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RESUMEN

El 173-estradiol es una hormona secretadas por el ovario, cuyas funciones estén relacionadas
con la reproducciéon. El estradiol se une a dos tipos de receptores, el alfa (REQ) y el beta
(RE). Su papel regulador en la reproduccién se lleva a cabo al dirigir la actividad de las
neuronas que secretan la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). La GnRH
estimula la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante
(FSH), las cuales regulan la secrecién de hormonas esteroides, el crecimiento folicular y la
ovulacién. El bloqueo del REa o RE[ en el lado derecho y no en el lado izquierdo de POA-
AHA, entre las 8:30 y 9:30 horas del dia del Diestro-2 provoca que la mayoria de los
animales no ovulen en la mafana del Estro esperado. Lo que implica que los dos receptores
deben ser activados para que ocurra la secrecién de GnRH vy la ovulaciéon. Ademas que en
esta fase del ciclo, es el sistema del lado derecho del que depende la ovulacién.

Por ello, se estudiaron los efectos del bloqueo de los REa y REB del lado derecho de POA-
AHA sobre la expresién del ARNm de la GnRH en POA-AHA izquierda y derechaq, y sobre la
concentracion sérica de progesterona y estradiol.

Para lo cual se utilizaron ratas hembras adultas micro-inyectadas con el vehiculo
(Tween 20®), el antagonista al REf (Ciclofenil) o el antagonista al REac. (MPP) a las 9:00
horas del Diestro-2 del ciclo estral. Los animales fueron sacrificadas a las 11:00 y 13:00h del
Diestro-2, 11:00 y 17:00h del Proestro y a las 11:00h del Estro, para contar el niimero de
ovocitos liberados por cada ovario, medir el peso de los ovarios y del Gtero. En otros grupos
de ratas sin tratamiento o micro-inyectados, se cuantificé la concentracién de estradiol (E,)
y progesterona (P,) por RIA. En la porcién izquierda y derecha de POA AHA se cuantificé
la expresion del ARNm de la GnRH. Para evaluar si el bloqueo de los receptores a
estrégenos modificd la secrecién fasica de GnRH, en otros grupos de ratas tratadas con los
farmacos fueron inyectadas con 3.7 ig/kg peso de LHRH sintética.

Tanto el antagonista del REa. (a REa) como del REP (a REB) bloquearon la
ovulacién en el 88% de los animales tratados, provocaron el aumento del peso de los
ovarios. También uno y otro tratamiento resulté en el aumento de la concentracién de 17[3-
estradiol a las dos horas del tratamiento (a REa: 90.6+10.0, a REf: 77.0+12.3 vs. vehiculo:
45.3+14.06, p<0.05), sin modificaciones en la concentracién sérica de progesterona. La micro-
inyeccion del a REa, en POA-AHA derecha resultd en el aumento de la expresion del ARNm
de la GnRH en el lado inyectado (a REo: 1.99:0.21 vs. vehiculo: 1.25+0.15), pero sin
modificarse en la porcién izquierda (a REo: 0.78+0.14 vs. vehiculo: 1.24:0.16). En cambio,
micro-inyeccion del a REf en POA-AHA derecha no resulté en modificaciones de la
expresion del ARNm de la GnRH.

Con base en los resultados obtenidos proponemos que en la manana del Diestro-2,
el estradiol en POA-AHA derecha al unirse al REa regula de manera inhibitoria la
expresion del ARNm de la GnRH, mientras que al unirse al RE(3 no lo modifica.

En la manana del Diestro-2, la activaciéon de los dos receptores en POA-AHA
derecha regula de manera inhibitoria la secrecion de estradiol y no altera la de
progesterona.
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INTRODUCCION

El hipotdlamo y la hipéfisis forman una unidad funcional cuya comunicacién se
establece por hormonas pepiticas secretadas por el hipotdlamo y que actian sobre
la hipéfisis. Esta unidad funcional participa fundamental en la regulaciéon del
sistema endocrino. Uno de estos sistemas involucra la regulacién de las funciones del
ovario ).

En el areas predptica y el drea hipotaldmica anterior del hipotdlamo (POA-
AHA) de los roedores, se localizan las neuronas que sintetizan la hormona liberadora
de las gonadotropinas 6 GnRH (siglas de su nombre en inglés: Gonadotropin
Releasing Hormone) cuya secrecion es modulada por hormonas esteroides,
péptidos, opioides, neurotransmisores y aminodcidos .

La hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son
dlicoproteinas producidas y liberadas como resultado de la unién de la GnRH a su
receptor en la membrana de los gonadotropos. Ambas gonadotropinas son vertidas
al torrente sanguineo a su érgano blanco. Ambas gonadotropinas favorecen la
maduracion gonadal y la esteroidogénesis, capacitando al individuo para la
reproduccion. La FSH, estimula la secreciéon de estrégenos, los que a su vez regulan
la secrecién de la FSH. La LH produce la ruptura del foliculo dando paso a la
ovulacién. El foliculo se transforma en el cuerpo lateo donde las células de la
granulosa y la teca interna se transforman en células luteinicas que secretan
progesterona, hormona indispensable en el embarazo .

Recientemente se mostré que el bloqueo del REa o del REB en el lado
derecho y no en el lado izquierdo de POA-AHA, entre las 8:30 y 9:30 horas del dia
del Diestro 2 provoca que la mayoria de los animales no ovulen en la marnana del
estro esperado ; . Lo que implica que los dos
receptores deben ser activados para que ocurra la secrecion de GnRH vy la
ovulacién. Ademas que es el sistema del lado derecho del que depende la ovulacion.
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MARCO TEORICO

Ciclo estral

En la rata, la época reproductiva se caracteriza por cambios periédicos en la
secrecion de las hormonas secretadas por el hipotdlamo, la hipéfisis y los ovarios, el
resultado final de estos cambios es el crecimiento, la maduracién y la liberacién de
ovocitos fértiles, asi como una conducta sexual que asegura la méxima receptividad
de la hembra durante la etapa ovulatoria. Esta conducta ritmica que presentan las
hembras se le llama ciclo del estro o ciclo estral .

El término “estro” proviene del griego “oistros”, que significa frenesi. Este
término se ha utilizado para describir el periodo de deseo sexual de la hembra y
distinguirlo del celo del macho .

La rata es un mamifero policiclico que presenta varios ciclos estrales durante
el ano, cuya duracién promedio es de cuatro a cinco dias. El ciclo estral de la rata se
divide en cuatro fases: Diestro-1, Diestro-2, Proestro y Estro

(Figura 1.).

Diestro 1: Esta etapa se presenta después de la ovulacién y se le describe como una
etapa progestacional, ya que existe un incremento en la secreciéon de progesterona
por parte del cuerpo lGteo recién formado. La concentracién de LH, FSH y estradiol
son bajas (Grdfica 1). Se observan foliculos en diferentes etapas de crecimiento. En el
frotis vaginal el tipo celular predominante son los leucocitos, aunque también se
observan algunas células nucleadas (figura 1).

Diestro 2: La concentracién sérica de progesterona disminuye. Durante la tarde de

este dia, las concentraciones plasméticas de FSH y LH se mantienen bajas, el

estradiol comienzan aumentar debido al estimulo de la enzima aromatasa inducido

por la FSH en la célula de la granulosa (Grafica 1). En el ovario se observan foliculos

pequenos, cuerpos lateos viejos grandes, producto de owvulaciones anteriores. La

citologia vaginal muestra leucocitos y aparecen algunas células epiteliales nucleadas
(figura 1).

Proestro: En la manana de este dia se observa un aumento significativo en la
concentracién de estradiol, estimulo fundamental de la secreciéon de la GnRH que
ocurre entre las 14:00 a 15:00 horas, lo que resulta en el aumento de la liberacién de
FSH, LH que ocurre en la tarde (17:00 a 19:00 horas) (Grdfica A).
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Estas secreciones preovulatorias de las hormonas inducen la ovulacién. Por la tarde-
noche de esta fase del ciclo, aumenta la concentracién de progesterona, lo que
favorece la ovulacién y facilita el comportamiento sexual, el celo y la copula en la
noche de este dia. Varios foliculos maduran simultdneamente y alcanzan su tamaiio
maximo en este dia del ciclo. En el frotis vaginal se observan predominantemente
células epiteliales nucleadas y ocasionalmente escamas, sin la presencia de leucocitos
(Hrabovszky et. al, 2000) (Figura 1).

Estro: En las primeras horas del dia ocurre la ovulacién. La concentracién de
estradiol y progesterona en sangre se encuentran bdsales, mientras que las de FSH
muestran un segundo aumento en la manana de este dia, cuyo papel es el de
reclutar a los foliculos que ovularan en el siguiente ciclo (Grafica 1). En el ovario se
observan foliculos de més de 1000 pm que no ovularon y que son atrésicos, asi como
cuerpos lateos recién formados. En el frotis vaginal se observan predominantemente
células epiteliales cornificadas y el Gtero incrementa su tamano (Hrabovszky ef. al,
2000).

Figura 1. Diferentes tipos de células presentes en frotis vaginal de cada etapa del ciclo estral
de la rata hembra. A) diestro 1 con una proporcién igual entre leucocitos y células nucleadas 10X B)
diestro 2 con predomino de leucocitos 10X  C) proestro con predominantes células nucleadas 10X
D) estro: contiene células cornificadas 20X
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Grafica A. Concentracién de LH, FSH, progesterona, y estradiol obtenido del suero cada 2
horas en cada dia del ciclo estral de la rata. Cada punto representa la media + e.e.m. de la
concentracién de hormona de 5 a 6 ratas. Las barras negras representan intervalos de oscuridad
en el cuarto del animal (Tomado y modificado de Freeman 2004).
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Hipotdlamo

El hipotalamo es un componente filogenéticamente antiguo y estable del sistema
nervioso central (SNC) y muestra pocos cambios durante la evoluciéon de los
mamiferos en su organizacién general en sus conexiones con otras dreas encefdlicas
(Palkovits 1979).

Es el encargado de integrar la informacién nerviosa proveniente del sistema
nervioso auténomo, que a su vez envia y recoge informacion del sistema nervioso
periférico que inerva a los diferentes érganos y tejidos. También realiza funciones de
integracion somato-vegetativa, regula la ingesta de agua, alimento, regula la
temperatura corporal entre otras. En conjunto con la hipé&fisis, establece la
homeostasis del organismo, por medio de un sistema de “retroalimentaciéon”
estimulante o inhibitorio (Palkovits 1979).

El hipotalamo se ubica ventral al tdlamo y forma las paredes laterales de la
porcion ventral del tercer ventriculo. Su limite rostral, la Idmina terminal, representa
la unién igualmente mal definida entre el diencéfalo y el telencéfalo. Su limite mas
claro se ubica caudalmente, en el perimetro caudal del complejo mamilar, a nivel
de la unién con el mesencéfalo. Lateralmente el hipotalamo estéa delimitado por los
surcos hipotalamicos, el haz medial del cerebro anterior es la via principal por la
cual todos los ntcleos hipotaldmicos mediales estdn interconectados con el resto del
encéfalo. Las neuronas hipotalémicas se forman a partir de la porcién ventral del
diencéfalo embrionario, predominantemente durante el segundo o tercer mes de la
gestacion humana y durante la segunda semana de la embriogénesis de los
roedores (Palkovits 1979).

Hasta la fecha se considera que el hipotdlamo libera alrededor de nueve
neuro-hormonas que inhiben o estimulan la secrecion de otras hormonas
sintetizadas por la hipéfisis (McGeer 1987).

Anatomicamente el hipotdlamo generalmente es dividido en tres regiones o
zonas principales, las zonas medial, lateral y periventricular (la dltima es
inmediatamente medial al epéndimo del tercer ventriculo). La zona lateral puede
ser considerada como el relevo donde se establecen conexiones que salen del
hipotdlamo y son recibidas desde las estructuras encefalicas mas rostrales. Las zona
medial y periventricular contienen la mayor parte de las estructuras y los sistemas
de fibras relacionados con la regulacién central del sistema endocrino. Aqui las
neuronas muestran los grupos mas firmemente apifnados de células nerviosas,
denominados ndcleos; ademds, las neuronas menos agrupadas y no tan bien
demarcadas dentro del hipotdlamo se denominan dreas (Figura 2) (Swanson 1987).
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Figura 2. La organizacion nuclea
del hipotdlamo de humano se
muestra esquematicamente en el
plano sagital tal como apareceria
desde el tercer ventriculo. Lo rostre
estd a la izquierda y lo caudal a Ic
derecha. La hipéfisis se muestra
ventralmente EM, eminencia
media; QO quiasma éptico.
(Tomado de Yen, 2011)

Hipotdlamo anterior: incluye el drea predptica - funcionalmente se le considera
parte del hipotdlamo pero su origen embriolégico es diferente, en la rata esta Grea
ocupa una cuarta parte del total del hipotdlamo-, el drea hipotalamica anterior, el
ndcleo supraquiasmatico, el ndcleo supraoptico y el ndcleo paraventricular
(Swanson 1987).

Hipotdlamo medio: incluye tres nicleos: ventromedial, dorsomedial y arqueado o
arcuato —localizado inmediatamente por encima de la eminencia media y
adyacente al tercer ventriculo-. El area tuberal junto con el ndcleo paraventricular
contiene la mayor parte de las neuronas que producen las hormonas hipotaldmicas
que regulan la produccién endocrina de la hipéfisis anterior y por lo tanto puede ser
considerada la zona hipofisotrofica. Se ha mostrado que a pesar del aislamiento
quirargico de esta zona del resto del encéfalo, la mayor parte de los aspectos de la
funcién hipofisiaria se mantiene aungque se pierdan las influencias reguladoras
impuestas normalmente por otras dreas encefdlicas (Swanson, 1987).

Hipotdlomo posterior: Caudal al drea tuberal el drea hipotaldmica posterior
contiene el complejo mamilar, el nlcleo hipotaldmico posterior, el ndcleo
supramamilar y el ndcleo tuberomamilar. Con excepcién del nicleo tuberomamilar,
es poco probable que los otros ndcleos de esta regién participen de manera
significativa en la regulaciéon directa de la funcién endocrina (Swanson, 1987).
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Las neuronas que inervan el hipotalamo estan presente en todos los niveles
del tronco encefdlico, desde el bulbo caudal hasta el mesencéfalo rostral. Es
probable que las conexiones eferentes méas importantes sean las proyecciones de las
neuronas hipotaldmicas sobre la neurohipéfisis, que incluye la eminencia media, el
tallo infundibular y el I6bulo neuro-intermedio de la hipéfisis. Este grupo consiste en
el sistema neurosecretor magnocelular clésico, que se originan principalmente en las
células de los ntcleos hipotalamicos supraéptico y paraventricular que producen las
hormonas oxitocina y vasopresina. El sistema neurosecretor parvicelular (Swanson
1987; Szentagothai 1967), que surge fundamentalmente del hipotdlamo medio
basal, incluye dos componentes directamente relacionados con la reproduccién: las
neuronas que sintetizan la GnRH y las neuronas dopaminérgicas tubero-hipofisarias
(Szentagothai, 1967; Swanson, 1987).

GnRH y neuronas GnRHérgicas

La GnRH identificada en los mamiferos es un neuropéptido constituido por diez
aminodcidos cuya secuencia es la siguiente (U/loa-Aguirre: Matsuo etf. al1971):

PG -His-Tro’-Ser’ - Tyr’ - Sl Led/ - "I g e Gly-NH,

La secuencia del gen de la GnRH fue aislada por primera vez en 1984 a
partir de una biblioteca de éacido desoxirribonucleico (ADN) genémico humano
(Seeburg-Adelman, 1987).

El andlisis de la secuencia de nucleétidos de ARNm revela que el
decapéptido GnRH deriva del procesamiento postraduccional de una gran
molécula precursora, la preproGnRH (Figura 3). La preproGnRH consiste en 92
aminodcidos con una estructura tripartita; el decapéptido es precedido por un
péptido sefial de 23 aminodcidos y seguido por una secuencia Gly-Lys-Arg
(posiciones 11 a la 13) esencial para el procesamiento proteolitico y la amidacion del
C terminal de las moléculas de GnRH. El dGltimo residuo de 56 aminodcidos se conoce
como péptido asociado con la GnRH (GAP), el que puede tener propiedades
inhibidoras de la prolactina. La GnRH es codificada a partir de un gen Gnico
localizado sobre el brazo corto del cromosoma 8. El gen humano contiene cuatro
exones: el exén 2 codifica la proGnRH, el exén 3 y una parte del exén 2 y el exén 4
codifican la proteina GAP y una larga regién 3’ no traducida también es codificada
en el exén 4. El ARNm de la proGnRH placentaria es mas largo que el ARNm de la
proGnRH hipotaldmica debido la codificaciéon de un intrén de 900 pares de bases
codificado que puede modificar a los promotores especificos de tejido o ser regulado
por ellos (Seeburg-Mason 1987).
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Figura 3. A Gen de la GnRH y procesamiento de pre-pro-GnRH. Representacion esquemdtica
de la estructura y secuencia de 92 aminodcidos de pre-pro-GnRH. El decapéptido (aminodcido
1 a 10) ocupa el lugar intermedio entre el péptido sefal y la secuencia Gly-Lys-Arg. La flecha
indica el sitio de procesamiento proteolitico y la amidacion c-terminal de la molécula de GnRH.
B Procesamiento molecular del decapéptido de GnRH. En el nicleo el gen de pro-GnRH es

procesado a ARNm después de la transcripcion; el ARNm es transportado hasta el citoplasma
del cuerpo celular (soma), donde se genera el péptido pro-GnRH después de la traduccién. Un
mayor procesaomiento conduce a la generacién del decapéptido GnRH y del péptido asociado
con GnRH (GAP). Luego la GnRH y el GAP son trasportados hasta las terminales nerviosas y
secretados en tdndem en la circulacién portéati (Tomado de Yen, 2011)1.

En los mamiferos se han identificado dos genes que codifican para la sintesis
de la GnRH (Sherwood et al., 1993, Urbanski et al., 1999;). El primer gen codifica una
proteina precursora de 92 aminodcidos, conocida como GnRH-I; ésta es la que se
encuentra en las neuronas hipotaldmicas (Urbanski et al., 1999). El segundo gen de
la GnRH, codifica para la GnRH-Il, este decapéptido difiere del primero en tres
aminodcidos (el nimero 5, 7 y 8): pGI/-His*-Trp’-Ser’- ﬁG/yé - d ﬂprog -Gly-
NH, (Pawson et al, 2003). Esta daltima forma de GnRH se encuentra en el
mesencéfalo, y actia més como neurotransmisor que como factor de liberacién
hipotaldmico

Por medio de estudios filogenéticos se ha mostrado que la GnRH es una
molécula muy antigua y que durante la evolucién, a partir de un gen ancestral
comun, se derivaron distintas formas moleculares. Hasta hoy se han descubierto 15
formas moleculares de la GnRH (Montaner et al, 2001).




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tanto la GnRH-l como la GnRH-ll se encuentran en especies
filogenéticamente diferentes, desde los peces hasta los mamiferos, lo que sugiere que
estas formas mudiltiples de la GnRH se separaron desde las primitivas fases de la
evolucién de los vertebrados (Fernald y White, 1999).

El gen que codifica la GnRH-I ha sido aislado originalmente en mamiferos .
La forma de GnRH-II fue aislada originalmente del cerebro de gallina y junto con la
GnRH-I regulan la liberacion de las gonadotropinas en las aves. Al parecer, la
GnRH-Il es la isoforma mas antigua identificada hasta hoy y la més comdn entre los
vertebrados (Montaner et al, 2001).

Distribucion Anatémica de las Neuronas GnRHérgicas

Las neuronas que producen GnRH, tienen su origen embrionario fuera del sistema
nervioso central, y derivan de la placoda olfatoria; dichas neuronas migran hacia el
hipotalamo, junto con o como parte del nervio terminal a través de la IGdmina
cribiforme. En humanos, defectos en la migracién de estas neuronas resultan en una
deficiencia de GnRH asociada con la ausencia del bulbo olfatorio, la principal
alteraciéon endocrina es una alteracién en la secreciéon de la LH, lo que resulta una
deficiencia del desarrollo de los gonadotropos de la pituitaria e incapacidad para
sintetizar LH y FSH. El decapéptido GnRH en la rata adulta, es producido por un
ndmero relativamente pequeno de neuronas, las que se encuentran dispersas en el
complejo de la banda diagonal-septo medial y el hipotdlamo rostral. En el
hipotdlamo, neuronas parvicelulares neurosecretoras de GnRH se encuentran en el
ntcleo arcuato, el nicleo periventricular, el paraventricular y el drea preéptica. De
estas zonas la GnRH es trasportada a la eminencia media y liberada al sistema
portal hipotdlamo-hipofisiario, preferentemente en el surco infundibular (Jennes et.
al,, 1997).

El sistema neuronal de GnRH ha sido mapeado en detalle mediante el
empleo de métodos inmuno-citoquimicos. Las neuronas de GnRH no estdn
agrupadas en nucleos distintos sino que se presentan como redes laxas dispersas a
través de varias divisiones anatémicas. La poblacion de neuronas de GnRH es
relativamente limitada (se encuentra en el espectro de 1,000 a 3,000). Existen
diferencias considerables en la distribucidon de estas neuronas entre las especies de
mamiferos. En los primates, incluidos los seres humanos, las neuronas de GnRH estén
localizadas principalmente en el nacleo arqueado del hipotdlamo basal medial y el
drea predptica del hipotdlamo anterior (Barry 1975), mientras que en los roedores se
han detectado pocas neuronas de GnRH en el nicleo arqueado. La red maés
sobresaliente en el roedor estd compuesta por neuronas que forman un continuo
laxo de la via septo-predptica-infundibular. Los axones de las neuronas de GnRH se
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proyectan hacia muchos sitios en el interior del encéfalo. Una de las proyecciones
mas caracteristicas va desde el hipotalamo basal medial hasta la eminencia media,
que termina en un plexo extenso de botones sobre el vaso portal primario, el cual
envia GnRH a su célula blanco, el gonadotropo (Silverman 1987).

Patron de secrecion

Gracias a la medicién secuencial frecuente de las hormonas plasmaticas hoy se sabe
que la mayor parte de las hormonas son secretadas en forma episdédica (ritmo
ultradiano), que varias de ellas tienen una ritmicidad circadiana sobresaliente, que
algunas estan vinculadas con el ciclo suefo-vigilia y que otras estdn sincronizadas
con la ingesta de alimentos y el ciclo obscuridad-luz (Aschoff 1980; Ishyzuka ef al,
1983).

En la actualidad se sabe que la naturaleza pulsatil de la liberacion
hipotaldmica de GnRH determina la secrecion episddica de gonadotropinas
hipofisarias. La periodicidad y la amplitud del ritmo pulsétil de secrecién de GnRH/
gonadotropinas son fundamentales para regular las actividades gonadales y, por lo
tanto, todo el eje reproductivo. Los atributos del efecto de auto-estimulacién de la
GnRH sobre sus receptores en el gonadotropo solo se expresan en la periodicidad
fisiolégica (60 a 90 minutos) que estimula la sintesis de los receptores de GnRH; una
frecuencia mas lenta produce anovulacién y amenorrea y una frecuencia més alta o
la exposicion constante a GnRH induce respuestas refractarias a las gonadotropinas
que conducen a un estado de regulacion inhibitoria (Grafica 2).

|NH|B|TOR|A EST'MULANTE Grafica 2.- Representacién esquemdtica
de la regulacién inhibitoria y de la
-, | — N regulacién estimulante de la secrecién de
LH (hormona luteinizante) con la
administracion de GnRH  (hormona
LM\L\ liberadora de las gonadotropinas) de modo
continuo v de modo pulsatil,
respectivamente. La capacidad fijadora de
CFG"HH/\‘ _/_ la GnRH (CF-GnRH) representa la base de
la regulaciéon en menos y la regulacién en

0 P! 8 0 P 3 mas de la liberacién de gonadotrofinas.

LH
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Hipofisis

La hipéfisis se encuentra en la base del cerebro alojada en el esfenoides y cubierta
por la duramadre (Fink, 2000). Estd unida al hipotdlamo por el tallo hipofisario el
cual contiene el sistema porta-hipofisario de wvasos sanguineos. Es un érgano
complejo dividido en tres partes: 16bulo anterior, I6bulo intermedio y el I6bulo
posterior. El l6bulo anterior y el intermedio forman una glandula endocrina
verdadera llomada adenohipéfisis. El 16bulo posterior también Illamado
neurohipéfisis es una extension del hipotdlamo (Figura 4) (Arimura, 2000).

Figura 4. Eje hipotdlamo-hipéfisis- ovario. En el hipotdlamo se secreta la GnRH, la que actta
en la hipéfisis estimulando la secrecién de las gonadotropinas FSH (hormona foliculo estimulnte)
y la LH (hormona luteinizante), llegando a los ovarios donde se estimula la secrecion de
progesterona, testosterona y estradiol, asi como el crecimiento y la diferenciacién de los foliculos
y la ovulacién (Tomada de Berne y Levy, 1992).
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La hipéfisis secreta diferentes hormonas: la hormona del crecimiento (GH), la
hormona adrenocorticotrépica (ACTH), la hormonas Luteinizante (LH) y la
hormona foliculo estimulante (FSH), la prolactina (PRL), la tirotropina (TSH), la
hormona estimulante de los melanocitos o melanotropina (MSH), oxitocina y
vasopresina (Brown, 1994).

Las hormonas hipofisarias se liberan a la circulacién y estimulan la secrecion
hormonal en sus érganos blancos. La FSH y LH estimulan las funciones de los
ovarios (liberar ovocitos capaz de ser fecundados y secretar las hormonas que
estimulan el crecimiento y la diferenciacion de los érganos del aparato reproductor)
y su secrecion se ve influenciada por la concentracion de hormonas esteroides y el
patrén de secrecién de la GnRH entre otros (Brown, 1994; Arimura, 2000; Guyton ef.
al., 2001).

Una vez sintetizado la GnRH, es transportada en la vesicula hasta la
terminal sinGptica que finaliza en la eminencia media, y ahi es liberado en los vasos
del sistema porta hipotalédmico-hipofisario. La liberacién de ésta hormona se realiza
por exocitosis en respuesta a cambios en los potenciales de accién de la membrana,
que permiten la apertura de los canales de Ca*? dependientes del voltaje (Sitges,
1993). Como resultado de la entrada de calcio se activan las enzimas proteoliticas
que degradan la membrana plasmaética, de tal forma que el péptido es liberado
(Figura 5) (Charli et al, 1991).

Figura 5. Sistema portal hipotdlamo-hipofisiario (Tomado de Snell, 1976).
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LHY FSH

La LH y la FSH han sido aisladas de la glandula hipéfisis anterior de muchas
especies, entre ellas la especie humana, roedores, ganado vacuno, cerdos, caballos,
anfibios, peces y varios otros vertebrados. Ambas hormonas han sido purificadas
mediante el empleo de dcido etilico y su precipitacion con etanol, seguido de
intercambios i6nicos y la exclusiéon por cromatografia. La cantidad de LH y FSH es
relativamente baja en comparacién con la cantidad de hormona del crecimiento;
una prueba de ello es que de 1,000 glandulas humanas se aislaron
aproximadamente 70 mg de LH, 20 mg de FSH y 5,000 mg de hormona del
crecimiento. A un pH bajo las hormonas intactas pueden disociarse y luego las
subunidades a y B pueden ser aisladas y purificadas por medio de técnicas de
cromatografia. Los tamarnos moleculares de la LH y la FSH son de alrededor de
28,000 y 33,000 daltons, respectivamente; el tamarno molecular de la subunidad a
comun es de aproximadamente 14,000 daltons (Yen ef al, 2001).

El andlisis de la respuesta de las gonadotropinas hipofisarias a las infusiones
de GnRH han aportado informaciéon adicional acerca del almacenamiento y la
secrecion de estas hormonas. Las infusiones constantes de GnRH producen un perfil
bifasico de la concentracién de LH en plasma, similar a la liberacién de otras
hormonas almacenadas en granulos. Estos hallazgos sugirieron la existencia de dos
pools de LH en la hipéfisis humana. La liberacién bifésica de LH, que se observa
durante la infusién de GnRH tanto en hombres como en mujeres y en pacientes con
hipo-gonadismo, parece ser influida por los esteroides gonadales. La liberacién
inicial de LH alcanza un “pico” a los 30 minutos y la segunda elevacion comienza
después de 90 minutos y contindia aumentando durante 4 horas. La magnitud de la
segunda respuesta es potenciada por el estradiol, mientras que la progesterona
incrementa tanto la respuesta temprana como la tardia después del tratamiento
con estrégenos (Yen et al,, 2001).

Estas observaciones sugirieron la existencia de un “pool” de LH preformada
que es rapidamente liberada por la GnRH y que puede ser el origen de la LH
liberada durante el patrén pulsatil de LH que ocurre en los hombres y las mujeres
normales, asi como en las personas con trastornos del hipotalamo, la hipéfisis o las
gbénadas. Es posible que el “pool temprano” que se observa durante la infusién de
GnRH representa el reclutamiento de grdnulos en la proximidad de la membrana
celular del gonadotropos y que los “picos” episédicos de LH plasmatico, representen
la misma respuesta a los pulsos endégenos de GnRH procedente del hipotdlamo.
Estos hallazgos son compatibles con observaciones in vitro que indican que la
liberacién inicial de LH en respuesta a la GnRH no requiere sintesis proteica (Yen ef
al, 2001).
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El segundo “pool” representa la liberacion més coordinada de la poblacién
de grdanulos desde los gonadotropos junto con la estimulacion de la sintesis. La
magnitud del segundo “pool” (o reserva) se incrementa marcadamente durante la
fase folicular, un cambio que puede ser reproducido por el tratamiento con
estradiol. Este incremento en la cantidad de LH liberada desde la hipéfisis durante
la infusion de GnRH, se correlaciona bien con el aumento del contenido hipofisario
de LH observado en el momento de la ovulacién. A diferencia de la respuesta
bifésica la LH plasmatica durante la infusién de GnRH, sélo produce un aumento
progresivo Gnico de la FSH plasmatica. La ausencia de una respuesta temprana de
la FSH plasmética podria reflejar la falta de un pool de FSH liberable en forma
aguda como una poblaciéon de grdanulos en los gonadotropos o la necesidad de
estimulacién por parte de un factor liberado de FSH mas especifico que evoque la
liberacién de un pool temprano. La segunda posibilidad es favorecida por el
desarrollo frecuente de la liberacién aguda de FSH en forma de “espigas” sincrénicas
con las de la LH y por las elevaciones més marcadas de la FSH plasmatica que de la
LH que se observan en los pacientes con hipo-gonadismo (Yen et a/, 2001).

Un pulso con alta frecuencia de GnRH (intervalos de 30 minutos) estimulan
preferencialmente sintesis de la cadena a de las gonadotropinas (GSUa) y la
biosintesis y secreciéon de la LH, mientras un pulso de baja frecuencia de GnRH
(intervalos de 2 horas) estimulan la biosintesis y secrecion de la FSH (Yen et al,
2001).

Ovario

Los ovarios estdn localizados en la region abdominal, estdn unidos a la pared
posterior del ligamento ancho mediante un pliegue peritoneal llamado mesovario.
Los nervios, los vasos sanguineos y los vasos linfaticos atraviesan el mesovario y
penetran en el ovario a través del hilio (Dominguez et al., 1991; Yoo y Bahr, 1999).
Ademaés de liberar ovocitos capaces de ser fecundados, secretan hormonas proteicas,
peptidicas y esteroides (Dominguez et al, 1991).

La superficie del ovario estd cubierta por un epitelio simple clbico o
cilindrico, por debajo del cual se observa una capa de tejido conectivo; fibroso, de
poco espesor denominada tdnica albuginea. El estroma, ocupa toda la estructura
del ovario que rodea a los foliculos, el cuerpo lGteo y la glandula intersticial. En la
parte central de estroma, se distingue la médula, constituida por tejido conectivo
laxo, vasos sanguineos, linfaticos y nervios. La médula se encuentra rodeada por la
corteza, que contiene foliculos ovdricos y cuerpos lateos (Yoo y Bahr, 1999;
Colantouni y Santangelo 2005).
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Las funciones primordiales del ovario son liberar ovocitos capaz de ser
fecundados y secretar las hormonas que estimulan el crecimiento y la diferenciacién
de los érganos del aparato reproductor. El foliculo ovarico es la unidad anatémico-
funcional del ovario, a partir de la cual se originan los tres compartimientos del
érgano: el folicular, el luteal y el intersticial (Figura 6) (Yen ef a/, 2001).

Figura 6. Ovario donde se observa el compartimento folicular, luteal e intersticial (tomado de
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Hormonas esteroides

Los esteroides son moléculas primordiales que han surgido como resultado de la
especializacion de los érganos blanco y no como el resultado de la evolucién de los
esteroides. Forman una subclase de lipidos caracterizados por una estructura
esquelética basica de cuatro anillos fusionados denominada perhidro-ciclo-pentano-
fenantreno (Figura 7) (Van Voorhis, 1999).

Figura 7. Estructura del anillo perhidro-ciclo-pentano-fenantreno.

Las hormonas esterioides son sustancias solubles en grasas, que tienen bajo
peso molecular y participan en diversas funciones: estimulan el desarrollo folicular, la
ovulacién, regulan la presion sanguinea, reabsorben sodio, estimulan la
supervivencia de las células nerviosas, etc. (Hut ef. al, 2010). Tienen como érgano
blanco el sistema reproductor, el sistema nervioso central, el masculo esquelético y el
cardiovascular (Van Voorhis, 1999; Hut et al, 2010).

Hay cinco tipos de hormonas esteroides: andrégenos, estrogenos,
progestdgenos, glucocorticoides y mineralocorticoides (\VVan Voorhis, 1999; Yoshinaga,
1999; Hu et al, 2010).

Los compartimientos del owvario sintetizan tres tipos de esteroides: las
progestinas que son moléculas formadas por 21 carbonos, como la pregnenolona, 17-
hidroxi-progesterona y la progesterona, que en el ovario son secretadas por el
cuerpo lateo y los foliculos antrales y preovulatorios. Los andrégenos poseen 19
atomos de carbono y los mds importantes son la androstenediona, la testosterona.
Los estrégenos que son moléculas de 18 dtomos de carbono como la estrona y el 17[3-
estradiol (Van Voorhis, 1999; Yoshinaga, 1999; Hu et al, 2010).
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Las hormonas tréficas como la LH, FSH o ACTH regulan el proceso de
esteroidogénesis mediante la unién a sus receptores localizados en la membrana
celular acoplados a proteinas G (Hut ef al, 2010).

Esteroidogénesis

La esteroidogénesis es la capacidad biolégica de un érgano para sintetizar
hormonas esteroides, tales como las células de la corteza adrenal, los testiculos, los
ovarios, el tejido adiposo, la placenta y el cerebro (en el que se conocen como
neuroesteroides (Van Voorhis, 1999; Yoshinaga, 1999; Hu ef al, 2010).

El colesterol (chole, bilis y stereos, s6lido) es producido por la condensacién de
dos pirofosfatos de farnesilo (6 unidades isopreno) para formar escualeno, un
compuesto con 30 dtomos de carbono (Van Voorhis, 1999).

La sintesis del colesterol a partir del escualeno, asi como la conversion del
colesterol en hormonas esteroides, implica reacciones de hidroxilacion que necesitan
la forma reducida de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) vy
oxigeno molecular, reacciones llevadas a cabo por el citocromo P450
monooxigenasas especificas u oxidasas de funcién mixta (el 50% del oxigeno es
reducido a H,0). La etapa inicial en la biosintesis de los esteroides es la conversion
del colesterol en el compuesto C21 pregnenolona, con pérdida de un fragmento de 6
carbonos. Este paso comprende dos hidroxilaciones antes de la segmentacion, esta
mediado por un Gnico citocromo P450 denominado segmentacién de la cadena
lateral del colesterol o P450scc y tiene lugar en el interior de las mitocondrias de las
células capaces de iniciar la esteroidogénesis (\Van Voorhis, 1999).

En la glandula suprarrenal y la génada el paso regulado en la respuesta
esteroidogénica rapida a un inductor, es la traslocacién del colesterol desde la
membrana mitocondrial externa hasta la membrana interna donde se localiza el
sistema enzimatico de segmentacion de la cadena lateral del colesterol. La
transferencia intramitocondrial de colesterol requiere una proteina de recambio
rapido, identificada recientemente como una fosfoproteina de 30 kDa designada
proteina reguladora de la esteroidogenesis aguda (StAR). La sintesis de las
hormonas esteroides comprende hasta cinco hidroxilasas deferentes, dos
deshidrogenasas, una reductasa y una aromatasa (Van Voorhis, 1999).

El ovario fetal humano no es inactivo con respecto a la sintesis de estrégenos.
Se ha demostrado que el ovario fetal humano no solo puede redlizar la
segmentacion de la cadena lateral de colesterol, sino que también tiene actividad
de la 17a-hidroxilasa y 17,20-desmolasa (Van Voorhis, 1999).
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Se ha comparado el contenido de hormonas esteroides entre la vena ovdrica
eferente y los vasos periféricos, con la finalidad de distinguir entre los esteroides
secretados por el ovario y aquéllos producidos por las suprarrenales o por conversion
periférica de precursores. Estos estudios han revelado que los ovarios secretan
pregnenolona, progesterona, 17a-hidroxi-progesterona, estrona y 173-estradiol (Van
Voorhis, 1999).

La progesterona y la 17 a-hidroxi-progesterona han sido encontrados en
mayor proporcidon en el cuerpo lateo. Mediante precursores esteroides se ha
mostrado que la célula de la granulosa aislada es capaz de producir estrégenos y
progesterona, ademas de 17a-hidroxi-progesterona. Por el contrario, la célula de la
teca aislada sintetiza progesterona, 17a-hidroxiprogesterona y androstenodiona
(Yen et al,2001).

El citocromo P450scc cataliza tres reacciones diferentes para dicha
conversion: la 20 a-hidroxilaciéon, la 22 hidroxilacion y la escision del carbono 20, 22.
Este complejo enzimdtico esta localizado en la membrana interna mitocondrial
(Devlin, 1989; Hicks, 2007; Hut et al, 2010; K6hm, 2004; Van Voorhis, 1999).

A partir de la pregnenolona se pueden seguir dos vias enzimaticas diferentes:
la ruta A y la ruta £°. La sintesis de progesterona se da por la ruta Ay es la enzima
3 B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3 3-HSD) la encargada de sintetizarla a partir
de la pregnenolona. Esta enzima est localizada en el reticulo endopléasmico (Figura
8) (Devlin 1989; Hicks, 2007; Hut et al, 2010; Koolman y R6hm, 2004; Van Voorhis,
1999).

Figura 8. Biosintesis de la P4. A biotransformacién de colesterol a P4 implica tres cambios
estructurales en la molécula: a) pérdida de un fragmento de seis Gtomos de la cadena lateral en el C-
17 por medio de la enzima 20, 22 esteroide liasa (1), b) la oxidacién del grupo alcohol en el C-3 por
medio de la enzima 3B-OH-esteroide deshidrogenasa (2) y C) la migracién del doble enlace del
anillo B al anillo A.1) (Gore-Langton, 1988).
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En la ruta A* la progesterona es hidroxilada en el carbono 17, por accién de la
enzima P450c17 convirtiéndola en 17 a-hidroxi-progesterona, que al ser de nuevo
hidroxilada formaré androstenediona. En la ruta A° la pregnenolona es hodroxilada
por la enzima P450c; que la transforma a 17a-hidroxi-pregnenolona y
posteriormente dehidro-epiandrosterona (DHEA). La DHEA forma androstenediona
cuando actta en ella la enzima 3 (-HSD. Todas estas enzimas se encuentran
localizadas en el reticulo endoplasmico (Devlin, 1989; Hicks, 2007; Hut ef al, 2010;
Koolman y Rohm, 2004; Van Voorhis, 1999).

La fase final en la sintesis de andrégenos es la formacién de testosterona que
puede tener dos origenes diferentes. El primero es a partir de la androstenediona
formada por ambas rutas enzimdticas y en la cual participa la enzima 3 3-HSD
para su formacién. El segundo de ellos es a partir de la DHEA formada en la via A°y
en la cual actda la enzima 3-cetoesteroide A*-A° isomerasa para formar
androstenediol que finalmente formarad testosterona por accién también de la 3 3-
HSD (Devlin, 1989; Hut et al, 2010; Koolman y R6hm, 2004; Van Voorhis, 1999).

En la rata, la androstenediona es el principal andrégeno y es el precursor en
las sintesis de estrégenos, ademas, ejerce una accién tréfica sobre el cuerpo lateo y
determina el camino hacia la atresia de los foliculos ovaricos (Orozco ef al, 2010).

La enzima aromatasa P450 forma a la estrona a partir de la
androstenediona o bien la convierte de testosterona a estradiol. Esta enzima esté

localizada en el reticulo endoplasmico (Van Voorhis, 1999).

La sintesis de estrogenos en los ovarios es regulada por la accion de las
gonadotropinas (Figura 9) (Dominguez, 1991; Yen et al, 2001; Yoshinaga, 1999).
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Figura 9. Principal via biosintética de los esteroides ovdricos (modificado de
Sanchez, 2003).
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Teoria de la doble célula-doble hormona

La esteroidogénesis en los foliculos ovdricos es realizada por las células de la teca
interna y las de la granulosa. En las células de la teca, la LH se une a un receptor en
la superficie celular, estimula la expresion de las enzimas necesarias para la
produccién de andrégenos. El colesterol es llevado dentro de la mitocondria por la
StAR, donde se convierte en pregnelonona por medio de la (P450scc). La
pregnenolona es llevada al reticulo endoplasmico liso y convertida en progesterona
por la 33-HSD y convertida en adrostenediona por la 17 a-hidroxilasa. Mientras que
en las células de la granulosa, la FSH a través del receptor de la hormona foliculo
estimulante (FSHR), estimula la expresion de las enzimas necesarias para la sintesis
de estrogenos. La androstenediona producida por las células de la teca entra a las
células de la granulosa y es convertida en testosterona por medio de la 17 B-HSD o
en estrona por la P450arom. Este proceso fisiolégico se conoce como la teoria de la
doble célula (Figura 10) (Yao y Bahr 1999).

Figura 10.- Teoria de la doble célula-doble hormona. La unién de la LH a su receptor
localizado en las células tecales estimula la actividad del AMPc y la actividad enzimatica que
convierte el colesterol en androstenediona, la cual atraviesa la membrana basal para llegar a
las células de la granulosa, en donde la FSH se une a sus receptores, que estimulan la actividad
enzimdtica de la aromatasa, encargada de convertirla androstenediona en estradiol (Tomada
de Tresguerres, 2010).
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Receptores a estrégenos

El receptor de estrégeno (RE) es una proteina perteneciente a la “stper familia de
receptores nucleares”, incluye a otros receptores de hormonas esteroides (Evans
1988).

El RE fue identificado hace aproximadamente 40 ainos por Jensen y Jacob
(1962). Ellos describieron la presencia de sitios de unién a estrégenos en diferentes
tejidos de ratas. Cuatro anos mas tarde, Tofk y Gorski (1966), aislaron por primera
vez RE del Gtero de rata, el cual llamaron receptor a estrégenos alfa (REa). En 1996,
Kuiper et al, clonaron un dcido desoxi-ribonucleico complementario (ADNc) del
receptor a estrégenos en la préstata de rata, el cual denominaron receptor a
estrégenos beta (RER).

El REa estd organizado en 6 dominios denominados por letras de la A a la F
(Figura 11). En la regiéon A/B localizada en el lado amino terminal de la proteina, es
la menos conservada entre los distintos receptores nucleares. Contiene una funcién
de activacion de la transcripcion genética (Activation Funtion 1 o AF-1) y varios sitios
de fosforilacién, los cuales son muy importantes para la activacién de la proteina,
especialmente en los procesos donde el receptor es activado en ausencia de
hormona (Figura 13) (Rollerova, 2000).

Figura 11. Estructura general de los receptores de hormonas esteroides. A. Esquema de la estructura
compartida por los receptores de hormonas esteroides: HBD dominio carboxi-terminal de unién al
ligando, DBD dominio de unién al ADN, regién bisagra (H) y un dominio aminoterminal NTD, de
secuencia muy variable. Presentan ademas 2 funcione activadoras (AF) AF-1y AF-2. B Estructura del
receptor de estrégenos REa de 595 aminodcidos (Bottino y Lanari, 2010).
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Inmediatamente se encuentra la regién de unién al ADN o dominio C, es la
zona mds conservada entre los diferentes receptores nucleares constituida por 9
residuos de cisteinas que son conservados entre los receptores esteroides, de los
cuales, 8 estdn coordinados alrededor de dos iones de Zn2+ para formar 2 dedos de
zinc que le confieren al receptor la capacidad de unirse especificaomente al ADN. La
unién a una secuencia especifica en el ADN estd determinada por la composicién de
aminodcidos localizada entre estos dos dedos de zinc llamada la caja P (P-box
(Freeman, 2006).

La regién D o de bisagra no ha sido bien caracterizada, participa en la unién
a la proteina chaperona de golpe de calor hsp90 (heat shock protein 90), la cual
permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo. Por
altimo, en el extremo carboxilo terminal se encuentra la region E/F o de union al
ligando (LBD), donde se une la hormona estradiol (E2), es altamente especifica
para su hormona (AF-2) (Rollerova, 2000).

Existen diversas isoformas del receptor de estrégeno descritas por medio del
“splicing” alternativo (ajuste o empalme). Del REa se conocen 3 formas diferentes y
para el REB 5 formas las cuales pueden transactivas la transcripciéon solamente
cuando se forma un heterodimero con el receptor funcional RE31 de 59 kDa. El
RE[33 ha sido detectado en los testiculos a elevadas concentraciones. Para las otras
dos isoformas del REa pesan 36 y 46 kDa (Nilsson ef a/,2001) (Leung, et al. 2006).

Los receptores a estrégeno son proteinas de transcripcién de enlace activo
que regulan la expresion de los genes blanco; regulan los efectos del 17 B-estradiol en
los érganos blanco. Pertenecen a la superfamilia de los receptores de esteroides los
cuales juegan un papel importante en diferentes procesos reproductivos (Rollerova,
2000).

RE y la neurona GnRH

Lo estrégenos juegan un papel critico al establecer la forma de secrecién de las
neuronas GnRHérgicas durante su diferenciacion sexual, esto determina el patrén de
secrecion de la LH en la etapa adulta (Loza ef al, 1995).

Por medio de la deteccion del ARNm y cuantificacion de REs en neuronas
GnRHérgica, (por inmunohistoquimica), se mostré que las neuronas GnRHérgicas
del drea preéptica contienen el REf3 y no el REa (Shughrue, ef al 1998). No obstante
Hrabowvszky y sus colaboradores en el 2000, mostraron que en las areas rostrales del
cerebro anterior (estria terminal, ndcleo medial de la amigdala y el ndcleo
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predptico peri-ventricular e incluso el drea predptica), existen neuronas que co-
expresan el ARNm para los dos tipos el REa y para el REf.

Por medio de técnicas inmuno-histoquimicas se han mostrado que el nGmero
de células inmuno-reactivas (ir) para el REa en POA-AHA es mayor a las 09:00 y
17:00 y menor a las 13:00 horas del dia, independientemente de la etapa del ciclo.
No obstante, el niimero de células ir- REf es mayor a las 13:00 horas del Proestro y
del Estro (Mendoza, et al 2008).

Gran parte de las neuronas GnRHérgicas en POA-AHA expresan el RES y
muy pocas el REQ, lo que sugiere que su activacién estd involucrada en los efectos
del
“feedback” estimulante e inhibitorio de los estrégenos, por su accién en la neurona
GnRHérgica o neuronas que modulan la actividad de ésta. En experimentos con
ratones “Rnockout” en los que el REa o RER han sido detectados, se mostré que el
REa es necesario para que se dé el efecto “feedback” estimulante de los estrégenos
sobre la neurona GnRHérgica, pero no asi con el RE[. De igual maneraq, el uso de un
ligando selectivo para el REa demostré que es necesario y suficiente para estimular
la secrecién pre-ovulatoria de LH (Rissman, e/ al, 1997).

El RE( juega un papel primordial en el desarrollo fetal normal y el desarrollo
temprano al realizar diversas funciones. Por ejemplo, la adrenal fetal expresa altas
concentraciénes de RE-B y bajos de RE-a. Se ha visto diferencia de expresion de
receptores a y B en varios tejidos (por ejemplo cerebro y cardiovascular), resultando
en una respuesta diferente y selectiva de estrégenos especificos (Rollerova, 2000).
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En la rata, el 173-estradiol es una de las seiales que regulan la funcién del eje
Hipotalamo-Hip&fisis-Ovario. Existen dos tipos de receptores a estrégenos: el REa y
el RE. En POA-AHA se han identificado ambos RE (Kilen y col., 1998); sin embargo
s6lo el REB ha sido identificado en las neuronas GnRHérgicas y se ha sugerido que
tanto el REa como el REB estdn 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 “kRnockout”, en los que el REa o REf3 son desactivados, se
ha sugerido que el REa pero no el REB es necesario y suficiente para que se
manifieste el efecto “feedback” estimulante de los estrégenos sobre la neurona
GnRH. Y en consecuencia estimular la secrecién preovulatoria de LH (Wintermantel
et al, 2006).

Sin embargo, los resultados obtenidos con este tipo de modelos
experimentales no son concluyentes, ya que limitan el estudio de las interacciones
fisiologicas entre el REa. y el REB en la regulacién de la secrecién de la GnRH, las
gonadotropinas y la ovulacion, por derivarse de un modelo experimental en el que
la desactivacion génica de uno u otro receptor estG presente en todos los érganos
blanco del 173-estradiol, lo que implica el uso de un modelo experimental anti-
fisiolégico.

Recientemente se mostré6 que el bloqueo del REa o del REP en el lado
derecho y no en el lado izquierdo de POA-AHA, entre las 8:30 y 9:30 horas del dia
del Diestro 2 provoca que la mayoria de los animales no ovulen en la mafana del
Estro esperado (Rodriguez, 2010; Galindo, 2011). Lo que implica que los dos
receptores deben ser activados para que ocurra la secrecion de GnRH vy la
ovulacion. Ademas que es el sistema del lado derecho del que depende la ovulacién.

Por lo tanto, en este proyecto se estudiaron los efectos del bloqueo de los
RE( y del REa del lado derecho de POA-AHA sobre la expresion del ARNm de la
GnRH en POA-AHA, vy sobre la concentracion sérica de progesterona y estradiol,
cuando el procedimiento se realizé a las 9:00 horas del Diestro 2 del ciclo estral.

Con la finalidad de comprobar la falta de GnRH, se planteé reemplazar esta
hormona en animales con bloqueo del REa 6 del RE(.
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¢ & ¢ @

HIPOTESIS

Dado que en la mafana del Diestro 2, el bloqueo del REa 6 del RE( del lado
derecho de POA-AHA resulta en el bloqueo de la ovulacién y que la neurona GnRH
expresa el REB y no el REq, entonces el bloqueo de uno u otro receptor provocara
efectos diferentes en la sintesis del ARNm de la GnRH la progesteronay el estradiol.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del bloqueo del REa o del RE[3 en el lado derecho de POA-AHA
a las 9:00 h del Diestro-2 sobre la expresion del ARNm de la GnRH en la porcion
izquierda y derecha de POA-AHA vy la concentracién sérica de progesterona y
estradiol.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar los efectos del bloqueo del RE3 6 del REa del lado derecho de POA AHA
en el dia del Diestro 2 sobre:

La ovulacion, el peso de los ovarios y el Gtero.

La concentracién sérica de hormonas esteroides.

La expresion del ARNm de la GnRH, en ambos lados de POA-AHA.

Cuantificar la respuesta ovulatoria al reemplazo de la sefial hipotalémica de los
animales que no ovularon por la micro-inyeccién del a-REa o a-REf en el lado
derecho de POA-AHA.
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MATERIALES Y METODOS

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

Se les evalué el ciclo estral por la toma diaria del frotis vaginal y sélo se utilizaron
aquellos animales que presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias.

La laminilla con los frotis vaginales fueron tenidos con hematoxilina y eosing,
mediante la siguiente metodologia: hematoxilina durante ocho minutos, después se
colocdé en agua de la llave durante 10 minutos e inmediatamente se colocd en
eosina por espacio de 5 minutos, finalmente se quité el exceso de eosina con alcohol
al 70%.

Entre las 8:30 y 9:30 horas del dia del Diestro 2, grupos de 9 a 10 animales fueron
anestesiados con 25mg/kg peso de pentobarbital sédico por via intra-peritoneal.

Se colocaron en un aparato estereotdxico (Figura 12) para ubicar la zona de estudio
con base a las coordenadas del Atlas del Cerebro de la Rata de Kénig y Klippel.

O = 0o M

9
Figura 12. Fotografia que muestra el sistema de micro-inyeccién utilizado para llegar a POA-

AHA vy bloquear el REa y el REf. Coordenadas utilizadas: AP= 0.04mm; LM= -0.06mm y V=
0.86mm con base al Atlas del Cerebro de la Rata (Kénig y Klippel, 1963).
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& Una vez en la zona de estudio (Figura 13), las ratas fueron micro-inyectadas en el
lado derecho de POA-AHA con 1L de Ciclofenil (25p9/pL) (antagonista al RE-f3,
Sigma-Aldrich, México; Anexo 1). Otro grupo fue micro-inyectado con 1L de MPP
(25p9/uL) (Metil-piperidino-pirazol, antagonista al REa, Sigma Aldrich, México;
Anexo ).

A

Figura 13. A. Zona de estudio en un corte coronal del cerebro de la rata: Area Predptica
Hipotaldmica Anterior (POA-AHA), parte izquierda y derecha. B. Corte coronal del cerebro de

rata donde se observa la zona de estudio, sefialada por el colorante azul de metileno en el lado
derecho de POA-AHA.

@& Como grupos control se utilizaron animales inyectados con Tween 20® (un 1pL)
(Anexo 3). Todas las micro-inyecciones se realizaron durante 1 minuto.

& Los animales fueron sacrificados por decapitacion de la siguiente manera:

Diestro 2 8:30-9:30 h Proestro 11:00 y 17:00 h

Diestro 2 8:30-9:30 h | Diestro 2 11:00 y13:00 h
Diestro 2 8:30-9:30 h | Estro 11:00 h
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Sustitucion de la senal Hipotaldmica

Ratas micro-inyectadas en el dia del Diestro 2 con 1y del a-REa o de 1y del a-REf3
durante un minuto en el lado derecho de POA-AHA fueron inyectadas a las 14:00
horas del dia del Proestro con 3.7 yg/Kg de LHRH sintética por via subcutanea. Estos
animales fueron sacrificados en el dia del Estro esperado en la misma forma que en
los animales con bloqueo de uno u otro receptor.

Autopsia

Grupo de ratas micro inyectadas con vehiculo, a-REa y a-REB fueron sacrificadas
en la mafana del Estro esperado. Se disecaron las trompas uterinas para contar el
namero de ovocitos liberados, los ovarios y el Gtero para pesarlos.

Se recolecto la sangre del tronco en tubos de ensaye y se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 30 minutos después se centrifugaron a 3000 rpm
durante 15 minutos.

El suero fue almacenado a -4°C, hasta la cuantificacion de progesterona (P,),
estradiol (E,), por radio-inmuno-andlisis (RIA).

Los grupos de referencia correspondieron a animales sin tratamiento sacrificados en
las mismas horas que los grupos experimentales.

Cuantificacion de hormonas

La cuantificacion de las concentraciones plasmaticas de progesterona y estradiol se
realiz6 por RIA mediante el uso de estuches comerciales marca Coat-A-Count
(Diagnostic Products, Los Angeles.CA, USA), que contienen tubos de polipropileno
impregnado con anticuerpos de coneja, viales de hormona marcada (ZI-
progesterona 6 l-estradiol) y calibrados para la realizacién de la curva patrén (Py:
0.00, 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 5.00, 10.0, 20.0, y 40.0 ng/mL; E,: 0.0, 10.0, 20.0, 50.0,
150.0, 250.0, 500.0 y 900.0 pg/mL). A cada tubo del estuche se le adicionaron 100
L de muestra de suero més 1000 L de la hormona marcada (ZI-P, 6 I-E,). Los
tubos se agitaron durante un minuto y se incubaron a temperatura ambiente
durante tres horas; posteriormente se decantaron y limpiaron, finalmente con la
ayuda de un contador de centelleo gamma, se cuantificé se cuantifico la cantidad
de hormona de la muestra. Los datos en la concentracién de E, se expresaron en
pa/mLy los de P, en ng/mL. Los coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron
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de 5.3% y 9.87 para P,, 6.9% 10.8% para E,. El limite de deteccién para P, fue
0.03091 ng/mL y para E; fue de 2.12 pg/mL.

Extraccion de POA-AHA

Para obtener el tejido cerebral se extrajo el cerebro entero y se enjuago con solucion
salina estéril fria, posteriormente se disecto POA-AHA por la técnica de Palkovits (),
para lo cual se utilizé material de diseccién limpio y estéril.

Una vez que se obtuvo POA-AHA se procedié a dividirla en la parte izquierda y
derecha y se colocaron en tubos eppendorf estériles, se les agrego 500 pl de trizol y
se homogenizo con un Politrén, modelo PT -MR 3100 (Kinematica AG, Littau,
Suiza).

Al tejido homogenizado se le agrego 250 |IL de Cloroformo y se agito por 1 minuto,
con la finalidad de extraer el ARNm.

Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C por 30 minutos. Al final se obtuvieron
dos fases: una fase inferior orgénica de color rosa y una fase superior acuosa
incolora. El ARN quedo en esta dltima fase, mientras que el ADN vy las proteinas se
mantuvieron en la interfase y en la fase orgdnica.

La fase acuosa se transfiridé a otro tubo eppendorf y se agregd un volumen igual de
isopropanol (250 |IL aproximadamente), con la finalidad de precipitar el ARNm. La
muestra se conservd a 42 C durante 72 horas.

Pasadas 72 horas las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm, por 30 minutos, a
4°C. El ARN se precipito formando una pastilla blanca amarillenta.

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

La pastilla de ARNm se centrifugo nuevamente a 12,000 rpm durante 15 minutos a
4°C,

Después de una segunda separacion del sobrenadante, los tubos se colocaron en
sentido inverso sobre una gasa estéril para que la pastilla se secara a temperatura
ambiente para evitar la insolubilidad de la misma. A la pastilla de ARNm se le
agregara 30 pl de H,O inyectable y se conserv6 a - 70°C hasta su posterior
tratamiento.
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Lectura de la muestra

& Se hicieron alicuotas de 2L de la muestra diluida en 98 |L de H,O inyectable.

& Se leyd la absorbancia de estas muestras en un espectrofotdmetro (BOECO
Germany ModeloS-30 Spectrophotometro) a longitudes de onda de 260 y 280 nm.
La concentracion de ARN se determind conociendo que una unidad de absorbancia
de 260nm equivale a 40mg de ARN mL™.

X= A (40mg de ARN/mL) (B)/1000mL

C

A= Densidad 6ptica de la muestra a 260 nanémetros
B= Cantidad de agua en la que se diluyé la muestra (98 |IL)
C= Cantidad de la muestra que se diluyé (2 |L)

RT-PCR

& Para obtener el ARN complementario (ARNCc) se realizé la retro trascripcion del
ADN total. Los volimenes utilizados se muestran en el cuadro 1.

Reactivo Concentracién Volumen/1 RX

Buffer RT 2L 2L

DTT 5x 1L

dATP 02 mM 0.5 1L
dCTP 10 mM 0.5 L
dGTP 10 mM 0.5 L
dTTP 10 mM 0.5 L
RT-M-MLV 100 U 0.5 L
Oligo dt 0.025 |9 0.5 L
H,O 0.5 L

Cuadre 1. Reactivos utilizados en la técnica de retro transcripcién.

32




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

& Por medio de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se amplifico
un fragmento de la GnRH de 250 pares de bases (pb). Se utiliz6 GAPDH (por sus
siglas en inglés: GlycerAldehyde-3 Phosphate Dehydrogenase) con 200 pares de
bases (pb) como gen control interno. En el cuadro 2 se especifican los reactivos para

esta técnica:

Producto de RT
Boffer PCR
MaCl,

Taq Polimerasa
DNTP’s

Oligo 1y Oligo 2
H,O

Concentracién

10x
2.5
0.5 L
10 mM

Volumen/1Rx

10 L
5L
2.5 L
0.5 L
0.5 |IL
2L
26 L

Cuadro 2. Reactivos utilizados en el desarrollo de la técnica de reaccién en cadena de la

@& La reaccion en cadena de la Polimerasa se realizdé en un Termociclador de
gradientes (marca Eppendorf Scientific Inc, Alemania), a las temperaturas y ciclos
que se muestran en el siguiente cuadro. Cabe sefialar que las temperaturas de
alineacién, asi como el nimero de ciclos utilizados para los genes en cuestion fueron
previamente estandarizados para la optimizacién del experimento (Cuadro 3)

(Arteaga-Lépez; et al2005).

polimerasa.

GAT TTG GGC
GCCTGG TCA
cC
CAA CCCATA
GGA CCA GTG
CTGG

CGC TCC TGG
AAG ATG CTG
ATG
CAC TAT GGT
CAC CAG CGG
GG

55.1

53.0

32

32

Cuadro 3. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la retrotranscripcién, asi como las

temperaturas y ciclos utilizados para la técnica de RT-PCT.
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En un matraz Erlenmeyer se agregé 1gr de Agarosa y 50mL de una solucién Buffer
TBE 1x la cual se calent6 en el microondas hasta su completa disolucion.

Se agregaron 2.5 |IL de bromuro de etidio y se agito hasta mezclar los componentes
en su totalidad evitando formar burbujas.

El gel se vertié lentamente en una cdmara de electroforesis (Horizon 58) por uno de
los extremos y con ayuda de una punta de micro-pipeta se eliminaron las burbujas
que se pudieron haber formado durante el proceso. Se dejé polimerizar la agarosa.

Para correr el gel, la cédmara de electroforesis se llené con buffer TBE 1x hasta cubrir
totalmente el gel y se conectaron los electrodos de la cdmara a la fuente de poder
(Modelo Major Science MINIS-300VP) donde se gradud el voltaje a 100V y se
dejaron correr las muestras.

Andalisis densitométrico

Las fotografias de los geles fueron tomadas con una cédmara Kodak Gel Logic 112.
Los negativos de las fotografias fueron sometidos a un andlisis densitométrico para
cuantificar las bandas correspondientes a la expresion de ARNm de GAPDH vy
GnRH mediante el programa Kodak Gel Logic 112 Imagining System.

La expresion del ARNm para GnRH se determiné mediante la intensidad media de
la banda la cual fue medida en pixeles, este valor fue dividido entre el valor de la
intensidad media de la banda de la expresion de ARNm de GAPDH con el fin de
normalizar los datos.

El valor obtenido muestra la expresion relativa del ARNm de la GnRH en cada
muestra analizada, estos valores fueron considerados como la expresion del ARNm.

Analisis estadistico

Los resultados del niimero de animales ovulantes se analizaron por la prueba de la
probabilidad exacta de Fisher, los del nmero de ovocitos liberados por la prueba
de Kruzkall-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los datos de las concentraciones
séricas de las hormonas y de la expresion relativa del ARNm para GnRH se
analizaron mediante la prueba de andlisis de las varianzas (ANDEVA) seguida de la
prueba de Tukey. En los casos en que se compararon dos grupos, el andlisis se realizé
por medio de la prueba de “t” de Student o de “U” Mann-Withney (para el caso de
resultados no paramétricos). En todos los casos sélo se aceptaron como significativas
aquellas diferencias en las que la probabilidad sea < 0.05.
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RESULTADOS

EFECTO DE LA MICRI-INYECCION DEL ANTAGONISTA DEL
REa EN EL LADO DERECHO DE POA-AHA, SOBRE LA
OVULACION VY EL PESO DE LOS OVARIOS Y DEL UTERO

Porcentaje de animales ovulantes

La micro-inyeccion de vehiculo no modificé el porcentaje de animales ovulantes en
relacién al grupo intacto, mientras que el bloqueo de los REa por la micro-inyeccion
del antagonista de REQ provocd que sélo el 22% de los animales ovulara en el dia
del Estro esperado en relacién al grupo con vehiculo (Gréfica 3), a pesar de que el
100% de los animales presentaron el frotis vaginal caracteristico de Estro.

9/9

100 +

8/9

80 -

60 -

2/9

20 -

% de animales ovulantes

intacto vehiculo aREa

Grafica 3. Porcentaje de animales que ovularon en el dia del Estro esperado, después
de la micro-inyeccion del vehiculo y antagonista al REa en el lado derecho de POA-
AHA.
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Ndmero de ovocitos liberados

La micro-inyeccion del vehiculo no modificé el nimero de ovocitos liberados. Con
respecto al tratamiento con el antagonista del REQ, los dos animales que ovularon,
liberaron 2y 5 ovocitos cada uno, pero sélo por el ovario izquierdo (Grdéfica 4).
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Grafica 4. Efecto de la micro-inyeccién de vehiculo y antagonista del REa en el lado

derecho de POA-AHA sobre el nimero de ovocitos liberados (media + e.e.m.) por el ovario
izquierdo (Ol), derecho (OD) y ambos (Ol+OD) en el dia del Estro esperado. Los valores
sobre las barras de los grupos micro-inyectados indican el nimero de ovocitos liberados por
los animales que ovularon.

Peso de los ovarios

El peso del ovario izquierdo de los animales micro-inyectados con wvehiculo
disminuyé en la manana del Estro esperado (11:00 h del Estro). La micro-inyeccién
de antagonista al REQ resulté en el aumento del peso del ovario izquierdo a las
17:00 h del Proestro. (Grdéfica 5).

El peso del ovario derecho también disminuydé en la mafnana del Estro esperado
(11:00 h del Estro) en los animales micro-inyectados con vehiculo. La micro-inyeccién
del antagonista del REa resulté en el aumento del peso de éste ovario a las 2 horas
de la micro-inyeccién y a las 17:00 h del Proestro (Grafica 6).
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Grafica 5. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o del antagonista al REa en el lado
derecho de POA-AHA sobre el peso del ovario izquierdo (media = e.e.m.) a las 11:00 y 13:00
horas del Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro esperado.
P<0.05 vs. intacto; ¢ p<0.05 vs. vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de Dunn)
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Grafica 6. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo y del antagonista del REa en el lado
derecho de POA-AHA sobre el peso del ovario derecho (media *+ e.em.) a las 11:00 y 13:00

horas del Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro esperado.
P<0.05 vs. Intacto; ¢ p<0.05 vs. vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de Dunn).
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Los efectos observados en el peso de cada ovario por cada tratamiento se reflejé en
masa ovdrica (peso del ovario izquierdo + peso del ovario derecho) (Grafica 6).
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Grafica 6.- Efecto de la micro-inyeccién del Vehiculo o el antagonista del REa en el lado
derecho de POA-AHA sobre la masa ovdrica total (media * e.e.m.) a las 11:00 y 13:00 horas
del Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro esperado. * p<0.05 vs
Intacto; ¢ p<0.05 vs. vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de Dunn).

Peso del Gtero

El peso del Gtero de los animales micro-inyectados con vehiculo aumento a las 26
horas de haberlo inyectado (11:00 h del Proestro) y disminuyd en la mafana del
Estro (11:00 h) en comparaciéon con los animales intactos. En los animales micro-
inyectados con el antagonista al REQ, el peso del atero aumenté a las 13:00 h del
Diestro 2 (Grdfica 7) en comparacién con el vehiculo.
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Grafica 7.- Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del REa en el lado

derecho de POA-AHA sobre el peso del Gtero (media = e.e.m.) a las 11:00 y 13:00 horas del
Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro esperado * p<0.05 vs
Intacto; ¢ p<0.05 vs. vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de Dunn).

EFECTOS DEL BLOQUEO DEL REa DEL LADO DERECHO DE
POA-AHA SOBRE LA CONCENTRACION PLASMATICAS DE
HORMONAS ESTEROIDES (PROGESTERONA Y ESTRADIOL)

Progesterona (P,)

Con respecto al grupo de animales intactos, la micro-inyecciéon del wvehiculo
aumento la concentracion de progesterona a las 4 horas del tratamiento (Diestro 2
a las 13:00h). La micro-inyeccion del antagonista al REa no modificd la
concentracion de progesterona con respecto al vehiculo (Grdéfica 8).
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Grafica 8. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del REa en el lado
derecho de POA-AHA sobre la concentracién de progesterona en suero de ratas (media =
e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las 11:00, Proestro a las 17:00

y Estro a las 11:00. ¥ p<0.05 vs. Intacto (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

Estradiol (E,)

Con respecto al grupo de animales intactos, la micro-inyeccion del vehiculo en el
lado derecho de POA-AHA no modifico la concentracion de estradiol en ninguna de
las horas estudiadas después del tratamiento. Sin embargo la micro-inyeccién del
antagonista al REQ provocd el aumento en la concentracién de estradiol a las 2
horas de haberlo inyectado en comparacion con el vehiculo (Grafica 9).
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Grafica 9. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del REa en el lado

derecho de POA-AHA sobre la concentracién de 173 estradiol en suero de ratas (media +
e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las 11:00, Proestro a las 17:00
y Estro alas 11:00. ¢  p<0.05 vs. vehiculo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

EFECTOS DEL BLOQUEO DEL REa DEL LADO DERECHO DE
POA-AHA EN EL DIA DEL DIESTRO 2 SOBRE LA EXPRESION
DEL ARNm DE LA GNRH, EN UNO Y OTRO LADO DE POA-
AHA

Para poder evaluar si la micro-inyeccién del antagonista del REa en el lado derecho
de POA-AHA en ratas adultas regula la expresion del ARNm para la GnRH, se
extrajo el ARN total de POA-AHA vy por la Técnica de RT-PCR fue amplificado,
como control interno para la técnica se utilizé la amplificacion de GAPDH que da
un producto de 201 pares de bases (pb), para las muestras se obtuvo un producto
de 250 pb que corresponden a GnRH.

Para el andlisis de bandas en el gel con el software Kodak Gel Logic 112 Imagining
System se midié la banda en pixeles tomando como referencia las bandas de
Marcador de Peso Molecular (MPM) para dar una aproximaciéon relativa de la
cantidad del producto de la GnRH (expresado en relacién con la intensidad media
de la banda para GAPDH).
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En el grupo de animales intactos, la expresion relativa de ARNm para la
GnRH es diferente a las 17:00 h del Proestro entre el lado lzquierdo y el lado
derecho de POA-AHA.

La micro-inyeccion del vehiculo no modificé la expresion del ARNm de la
GnRH en el lado izquierdo, ni el lado derecho de POA-AHA. (Graficas 10 y 11).

Sin embargo la micro-inyecciéon del antagonista del REQ en el lado derecho
de POA-AHA incrementé la expresion del ARNm de la GnRH en el mismo lado
inyectado (POA-AHA derecha) a las 17:00 h del Proestro (Grdficas 10).

GAPDH
MPM intacto vehiculo a REB a REa

201 pb

Figura 14 . Producto de amplificacién de 201 pb para GAPDH control positivo de la técnica.
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GnRH
MPM intacto vehiculo a REB a REa

| D | D | D | D

250 pb

Figura 15 . Expresion del ARNm de la GnRH en el lado derecho de POA-AHA
de la rata. Amplificacién de GnRH por RT-PCR de 250
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Grafica 10. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del REa en el lado

derecho de POA-AHA sobre la expresion relativa del ARNm para GnRH del lado izquierdo
(media * e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las 11:00, Proestro a
las 17:00 y Estro a las 11:00.
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Grafica 11, Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del REa en el lado
derecho de POA-AHA sobre la expresién relativa del ARNm para GnRH del lado derecho
(media + e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las 11:00, Proestro a
las 17:00 y Estro a las 11:00. ¢ p<0.05 vs. Vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de Dunn).

44




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

RESPUESTA OVULATORIA AL REMPLAZO DE LA SENAL
HIPOTALAMICA DE LOS ANIMALES QUE NO OVULAN POR
LA MICRO-INYECCION DE MPP DEL LADO DERECHO DE
POA-AHA

El reemplazo de la seial hipotalédmica por la inyeccion de la LHRH-sintética
realizada a las 14 horas del Proestro indujo la ovulacién en todos los animales micro-
inyectados con el a REa (Gréfica 12).
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Grafica 12. Porcentaje de animales que owvularon en el dia del Estro

esperado, después de la micro-inyecciéon del antagonista del REa en el lado
derecho de POA-AHA e inyectadas con LHRH a las 14:00 horas del Proestro.
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EFECTO DE LA MICRO-INYECCION DEL ANTAGONISTA DEL RE EN
EL LADO DERECHO DE POA-AHA, SOBRE LA OVULACION VY EL
PESO DE LOS OVARIOS Y DEL UTERO

Porcentaje de animales ovulantes

La micro-inyeccién de vehiculo no modificé el porcentaje de animales ovulantes,
mientras que el bloqueo de los REf provocé que sélo el 22% de los animales
ovulara en el dia del Estro esperado (Gréafica 13), a pesar de que el 100% de los
animales presentaron el frotis vaginal caracteristico de Estro.
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Grafica 13. Porcentaje de animales que owvularon en el dia del Estro

esperado, después de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RE[3
en el lado derecho de POA-AHA.

Ndmero de ovocitos liberado
La micro-inyeccién del vehiculo no modificé el nimero de ovocitos liberados con
respecto al vehiculo. Con respecto a la micro-inyeccion der antagonista del RE[3, los

dos animales que ovularon, liberaron 3 ovocitos cada uno, pero sélo por el ovario
derecho (Grdfica 14).
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Gratfica 14.- Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del

REP en el lado derecho de POA-AHA sobre el nimero de ovocitos liberados
(media * e.e.m.) por el ovario izquierdo (Ol), derecho (OD) y ambos (Ol+OD)
en el dia del Estro esperado. Los valores sobre las barras de los grupos micro-
inyectados con el antagonista del RE indican el nimero de ovocitos liberados
por los animales que ovularon.

Peso de los ovarios

El peso del ovario izquierdo de los animales micro-inyectados con el vehiculo
disminuyé en la manana del Estro esperado (11:00 h). La micro-inyecciéon del
antagonista del REB resulté en el aumento del peso del ovario izquierdo cuando se
evalud esta génada en la manana del Estro esperado (Grdéfica 15).

El peso del ovario derecho también disminuydé en la manana del Estro esperado
(11:00 h) en los animales micro-inyectados con el vehiculo con respecto a los
animales intactos. La micro-inyecciéon con el antagonista del REB provocé aumento
del peso del ovario derecho a las 2 horas de la micro-inyecciéon y a las 11:00h del
Estro esperado. (Grdéfica 16).

Los efectos observados en el peso de cada ovario por cada tratamiento se reflejé en
masa ovdrica (peso del ovario izquierdo + peso del ovario derecho) (Grafica 17).
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Grafica 15. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RE3 en el
lado derecho de POA-AHA sobre el peso del ovario izquierdo (media + e.e.m.) a las
11:00 y 13:00 horas del Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro
esperado. *¥p<0.05 vs intacto;  #p<0.05 vs vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de
Dunn)
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Gréafica 16.- Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RE[3 en el

lado derecho de POA-AHA sobre el peso del ovario derecho (media + e.e.m.) a las 11:00
v 13:00 horas del Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro

esperado. ¥ p<0.05 vs. Intacto; ¢ p<0.05 vs vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de
Dunn)
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Grafica 17. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del REf3 en el lado
derecho de POA-AHA sobre la masa ovérica total (media + e.e.m.) a las 11:00 y 13:00
horas del Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro esperado.

*1<0.05 vs Intacto; ¢ p<0.05 vs. Vehiculo (ANOVA seguida de la prueba de Dunn).

Peso del Gtero

El peso del Gtero de los animales micro-inyectados con el vehiculo aumento en la
manana del Proestro (11:00 h) y disminuyé en la manana del Estro (1:00 h) en
comparacion con los animales intactos. (Grafica 18).
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Grafica 18. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RES en el

lado derecho de POA-AHA sobre el peso del Gtero (media + e.e.m.) a las 11:00 y 13:00
horas del Diestro 2, 11:00 y 17:00 horas del Proestro y 11:00 horas del Estro esperado.

*1,<0.05 vs Intacto; (ANOVA seguida de la prueba de Dunn).
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EFECTOS DEL BLOQUEO DEL RER DEL LADO DERECHO DE
POA AHA SOBRE LA CONCENTRACION PLASMATICAS DE
HORMONAS ESTEROIDES (PROGESTERONA Y ESTRADIOL)

Progesterona (P,)

Con respecto al grupo de animales intactos, la micro-inyeccion del wvehiculo
aumento la concentracion de progesterona a las 4 horas del tratamiento (Diestro 2
a las 13:00h). El bloqueo del Rep no modificd los efectos del vehiculo (Gréfica 19).
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Grafica 19. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RES en el lado

derecho de POA-AHA sobre la concentracién de progesterona en suero de ratas (media +
e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las 11:00, Proestro a las 17:00

y Estro a las 11:00. *p<0.05 vs. Intacto (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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Estradiol (E,)

Con respecto al grupo de animales intactos, la micro-inyeccion del vehiculo en el
lado derecho de POA-AHA no modifico la concentracién de estradiol en ninguna de
las horas estudiadas después del tratamiento. Sin embargo la micro-inyeccion del
antagonista del Rep provocé el aumento en la concentracién de estradiol a las 11:00
y 17:00 del Proestro a las 11 horas de Diestro 2 (Grafica 20).
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Grafica 20. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RE[3 en el
lado derecho de POA-AHA sobre la concentraciéon de 173 estradiol en suero de ratas
(media + e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las 11:00,
Proestro a las 17:00 y Estro a las 11:00 horas. 4 p<0.05 vs. Vehiculo (ANDEVA seguida
por la prueba de Tukey).
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EFECTOS DEL BLOQUEO DEL RE3 DEL LADO DERECHO DE

POA AHA EN EL DIA DEL DIESTRO 2 SOBRE LA EXPRESION

DEL ARNm DE LA GNRH, EN UNO Y OTRO LADO DE POA-
AHA.

Para poder evaluar si la micro-inyeccion del antagonista del REB en el lado derecho
de POA-AHA en ratas adultas regula la expresion del ARNm para la GnRH, se
extrajo el ARN total de POA-AHA y por la técnica de RT-PCR fue amplificado,
como control interno para la técnica se utilizé la amplificaciéon de GAPDH que da
un producto de 201 pares de bases (pb), mientras que para la GnRH fue de 250 pb.

Para el andlisis de las bandas en el gel, por medio del software Kodak Gel
Logic I12 Imagining System, se midié la banda en pixeles tomando como referencia
las bandas del Marcador de Peso Molecular (MPM). Con la finalidad de contar con
un valor del producto de la GnRH, este se expresé en relaciéon a la intensidad
media de la banda para GAPDH. En la Figura 16 se muestra un gel representativo
de los productos del RT-PCR.

En el grupo de animales intactos, la expresion relativa de ARNm para la GnRH es
diferente a las 17:00 h del Proestro entre el lado Izquierdo y el lado derecho de
POA-AHA.

La micro-inyeccion con el vehiculo no modificé la expresion del ARNm de la GnRH

en el lado izquierdo, ni el lado derecho de POA-AHA. Un efecto semejante se
observé al micro-inyectar el antagonista del REB (Gréficas 21y 22).
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Grafica 21. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RE(3 en el
lado derecho de POA-AHA sobre la expresién relativa del ARNm para GnRH del lado
izquierdo (media + e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las
11:00, Proestro a las 17:00 y Estro a las 11:00.
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Gréafica 22. Efecto de la micro-inyeccién del vehiculo o el antagonista del RE[3 en el

lado derecho de POA-AHA sobre la expresion relativa del ARNm para GnRH del lado
derecho (media * e.e.m.) en Diestro 2 a las 11:00, Diestro 2 a las 13:00, Proestro a las
11:00, Proestro a las 17:00 y Estro a las 11:00.
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RESPUESTA OVULATORIA AL REMPLAZO DE LA SENAL
HIPOTALAMICA DE LOS ANIMALES QUE NO OVULAN POR
LA MICRO-INYECCION DE CICLOFENIL DEL LADO DERECHO
DE POA-AHA.

El reemplazo de la sefial hipotalamica por la inyeccion de la LHRH-sintética
realizada a las 14 horas del Proestro indujo la ovulacion en todos los animales micro-
inyectados con el a RE (Grdfica 23).
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aRER aREB+LHRH

Grafica 23. Porcentaje de animales que owvularon en el dia del Estro esperado,
después de la micro-inyeccién con el antagonista del REB en el lado derecho de POA-
AHA e inyectadas con LHRH a las 14:00 horas del Proestro.

54




Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

VARIABLE VARIABLE
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Comparacién de los efectos provocados por el bloqueo de los REa con los RE[3 del lado
derecho de POA-AHA en el dia Diestro 2.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Con base en los resultados obtenidos deducimos que en el dia del Diestro 2, es
necesario que tanto el REa como el REf3 de POA-AHA derecha sean activados a la
vez por su ligando (17p3-estradiol) para que la ovulacién ocurra en el dia del Estro
esperado. El estradiol a través del RE[3 no altera la expresion del ARNm de la GnRH,
mientras que al unirse al REa tendria un efecto inhibitorio de la expresion de este
mensajero. Con base en los resultados obtenidos sugerimos que la activacién del REa
regularia la sintesis de la GnRH, mientras que el RE[} regularia la liberacién del
decapéptido.

La falta de ovulacién en la mayoria de los animales con bloqueo de los REa.
seria consecuencia de un efecto inhibitorio en la traduccién del ARNm de la GnRH a
la proteina (Modelo 1), ya que en los animales que fueron micro-inyectados con
MPP, la expresion del ARNm de la GnRH aumentd aunque no owvularon. Esta idea
es apoyada por el hecho que cuando a estos animales se les administr6 LHRH
sintética, ovularon. Experimentos llevados a cabo con ratones “knockout” para el
REo. muestran que estos ratones son incapaces de manifestar la secrecion
preovulatoria de la GnRH inducida por estradiol
, asi como la respuesta supresora en la concentraciéon de
LH como respuesta a la administracién de estradiol
. Con base en esta informacion se ha sugerido que el REa estd involucrado
en el efecto “feedback” negativo del estradiol; sin embargo, nuestros resultados
sugieren que en la fase del Diestro 2, los REo. del lado derecho de POA-AHA,
participan en el efecto “feedback” positivo de la secrecién fasica de la GnRH que
ocurre en el Proestro. Hay que considerar que los resultados obtenidos por medio de
animales “knockout”, no sélo implica la falta del receptor en el hipotdlamo, sino en
todos aquellos érganos que expresen el REa, por lo que la respuesta fisiolégica a
cualquier manipulacién experimental no es del todo verdadera.

Este efecto inhibidor de la expresion del ARNm para la GnRH del estradiol a
través del REa. es asimétrico, ya que el mensajero para esta proteina sélo aumenté
en la porcidén derecha de POA-AHA. Previamente se ha mostrado que la cantidad
de ARNm para la GhRH en POA-AHA es mayor en la porcion derecha al medio dia
del Diestro 2 , asi como la cantidad de GnRH en la porcion
derecha del hipotdlamo medio basal . Una posibilidad a esta
asimetria funcional seria que como en el ratéon macho, la cantidad de células
GnRHérgicas es mayor en el hemisferio cerebral derecho
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La falta de ovulacién en los animales con bloqueo de los RE( resulta del
efecto inhibitorio de la liberacion de la GnRH (Modelo 2), ya que la expresion del
ARNmM para la GnRH no fue modificada, pero aun asi los animales no ovularon, y si
lo hicieron cuando se les administr6 LHRH sintética. Con base en estos resultados
planteamos que es posible que la falta de activacién del RE[3 modificé la frecuencia,
la amplitud o ambos a la vez, de los pulsos de secrecién de la GnRH en la tarde del
Proestro.

Experimentos llevados a cabo con ratones “Rnockout” para el REf3 muestran
que estos ratones tienen concentraciones de LH y de ARNm para la GnRH
semejontes a un ratén silvestre son incapaces de manifestar la secrecién
preovulatoria de la GnRH inducida por estradiol Se ha mostrado que la infusién de
genisteina (agonista selectivo del REB) en el tercer ventriculo de la oveja
ovariectomizada provoca la disminuciéon de los pulsos de la GnRH

En la rata, la mayoria de las neuronas GnRH expresan el RE[}, pero no el
RE« . Lo que indica que el a-REB actué en la neurona GnRHérgica
y otras neuronas que expresan este receptor, como la glia, la neurona que sintetiza
GABA, glutamato, noradrenaling, etc . En cambio, el a-REa actud
en todas estas, excepto la GnRHérgica.

proponen gque la secrecién fasica de LH ocurre a
través del REo, y que este es el necesario y suficiente para que se lleve a cabo este
evento neuroendocrino. Nuestros resultados apoyan esta hipétesis, pero también
muestran que el RE también requiere ser activado en esta fase del ciclo para que
se libere la GnRH almacenada en las vesiculas.

No solo la secrecién fasica de GnRH parece estar modificada, sino que
posiblemente también la tonica. Si esto es asi, explicaria porque aumenta el peso
de los ovarios. sefalan que el crecimiento de los foliculos
depende de la cantidad de gonadotropinas secretadas, lo que explicaria por qué el
bloqueo de los receptores a estrégenos provocd aumento del peso de los ovarios.
Conforme al razonamiento anterior se sugiere que en el Diestro 2, la activacién de
los REa y B regulan de manera inhibitoria la secrecién ténica de FSH.

Junto con el aumento del peso de los ovarios, la concentracién de E, también
aumentoé por el tratamiento con el a-REq, a las 32 horas de inyectar el farmaco, lo
que apoya la idea del efecto estimulante del a-REa y del a-RE( en el crecimiento
folicular. Es decir, que en condiciones normales, los REa. del lado derecho de POA-
AHA, en la manana del Diestro 2, regulan de manera inhibitoria la secrecién de E..
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En el caso del bloqueo del REa por MPP el aumento en la concentracién de
E, a las 11:00 del Diestro 2 indujo su efecto estimulante sobre el Gtero, lo que se
tradujo en el aumento del peso de este érgano, ya que se ha mostrado que el E,
tiene un efecto mitogénico, aumenta la sintesis de ADN y la mitosis, forma una red
glandular y un sistema elaborado de vasos sanguineos (angiogénesis)

CONCLUSIONES

En el dia del Diestro 2, es necesario que tanto el REa. como el RE} de POA-AHA
derecha sean activados a la vez por su ligando (17f3-estradiol) para que la
ovulacién ocurra en el dia del Estro esperado.

En la mafana del Diestro 2, el estradiol en POA-AHA derecha al unirse al REa
regula de manera inhibitoria la expresion del ARNm de la GnRH, mientras que al
unirse al REP no lo modifica.

En la manana del Diestro 2, la activacion de los dos receptores en POA-AHA

derecha regula de manera inhibitoria la secrecion de estradiol y no altera la de
progesterona.
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Modelo 1. Esquematizacién del posible papel del 173-estradiol al unirse al REa en la mafiana
del diestro-2, en la porcién derecha de POA-AHA, en la regulacion de la expresion del ARNm de
la GnRH, la secrecién de estradiol, el peso del Gtero y la ovulacién.
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Modelo 2. Esquematizacion del posible papel del 173-estradiol al unirse al RE@ en la mafana
del diestro-2, en la porcién derecha de POA-AHA, en la regulacion de la expresion del ARNm de
la GnRH, la secrecién de estradiol, el peso del Gtero y la ovulacién.
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Resultados de la presente tesis presentados en el Xll Foro de Investigacion Escolar en Biologia.
FES Zaragoza, UNAM. 7, 8 y 9 de agosto de 2013. Cartel.
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ANEXO
MPP

El metil-pipiridino-pirazol (MPP) es un antagonista andlogo del receptor a
estrégenos alfa (REa), tiene una cadena lateral bésica (BSC) unida a un ligando
selectivo antagonista a REa, metil-pirazol-triol (MPT) a través de un ligando de
éter.

\_\”Q

Figura 17. Estructura quimica del metil-pipiridino-pirazol (MPP)

Era=12+2% Afinidad relativa de enlace (estradiol=100%)
Peso molecular: 465.574 g/mol
Densidad: 1.22 g/mL.

El MPP contiene un grupo pirazol, el cual tienen una alta afinidad para los
RE, aunque se une con mayor afinidad al REa que al RE( (Stauffer et al, 2000).
Por la falta de antagonistas selectivos para el REq, se desarrollaron compuestos que
antagonizan con este receptor pero no con el RE[, adicionando una cadena lateral
a ligandos pirazélicos [agonistas selectivos para el REa (BSC — pirazoles)], que
substituye a la tipica encontrada en agentes antiestrégenos como el tamoxifen y el
raloxifen. Entre estos BSC- pirazoles, el mds selectivo para el REa es el MPP.

El MPP incrementa el porcentaje de apoptosis de células del endometrio
humano, cuando se compara con los efectos del estradiol. En ratones, el MPP
aumenta el peso del Gtero y la proliferaciéon del endometrio (Davis et al, 2006). En
el caso de ratones ovariectomizados, la administracion de este fdrmaco aumente el
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peso del Gtero y la proliferacién del endometrio (Davis et al, 2006). Al inyectar
subcutdneamente el MPP durante 6 dias consecutivos provoca disminucién de la
concentracion de LH en la hipé&fisis y en el suero (Garcia, 2007).

Debido a los resultados obtenidos se ha sugerido que en la rata, la accién de
los estrogenos sobre la secrecion de LH es ejercida por el RE-a. En ratas adultas
ciclicas, la inyecciéon subcutdnea de MPP en la mafiana del Diestro 1 provocd
aumento del nimero de ovocitos liberados y disminucion del peso de los ovarios, lo
que se acompand de un menor nimero de foliculos, reflejo de la disminucién del
nimero de foliculos pequenos sanos y aumento de los medianos en los animales
sacrificados a las 9:00 y 17:00 horas del proestro (Cabrera, 2009).

El MPP a dosis de 25 a 150 g aumenta el peso hiimedo del dtero, pero no de
la forma en que lo hace el 173-estradiol, ya que provoca efectos pleiotrépicos dentro
del dGtero, estos efectos incluyen un aumento en el peso himedo del Gtero y
diferenciaciéon en el epitelio luminal y glandular, simulacién de transcripcion y
translaciéon 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 (Dickson, 2000).

CICLOFENIL

he T

Figura 18. Estructura quimica del Ciclofenil

Propiedades quimicas:

Nombre comun: Ciclofenil

UIPAC: [4-[(4-acetoxyphenyl)-cyclohexylidene-methyl]phenyl] acetate
Sindnimos: bis (p-acetoxyphenyl) cyclohexylidenemethane, 4,4'-
Cyclohexylidenemethylenediphenol; 4-(Cyclohexylidenemethylene)-bis-phenol
Nombres comerciales: Ondogyne y Sexovid

Formula condensada: C,5H,40,4

Masa Molecular: 364.434 g/mol

71



http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
El Ciclofenil es un estimulante gonadal e inductor de la owvulacién. Es

utilizado en el tratamiento de la infertilidad y la amenorreq, pero es menos eficaz
que el clomifero. Es un modulador selectivo de receptor de estrégeno. El Ciclofenil es
el més utilizado en la terapia del cancer de mama y de infertilidad (Watts y
Sutherland 1987).

El Ciclofenil también puede actuar como un anti estrégeno, ligdndose a los
receptores de estrégeno y bloguedndolos. Esto es especialmente Gtil cuando se
suprimen las concentraciones de testosterona naturales.

Hasta el 2003, el Ciclofenil fue catalogado como un antagonista selectivo
para el REB; tiene una afinidad de unién relativa por este receptor de 150 respecto
al estradiol (7Tamrazi et al,. 2002).

TWEEN 20®

HO(CH,CH,0), {OCH,CH,),0H

{(OCH,CH,OH

GJ\ (..|'|‘Hj.1

Figura 19. Estructura del Tween 20® 20® (Wenger, et al, 2005)

(OCH.CH,),

Propiedades quimicas:

Nombre comdn: Tween 208 20

Otros nombres: Polysorbate 20, PEG (20) sorbitan monolaurate
Formula condensada: CsgH,056

Masa Molecular: 1227.54 g/mol

Densidad: 1.1 g/mL

Punto de ebullicion: 5100°C
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Actividad Farmacolégica

El polisorbato 20 (comercialmente conocido como Tween 20®) es un surfactante
no iénico que se utiliza principalmente en la fabricacién de cosméticos, productos del
cuidado de piel, en alimentos y productos farmacéuticos. El polisorbato se compone
de un grupo central sorbitan con cuatro cadenas éxido de polioxietileno de lado,
cuando estas cadenas se esterifican con un dcido oleoso (figura) y con dcido laurico
dependiendo de la longitud variable de las cadenas, pueden obtener 1500
estructuras posibles. Ya que si las cadenas de polioxietileno son més cortas se forman
agregados muy grandes y por tanto la solucién es muy viscosa.

En el desarrollo biofarmacéutico, el Tween 20® se puede usar durante la
purificaciéon y la formulacién para aminorar adsorcion de superficie, como en las
formulaciones liguidas el Tween 20® se agrega para aminorar la absorcién de la
proteina a superficies y mantiene la concentracion a una distancia definida durante
un proceso de purificacién, tal como un paso de ultrafiltracién o cromatografia.

Sin embargo los detergentes no ibnicos también se utilizan para la
solubilizacion de membranas y como un medio solvente para proteinas de
membrana (figura 13), generalmente el detergente éptimo para cierta proteina de
membrana o membrana se tiene que encontrar empiricamente y puede depender
del tipo del experimento que uno quiere hacer ( Helenius, et al, 1979)

Los detergentes no idnicos no poseen ningdn 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 ( Helenius, et al,
1979)
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La parte hidréfoba de las proteinas, con lo que crean un entorno de tipo

lipido y pueden estabilizar proteinas solubilizadas.

Estudios han establecido que el Tween

20® por ser un detergente no idnico es usado

4 !‘ Mk biina para estudiar la estructura de las subunidades

1% de proteinas de membrana y las interacciones

de proteinas de membrana con estructuras

— externas ya que no desnaturalizan a las

proteinas y no alteran la carga de las
proteinas a las que se unen (figura 14).

.....

Detergent
Micelle

Figura 20 Solubilizacién de proteinas por
detergentes no ionicos ( Helenius, et al, 1979)

l‘f,':;l_ o .va

Biological Membrane

R

%"‘i%+%

Miced Micelles Detergent Micelies Protein-detergent Complex

Figura 21. Propiedad de Detergentes (Helenius et al., 1979).

Por las propiedades mencionadas, el polisorbato 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 las marcas de pruebas de inmunoensayos como
el de Western Blot y ELISA. Se puede disolver en Tris-Buffer Salino o buffer de Fosfato
salino en diluciones de 0.05% a 0.5% de v/v. (Joint, 1974).H

74




	Portada 
	Índice 
	Resumen  
	Introducción  
	Marco Teórico  
	Justificación del Proyecto 
	Hipótesis   Objetivo General   Objetivos Particulares 
	Materiales y Métodos 
	Discusión de Resultados  
	Conclusiones 	 
	Bibliografía  
	Anexo 	 

