero de ciclos
utilizados para los genes en cuestion fueron previamente estandarizados para la
optimizacion del experimento.

12. Una vez obtenidos los productos de PCR, se corrieron los productos en gel de
agarosa al 2%, preparado con TBE al 1% y tefido con BrET. Se utiliz6 una
camara de electroforesis horizontal, modelo Horizon 11-14 (Life Technologies,
gibco brl, USA).

13. Se tomaron fotografias del gel con una camara Kodak EDAS 216.
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14. Los negativos de las fotografias de los geles se cuantificaron por densitometria
por medio del programa Scion Image de Inc. Y los resultados se mostraron en

expresion relativa.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del numero de animales ovulantes se analizaron por la prueba de
la probabilidad exacta de Fisher, los del numero de ovocitos liberados por la
prueba de Kruzkall-Wallis seguida de la prueba de Dunn o la de “U” Mann-
Whitney. Los datos de las concentraciones de las hormonas esteroides y del
ARNm de la GnRH se analizaron mediante la prueba de analisis de varianza
(ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se compararon
dos grupos, el andlisis se realizd por medio de la prueba de “t” de Student. En
todos los casos s6lo se aceptaron como significativas aquellas diferencias en las

que la probabilidad sea igual o menor al 5%.
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RESULTADOS

ANIMALES OVULANTES.

Con respecto a los animales intactos, la micro-inyeccion de Tween 20® en el lado
izquierdo de POA-AHA, a las 09:00 h del dia del diestro-1 bloque6 la ovulacién de
todos los animales tratados. La micro-inyeccion de MPP no modificd los efectos

del Tween 20® sobre el porcentaje de animales ovulantes (Grafica 1).
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Grafica 1. Media t e.e.m. del porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado en ratas micro-
inyectadas con Tween o MPP en el dia del diestro-1 en el lado izquierdo de POA-AHA
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PESO DEL UTERO

La micro-inyeccién de Tween 20® o MPP en el lado izquierdo de POA-AHA no
modifico el peso del utero (Grafica 4).
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Grafica 4. Media + e.e.m. del peso del Gtero (mg/100g peso corporal) en ratas micro-inyectadas con Tween o MPP a
las 9:00 h del diestro-1 en el lado izquierdo de POA-AHA
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EXPRESION RELATIVA DEL ARNM DE LA GNRH EN POA-AHA IZQUIERDA

En la Grafica 7 se muestran los efectos de
la microinyeccion de Tween 20® y del
MPP sobre la expresion del ARNm de la
GnRH en el lado izquierdo de POA-AHA
realizado a las 11:00 h de cada fase del
ciclo estral, después del tratamiento en la
manana del diestro-1. EI Tween 20®
provocd disminucién del ARNm de la
GnRH en la mafiana del diestro-2 cuando
se compara con los animales intactos.
Mientras que la micro-inyeccion del MPP
disminuyd la expresion del ARNm de la
GnRH en la mafiana del diestro-1 y del
proestro con respecto a los animales
tratados con Tween 20®.

GnRH/GAPDH
(mediate.e.m)

* %k

rl ii&fiiiu_

Diestro 1 Diestro 2 Proestro Estro

Expresion Relativa del ARNm del

H Intactas ®E Tween W MPP

*p<0.05 vs. Intactas; **p<0.05 vs. Tween (Prueba “t” de Student)

Grafica 7. Media + e.e.m. de la expresion relativa del ARNm

de la GnRH micro-inyectadas son Tween o MPP en la

porcion izquierda de POA-AHA, en la mainana del diestro-1.

EXPRESION RELATIVA DEL ARNmM DE LA GNRH EN POA-AHA DERECHA

En la Grafica 8 se muestran los efectos de
la microinyeccion de Tween 20® y del MPP
sobre la expresion del ARNm de la GnRH
en el lado derecho de POA-AHA a las 11:00
h de cada fase del ciclo estral después del
tratamiento en la manana del diestro-1.
Como se puede observar, a las dos horas
de micro-inyectar el Tween 20®, la
expresion del mensajero aumentd la
expresion del mensajero; efecto que fue
disminuido por la micro-inyeccién del MPP.

En cambio en la manana del estro esperado
la micro-inyeccién del Tween 20® provoco
disminucion de la expresion del ARNm de la
GnRH, efecto que no fue modificado al
administrar el MPP.
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GnRH/GAPDH
(mediate.e.m)

Expresion Relativa del ARNm del

Diestro 1 Diestro2 Proestro Estro

M Intactas M Tween K MPP

*p<0.05 vs. Intactas, **p<0.05 vs. Tween (ANDEVA seguida de
la prueba de Tukey).

Grafica 8. Media + e.e.m. de la expresion relativa del ARNm de la
GnRH micro-inyectadas son Tween o MPP en la porcién derecha
de POA-AHA, en la maiiana del diestro-1.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que en la mafana del diestro-
1, el bloqueo de los REa del lado izquierdo de POA-AHA (por la micro-inyeccion
del MPP) disminuye la expresion del ARNm de la GnRH en el lado inyectado e
inhibe la secrecion preovulatoria de estradiol e incrementa el peso de ambos

ovarios en la mafiana del proestro.

La desestabilidad de las membranas de las neuronas de POA-AHA, por la
micro-inyeccion de Tween 20® en el lado izquierdo de esta area hipotalamica,
resulta en el bloqueo de la ovulacion. Este efecto es consecuencia de la
disminucion en la expresion del ARNm de la GnRH en el lado inyectado, asi como

por la inhibicién de la secrecién preovulatoria de estradiol.

En experimentos anteriores se ha demostrado que el dia del diestro-1 es
el mas susceptible a los cambios neuroendocrinos generados por distintas

100,115

manipulaciones experimentales ) que rompen la cascada de sefalizacion

que culminan con la ovulacién en las primeras horas del estro.

La ausencia de ovulacion en los animales micro-inyectados con el Tween
20® puede ser explicada si consideramos que al ser un surfactante (detergente no
idbnico) que solubiliza las membranas celulares, al disolver los enlaces lipido-lipido

y lipido-proteina 1%

, podria modificar la disposicién de las proteinas de contacto
celular que existen entre las neuronas de POA-AHA, lo que alteraria las
estructuras proteicas de los receptores de neuromoduladores estimulantes o
inhibitorios que regulan la actividad de las neuronas, entre ellas, las que secretan

la GnRH.

Esta hipotesis estaria apoyada, en parte, por la disminucion en la expresion
del ARNm para la GnRH observada a las 11:00 h del diestro-2 en los animales

micro-inyectados con el Tween 20®.
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Con base en los resultados obtenidos por Gore y Roberts (1997) y Arteaga-
Lépez y colaboradores (2005), en este dia del ciclo ocurre un maximo en la
expresion del mensajero para este decapéptido, el cual estaria relacionado con la
secrecion preovulatoria de la GnRH que inducira horas mas tarde la secrecién de

gonadotropinas y la ovulacion &%,

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio por Pérez (2011), muestran
que la inyeccidon de agua a las 9:00 hrs del diestro-1 en el lado izquierdo de POA-
AHA resulta en la disminucién de la expresiéon del ARNm para la GnRH, pero los
animales si ovulan en el dia del estro esperado. Esta disminucion del mensajero,
nos lleva a pensar que aumenta quiza la transcripcion, lo que asegura la sintesis

y liberacion de la GnRH.

En cambio, para el caso del Tween, la inhibicion de la ovulacién fue
resultado de un efecto inhibitorio de la expresion del ARNm de la GnRH en la
mafana del diestro-2, el cual aparentemente tampoco fue transcrito y por lo tanto
no hubo una secrecion adecuada de GnRH que asegurara la ovulacion; aun
cuando la expresion de este mensajero del lado derecho no se modifico. Lo que
implica que este surfactante actia de manera asimétrica en la sintesis del ARNm
de la GnRH, lo que apoya la idea de que los mecanismos neuroendocrinos que

regulan la secrecion de la GnRH son asimétricos.

Otra posible explicacién al bloqueo de la ovulacion por la micro-inyeccion de
Tween 20® esta relacionada con la disminucién en la concentracion de estradiol
en la manana del proestro esperado, es decir, la ausencia de la secrecion
preovulatoria de estradiol que induce el “feedback” estimulante de la secrecion de

la LH y por tanto, de la ovulacion (.
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Una tercera explicacion a la falta de ovulacién en los animales micro-
inyectados con Tween 20® en la mafiana del diestro-1 es la seccion de vias
nerviosas que transcurren por la parte dorsal de POA-AHA que regulan de manera

transitoria y estimulante la ovulacion.

En el dia del diestro-1, la introduccion de una aguja de acero inoxidable del

nimero 29G a POA-AHA del lado izquierdo retrasa la ovulacion 24 h (17,

La disminucion de la concentracion sérica de progesterona en todas las
tiempos evaluados después de la micro-inyecciéon del Tween 20® podria ser
explicada por un efecto inhibitorio del surfactante sobre las neuronas que secretan
el CRF. Meléndez (2005) mostré que la concentracidén sérica de progesterona en
los dias del diestro-1, diestro-2 y proestro proviene de las glandulas adrenales. Sin
embargo no podemos descartar el hecho de que la sintesis de esta hormona por
los ovarios también haya sido alterada, ya que junto con ella también disminuyo el

estradiol ("9,

Dado que la esteroidogénesis en el ovario depende de FSH y LH (173 11.12)
sugerimos que la secrecidn tonica de estas hormonas glucoprotéicas esta alterada

en los animales micro-inyectados con el Tween 20®.

En general, el bloqueo de los REa del lado izquierdo de POA-AHA no
modifica los efectos provocados por el Tween 20® sobre la ovulacion. Sin
embargo, reduce significativamente la expresion del ARNm de la GnRH a las dos
horas de que se inyecta, lo que nos lleva a sugerir que la unién del estradiol al
REa juega un papel estimulante en la expresion del gen de la GnRH. Dado que
segun Gore y Roberts (1997) se requiere de 18 a 24 horas para que el ARNm de
la GnRH se traduzca a la proteina, se puede sugerir que la secrecién ténica de
este factor hipotalamico esta modificada, lo que pondria en riesgo las funciones

(esteroidogénesis, crecimiento folicular y ovulacion) de los ovarios (") .
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Con base en los resultados del RT-PCR, la mayor expresion del ARNm de
la GnRH ocurre en el diestro-2, resultados semejantes a los observados por Gore
y Roberts (1997) y Arteaga-Lopez y colaboradores (2005); sin embargo ésta no
es alterada por el MPP, lo que implicaria que el REa no estaria regulando la
secrecion preovulatoria de la GnRH. No debemos olvidar que la neurona GnRH no
expresa el REa sino el REp @, por lo que sugerimos que el MPP estaria
actuando en neuronas que sintetizan el REa y no sobre la neurona GnRH. Luego
entonces, el Tween 20® estaria alterando la expresion de la GnRH por medio del

otro receptor a estrégenos .

Otro de los efectos de la micro-inyeccion del MPP fue el aumento del peso
de los ovarios en la mafiana del proestro, efecto que podria estar relacionado con
la presencia de un mayor numero de foliculos preovulatorios, de un aumento en el
area de la glandula intersticial 6 por la presencia de los cuerpos luteos formados

en el ciclo anterior.

El hecho de que el peso de los ovarios de los animales micro-inyectados
con MPP sea normal en la mafana del estro esperado, nos lleva a plantear que
la ovulacion pudo haber ocurrido entre las 24 hrs. transcurridas entre el Proestro y
el Estro. Por lo que seria necesario realizar otros grupos experimentales para

sacrificarlos de las 11:00 h en adelante.
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CONCLUSIONES

X/
0.0

El bloqueo de los REa en la mafiana del diestro-1, regula a la baja, la
expresion del ARNm de la GnRH, lo que indica que la uniéon del estradiol a

este receptor estimula la sintesis del ARNm para esta proteina.

El Tween 20® no es un vehiculo adecuado para micro-inyectar farmacos
de naturaleza lipidica a la hora, dia del ciclo y lado de POA-AHA en los que
se realiz6 éste estudio, ya que interfiere con mecanismos centrales y

periféricos que culminan con la ovulacién.
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PERSPECTIVAS

» Realizar una curva dosis-respuesta para determinar la dilucién a la cual el
Tween 20® no interfiera con la ovulacion, pero a la vez que asegure la

dilucion del farmaco.

» Utilizar otro diluyente del farmaco que no provoque modificaciones en las

variables analizadas.

» Una vez obtenido el vehiculo adecuado, analizar el papel del REa sobre la
ovulacién, la expresion del ARNm de la GnRH, la concentracién de

estradiol y progesterona.
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