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Abreviaturas

1

170H-P4: 17-hidroxiprogesterona

17-OHP5: 17-Hidroxipregnenolona

17BHSD: 17-beta hidroxiesteroide
deshidrogenasa

3

3B-HSD/I: 3-beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa isomerasa

A

ACAT: Acil CoA; Colesterol O-aciltransferasa
acetil CoA: Acetil Coenzima A

ACTH: Hormona Adenocorticotrdpica
ADH: Hormona Antidiurética, Vasopresina
Adx: Adrenalectomia unilateral

AKAPs: Proteinas de anclaje a cinasas A
ANT: Transportador nucledtido Adenina
apoA-I: apolipoproteina-1

apoB-100: apolipoproteina B-100

AT1, AT2: Receptores a Angiotensina Il
ATP: Adenosin Trifosfato

AVP: Arginina Vasopresina

c

cAMP: Adenin Monofosfato ciclico
CE: Esteres de Colesterol
COXz: Ciclooxigenasa-2

CRH: Hormona Liberadora de la Corticotropina

CRH-R1, CRH-R2: Receptores a la Hormona
Liberadora de la Corticotropina
CYP: enzima citocrémica

D

DGAT2: Acil CoA; diacilglicerol aciltransferasa 2

DHEA: Dehidroepiandrosterona
DOPA: Dehidroxifenilalanina

E

Ez: Estradiol, 63
ECA: enzima convertidora de Angiotensina
EGF: Factor de Crecimiento epidérmico

F

FAD: Flavin Adenin Dinucleétido

FC: Colesterol Libre

FFA: icidos grasos libres

FNMT: Feniletanolamina-N-metiltransferasa
FSH: Hormona Foliculo Estimulante

G

GABA: dcido-gamma-aminobutirico
GC: Glucocorticoides

H

HDL: Lipoproteinas de Alta Densidad

HMG CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA

HMG-CoA reductasa: mevalonato; NADP+
oxidorreductasa

HMG-CoA sintasa: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA;
acetoacetil-CoA-liasa

HPA: eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal

HSL: Lipasa Hormonal Sensitiva

I

IDL: Lipoproteina de Densidad Intermedia

IGF-1: Factor de crecimiento semejante a la
Insulina

IL-1: Interleucina-1

IL-6: Interleucina 6

IMM: Membrana Interna Mitocondrial

L

LC: Locus Coeruleus

LDL: Lipoproteinas de Baja densidad

LH: Hormona Luteinizante

LIMP-II: Receptor integral de membrana
lisosomal

m

MAPK: proteinas cinasas activadas por mitégenos
MC2R: Receptor a Melanocortina tipo 2

MLNG64: Proteina ganglionar metastdsica 64
mRNA: Acido Ribonucléico mensajero

MSH: Hormona Estimulante de los Melanocitos,
N



NA: Noradrenalina

NADP: Nicotinamida Dinucledtido Fosfato

NCS: Sistema Nervioso Central

NPC1 y NPC2: Proteina de la enfermedad de
Niemann Pick tipoC1y 2

NPY: Neuropéptido Y

Null cells: Células Agranulares

Nv: Vagotomia Unilateral

(0]
OMM: Membrana Externa Mitocondrial
P

Pa: Progesterona

P450: Enzima microsémica con pico de
absorbancia de 450 nm

P450c11 aldosintetasa, P450aldo, CYP11B2:
Aldosterona sintasa, Corticosterona metil-
oxidasa

P450c11, CYP11B1: 11-beta-hidroxilasa

P450c17, CYP17: 17 alfa-hidroxilasa/17,20 liasa

P450c21, CYP21A2: 21-hidroxilasa

P450scc, CYP11A1: Colesterol desmolasa

PAP: Proteina asociada a PBR

PBP: Proteina de unién a Pregnenolona

PBR: Receptores Benzodiacepinicos Periféricos

PEPCK: Fosfoenolpiruvato-carboxicinasa

PGE2: Prostaglandina

PI: Pars Intermedia

PKC: Protein cinasa

PL: Fosfolipidos

POMC: Proopiomelanocortina

PPD: Proximal Pars Distalis

PRL: Prolactina

PVN: Nucleo Paraventricular del Hipotadlamo

R

RER: Reticulo Endoplasmico Rugoso
RPD: Rostral Pars Distalis

S

SAP: Polipéptido Activador de la Esteroidogénesis
SBP: Bolsillo de unién a esteroles

SCP2: Proteina transportadore de Esteroles-2
SER: Reticulo Endopldsmico Liso

SF1: Factor Esteroidogénico-1
SP: Sustancia P
SR-B1: Receptor scavenger clase B tipo 1

SREBP: Proteina de Union al Elemento de
Respuesta de Esteroles

StAR: Proteina Reguladora Aguda de la
Esteroidogénesis

StarD: Proteina con Dominios asociados a la
Proteina reguladora Aguda de la Esteroidogénesis

T

TA: Tension Arterial

t-PA: Activador Tisular del Plasminégeno
TSH: Hormona Estimulante de la Tiroides
TSPO: Proteina de traslocacion Mitocondrial

"4

VDAC: Canal de aniones dependiente de voltaje
VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad



Resumen

Resumen

Las hormonas esteroides desempefian un papel fundamental en los mamiferos
regulando funciones vitales como la homeostasis, la gametogénesis y por ende la
aseguracion de la funcion reproductiva. Estas hormonas son sintetizadas por
diversos organos entre los que destacan los ovarios, los testiculos y las glandulas
adrenales; aunque otros 6rganos vy tejidos como el tejido adiposo, los huesos, el

higado fetal y las neuronas son capaces de sintetizar estas hormonas

Las glandulas adrenales sintetizan diversas hormonas en virtud de sus zonas
corticales. La zona glomerular secreta hormonas mineralcorticoides, la zona
fascicular glucocorticoides y la zona reticular esteroides de tipo sexual (cuyas

hormonas dependen de la especie).

La capacidad secretora de las glandulas adrenales esta en funcién de las
senales provenientes del hipotalamo y la hipdfisis mediante la Hormona o Factor
liberador de corticotropina hipotalamica (CRH) y la Hormona adrenocorticotrépica
(ACTH). Asi también las adrenales son capaces de influir enla inhibicion vy
liberacion de la secrecidon de ACTH conformando asi un eje conocido como eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal; este eje ha demostrado tener influencia sobre otros

sistemas especificamente el gonadal.

También existen evidencias de que la inervacion que reciben las adrenales
modula la accién de la ACTH sobre la esteroidogénsis. Al respecto, se ha observado
que la seccion del Nervio vago en horarios definidos y a lo largo de cada etapa del
ciclo estral de la rata, resulta en alteraciones en las concentraciones de

progesterona en suero.

El objetivo del presente estudio fue analizar los efectos inmediatos que la
informacion parasimpatica ejerce sobre la funcion adrenal en la tarde en cada etapa

del ciclo estral a través de la cuantificacion de la concentracion de progesterona en
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suero. Para ello, alas 15:00 0 17:00 h en las etapas de Estro, Diestro-1, Diestro-2
o Proestro, a grupos de ratas hembras adultas de la cepa ClIZ-V, virgenes, ciclicas,
mantenidas en fotoperiodo controlado 14:10 (con luces encendidas de 05:00 a 19:00
h), con libre acceso al agua y al alimento se les realizé Vagotomias unilaterales
(Nvx), Adrenalectomias unilaterales (Adx) o Vagotomias unilaterales seguidas de
Adrenalectomias contralaterales a la vagotomia (Nvx+Adx); como grupos de
compracion se utilizaron animales intactos o con laparotomia ventral. Los animales
fueron sacrificados una hora después de la cirugia y en el suero se cuantificé la

concentracion de progesterona por Radioinmunoanalisis.

La laparotomia ventral, realizada en los diferentes dias del ciclo estral y en
ambos horarios, resulté en incremento en la concentracion de progesterona
respecto a la de los animales intactos. Los resultados de las Adx no evidencian un
mayor aporte adrenal de progesterona en suero ya que éstas no difieren en
comparacion a las de los grupos con laparotomia ventral; salvo en la etapa de Estro
a las 17:00 h donde la Adx disminuye las concentraciones del esteroide. Los
animales con seccion del nervio vago izquierdo (Nv-l) en Estro o Diestro-2 a las
15:00 h, o aquellos con la seccién del Nervio vago derecho (Nv-D) en Diestro-2 a
las 17:00 h presentaron aumento de las concentraciones de la hormona, en
comparacion con la obtenida en los grupos con laparotomia ventral
correspondiente. La vagotomia izquierda seguida de la adrenalectomia derecha en
Proestro a las 15:00 h resulté en menor concentracién de progesterona en suero,
mientras que el tratamiento contrario, Nv-D+Adx-D, lo hizo en la etapa de Diestro-2
alas 17:00h.

Los resultados permiten sugerir, en los horarios analizados, que las
concentraciones de progesterona en suero no depende exclusivamente de las
adrenales; salvo en el dia de Estro donde es necesaria para eventos fisiologicos
como el mantenimiento del estado de prefiez ya que en esta etapa no existe un
cuerpo luteo que cumpla esta funcion. La vagotomia no selectiva no permite deducir
si el nervio vago es un posible inhibidor o estimulante de la funcién adrenal, ya que

la vagotomia total subdiafragmatica realizada denerva la mayoria de los 6rganos
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viscerales esteroidogénicos capaces de aportar progesterona. El nervio vago es un
mediador de la respuesta al estrés al fungir como via de comunicacién con el
sistema simpatico-adrenal ya que induce en la mayoria de las etapas del ciclo estral,
con la sola presencia de un solo tronco vagal y la adrenal contralateral, la misma

respuesta que la sola vagotomia unilateral.
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Las hormonas esteroides regulan una gran cantidad de funciones basicas en el
organismo; entre ellas la reproduccion. Esta es una de las funciones, y si no la mas
importante dentro de todos los organismos, ya que de ella depende la perpetuacion
de la misma especie, y para atender esta funcion vital las hormonas esteroides son
sintetizadas desde d6rganos especializados (aunque potencialmente todas las
células podrian hacerlo) denominados 6rganos endocrinos. Tradicionalmente, la via
establecida es que una vez sintetizada la hormona esteroide, ésta es vertida al
sistema circulatorio para ejercer una funcién en células diana. Entre los érganos

enddcrinos se encuentran las glandulas adrenales (Welsch, 2006).

Las glandulas adrenales reciben informacion del sistema nervioso a través
de fibras provenientes de los segmentos T7-T12 principalmente por medio de los

nervios esplacnicos (Parker y col., 1990; 1993; Toth y col., 1997).

El nervio vago también arriba a las adrenales penetrando en la capsula e
inervando toda la zona cortical e incluso la medular (Dissen y Ojeda, 1999).Existe
evidencia que el nervio vago modifica las concentraciones de corticosterona sin
afectar las concentraciones de ACTH (Coupland y col., 1989; Dallman y col., 1977;
Guzman, 2011; Pilo y Sule, 2004).Una vagotomia subdiafragmatica a las 13:00 h
modifica las concentraciones de progesterona, lo que depende de la etapa del ciclo
estral (Alanis, 2010), pero se desconoce si esta respuesta se puede presentar a las
15:00 y 17:00 h del ciclo estral y si depende de la etapa en la que se realiza el

analisis.

El objetivo del presente estudio fue analizar los efectos inmediatos que la
informacion parasimpatica ejerce sobre la funcién adrenal en la tarde en cada etapa
del ciclo estral a través de la cuantificacién de la concentracion de progesterona en

suero
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1. Las Glandulas Adrenales

Cuadro 1. Aportaciones de trabajos realizados con adrenales en el ambito de la endocrinologia.

Autor o Autores Aio

Mc Donald 1978
Botella 1995
Casanueva y Vazquez 1995
Sadler y Langman 2007

Aportacion

La extirpacion de la médula
no provocaba dafos
nocivos en la salud, cosa
contraria a lo que sucedia
con la extirpacion de la
corteza

Descripcion de las
suprarrenales accesorias
de Marchand con relacién a
la similitud embriolégica
adrenal-ovarica.

Sindrome de Cushing
relacionado con un
aumento de
corticosteroides.

La hiperplasia suprarrenal
congeénita causa reduccion
de hormonas esteroides y
seudohermafroditismo
femenino

Las glandulas adrenales son glandulas enddcrinas bilaterales de forma usualmente

piramidal, aunque existe una dualidad morfolégica: la glandula adrenal derecha

usualmente es triangular, aplanada de adelante hacia atras, mientras que, la

glandula adrenal izquierda es mas gruesa en sentido medial y adopta generalmente

la forma de un “gorro frigio” (forma de casquete semilunar). Se encuentran

localizadas anatomicamente en la parte posterosuperior del abdomen, debajo y

delante del diafragma, en los polos superiores de los rifiones y sobre la cara

anterolateral de la parte superior de la columna lumbar (Latarjet y Ruiz, 2008).
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Las adrenales son 6rganos esenciales para la vida ya que estan involucradas en
mecanismos de respuesta en diversos sistemas bioldgicos. En la rata hembra adulta
pesan aproximadamente de 20-30 mg. Estructuralmente estan divididas en tres
partes: la capsula, la corteza y la médula. La capsula esta formada de tejido
conjuntivo grueso, vasos sanguineos y nervios (Figura 1); y envuelve a la corteza
que ocupa aproximadamente un 80% de la glandula madura. Esta corteza deriva
del mesodermo, del mesenterio dorsal, donde un grupo de células migra alrededor
de la quinta semana de vida fetal y constituye esta parte adrenal. Inmediatamente
después de esta zona se encuentra la médula, la zona mas central de la glandula
adrenal, de caracter mas nervioso que enddécrino y que procede del ectodermo

(Casanueva y Vazquez, 1995).

Zona glomerular % gt = U Mineralocorticoides

e Zona fascicular Ghcorodicoidos
ej: Cortisol/
Corticosterona
2 Andrégenos
Zona reticular DHEA/DHEA.P
Células
cromafinicas W Catecolaminas
Medula— Adrenalina
Venas medulares % Noradrenalina
Nervios
esplacnicos

Figura 1. Esquema general representativo de la distribucién de las arterias y vasos en la glandula
adrenal (tomada de google http://goo.gl/RVM21r Consultada el 1 de enero de 2015).
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Cuadro 2. Principales aportaciones de trabajos realizados con corteza adrenal en el ambito de la

endocrinologia clinica.

Autor o Autores

Sir Thomas Addison

Brown-Sequard

Smith

Stewart, Rogoff y Hartman

Swingle y Pfiffer

Reichstein

Sarett y su equipo de
trabajo

Hench y Kendall

Ano

1855

1856

1923

1927

1930

1938

1948

1949

Aportacion

Descripcion  de la
insuficiencia corticoadrenal
(enfermedad de Addison).
La adrenalectomia producia
muerte en el perro.

La hipofisectomia originada
una atrofia adrenal.
Extraccion con agua de
compuestos obtenidos de
las adrenales que
conservaban con vida a
mamiferos
adrenalectomizados.

La sustancia extraida de las
adrenales y administrado en
un solvente de grasas podia
sustituir las funciones de la
corteza adrenal.

Sintesis de la
desoxicorticosterona.

Sintesis de la cortisona.

Uso de la cortisona en el
tratamiento de la artritis

reumatoide.
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Esta area estd formada por laminas de células separadas por vasos
sinusoides que dependen de la alimentacién de una arteria denominada arteria
cortical (Vinson y col., 1984), y por la disposicién de estos dos elementos Arnold en

1866, describié 3 zonas concéntricas en la corteza adrenal (Figura 2).

1.1.2. Zona Glomerular

La zona glomerular ocupa aproximadamente el 15% del volumen total cortical
(Hadley, 2000), y esta constituida por células pequefias con escasos lipidos. Esta
zona se encarga de sintetizar hormonas esteroides, de 21 carbonos con un grupo
hidroxilo en el carbono 11, denominadas Mineralocorticoides; la aldosterona,
principal representante de estas hormonas, es la Unica hormona que tiene un grupo
aldehido unido al carbono 18 (Figura 3) (Horrobin, 1976).

Los Mineralocorticoides, como todas las hormonas adrenales, tienen
funciones e importancia biologica relevante. La pérdida total de la secrecion de
estas suele producir la muerte en un plazo aproximado de tres dias a dos semanas,
ya que sin ellas las concentraciones de iones potasio en el liquido extracelular se
eleva de forma marcada, las concentraciones de sodio y de cloruro disminuyen, y
el volumen total del liquido extracelular y el volumen sanguineo se reducen mucho.
El organismo presenta una disminucion del gasto cardiaco que conduce a una
situacion de shock seguida de la muerte. Esto se ve reflejado por el efecto que estas
hormonas tienen al potenciar la absorcion de sodio (Na*) y la excrecion simultanea
de potasio en las células del epitelio tubular; especialmente en el tubulo colector
distal y en el conducto colector. Su principal representante, la Aldosterona ejerce
casi el 90% de la actividad mineralcorticoide de la secrecion corticoadrenal, aunque
el Cortisol (en humanos) ejerce una actividad menor de tipo mineralocorticoide
(Guyton, 1997).
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Figura 2. Esquema representativo de las distintas
zonas de la glandula adrenal humana y la
estructura celular de cada zona adrenal (Imagen
tomada de google: http://goo.ql/4J80WG
Consultada el 5 de enero de 2015).

1.1.2.1. Sistema Renina Angiotensina

La Aldosterona también forma parte de un sistema que regula la tensién arterial y

la homeostasis de Na* y agua del organismo: el sistema renina-angiotensina-

alosterona (Figura 4) (Lullmann y col., 2008). El sistema renina-angiotensina inicia

con la accion de la renina sobre el angiotensinégeno, que es una glucoproteina

que se sintetiza en el higado (Lahera y col., 1985). Esta formado por 14

aminoacidos y un residuo amino terminal. La produccion de angiotensindgeno es

estimulada por los glucocorticoides y estrégenos (Dvorkin y col., 2003).
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Figura 3. Esquema representativo de las
estructuras quimicas de las principales
hormonas esteroides adrenales
(corticosterona y dehidroepiandrosterona
para la rata) (Conley y Bird, 1997;
Horrobin, 1976).

Aldosterona

B 9
CH,
J%Ha ‘ -
HO ‘ O

Dehidroepiandrosterona

Progesterona

La renina, secretada por las células yuxtaglomerulares del rindn, es una enzima
proteolitica que procede de una molécula mayor; la preprorrenina. En el reticulo
endoplasmico se desdobla la preprorrenina, un péptido sefial de 20 aminoacidos, y
queda la glucoproteina prorrenina con 381 aminoacidos que se almacena en los
granulos secretorios del aparato de Golgi. La conversion a renina se lleva a cabo
mediante la accion de diversas peptidasas como la plasmina, la tonina, la calicreina,
la elatasa, el activador tisular del plasminégeno (t-PA), la catepsina G y la enzima

activadora de prorrenina derivada del endotelio.

La accion de la renina sobre el angiotensinbgeno genera un decapéptido
inactivo, la angiotensina |, que tiene poca o casi nula actividad bioldgica, pero
contiene la secuencia peptidica para todas las acciones del sistema renina-
angiotensina. Esa es convertida a angiotensina Il por la enzima convertidora
(ECA); secretada por las células endoteliales de los pulmones, para tener actividad
(Figura 4) (Dvorkin y col., 2003).

La ECA es una dipeptidil carboxipeptidasa cuyo principal sustrato es la
angiotensina |, que se transforma en angiotensina Il y bradicina, a la que inactiva.

Existen dos formas enzimaticas: soluble y ligada a la membrana, la cual es mas
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comun en esta ultima forma, y se inserta a la membrana mediante una regién

hidrofoba de 17 aminoacidos; cerca de la terminacién carboxi (Dvorkiny col., 2003).

Anglotensmogeno
Angwtensma 1

Glomeérulo | - -

Figura 4. Esquema representativo de los componentes del sistema renina-angiotensina-aldosterona.
Enzima convertidora de angiotensina (ECA), Tension Arterial (TA), Noradrenalina (NA),
Prostaglandina (PGE?2), Ciclooxigenasa 2 (COXz) (Modificada de Dvorkin y col., 2003).

Las acciones de la angiotensina Il se llevan a cabo sobre el musculo liso vascular,
la corteza adrenal, el rindn y el cerebro, desempefiando un papel importante sobre
la regulacion de la presion arterial y el balance de liquidos y electrolitos. Dentro de
la funcién adrenal destaca que la angiotensina Il actua en forma directa sobre la
zona glomerular para estimular la secrecién de aldosterona (Dvorkin y col., 2003).
Esto se produce a través de un aumento de la actividad desmolasa y de la
conversion de la corticosterona en aldosterona. Estas acciones estimulan las
actividades reabsortivas de iones de la angiotensina |l para conservar el sodio (Wein
y col., 2007).

Las acciones de la angiotensina Il se ejercen a través de su unién a
receptores especificos que son varios, pero los mejor conocidos son los AT1 y los

AT2 (Figura 5). A nivel periférico, la Angiotensina Il potencia la actividad del sistema
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nervioso simpatico a través de receptores AT1, lo que amplifica la accién
vasoconstrictora de la angiotensina Il al actuar a nivel presinaptico mediante un
aumento en la liberacion de noradrenalina (NA), una reduccion de su recaptacion y

un incremento de su biosintesis.

A nivel central estimula la actividad del sistema nervioso simpatico actuando
sobre el nucleo preoptico, el 6rgano subfornical, el tallo cerebral, el érgano
vasculoso de la lamina terminal, en las neuronas preganglionares de la médula
rostral ventrolateral y de la columna intermediolateral, y dicha estimulacion esta
mediada por un aumento del estrés oxidativo y una inhibicion de la 6xido nitrico-

sintasa neural (Lahera y col., 1985).

Angotensinégeno
PMOC | Nis—ees i
Angotensina |
3 - ACE
\J
v Angiotensina Il
ACTH
e MY - . AT2
[ ‘ f 1 ‘ 2 = PiP2
\ ad VAN "\ pLc
‘\ & I _”}vJ [ Py »
\%s i i ) -»DAG PKC

Respuesta bioldgica

Figura 5. Mecanismo de accién de la Hormona Adenocorticotropica (ACTH) y la angiotensina Il a
nivel de adrenales. Proopiomelanocortina (POMC), Enzima Convertidora (ACE), Receptor a
Angiotensina (AT1/AT2), Fosfolipasa C (PLC), protein cinasa (PKC), Diacilglicerol (DAG), Fosfatidil
inositol bifosfato (PIP2), Adenilatociclasa (AC) (Modificada de Saez y Begeot, 1997).

1.1.3. Zona Fascicular

La zona fascicular se localiza por debajo de la glomerular y ocupa aproximadamente

el 73-80% del volumen total de la corteza. Es una zona intermedia, ancha y esta
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compuesta por células poliédricas u ovoides organizadas en columnas radiales
(Figura 1). Todas las células contienen inclusiones lipidicas y un Reticulo
Endoplasmico Liso (SER) bien desarrollado. Las mitocondrias de estas células
poseen crestas tubulares y también hay lisosomas diseminados, el aparato de Golgi
y el Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER) son relativamente pequefios o estan
poco desarrollados. La abundancia de espacios claros y redondeados que surgen
como resultado de la desaparicién de los lipidos durante la técnica histologica es la

causa del aspecto “esponjoso” de esta zona (Welsch, 2006).

En esta zona se secretan hormonas Glucocorticoides (GC), entre las
cuales el cortisol (en humanos) es el representante principal (corticosterona en la
rata). Los glucocorticoides tienen diversas funciones en interaccién con las
catecolaminas de la médula, y su principal relacion es su sintesis y liberacion en

respuesta al estrés (Welsch, 2006).

La neoglucogénesis es la funcion mas conocida de dichas hormonas
(formacion de carbohidratos a partir de las proteinas y de algunas otras sustancias)
en el higado, a través del incremento en el sustrato disponible y la estimulacion de
la liberacién de aminoacidos glucogénicos desde los tejidos periféricos; como el
musculo esquelético. Ademas, los GC activan en forma directa las principales
enzimas gluconeogénicas hepaticas, como la glucosa-6-fosfatasa y la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK). El aumento de PEPCK es consecuencia
de la activacion de la transcripcion génica de PEPCK por accion de los GC y
mediada por los receptores a GC tipo Il. Los efectos de otras hormonas
gluconeogénicas, como al glucagén y la adrenalina (adrenal), no requieren el efecto
de los GC (Yen y col., 2001).

Los GC viajan en el torrente sanguineo unidos a proteinas en diverso grado.
Asi, la aldosterona apenas se fija a ellas, los andrégenos lo hacen moderadamente
y los GC se fijan a ellas en un 95%. Para este caso, existe una a-globulina especial,
sintetizada por el higado y que puede ser estimulada por accion de los estrogenos,
la transcortina. Esta globulina es de afinidad muy elevada y ademas de transportar
los GC (especialmente cortisol) ejerce un efecto de equilibrio o “balance”; esto
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porque como se sabe, la forma activa de las hormonas esteroides es cuando ellas
se encuentran “libres”, es decir no se encuentran unidas a estas proteinas, y su
forma inactiva evidentemente es cuando estan unidas a ellas. Asi, la transcortina
actua a manera de buffer que sirve para mantener las concentraciones de GC en
forma libre (Horrobin, 1976).

1.1.4. Zona Reticular

La ultima zona de la corteza es la zona reticular y hasta hace poco la menos
estudiada de las tres zonas corticales adrenales. Idelman en 1970 aseguraba que
las células de la zona reticular jugaban un papel como elementos degenerativos de
otras zonas de la corteza. Liddle en 1974, por el contrario, le da a esta zona un
caracter propio, estudiandola como encargada de la secrecion de hormonas
sexuales (segun él; androgenos, estrogenos y progesterona).La morfologia de esta
zona estudiada por Rhodin en 1974 e influenciado por los trabajos de Penney y
Brown en 1971, ya relacionaba al SER de estas células con la acumulacién de

sustancias esteroides (Blanco y col., 1976).

La zona reticular es la zona mas interior de la corteza que esta en contacto
con las células cromafines de la médula adrenal. Las células de esta zona descritas
por Blanco y su equipo de trabajo en 1976, para el raton blanco, se describen de
formas cuboides u ovales. La disposicidon arquitectonica de éstas es inespecifica,
se distribuyen a modo de cordones y otras veces en acumulos de células. Esta zona
se halla irrigada por una gran cantidad de capilares sinusoides que marchan
paralelos a los cordones de células o se disponen rodeando a los acumulos
celulares. La membrana plasmatica de éstas presenta especializaciones en las
zonas de contacto entre ellas; como desmosomas que las mantienen fijas en sus
posiciones. Ademas, las células de esta zona presentaban prolongaciones de su
membrana a modo de microvellosidades. El nucleo de las células es muy
voluminoso, llega a medir de 5 a 7 um de diametro, delimitado por una membrana

de numerosos poros nucleares y su forma varia de esférica a oval. El contenido
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cromatico se distribuye de forma poco regular dispuesto normalmente en gruesos
grumos de fuerte densidad electronica, que se localizan adosados a la envoltura
nuclear dejando espacios. La cromatina restante no adosada se dispone como un

fino granulado muy irregular y de escasa densidad electronica (Blanco y col., 1976).

Las células de esta zona presentan numerosas mitocondrias de crestas
digitiformes y con una matriz poco densa a los electrones. Ademas esta zona posee
una gran rapidez de sintesis; por su disposicion y constitucion lipidica (Blanco y col.,
1976).

Una caracteristica importante de las células esteroidogénicas de las tres
zonas, es la asociacion de sus mitocondrias con el SER. Eso tiene una relevancia
muy particular, y es que, de dicha asociacion depende el transporte de
pregnenolona de la mitocondria al SER para su conversion a las distintas hormonas
esteroides. Esto es comprobado en las interrelaciones de las mitocondrias con el
SER observadas en las células de Leydig de ratas; y que éstas poseen capacidad
esteroidogénica (Desjardins y Ewing, 1993; Pozzi, 2001; Rosol y col., 2001; Russell
y col., 1986).

Las células de la zona reticular sintetizan hormonas esteroides sexuales,
pero también parte de la zona fascicular sintetiza una porciéon de andrégenos (Gaw
y col., 2008). La irrigacidon sanguinea juega un papel importante, esto debido a que
los vasos que penetran en la corteza a través de la capsula irrigan las distintas
zonas de la corteza formando plexos que no siguen una direccion lineal, sino que
asi como inervan una zona, retoman su origen confiriéndole la capacidad de que las
hormonas sintetizadas en una zona sean tomadas y puedan encontrarse en zonas
donde no se sintetizan normalmente (Vinson y col.., 1984) (Figura 1). La zona
reticular entonces sintetiza hormonas esteroides de caracter sexual, y aunque en la
mayoria de los mamiferos estudiados sintetiza estas hormonas, no en todos
sintetiza los mismos tipos de hormonas esteroides; esto debido a la presencia o no
de ciertos citocromos denominados en conjunto como la familia de los citocromos
P450 (Conley y Bird, 1997).
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No se puede hablar de una hormona de caracter mas importante que otra en
esta zona, puesto que tanto la Dehidroepiandrosterona (DHEA) vy la 17-
hidroxiprogesterona (17-OHP4), sintetizadas de manera general para casi todos los
mamiferos en esta zona; y en la fascicular también, son importantes para ellos
(Conley y Bird, 1997).

1.2. Médula adrenal

Cuadro 3. Principales aportaciones de trabajos con médula adrenal.

Autor o Autores Ano Aportacion

Vulpian 1856 Comprobé que la médula
adrenal tomaba un tinte
verdusco con el cloruro
férrico, lo que indicaba la
presencia de un grupo
catecol (orto
dihidroxibenceno).

Oliver y Shafer 1985 Informaron que la inyeccion
de extractos de la médula
adrenal producia
hipertension arterial.

Abel 1902 Cristalizé la hormona
procedente de la médula

adrenal y la denominé

adrenalina.
Stolz y Dakin 1904 Sintetizaron la adrenalina y
la identificaron

quimicamente.
Barger y Dale 1910 Descubrimiento de una
segunda hormona medular

adrenal, la noradrenalina
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La médula (zona interna de la glandula adrenal), ocupa aproximadamente un 20%
de la glandula madura y se encuentra en contiguidad a la corteza (Figura 1)
(Brandan y col., 2010; Hadley ME, 2000; Ross-Pawlina, 2008). Para el caso de los
mamiferos existen islotes de tejido similar al de la médula adrenal distribuidos por
todo el cuerpo; como por ejemplo, en los paraganglios vecinos a los ganglios
simpaticos, cerca de la bifurcacién de las arterias cardétidas, llamados glandulas
carotideas, que si bien no tienen actividad funcional en condiciones normales, se
han registrado casos de invasién de los mismos por tumores con hipersecrecion de

hormonas medulares, denominadas catecolaminas (Mc Donald, 1978).

Zamora, Weber, Shipp y Bell estudiaron la médula suprarrenal de la vaca y
encontraron, mediante el empleo de la reaccién del yodato, que la zona “externa”
secreta adrenalina, mientras que la “interna” elabora noradrenalina (NA); aunque se

trata de una interpretacion fisioldgica (Mc Donald, 1978).

La médula tiene una multitud de células cromafines, asi llamadas en razéon de
su afinidad al tefiirse por las sales de cromo (Sanchez, 1987). Si bien los trabajos
de extirpacién de la médula revelan que no es necesaria para la vida, es evidente
su participacion en lo que algunos investigadores llaman “situaciones de urgencia”
(reaccidn de lucha o huida) mediante una “oleada” de adrenalina. Cannon y sus
seguidores con sus ideas sobre la respuesta rapida de cierto numero de sistemas
organicos llevaron a la evidencia, hoy sabida, de que los animales desprovistos de
meédula, si bien llevan una vida normal, son incapaces de movilizar rapidamente

grandes reservas de carbohidratos (Mc Donald, 1978).

La porcion medular es de origen neuroectodérmico. La particularidad de estas
células a diferencia de las corticales, reside en que éstas pueden considerarse
células nerviosas ganglionares modificadas, pues estan inervadas por fibras
colinérgicas preganglionares parasimpaticas y éstas pueden funcionar como
postganglionares (Cuenca, 2008). Aunque su funcién también se ve influenciada

por las células corticales que las rodean, tanto éstas como las neuronas simpaticas
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comparten su origen embrioldgico, propiedades fisioldgicas y farmacologicas. Por
otra parte, las células cromafines tienen sobre las neuronas simpaticas
postganglionares la ventaja de carecer de célula efectora, lo que permite estudiar

los mecanismos implicados en el proceso de neurosecrecion (Sanchez, 1987).

La estrecha relacion de la médula y la corteza tiene gran importancia funcional;
en determinadas condiciones las células cromafines se convertiran en células
simpaticas postganglionares tipicas. Esta conversion se imposibilita por la
elevada presencia de GC liberados desde la corteza adyacente a la médula, puesto
que la sangre que entra a la médula es de origen cortical y transporta elevadas
concentraciones de GC. Estos GC promueven la sintesis de la enzima
feniletanolamina-N-metiltransferasa (FNMT), que cataliza la conversion de
noradrenalina en adrenalina, asi entonces se entiende que si el tejido medular
estuviera aislado del cortical se produciria mayor cantidad de NA que de adrenalina.
En estado de reposo, las células cromafines para el caso del hombre sintetizan de
75-80% de adrenalina y so6lo un 20-25% de noradrenalina, a diferencia de los
ganglios simpaticos donde la relacion es de 85% NA y un 15% adrenalina (Cuenca,
2008).

Las células cromafines ademas, tienen en su interior granulos de secrecién
que contienen ATP, diversas proteinas, encefalinas, B-endorfinas, y sobre todo las
ya mencionadas catecolaminas (adrenalina y NA). Estas catecolaminas son
mediadores importantes en la movilizacién rapida de carbohidratos y elevan tanto
la glucemia como los niveles de acidos grasos libres (FFA por sus siglas en inglés),
y esta liberacion de catecolaminas esta bajo la estimulacion de la inervacion

simpatica que recibe esta area.

La sintesis de estas hormonas medulares comienza con la transformacion de
la tirosina, de la circulacién, en dehidroxifenilalanina (DOPA); mediante la enzima
mitocondrial tirosinhidroxilasa, en las neuronas adrenérgicas periféricas. La
transformacion de tirosina en DOPA es el paso mas lento y por tanto el limitante en
la sintesis de catecolaminas. A continuacion, la DOPA se convierte en dopamina
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que se almacena en los granulos ya mencionados de cada célula, y dentro de estos
es transformada en NA por efecto de la dopamina-hidroxilasa. Esta, como se
menciono anteriormente, puede ser convertida en adrenalina por accion de la FNMT
(Figura 6) (Miralles y De Leiva, 2001).
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Figura 6. Esquema representativo de las distintas etapas de la sintesis de hormonas medulares
(Modificada de Barret y col., 2010).

19



Marco Teorico

2. Esteroidogénesis Adrenal

En 1865, De Crecchio realizd la primera descripcion anatomoclinica del
pseudohermafroditismo por hiperplasia suprarrenal, lo que inevitablemente originé
la pregunta obligada: ¢serian las llamadas suprarrenales 6rganos capaces de

secretar sustancias esteroides sexuales?

Casi 10 afos antes ya habia sido descrita la enfermedad de Addison, por el
mismo Thomas Addison, pero ¢acaso existiria relacion entre las adrenales y la
reproduccion? Numerosos reportes surgieron en anos posteriores donde se hablaba
de la estrecha relacion entre estas glandulas y la reproduccion; como el caso de
Bongiovanni en 1961 donde describia déficit de 3 beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (enzima importante en la sintesis hormonal adrenal) (Maldonado-
Jiménez, 1998), los trabajos de Peppler y Jacobson en 1976 sobre los efectos de la
adrenalectomia sobre la ovulacidén en ratas, las descripciones de la inervacion de
las glandulas adrenales por Kesse, Parker y Coupland en 1988 y numerosos

trabajos posteriores.

2.1. Colesterol

El colesterol es el precursor de las hormonas esteroides (Brandan y col., 2007).

Uno de los mensajeros quimicos del sistema endocrino son las hormonas y
dentro de éstas se encuentran las hormonas esteroides (Yen y col., 2001). En el
caso de los mamiferos existen basicamente 6 familias de hormonas esteroides
clasificadas con base en su estructura y funcion bioldgica: los progestagenos, los
androgenos, los estrogenos, los mineralocorticoides, los glucocorticoides y la
vitamina D junto con sus metabolitos. Los acidos biliares estan relacionados
estructuralmente con el colesterol y constituirian la séptima familia de esteroides, y
aunque las hormonas esteroides proceden de las modificaciones al colesterol, las

dos familias remanentes (vitamina D y &cidos biliares) y también las hormonas
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esteroides estan relacionadas estructuralmente con el nucleo y la cadena alifatica
de una molécula denominada colestano; un hidrocarburo original de los esteroles
(Gennaro, 2003).

Las hormonas esteroides son moléculas generalmente parecidas entre si por
su estructura (un esqueleto tetraciclico del perhidrociclopenta [a] fenantreno
[Figura 7]), ya que todas proceden de una molécula comun, el colesterol (Yen vy
col., 2001). Este puede provenir de la dieta o de la sintesis de novo en practicamente
todas las células humanas y es particularmente abundante en las estructuras
mielinizadas del cerebro y del Sistema Nervioso Central (SNC), pero también esta
presente en pequefas cantidades en la membrana interna de la mitocondria (Devlin,
2006).

16

Figura 7. Esquema representativo de la estructura quimica del nucleo del esqueleto tetraciclico del
perhidrociclopenta [a] fenantreno (Tomada de google http://goo.gl/41Xy3s, Consultada el 20 de
febrero de 2015).

Este lipido es muy poco soluble en agua: el limite de solubilidad a 25 °C es
aproximadamente 0,2 mg/100 mL (Devlin, 2006) y las concentraciones en suero
oscilan entre 4117 - 42+6 mg/dL en ratas macho; segun lo reportado por Alarcon-
Corredor y col. en 2000. El colesterol también es abundante en la bilis; para el caso
del humano su concentraciéon normal es de 390 mg/mL y sélo el 4% de éste se
encuentra esterificado (algun acido graso se encuentra unido mediante un enlace

éster al grupo OH del carbono 3 del anillo A), de ahi entonces la importancia del
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colesterol en numerosos procesos biologicos dentro de los que destaca la sintesis

de hormonas esteroides (Devlin, 2006).

El colesterol es un compuesto aliciclico (que es tanto alifatico como ciclico)
cuya estructura comprende 1) el nucleo tetraciclico del perhidrociclopenta [d]
fenantreno con sus cuatro anillos fusionados, 2) un grupo hidroxilo en la posicion C-
3, 3) un centro insaturado entre los atomos de carbono 5 y 6, 4) una cadena
hidrocarbonada ramificada de ocho carbonos unida al anillo D en la posicion 17, 5)
un grupo metilo (designado C-19) unido a la posiciéon 10, y otro grupo metilo

(designado C-18) unido a la posicién 13 (Figura 8) (Devlin, 2006).

La subcategoria de las moléculas esteroides forma parte de una extensa y
diversa familia de compuestos quimicos que reciben el nombre de terpenos o
isoprenoides que son formados a partir de la polimerizacién de una unidad de
isopreno de cinco carbonos (Figura 8). La sintesis del colesterol inicia con la
conversion de fragmentos de Acetil-Coenzima A (acetil CoA) en un precursor
isoprenoide de 6 carbonos (Mevalonato) (Figura 8). Esta reaccién se realiza
principalmente en el higado, que es el principal 6rgano de sintesis de colesterol que

se complementa con el aportado por la ingesta diaria (Teijon y col., 2006).
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Figura 8. Estructura quimica de las moléculas involucradas en la sintesis de Colesterol (Imagen
tomada y modificada de http://docencia.izt.uam.mx/japg/RedVirtual JAP/CursoDRosado/4_Metabolismo/2-
Lipidos/6-SintesisdeColesterol.pdf consultada el 15 abril de 2014).

2.2, Mevalonato

El acetil CoA se puede obtener de diversos origenes: (1) B- oxidacion de acidos
grasos de cadena larga, (2) oxidacion de aminoacidos cetogénicos; tales como la
leucina e isoleucina, y (3) reaccion de piruvato deshidrogenasa (catalizacion de 5
reacciones secuenciales para formar acetil-CoA + Dioxido de carbono vy
Nicotinamida adenina dinucleétida deshidrogenasa [NADH] (Voet y col., 2009)). Las
dos primeras reacciones de la via de sintesis de colesterol estan compartidas por la
ruta que también produce cuerpos cetdnicos (que son formas hidrosolubles de la
energia basada en lipidos como el dcido acetoacético y su producto de reduccion;
el acido B-hidroxibutirico) (Devlin, 2006), las que se llevan a cabo en el reticulo

endoplasmico liso (Teijon y col., 2006).
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El primer paso involucra dos moléculas de acetil CoA que se condensan
formando acetoacetii CoA en una reaccion catalizada por la acetoacetil-CoA
tiolasa (llamada acetil-CoA:acetil-CoA acetil transferasa) (Figura 9). La
formacién del enlace carbono-carbono del acetoacetii CoA estd favorecida
energéticamente por la rotura de un enlace tioéster y la generacion de coenzima A
libre. Asi, el siguiente paso introduce una tercera molécula de acetil CoA formando
el compuesto ramificado 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA (HMG CoA), que es
catalizada por la HMG-CoA sintasa (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA: acetoacetil-
CoA liasa) (Figura 10). Las células del parénquima hepatico contienen dos formas
isoenzimaticas de la HMG-CoA sintasa; una de ellas se encuentra en el citosol y
esta implicada en la sintesis de Colesterol, mientras que la otra tiene localizacién
mitocondrial y funciona en la via de formaciéon de los cuerpos cetdnicos. En la
reaccion de la HMG-CoA sintasa, tiene lugar una condensacion alddlica (formacién
de un B-hidroxialdehido) entre el carbono del metilo del acetil CoA y el grupo B-
carbonilo del acetoacetil CoA, con la hidrélisis simultanea del enlace tioéster del
acetil CoA (Devlin, 2006).

I i R
I
CH,;-C-SCOA + CH, Lscon> CH,-C-CH , -C-SCOA + CoA-SH

acetoacetil-CoA tiolasa

Figura 9. Reacciones de conversion de acetil CoA a acetoacetil CoA (Modificada de Devlin, 2006).
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Figura 10. En “A” mecanismo de accion de la HMG-CoA sintasa, en “B” mecanismo de accién de

la HMG-CoA reductasa. Para detalles refiérase al texto (Modificada de Devlin, 2006).

El paso que produce especificamente el compuesto acido mevaldnico a partir del
HMG CoA esta catalizado por la enzima microsémica HMG-CoA reductasa
(mevalonato: NADP* oxidorreductasa) (Figura 10) (Devlin, 2006). Dicha enzima
es clave de la biosintesis de Colesterol que es regulada por represion de la
transcripcion (los efectores son oxiesteroles como el colesterol), y por conversion
reversible (los efectores son hormonas). La insulina y la tiroxina estimulan la
actividad de la enzima, mientras que el glucagon la inhibe mediante fosforilacidon
dependiente del Adenosin Monofosfato ciclico (cAMP). La falta de ingesta de
colesterol en la dieta también inhibe a la 3-HMG-CoA-reductasa (Teijon y col.,
2006); una proteina intrinseca de la membrana del reticulo endoplasmico, cuyo
extremo carboxilo se extiende hasta el interior del citosol y contiene el sitio activo
del enzima, mientras que una elevada concentracion de colesterol intracelular
estimula la fosforilacién de la HMG-CoA reductasa. El paso que involucra a esa

enzima, produce la hidrdlisis del enlace tioéster del HMG-CoA y genera un residuo
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de alcohol primario en el mevalonato, la reaccion es irreversible y produce

mevalonato, que contiene seis atomos de carbono (Devlin, 2006).
2.3. Farnesil Pirofosfato precursor del Escualeno

En la segunda fase de la biosintesis sucede una transformacion del mevalonato en
escualeno, lo que requiere una gran cantidad de Adenosina Trifosfato (ATP) (Melo
y Cuamatzi, 2007), esto por una transferencia escalonada al grupo fosfato terminal
de dos moléculas de ATP para formar 5-pirofosfomevalonato catalizada por la
enzima mevalonato cinasa y por la fosfomevalonato cinasa (Figura 11) (Devlin,
2006). La sintesis de escualeno necesita seis moléculas de mevalonato;
previamente formado a partir de tres de acetil CoA y 2 NADPH (Melo y Cuamatzi,
2007).

g
‘OOC—CH;—(".—CH;—CH;—OH
OH
Mevalonato

ATP

| Mevalonatocinasa |

ADP

CH, o)

'ooc-ca,-é-cu,-cu,-o-g-o
O :

S-fosfomevalonato

o

§-pircfesfomevalonato CH 0 CH,

ATP

, 0 o
PrOIoSomevaIonaio] CH, - C~CH, ~CH,~0-B-0-Bor | PIofostio | oy _¢_cy,—ch,-0-B-o-
ADP + Py _doscarboxlasa ; : SOperssy = )

o (o) isomerasa O
CO, >
Pirofosfato de isopentenilo  =——————————p Pirofostato de dmetilatiio

Figura 11. Esquema representativo de las estructuras quimicas de las moléculas involucradas en la
conversion de mevalonato a los isoprenoides de 5 carbonos: pirofosfato de isopentilo y pirofosfato
de dimetilalilo (Melo y Cuamatzi, 2007).
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Ademas de la formacion del 5-pirofosfomevalonato, otros dos productos se
obtienen de manera sucesiva de esta conversion: el 5-fosfomevalonato y dos
moléculas de Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADP). Posteriormente el
5-pirofosfomevalonato se convierte en 3-fosfo5-pirofosfomevalonato, por accion
catalitica de la mevalonato 5-difosfo cinasa (Figura 11). Por accién de la
difosfomevalonato descarboxilasa se pierde un carbono en forma de CO2 y un
fosfato, formandose pirofosfato de isopentenilo (isopentenildifosfato o
pirofosfato de A3-isopentilo) (Figura 11). Posteriormente se continGa con la
sintesis de escualeno a partir del isopentilpirofosfato ya recién formado. Para ello,
se isomeriza el isopentenilpirofosfato a dimetilalilpirofosfato (pirofosfato de
dimetilalilo), por medio de la enzima isopentenilpirofosfato isomerasa. Un
isopentienilpirofosfato y un dimetilalil pirofosfato se condensan para formar un
intermediario de 10 Carbonos, el pirofosfato de geranilo, mediante la accion de la
enzima geraniltransferasa (cis-prenil-transferasa) (Figura 12) (Melo y Cuamatzi,
2007).

En la siguiente reaccién el geranilpirofosfato se transforma en un i6n
carbonio-alilico que es atacado por el isopentilpirofosfato, y el compuesto
resultante de 15 carbonos es el farnesilpirofosfato o pirofosfato de farnesilo
(Melo y Cuamatzi, 2007). Estas dos ultimas reacciones (isopentenilpirofosfato >
geranilpirofosfato y farnesil pirofosfato), son catalizadas por la misma transferasa, y

en cada una de ellas se libera una molécula de pirofosfato (Devlin, 2006).
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Figura 12. Esquema representativo de las estructuras quimicas de las moléculas involucradas en la
conversion del pirofosfato de dimetilalilo y pirofosfato de isopentenilo hasta escuealeno (Melo vy
Cuamatzi, 2007).

En la siguiente reaccion, catalizada por la sintasa escualeno sintasa, dos
moléculas de pirofosfato de farnesilo se condensan entre si formando el escualeno
(30 atomos de carbono); esta reaccion a diferencia de las anteriores es a expensas
de NADH. Estas dos moléculas se condensan en el extremo pirofosfato en una
reaccion que sigue los siguientes pasos: (1) eliminacion del pirofosfato para formar
pre-escualenopirofosfato, (2) inmediatamente se reduce con NADPH para eliminar
el radical pirofosfato remanente, y (3) el compuesto resultante es escualeno (Figura
12). Existe también una via alternativa de transformacion del pirofosfato de
dimetilalilo (3,3- dimetilalilopirofosfato), denominada la derivacién del
transmetilglutaconato, a través de la cual una cierta proporcion del pirofosfato de
dimetilalilo (20%) es transformado a trans-3-metilglutaconatil-CoA que iniciara el

proceso (Melo y Cuamatzi, 2007).
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2.4, Lanosterol precursor del Colesterol

Con la formacién de escualeno (un hidrocarburo lineal), sigue una reaccién que
hace que esta molécula se cicle para formar el colesterol; asi entonces, el
escualeno se cierra en un ciclo y forma el esqueleto esteroide tetraciclico en dos
pasos: la escualeno epoxidasa cataliza la oxidacion del escualeno para formar 2,3-
oxidoescualeno (Figura 13), y la oxidoescualeno ciclasa convierte este epdxido
en el esteroide lanosterol. La reaccion es un proceso que involucra la formacién
del ciclo de 2,3-oxidoescualeno a un catidén protoesterol y la conversion de este
cation en lanosterol por una serie de protonaciones y una metil sustituciones (Figura
13). La conversion de lanosterol en colesterol es un proceso de 19 pasos que
involucra una oxidacién y la pérdida de tres grupos metilo; para este proceso las
enzimas necesitan estar enclavadas en la membrana del reticulo endoplasmico
(Voet y col., 2009).

Los lipidos, y entre ellos el colesterol, se transportan en el torrente sanguineo
unidos a proteinas acarreadoras formando estructuras denominadas lipoproteicas
(Hussain y Pan, 2014; Melo y Cuamatzi, 2007).

Para que una molécula lipidica sea funcional y pueda unirse a una proteina
afin a ella, necesita atravesar un proceso metabdlico para convertirse en un lipido
aprovechable. Los procesos metabdlicos comienzan desde la conversion de las
moléculas ingeridas por la alimentaciéon diaria (normalmente 60-150 g de lipidos
diarios; de los cuales los tracilgliceridos (TAGs) constituyen el 90%), hasta la
conversién de moléculas que surgen del proceso digestivo; como carbohidratos y
proteinas. Entre esas moléculas, los lipidos son hidrolizados en el lumen del
intestino por accion de la lipasa pancreatica (que es especifica para ésteres en la
posicion a del glicerol, de manera que se escinden acidos grasos de las posiciones
C-1 y C-3, dando como resultado acidos grasos libres y B-monoacilgliceroles)
(Devlin, 2006 Hussain y Pan, 2014; Melo y Cuamatzi, 2007).
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Figura 13. Conversion de 2,3 oxidoescualeno a colesterol (Modificada de Voet y col., 2009).

Dicha enzima se sintetiza en el pancreas en forma de zimégeno y es secretada al
duodeno por el conducto linfatico. El zimégeno es activado al ser hidrolizado de
forma especifica por la tripsina; enzima pancreatica formada por el “ataque” de la
enzima enteroquinasa secretada por el mismo intestino, lo que requiere la presencia
de sales biliares y de iones calcio (Ca?*) para su actividad (Teijon y col., 2006). En

este proceso se pueden distinguir cinco fases:
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1) Hidrdlisis de TAGs a FFA y monoacilgliceroles (Devlin, 2006 (por accion
de la mencionada lipasa). En este proceso, los fosfolipidos son degradados
mediante fosfolipasas especificas que se sintetizan en el pancreas en forma de
zimoégenos, y son activadas como las lipasas por protedlisis mediada por tripsina;
que al igual que la lipasa pancreaticas requieren la presencia de iones calcio y sales

biliares para su actividad (Teijon y col., 2006).

La hidrolisis comienza en el estdbmago mediante las lipasas lingual y gastrica
(la digestion gastrica puede suponer hasta 30% de la hidrdlisis total), sin embargo,
esta es lenta ya que los TAGs ingeridos forman una fase lipidica separada con una
interfase agua-lipido limitada. La lipasa se adsorbe en esta interfase y convierte los

TAGs en acidos grasos y diacilgliceroles (Devlin, 2006);

2) la solubilizacion de los lipidos por detergentes (acidos biliares) y transporte

desde la luz intestinal hacia la superficie celular;

3) la captacion de FFA y monoacilgliceroles al interior de la célula de la
mucosa, acompafnada de la re-sintesis de TAGs, son dos procesos acompafiados
por otro denominado recirculacion enterohepatica. Aqui los acidos grasos pasan a
lo largo del intestino delgado, se reabsorben hacia la sangre portal por los
enterocitos del ileon y a continuacion se extraen de la sangre portal por las células

parenquimatosas hepaticas;

4) en el reticulo endoplasmico se lleva acabo el empaquetamiento de los
enterocitos de los TAGs, recién sintetizados en apoproteinas A y B, para hacerlos
hidrosolubles y se formen glébulos lipidicos especiales denominados

quilomicrones; y

5) exocitosis de los quilomicrones desde las células de la mucosa a la linfa;
que son conducidos a través del conducto toracico hasta la vena cava superior sin
sufrir el filtro hepatico (Figura 14) (Devlin, 2006; Hussain y Pan, 2014; Melo y
Cuamatzi, 2007).
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Figura 14. Esquema general de las distintas fases en el metabolismo de los lipidos (Devlin 2006).

2.5. Las Lipoproteinas de Alta Densidad y Lipoproteinas de
Baja Densidad

Los lipidos son insolubles en agua y su transporte depende estrictamente de su
unién a proteinas para formar “paquetes” o complejos lipoproteicos; conocidos
como lipoproteinas (Figura 15). Las lipoproteinas se clasifican de acuerdo a sus
densidades y cada tipo tiene su propia funcion; asi tenemos que las lipoproteinas
de menor densidad se llaman quilomicrones y estan constituidas por 2% o menos
de proteina (Melo y Cuamatzi, 2007). Los quilomicrones son particulas esféricas
ricas en TAGs bastante largas que a su vez contienen fosfolipidos y colesterol. La
superficie de estas particulas contiene una apolipoproteina (grupo de proteinas que
al asociarse con los lipidos como los TAGs, el colesterol o los ésteres de Colesterol,
forman complejos denominados lipoproteinas) B48, que actua como una proteina
de movilizacién. La absorcién de TAGs depende del ensamblaje y secrecién de
estas particulas, en contraste con los fosfolipidos y el colesterol que son absorbidos
via los quilomicrones y de las rutas de lipoproteinas de alta densidad y baja
densidad (HDL y LDL respectivamente, por sus siglas en inglés) (Devlin, 2006;
Hussain y Pan, 2014).
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Los quilomicrones entran en la circulacién, transportan los lipidos y descargan parte
de los TAGs durante el tiempo en que se localizan en los capilares del tejido
adiposo. Como ya se menciond, una proteina lipasa cataliza la hidrdlisis de los
TAGs, el tejido adiposo reabsorbe los acidos grasos, y el glicerol resultante lo
reconstituye como TAGs que se almacenan hasta su uso. Este proceso deja
residuos de quilomicrones que son mas ricos en colesterol; el higado tiene proteinas
receptoras especiales que reconocen a estos residuos. El colesterol que pasa a la
circulacion, en forma de colesterol libre o de ésteres de acidos grasos y colesterol y
enseguida se organiza dentro de otro complejo lipoproteico que se denomina
lipoproteina de muy baja densidad o VLDL, por sus siglas en inglés. Este tiene
una densidad ligeramente mayor que los quilomicrones y transportan ademas de
una cantidad pequefia de proteina, colesterol, ésteres de colesterol y TAGs, hasta
el tejido adiposo y los musculos; independientemente de su origen (Figura 16)
(Devlin, 2006; Hussain y Pan, 2014; Melo y Cuamatzi, 2007).

Esos tejidos extraen la mayor parte de los TAGs de las VLDL (a través de la
hidrdlisis y la reconstitucion), lo cual produce un complejo lipoproteico con una
densidad ligeramente mayor y constituido en su mayor parte por colesterol; el
complejo lipoproteico de densidad intermedia o IDL. Este tiene una

apolipoproteina especial denominada B-100 que tiene receptores en el higado ( lo

33


http://goo.gl/12Mwie

Marco Teorico

que le ayuda a recuperar estos complejos), pero el IDL no se reabsorbe aqui; ya
que dicho complejo sufre pérdidas adicionales de TAGs, lo cual causa un aumento
en su densidad, y las particulas entonces se clasifican en proteinas de baja
densidad o LDL. Las proteinas receptoras del higado capturan una buena porcién
de LDL, sin embargo, cerca de una tercera parte de ésta llega a los tejidos
periféricos incluyendo a las adrenales, por tanto, el LDL transporta colesterol, a
donde quiera que se necesite, para formar hormonas esteroides, membranas

celulares, o ambas (Melo y Cuamatzi, 2007).

Asi entonces cualquier sobrante de colesterol debe eliminarse a los tejidos
extrahepaticos (tejidos diferentes al higado); los complejos lipoproteicos de alta
densidad, o HDL, generados por el higado cumplen esta funcién (transportar

colesterol de regreso al higado) (Figura 16) (Melo y Cuamatzi, 2007).

Metabolismo independiente
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Lipoproteina m

Descarga de una fraccion de triaciiglicerol lipasa

Figura 16. Transporte de colesterol y triacilglicéridos en los diferentes complejos proteicos LDL:
Lipoproteinas de baja densidad, HLD: Lipoproteinas de alta densidad, VLDL: Lipoproteinas de muy
baja densidad, IDL: Lipoproteinas de densidad media, E C: Receptores, B-48 y B100:
apolipoproteinas que fungen como receptores (Tomada de Melo y Cuamatzi, 2007).
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Las lipoproteinas son relevantes para la sintesis de hormonas esteroides en los
diversos oOrganos capaces de sintetizar estas hormonas. Estos o6rganos,
dependiendo la especie animal que se refiera, difieren unos de otros por su
capacidad para sintetizar hormonas especificas o por su incapacidad de secretar
hormonas que en otras estructuras si se logra; esto debido principalmente a las
enzimas encontradas en ellos y que dan la capacidad de secretar ciertas hormonas
esteroides. Un ejemplo de las diferencias de sintesis entre especies es la capacidad
en el humano de secretar cortisol; una hormona glucocorticoide que en la rata no

se puede sintetizar en las adrenales (Conley y Bird, 1997).

Cualquiera que sea el origen del colesterol, esta molécula es la precursora
de las diversas hormonas esteroides adrenales. Ademas de la utilizacion de esta
molécula a través de las LDL y HDL, las células esteroidogénicas estan equipadas
con una serie de enzimas que catalizan las diversas reacciones de sintesis de
hormonas esteroides (Azhar y Reaven, 2002) y la mayoria de éstas pertenecen al

grupo de proteinas citocromicas denominadas P450 (Cuadro 4) (Echeverria, 2010).

Las proteinas citocromicas son oxidasas captadoras de hierro,
pertenecientes al grupo de enzimas hemo monooxigenasas con mas de 11,500
isoformas, y su mecanismo de accion es el de ocupar un lugar terminal en la cadena
de transporte de electrones que media la biotransformacion de muchas sustancias
de origen endogeno y exdgeno; aunque ademas necesitan oxigeno molecular y
NADPH. Dentro de sus funciones, ademas de participar en la esteroidogénesis, se
encuentran la de catalizar numerosas transformaciones oxidativas como
hidroxilaciones, epoxidaciones, N-demetilaciones, etc., con un gran numero de

sustratos (Echeverria, 2010; Luthra y col., 2011; Simpson, 1979).

Las enzimas citocrémicas P450 reciben su nombre porque tienen un pico de

absorbancia de 450 nm (pigmento 450) cuando se encuentran reducidas con
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monoxido de carbono en un espectro ultravioleta (UV) (Echeverria, 2010; Luthra,
2011).

La expresion de esas enzimas se da mediante la union de un factor nuclear
denominado factor esteroidogénico 1 (SF1) a su secuencia consenso (secuencia de
nucleotidos de caracter comun); generalmente es controlada por cAMP. El gen de
dicho factor se expresa en todos los tejidos esteroidogénicos y su importancia radica
en que existen reportes donde la anulacién del gen que codifica para SF1 produce
la ausencia de adrenales y el solo desarrollo de 6rganos reproductivos femeninos
(Yeny col., 2001).

Antiguamente esas enzimas eran denominadas con base a su pico de
absorbancia, como ya se reviso, pero a partir de la clonacién molecular del gen que
codifica a estas proteinas se les denomind con una nueva nomenclatura con base
al gen codificante (CYP= cytochrome y la primera letra de P450 (Devlin, 2006);
aunque se sigue utilizando su nombre comun, su denominaciéon antigua o su

denominacion actual (Cuadro 4) (Echeverria, 2010; Yen y col., 2001).

Cuadro 4. Nomenclatura de algunas enzimas esteroidogénicas (Echeverria, 2010).

Denominacion antigua | Denominacién actual Nombre comun Gen codificante
P450scc CYP11A1 Colesterol desmolasa | CYP11A1
P450c17 CYP17 17 a-hidroxilasa/ 17,20 | CYP17

liasa
P450c21 CYP21A2 21-hidroxilasa CYP21A2
P450c11 CYP11B1 11 B-hidroxilasa CYP11B1
P450c11 CYP11B2 Aldosterona sintasa, CYP11B2
aldosintetasa Corticosterona metil

oxidasa
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Esas enzimas juegan un papel fundamental puesto que guian las diversas rutas
para sintetizar hormonas esteroides, cuya sintesis ademas puede ser modulada por
la accion de otras moléculas tales como la ACTH, la Angiotensina Il, o la propia
inervacion (Conley y Bird, 1997). Asi, conociendo la existencia de estas enzimas
comenzaremos por definir los mecanismos y transformaciones del colesterol para

originar hormonas esteroides en este caso adrenales.

La sintesis de hormonas esteroides inicia con la conversion de colesterol a
pregnenolona (Azhar y Reaven, 2002), pero para poder ser transformado, el
Colesterol debe ser internalizado a las células. En el humano preferentemente se
utiliza la via endosomal y los roedores utilizan el Colesterol a través de los
receptores “scavenger” B-1 (clase B tipo 1) (Rone y col., 2009), lo cual indica que
utilizan principalmente el aporte de colesterol de las HDL (Azhar y Reaven, 2002;
Connelly y Williams, 2003; Rone y col., 2009) y se confirma retomando la evidencia
encontrada de que, en las HDL de la rata existe una mayor proporcion de
apolipoproteina E, que es reconocida junto con la apoliproteina B preferencialmente
por los SR-B1 (Glass y col., 1983).

2.6. Receptores Scavenger Clase B Tipo 1

Los SR-B1 son glicoproteinas que se localizan en la superficie de la membrana
celular, de un peso aproximado de 82 kilo Dalton (kDa) (Connelly y Williams, 2003);
pertenecientes a la familia de receptores CD36, en la que se encuentra también el
receptor integral de membrana lisosomal (LIMP-Il) (Febbraio y col., 2001). Estos se
expresan en algunos 6rganos como el intestino, ovario, testiculo, adrenales,
algunas células como los macréfagos, células endoteliales, células de la mucosa,
placenta, queratinocitos y adipocitos. Su sintesis se ve favorecida por la ACTH y el
17-a-etinilestradiol, y se ve afectada negativamente por la dexametasona. Su
mecanismo de accion se ve promovido por accion de la Angiotensina |l en adrenales

de bovinos. El factor esteroidogénico-1 parece ser necesario para la expresion de
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SR-B1 lo que indica que este receptor pertenece al grupo de los genes de respuesta
a ACTH. Ademas, este receptor aparentemente es el precursor de la biosintesis de

aldosterona en el caso de humanos (Connelly y Williams, 2003).

La importancia del SR-B1 radica en que “entrega” ésteres de colesterol (CE
por sus siglas en inglés) a los tejidos mediante un proceso denominado “via de
captacion selectiva”. El nombre de esa via reside en que, a diferencia de la via
endosomal de LDL, el receptor SR-B1 se “ancla” a la HDL y su nucleo que contiene
CE es “entregado” a la membrana plasmatica para internalizar los CE, sin la
degradacion de la lipoproteina; de ahi “via selectiva”. A simple vista pareceria que
tanto una via como la otra no difieren en cuanto a obtencion de CE, pero la via
mediada por SR-B1 tiene un punto importante y fundamental que no tiene una
relacion tan directa con la esteroidogénesis, pero que aun asi debe mencionarse.
Al no degradarse la HDL el receptor SR-B1 efectua un proceso adicional al transito
de CE, realiza un flujo bidireccional de colesterol libre (FC por sus siglas en inglés)
de la HDL a la célula y viceversa. Esto sugiere una via eficiente de regulacion de
colesterol libre en las células del organismo, ademas que la via de las HDL es las
que aporta la mayor cantidad de colesterol para la esteroidogénesis (Figura 17)
(Connelly y Williams, 2003).
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Figura 17. Esquema representativo de las dos vias de obtencion de colesterol a las células
esteroidogénicas. SR-B1: Receptor scavenger clase B tipo1, PL: Fosfolipidos, FC: Colesterol Libre,
CE: Esteres de colesterol, CEH: Colesterol Ester hidrolasa, StAR: Proteina aguda reguladora de la
esteroidogénesis, SAP: polipéptido activador de la esteroidogénesis, PBR: Receptores periféricos a
benzodiacepina, TG: Trigliceridos, SCP2: Proteina transportadora de esteroles 2, ACAT: Acyl CoA:
Colesterol acyltransferasa, H: Hormona, RGC: Proteina G, PKA: Proteina cinasa dependiente de
cAMP, cAMP: Adenosin monofosfato ciclico, CS: citoesqueleto, ER: Reticulo endoplasmico, HDL:
Lipoproteina de alta densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad (modificada de Azhar y Reaven,
2002).

El mecanismo de accion de SR-B1 consta de dos pasos generales:

1) Unidén a las HDL. Es cierto que SR-B1 es responsable de la via de las HDL, pero
se sabe también que este receptor tiene afinidad por ciertas particulas tales como
las LDL oxidadas, LDL acetiladas, vesiculas de fosfolipidos anionicos vy
apolipoproteinas libres, pero en este caso se tomara la via de HDL. El “anclaje” de
SR-B1 a la HDL involucra la interaccion lipidos-proteinas, donde el principal
contacto se da entre proteina-proteina (apoA-l [apolipoproteina -1])/ FC de la HDL y
apoA-I/ Fosfolipido del SR-B1) (Figura 18).

39



Marco Teorico

2) Transferencia de ésteres de colesterol a la membrana plasmatica. El
segundo paso es la transferencia de lipidos a la membrana plasmatica de la célula.
En este paso es necesario el anclaje de la HDL a SR-B1, aunque no es suficiente,
puesto que se necesita la correcta orientacién y conformacion de la apoA-| del SR-
B1 para una exitosa transferencia de lipidos. El proceso de transferencia aunque se
sabe que existe, es poco conocido, y se han propuesto varios modelos bastante
aceptables, como el de formar un canal no acuoso por parte de SR-B1 a través del
cual por gradiente de concentracion se mueven los CE de la HDL a la membrana
plasmatica. El punto en comun aceptado es que, cualquiera que sea el mecanismo,

no involucra una endocitosis de la HDL (Connelly y Williams, 2003).
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Figura 18. Modelo de un Receptor scavenger clase B tipo 1 (SR-B1). El modelo muestra una
particula lipoproteica de baja densidad (HDL) unida a un receptor SR-B1 por una via anfifatica de
a-hélices de la apolipoproteina A-1 (apoA-1) en la superficie de la HDL y de ésteres de colesterol
(CE) en el nucleo de la HDL (Tomada y modificada de Connelly y Williams, 2003).

El mecanismo de las LDL es un poco mas sencillo. Las particulas LDL se unen a

receptores que son apolipoproteinas B-100 (apoB-100) que se sitian en
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invaginaciones recubiertas de clatrina. Los receptores a LDL son dinamicos y su
movimiento no es dependiente de un ligando ya que estos se mueven de dentro

hacia afuera de la célula cada 10 minutos.

Su sintesis se origina en el reticulo endoplasmico (ER por sus siglas en
inglés) y viajan por vesiculas a través del complejo de Golgi hacia la superficie
celular. Estos receptores captan a las LDL, las “atrapan” y forman vesiculas
recubiertas de clatrina mientras excluye otras proteinas de la superficie celular.
Después de despojarse por si solas de sus cubiertas de clatrina, las vesiculas se
funden con otras conocidas como endosomas, cuyo pH interno es 5. Bajo estas
condiciones las LDL encerradas se disocian de su receptor, los receptores se
reciclan de vuelta a la superficie celular y el endosoma fusionado con la LDL se une
a un lisosoma. En el lisosoma, la apoB-100 de la LDL se degrada rapidamente en
sus aminoacidos componentes y los CE se hidrolizan para generar FC y acidos

grasos (Figuras 17 y 19) (Voet y col., 2009).

Un tercer mecanismo alterno a la obtencion de colesterol sea de novo, por
HDL o LDL es el de obtencién de colesterol de caracter endogeno (dentro de la
célula) mediante su regulacion a través del ER. Si bien es cierto que el mayor aporte
es a través de las moléculas lipoproteicas, el ER tiene la capacidad de “equilibrar”
el colesterol endégeno que es sintetizado, funcionando como un organelo “sensor”
de colesterol, lo cual lo logra a través de un complejo proteico que se trasloca a la
region cis del Aparato de Golgi denominado en conjunto Proteina de Unidn al
Elemento de Respuesta a los Esteroles (SREBP). Esta se activa en respuesta una
disminucién de colesterol intracelular, mediante la traslocacién al nucleo para
incrementar la actividad de la transcripcion de diversos genes, entre los cuales se
encuentran la HMG-CoA reductasa; que como se recordara en el apartado de
sintesis de Colesterol es la enzima limitante en la sintesis de Colesterol (Devlin,
2006; Rone y col., 2009).

Recientes hallazgos muestran que esta interacciéon ER-Golgi involucra una
proteina del ER de recién estudio, la Acil CoA: diacilglicerol aciltransferasa 2
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(DGATZ2), que se encuentra asociada con las gotitas lipidicas (LD por sus siglas en
inglés) y la mitocondria; y su funcion, parece ser, es la de realizar la transferencia

de lipidos y sintesis de triglicéridos (Rone y col., 2009).

2.7. Transporte intracelular de Colesterol

Una vez dentro de la célula el Colesterol (ésteres de colesterol) debe ser hidrolizado,
ya sea por LDL o HDL, para obtener FC. La hidrdlisis de la via de LDL como la de
HDL no ocurre aparentemente en el mismo lugar, ya que la hidrolisis de CE
obtenidos por las HDL ocurre probablemente cerca de la membrana plasmatica (a
partir del hallazgo de CE provenientes de la via HDL en una fraccion de membrana)
a través de una hidrolasa neutra que probablemente es la Lipasa Hormonal-
sensitiva (HSL) (Connelly y Williams, 2003; Voet y col.., 2009).

La hidrolisis de LDL, ocurre en los lisosomas, ya que estos contienen abundantes
enzimas hidroliticas; entre ellas la colesterol esterasa, que convierte los CE en FC
(Devlin, 2006). La transferencia de Colesterol desde LDL hasta los lisosomas es
relativamente lento y es un paso limitante en la esteroidogénesis ya que su duracién

aproximada es de t12= 10-30 min (Jefcoate y col., 1992).

El colesterol endosomal y/o lisosomal puede ser utilizado y para ello la célula
involucra diversas proteinas transportadoras; entre ellas, denominada de acuerdo
al orden que llevd a su descubrimiento, la proteina 1 y 2 de la enfermedad de
Niemann-Pick tipo C (NPC1 y NPC2), ambas de caracter endosomal y lisosomal.
La NPC1 es una proteina mutada que muestra cierta homologia con los dominios
de deteccion de esteroles presentes en varios reguladores claves de colesterol (en
su “equilibrio intracelular”) y con una clase de receptores denominados proteinas
Sonic hedgehog (shh). Esta se encarga del movimiento rapido de colesterol y es
necesaria para poder utilizar el colesterol de los lisosomas en etapas tardias,

ademas de que es capaz de formar un complejo “sensor” similar al formado por la
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HMG-CoA reductasa. Aunado a lo anterior, estudios sugieren que dicha proteina es

preferencialmente utilizada cuando se utiliza colesterol de la via de las LDL.

Por otra parte, NPC2 es una proteina de accion similar a NPC1, que se
encarga de acelerar el transito de FC de los endosomas tardios (Figura 19) a los
lisosomas y hacia la membrana plasmatica. Ambas proteinas, tanto NPC1 como
NPC2, necesitan interactuar con una proteina transmembranal denominada
proteina ganglionar metastasica 64 (MLN64) para poder llevar acabo sus funciones

(Figura 19) (Rone y col., 2009).
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Figura 19. Esquema representativo de las proteinas involucradas en el transito intracelular de
Colesterol. TSPO: proteina de translocacién mitocondrial, ACAT: acil CoA: Colesterol O-
aciltransferasa, StAR: Proteina reguladora de la esteroidogénesis, HSL: Lipasa Hormonal-sensitiva,
MLNG64: proteina ganglionar metastdsica 64, PAP7: Proteina asociada a los receptores
benzodiacepinicos periféricos, SRB1: Receptor scavenger clase B tipo 1. LDL: Lipoproteina de baja
densidad. NPC: proteina de la enfermedad de Nlesmann-Pick tipo C, CYP11A1: Colesterol

desmolasa (P450scc) (Rone y col., 2009).

Ahora bien jqué pasa cuando el Colesterol no es utilizado? Cuando el Colesterol
no es utilizado se necesita almacenar, y una enzima del ER denominada acil CoA:
Colesterol O-aciltransferasa (ACAT) convierte el Colesterol libre en CE y estos son

almacenados hasta su nuevo uso en gotitas lipidicas rodeadas de una proteina que
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evita la lipdlisis denominada perilipina, ya que no sélo almacena CE, sino también
Fosfolipidos (PL por sus siglas en inglés) y Triacilglicéridos (Azhar y Reaven, 2002;
Azhar y col., 2003; Pereto y col., 2007; Saban, 2009; Yen y col., 2001).

Ademas de las gotitas lipidicas, la célula es capaz de conformar una
estructura denominada cisterna, formada por la segregacion de Colesterol de la
membrana externa de la mitocondria (OMM) mediante su unién a una proteina de
translocacion mitocondrial de 18 kDa (TSPO por sus siglas en inglés); anteriormente
denominada en su conjunto como receptores benzodiacepinicos periféricos (PBR)
(Rone y col., 2009).

Retomando la via de utilizacién de Colesterol, el FC obtenido de la hidrélisis
ahora debe ser transportado hacia la membrana externa de la mitocondria, y de aqui
se retoma una desventaja ya antes dicha; es insoluble en agua. Por ello, el
Colesterol debe unirse a alguna molécula que sea soluble en agua y que pueda
acarrearlo; una proteina. Este proceso también involucra al movimiento del
citoesqueleto, y dentro de las proteinas involucradas se encuentran la proteina
transportadora de esterol-2 (SCP2), el polipéptido activador de la esteroidogénesis
(SAP) y el PBR o TSPO (Azhar y Reaven, 2002). La via descrita en cuanto a
duracion se refiere, es la mediada por SAP donde segun reportes, tiene una

duracién menor a los 10 minutos (Jefcoate y col., 1992).

EL mecanismo de transporte mediado por SAP es estimulado por la ACTH y
el incremento de cAMP, y es bloqueado por la ciclohexamida; ademas de que SAP
parece tener una clara dependencia hormonal para el inicio de la esteroidogénesis
(Gwynne y Hess, 1980). En este caso, la revision documentada esta orientada hacia
la via de transporte mediada por SCP2, ya que esta proteina es la involucrada en el
transporte de Colesterol cuando es obtenido a través de HDL (Rone y col., 2009).

La familia de SCP2 incluye también otros miembros (SCP2, SCPx, D-PBE y
UNC-24/hSLP-1), pero sus homologias requieren mayores estudios y para este
caso se hablara unicamente de SCP2. Esta es una proteina individual que se origina

de un precursor de 143 aminoacidos (para mamiferos) y a través de los peroxisomas
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es convertida en su forma “madura”; una proteina de 123 aminoacidos que es SCP2.
Sin embargo, estudios recientes en Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans y otras especies, han demostrado que ademas de la expresién de SCP2 se
origina un segundo producto de 547 aminoacidos; la proteina transportadora de
esteroles-x (SCPx), y que tiene una accion similar a la SCP2 donde sus objetivos
son los precursores de los acidos biliares (Seedorf y col., 1999). SCP2 es entonces
la proteina importante en el transporte de colesterol hacia la OMM segun estudios
donde, al administrar un antagonista de SCP2, la esteroidogénesis se veia

suprimida (Jefcoate y col., 1992).

Esta informacion es lo que tradicionalmente se establece o se establecia, ya
que analisis posteriores muestran que el transporte mediado por SCP2 juega un
papel menor en el transporte de colesterol y es la StarD4 ( proteina perteneciente a
la familia de proteinas con dominios asociados a la proteina reguladora aguda de la
esteroidogénesis) junto con otras dos, la StarD5 y la StarD6 , las que juegan el papel
principal en el transporte de colesterol hacia la mitocondria, y también, tienen la
capacidad de llevar colesterol de la OMM hacia cualquier parte de la célula, en casi

todos los tipos celulares (Miller, 2007).

La familia de StarD4 esta compuesta de tres proteinas de 205-233 residuos
de aminoacidos, de los cuales aproximadamente el 20% estan relacionados con
dominios de MLN64. StarD4 y StarD5 son las proteinas mas abundantes en la
célula, y segun lo establecido por Kishida y Strauss (resultados no publicados), por
dificil que parezca, la expresion de StarD4 es regulada en forma inhibitoria por el
Colesterol (no se dice nada de StarD5). En esas mismas observaciones se reportod
que cuando MLNG64 esta expresado deficientemente, StarD4 toma el papel de
MLNG64 y se expresa en “compensacion” de MLNG64, lo cual habla de una
interrelacion entre estos dos (Strauss y col., 2003). Las acciones de StarD4 (y
también de StarD5) estan mediadas por el SREBP y forman parte importante en el

sistema de transporte y conversion de Colesterol de la P450scc (Miller, 2007).
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El siguiente paso en el movimiento intracelular de colesterol es que una vez
que ha llegado a la OMM, debe ser internalizarlo hacia la membrana interna de la
mitocondria (IMM), y para esto nuevamente y como en todos los pasos de
movilizacion de colesterol, se debe utilizar una proteina, pero esta vez no es la
SCP2, sino una proteina denominada proteina reguladora aguda de Ia
esteroidogénesis (StAR por sus siglas en inglés (Arenas y Lletget, 2009; Azhar y
Reaven, 2002; Christenson y Strauss, 2001; Miller, 2007; Strauss y col., 2003).

StAR es una proteina de 285 aminoacidos en peces, anfibios, aves y
mamiferos (Miller, 2007; Strauss y col., 2003), que pertenece a las proteinas con
dominios START (region C-terminal con un “bolsillo” hidréfobo de union que se
“ancla” al colesterol); estos dominios promueven la transferencia de colesterol en
células cultivadas (Lodish y col., 2006; Strauss y col., 2003). Inicialmente fue
descrita como una fosfoproteina asociada a la mitocondria de un peso aproximado
de 30 kDa, que fue producida como un precursor (de 37 kDa (Miller, 2007)) mediante
la accion de hormonas tréficas (Papadopoulos y col., 2007; Strauss y col., 2003)
con una importancia relevante, ya que este precursor esta en el sitio de contacto
entre la OMM vy la IMM permitiendo el flujo de colesterol por gradiente de

concentracion.

La estructura de StAR es determinante en el transporte de colesterol no sélo
para internalizarlo a las membranas mitocondriales, ya que estd documentado que
su region 62 N-terminal permite la insercion de colesterol a otras membranas no-
mitocondriales, lo que sugiere que la accién principal de StAR es mantener el

colesterol en la membrana aislada de otros organelos (Miller, 2007).

El mecanismo de accion de StAR es tan amplio como sus estudios. Asi, para
explicar como es que actua?, se ha propuesto que StAR “desorba” (despoja de
una superficie, en este caso la OMM) el colesterol de la OMM permitiendo su paso
en forma de micro-gotitas a través del espacio intermembranal (entre la OMM vy la
IMM), para llegar asi a la IMM, aunque estas “micro-gotitas” aun no han sido
reportadas (Miller, 2007).
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La estimulacion hormonal de StAR para sintetizar hormonas esteroides se ha
podido medir in vitro, y se han obtenido duraciones aproximadas de 10 a 20 minutos,
algunos autores correlacionan la expresion de ARN mensajero (mMRNA) y de la
misma proteina con la maxima expresion esteroidogénica de las células, aunque
otros por el contrario dicen que en el tiempo que la estimulacion hormonal es
recibida a las células, no existen cambios en las concentraciones de StAR ni de
MRNA para esta proteina. Otros datos interesantes reportan un incremento de
esteroides en suero cuando se administra ACTH a ratas, esto en un intervalo de 3-

5 minutos.

Por otra parte, la estimulacion de StAR mRNA inducida por ACTH y de la
misma StAR se observa solo después de 20 a 30 minutos; después de completada
la estimulacion mencionada. Como sea, los resultados sugieren que el incremento
de StAR mediado por ACTH no es el responsable de los incrementos de esteroides

(Papadopoulos y col., 2007).

Este dato pareciera ir en contra de lo que hasta entonces se conocia, donde
StAR era una proteina determinante para la esteroidogénesis, y gracias al afan de
conocer estos mecanismos fue como se demostré en 1998 que StAR es capaz de
mediar la esteroidogénesis sin necesidad de entrar en contacto con la mitocondria,
acoplandose unicamente a proteinas mitocondriales que pueden mediar el
transporte de colesterol como es el caso de la ya mencionada TSPO, es decir StAR
mediante su interaccion con TSPO puede “cederle” la funcion de mediar el
transporte de Colesterol de la OMM hacia la IMM mediante un complejo de proteinas
asociado a TSPO que involucra también a la misma StAR. Esto se documenté en
2003 por Lacapére y Papadopoulos donde la disminucion en la expresién de TSPO,
pero en presencia de StAR, inducia una disminucién de la sintesis de esteroides y
en el transporte de colesterol mitocondrial (esto por supuesto mediante estimulacion
hormonal), lo que en trabajos de recopilacion de informacion llevd al modelo
propuesto de transporte de colesterol entre membranas mitocondriales

(Papadopoulos y col., 2007).
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El mecanismo de transporte StAR-TSPO involucra basicamente 4 proteinas
importantes: 1) la propia TSPO; 2) una proteina de interaccion con TSPO
perteneciente a las proteinas asociadas a PBR (PAPs), denominada PAP7 que
pertenece a su vez a la familia de proteinas especificas de anclaje llamadas
proteinas de anclaje a cinasas A (AKAPs); que se encargan de reclutar, en este
caso, la proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA) cercana; 3) un canal proteico
denominado canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC) formado por
estructuras proteicas, las llamadas laminas beta, que se encuentra localizado en los
sitios de union de la OMM con la IMM. Ahi puede formar complejos también con
hexocinasas, el transportador nucleétido adenina (ANT), la creatina cinasa y

algunas proteinas de la familia Bcl-2; y 4) la StAR.

Esta interaccion, de manera general se puede resumir en 4 pasos: 1) una
sb6la molécula de PAP7 asociada a la mitocondria interacciona reclutando PKA
cercana hacia la mitocondria, 2) el reclutamiento de PKA por parte de PAP7 induce
una acumulacién de cAMP mediada por una sefal hormonal, 3) el incremento y
acumulacién de cAMP (recordando el primer paso de estimulacion hormonal)
conlleva a la sintesis de novo de StAR que hace blanco en la mitocondria en
asociacion con el complejo TSPO-VDAC-PAP7 en un sitio cercano a VDAC, y 4) el
acoplamiento de StAR con el complejo lleva la fosforilacion de StAR por accién de
PKA. Asi, StAR induce el paso de Colesterol anclado a TSPO de la OMM hacia la
IMM (Figura 20) (Papadopoulos y col., 2007).
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Figura 20. Representacion esquematica del transporte de Colesterol por sefializacion hormonal en
dos pasos, involucrando el complejo formado por la proteina de translocacion mitocondrial (TSPO),la
proteina asociada a los receptores benzodiacepinicos periféricos 7 (PAP7), el canal aniénico
dependiente de voltaje (VDCA) y la proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR)
(modificada de Papadopoulos y col., 2007).

Otro mecanismo de accién propuesto para StAR es el que dice que, para poder
realizar sus acciones, esta proteina depende de un receptor en la OMM que
mediante la union de colesterol a éste, StAR iniciaria sus funciones. La hipoétesis
planteada sugiere que el receptor no necesariamente sea una proteina, sino que
también puede ser un lipido especifico de membrana con una parte proteica
especifica; como es el caso de las lipoproteinas, y como se reviso en el transporte

mediado por SR-B1, donde las interacciones se daban proteina-proteina.

El problema con dicha hipétesis es que en primer lugar fue postulada a partir
de observaciones en células COS-1 que normalmente no producen hormonas
esteroides, y por otro lado, que existen evidencias que los sitios C-terminales de

StAR (que son las que interaccionan con la OMM) no son de alta afinidad para la
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mitocondria. Al darse interacciones minimas, inducen el paso de Colesterol hacia la
IMM, lo que pone en duda la presencia forzada de un receptor para mediar el
transporte de Colesterol (Strauss y col., 2003). Sin embargo, como en todos los
avances Yy descubrimientos, nunca se debe descartar una posibilidad por minima

que esta parezca, razon por la cual este mecanismo debe ser mencionado.

De todos los mecanismos postulados hay uno de especial relevancia porque
ha sido demostrado y observado, es el mecanismo denominado modelo de glébulo
fundido (molten globule model). Este mecanismo habla de un cambio
conformacional en el residuo C-terminal de StAR, mediante un cambio de pH a 3.5
(cabe mencionar que un pH de 3.5 no es posible alcanzarse dentro de la célula) a
través la interaccion de StAR con fosfolipidos protonados de la OMM, formando
glébulos fundidos que son proteinas parcialmente plegadas que han perdido alguna

estructura terciaria pero que conservan su estructura secundaria.

Eso no solo fue propuesto sino que fue observado en estudios
espectroscopicos que evidenciaban realmente que StAR sufria un cambio
conformacional alcanzando un pH de 3.5 en “cubetas” de una medida registrada en
100 A y que contenian 0.3 iones hidrégeno. Este modelo entonces propone que
StAR actua a nivel de la OMM a través de su residuo C-terminal, la formacién de
glébulos fundidos establece una conformacion denominada “bolsillo de unién de
esteroles” (SBP), estructura entre el residuo C-terminal y el bucle (loop) de los
residuos 171-182 formado por el cambio conformacional, por el cual las moléculas
de colesterol son transportadas de la OMM a la IMM (Figura 22) (Miller, 2007).
Evidentemente los estudios sobre StAR seguiran y nuevos modelos podran ser
propuestos, lo cierto es que StAR es una proteina clave en el proceso de

esteroidogénesis.
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Figura 21. Modelo representativo de listones de la proteina StAR donde se muestra el bucle

conformado por la union de su residuo C-terminal y los residuos 171-182 (modificada de Miller, 2007).

3. Produccion de hormonas Esteroides Adrenales

3.1. Pregnenolona

La esteroidogénesis también puede ser mediada por citosinas como la
Interleucina-1 (IL-1), factores como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el
factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-1), lo que desencadena la
activacion de cinasas efectoras como MEK-ERK 1 y 2. La via de las MAPK

(proteinas cinasas activadas por mitégenos) induce la fosforilacion de factores de
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transcripcion asociados a la biosintesis de esteroides e incluso a la expresion de
StAR.

La via del acido araquidonico se logra en adrenales mediante la induccion de
la acil-CoA tioesterasa mitocondrial, denominada ARTISt, ya que el acido
araquidonico parece ser importante en la expresion de StAR. Todos estos procesos
median la sintesis de hormonas esteroides a partir de la entrega de Colesterol a la
IMM (Gémez-Chang y col., 2012).

El siguiente punto de revision es la conversion del colesterol obtenido en la
IMM a pregnenolona, y para esto retomaremos las diversas enzimas
esteroidogénicas ya mencionadas, las pertenecientes a la familia P450. La primera
reaccion en la via biosintética de esteroides es la biotransformacion de colesterol a
pregnenolona por medio de la P450scc (CYP11A1) localizada en la matriz media de
la IMM (Chedrese, 2009; Gomez-Chang y col., 2012), la cual consta de tres pasos:
dos hidroxilaciones en la posicion 20 y 22 (primero en la posicion 22 originando 22R-
hidroxicolesterol y segundo en la posicion 20 originando 22,20R-
dihidroxicolesterol (Chedrese, 2009)), la escisibn de la molécula entre los
carbonos 20 y 22, y la formacién de pregnenolona y acido isocaproico
(Echeverria, 2010). Este paso es promovido en la adrenal por la ACTH que

incrementa el rango de asociacion de colesterol con la P450scc (Simpson, 1979).

Cada paso de los tres requiere dos equivalentes reducidos aportados por la
flavoproteina NADPH-adrenodoxina reductasa/ ferredoxina reductasa (Chedrese,
2009), esto es; en las mitocondrias actua una flavoproteina reductasa como aceptor
de electrones procedentes del NADPH, ésta se denomina NADPH-adrenodoxina
reductasa. La adrenodoxina reductasa esta débilmente unida a la IMM y contiene
unicamente Flavin Adenin dinucledtido (FAD) (coenzima en las reacciones de
oxidacion y reduccion). Esta no es capaz de ceder ni el primero ni el segundo
electron al hierro del grupo hemo del citocromo P450, por lo que una proteina
denominada adrenodoxina de 12,500 kDa sirve de transportador electronico entre

la adrenodoxina reductasa y el P450scc. La adrenodoxina contiene dos grupos
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ferrosulfurados que actuan como centros redox de esta molécula y funcionan como
‘lanzaderas” de electrones entre la adrenodoxina reductasa y los citocromos P450

mitocondriales; en éste caso la P450scc (Figura 22) (Devlin, 2006).

Figura 22. Diagrama representativo de la transferencia de electrones a las enzimas mitocondriales
P450. NADP: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato en su forma reducida (NADPH) y oxidada
(NADP*), P450: Citocromo, FeRed: Ferredoxina Reductasa, Fedx: Ferredoxina, Fe: Hierro (Tomada
de Miller y col., 2006).

Obtenida la pregnenolona se pueden obtener basicamente todos los tipos de
hormonas esteroides, por lo que seria propio decir que el paso limitante y el paso
importante en la biosintesis de esteroides es la conversion de colesterol a
pregnenolona. La pregnenolona obtenida debe y puede ser convertida a
progesterona o bien a 17 hidroxi pregnenolona (17-OH P5) para obtener diversos
tipos de hormonas. Las enzimas que compiten por la pregnenolona son la 3 beta
hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa (3B-HSD/I) y el citocromo P450 17a
hidroxilasa, 17,20-liasa (P450¢17), presentes en el SER. Pero, como una hormona
producida en la mitocondria puede ser convertida en el reticulo endoplasmico liso?

Para responder a esta pregunta retomaremos un punto fundamental mencionado
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en la caracterizacion morfoldgica de las zonas cortico-adrenales; las relaciones

entre las mitocondrias y el SER.

Como se dijo anteriormente, las mitocondrias tienen relaciones estrechas con
el SER en puntos de contacto con la OMM y el SER mediante asociaciones
proteicas y filamentosas entre ambas estructuras, entre las que se encuentran
presentes las descritas para el mecanismo de internalizacion mitocondrial de
Colesterol (VDAC-TSPO-PAP7-StAR) (Desjardins y Ewing, 1993; Pozzi, 2001;
Rone y col., 2012; Russell y col., 1986; Vannuvel vy col., 2013), por lo que es
entendible que existan estas asociaciones en relacion con el transito de
pregnenolona y su biotransformacién. Estas uniones ademas de acortar distancia
facilitan el traspaso de pregnenolona al unirse a una proteina transportadora,
denominada asi, proteina de union a la pregnenolona (PBP), en virtud de su funcion
(Figura 23) (Desjardins y Ewing, 1993).

Estas relaciones y puntos de unién facilitan el paso de pregnenolona al SER,
donde enzimas especificas (3-HSD/I y P450c17) biotransforman la pregnenolona
tanto a progesterona como a 17 Hidroxi pregnenolona; en virtud de la edad del
organismo, el tipo de mamifero y del érgano encargado de sintetizar las hormonas
(Miller y Auchus, 2011; Pozzi, 2001).

54



Marco Teorico

membrana plasmatica

peroxisoma

SCP2+CHOL a4
Proteinz de | ( n%ﬁM
transporte | v

Po——CHOL, ML
/ .

O

Sitio de adhesion

4

Mitocondria

Figura 23. Esquema representativo de los sitios de relacion entre la mitocondria y el Reticulo
Endoplasmico Liso en células esteroidogénicas. CHOL: Colesterol, HDL: Lipoproteina de alta
densidad, LDL: Lipoproteina de baja densidad, SCP2: proteina de transporte de esteroles 2, PREG:
Pregnenolona, PBP: Proteina de transporte de Pregnenolona, SER: Reticulo Endoplasmico Liso,
OMM: Membrana externa mitocondrial, IMM: Membrana interna mitocondrial, T: Testosterona,
VDAC: Canal de aniones dependiente de voltaje, PACS2: Proteina multifuncional anclada a la
membrana del Reticulo endoplasmico, MFNI/2: Mitofusinas 1y 2, Mmm [, 12, 34, 10 y Gem: complejo
ERMES, Receptor Sigma 1, IP3R3: Receptor de inositol 1,4,5 trifosfato de la membrana del reticulo
Endoplasmico (Tomadas y modificadas de (Imagen izquierda modificada de Desjardins y Ewing,
1993; Imagen derecha modificada de Vannuvel y col.,2013).

3.2. Progesterona, Corticosterona y Aldosterona

Tradicionalmente la via de sintesis de hormonas esteroides se puede dividir en dos
rutas. Retomando las dos descritas para el caso de los andrégenos, una ruta donde
el doble enlace presente en el anillo B de la estructura de la pregnenolona localizado
entre el carbono 5 y 6 (A% pregnenolona) (Figura 24), se moviliza por accién de la
3B-HSD/I al carbono 4 y 5 del anillo A, y es denominada ruta A* (metabolitos:17 a-
hidroxi progesterona [170H-P4] y 4-androsten-3,17-diona [A4]), y una segunda ruta
que cataliza la hidroxilacién en la posicion de los carbonos 17 y 20, y que puede

utilizar pregnenolona o progesterona como sustratos, denominada A5
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(metabolitos:17 a-hidroxi pregnenolona [170H-P5] y 5-androsten,3B-ol-17-
ona[DHEA]) (Conley y Bird, 1997; Miller y Auchus, 2011; Pozzi, 2001).

Aunque esas rutas son utilizadas para determinar metabolitos de caracter
androgeno, podriamos decir que tienen relacion con la sintesis de los distintos tipos
de hormonas adrenales; por ejemplo, se sabe que la utilizacion de 170H-P4 (A*) es
necesaria para la sintesis de glucocorticoides (Conley y Bird, 1997). Estas rutas no
son iguales para todos los organismos aun tratandose de la misma especie y, en
ocasiones, ciertas rutas estan restringidas segun lo documentado a ciertos 6érganos
esteroidogénicos. Asi en el caso de la rata, se establece que la sintesis de
Androgenos y Estrogenos esta restringida y limitada exclusivamente a las génadas,
esto por la ausencia en las adrenales de la enzima necesaria para su sintesis; la
P450c17 (Conley y Bird, 1997).

En la rata, tradicionalmente la esteroidogénesis adrenal se limita a la produccién de
GC (corticosterona) y mineralcorticoides (aldosterona) con sus respectivos
intermediarios como lo es la progesterona (progestagenos). Asi entonces, obtenida
la progesterona por accion de la 3B3-HSD/I el siguiente paso es obtener
Desoxicorticosterona. Este mecanismo esta catalizado por la enzima microsomal
P450c21 (21 hidroxilasa), la cual hidroxila en la posicion C-21 a la progesterona o
bien a la 170-OH P4, para formar desoxicorticosterona y 11-desoxicortisol,

respectivamente (Conley y Bird, 1997; Yen y col., 2001).

Un caso interesante que escapa a la atencion en ocasiones porque el estudio
de la esteroidogénesis adrenal se enfoca a humanos, es que, existe documentacion
de que tanto la P450c21 y la P450c17 tienen un 29% de similitud en su estructura
peptidica y una igualdad en cuanto a sustratos blanco (es decir la hormona esteroide
en la que actuan), y retomando la imposibilidad de sintetizar andrégenos por parte
de las adrenales segun lo establecido, queda esclarecer si la P450c21 fungiria en
ausencia de la P450c17 adrenal, como una enzima capaz de guiar la ruta para

sintetizar androgenos y por ende, estradiol (Mizrachi y col., 2011).
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Ahora la hormona 11-Desoxicorticosterona debe regresar a las mitocondrias
para que la enzima P450c11 la biotransforme a corticosterona donde la enzima
mitocondrial P450 aldosterona sintetasa (18 hidroxilasa-18 Oxidasa, P450As,
P450 aldo o CYP11B2) puede utilizar como sustrato a la 11-desoxicorticosterona
y mediante tres pasos, 11Bhidroxilacién, 18 hidroxilacion y 18 metiloxidacién, formar

aldosterona (Figura 24).

Tanto la P450c11 como la P450As presentan estrecha relacion y homologias
en mas del 93%, y para el caso de los humanos son codificados por genes
duplicados en tandem (Repeticion de un fragmento cromosdmico) en el cromosoma
8922. Ambas enzimas también utilizan el mismo mecanismo de transferencia de
electrones que la P450scc (Figura 22) (Yen y col., 2001). Entonces, es propio decir
que la sintesis de GC y de mineralcorticoides estan intimamente relacionadas a la

produccion y que ademas tienen una clara dependencia de progesterona.
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Figura 24. Esquema de las distintas hormonas esteroides adrenales en rata propuesta por Conley y
Bird en 1997. En ausencia de la enzima P450 c17 las adrenales son incapaces de sintetizar
Andrégenos en la zona reticular (Tomada de Conley y Bird, 1997).
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3.3. Testosterona y Estradiol

La sintesis de androgenos para el caso de la rata es un tema discutido. Lo
establecido es que estas hormonas (androgenos) estan limitadas a las gonadas
(ovarios en rata hembra), ya que su sintesis requiere principalmente la accion de
una enzima localizada en el SER que no esta presente en las adrenales, pero si en

las gonadas (Conley y Bird, 1997).

Por otra parte existen reportes que muestran que por lo menos en cultivos
celulares de adrenales extraidas de ratas adultas Wistar de ambos sexos, es posible
obtener la produccion de Testosterona mediante la estimulacion con ACTH, FSH o
LH, y esta produccién es diferente entre sexos, siendo mayor la producciéon de
testosterona en hembra que en macho (570 pg/mg vs. 210 pg/mg respectivamente)
(Vinson y col., 1976).

Esos datos se refuerzan con el hallazgo de ciertas proteinas denominadas
IZAg-1y 2 y que aparentemente son similares al receptor putativo de membrana a
progesterona (PPMR). Estas proteinas estan presentes en las zona fascicular y
reticular de la adrenal, y colaboran con la esteroidogénesis. Ademas han sido
identificadas también en células de Leydig, cuerpos luteos, células intersticiales de
los ovarios, en células de la teca interna de foliculos maduros, hepatocitos y tubulos
renales, todos ellos en rata, lo que sugiere una homologia funcional entre todas

estas células y tal vez en su capacidad esteroidogénica (Raza y col., 2001).

La particularidad de la enzima responsable de la sintesis de androgenos es
muy interesante, ya que tienen una doble actividad, una zona encargada de una
actividad liasa (ruptura de enlaces C-C, C-O y C-N) y una actividad hidroxilasa. Esta
particularidad es muy importante ya que ella misma puede guiar la conversion de
pregnenolona hasta andrégenos, la biotransformacion es la siguiente: para la A®,
conversion a 17-OH P5 por accion de la P450c17 con actividad hidroxilasa, y
conversion a DHEA por accion de la p450c17 con actividad liasa. Este ultimo

producto puede ser convertido a Androstenediona por accion de la 33-HSD/I, y la
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Adnrostenediona a su vez ser convertida a Testosterona por accion de un grupo de
enzimas denominados 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17BHSD), que
también son denominadas 17-cetoesteroide reductasa, ya que pueden llevar acabo

la reaccién inversa (Fernandez y Mangel, 1983; Yen y col., 2001).

El Gltimo producto de la via AS (testosterona) puede generar estrégenos, tanto
la via A* como la A® producen al final estradiol (17 B-estradiol: E2), pero el producto
intermedio entre la androstenediona y el estradiol difiere para las dos vias, siendo
la testosterona el producto intermedio entre la androstenediona y el estradiol para
la via AS. La conversion de testosterona a estradiol se da por accion de una enzima
microsomica denominada Aromatasa (P450arom). La P450arom aromatiza el anillo
esteroide A convirtiendo la testosterona en E2, aunque también participa en la

conversion de androstenediona a estrona (Yen y col., 2001).

Para el caso de los metabolitos A* la progesterona recién obtenida es
metabolizada a 17-hidroxiprogesterona (17-OH P4) por accién de la enzima la
P450c¢c17 con actividad hidroxilasa. Posteriorente, su accidn liasa biotransforma la
17-OH P4 en A* androstenediona mediante la escision de la ligadura del carbono
C-20. Posteriormente, la conversion de A* Androstenediona en estrona se da por
accion de la P450arom. Ya que el anillo A esta aromatizado, el grupo de enzimas
17BHSD tipo | (se han identificado al menos tres tipos) biotransforma la Estrona en
E2 (Figura 25) (Yen y col., 2001).
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Figura 34. Esquema de las vias A* y A5 esteroidogénica y sus enzimas (modificada de Pozzi, 2001).

4. Funcioén Adrenal

4.1. Control de las funciones adrenales. El eje Hipotalamo-

Hipo6fisis-Adrenal

Se habl6 anteriormente de las relaciones existentes entre diversos sistemas de
comunicacion y la importancia que esto tenia para el control de los sistemas
biolégicos; uno de ellos es el de las relaciones existentes entre el sistema enddcrino
con el sistema nervioso, es decir el sistema neuroenddcrino (Corsi, 2004). La
importancia de que estos dos sistemas tengan una estrecha comunicacion se ve
reflejada en la modulacion de las capacidades secretoras de las adrenales,

mediante sefiales provenientes de la hipdfisis, que a su vez recibe sefiales
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provenientes del hipotalamo, o bien mediante sefiales directas por la inervacion que
la glandula recibe del hipotalamo, ya sea simpatica o parasimpatica (Buijs y col..,
1993). En este caso, se hablara del eje formado por el hipotalamo-hipofisis-adrenal,

dejando de fuera por el momento el papel de la inervacion.

4.2, Hipotalamo
Ese organo esta situado centralmente en la base del cerebelo, debajo del
talamo, separado de éste por el surco hipotalamico en su parte posterior. Hacia
adelante continua con la region paraolfatoria, hacia atras con los tubérculos
mamilares, colinda con las paredes laterales del tercer ventriculo y se situa también

en la porcién ventral del diencéfalo (Figura 26) (Rubio, 2006).
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Figura 26. Esquema representativo de la ubicacion anatdmica del hipotalamo (Imagen tomada de
google en: https://goo.gl/uUomlt Fecha de consulta 1 de noviembre de 2015).
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El hipotadlamo es un 6rgano constituido por nucleos y areas (Figura 27), que son a
su vez agregados de cuerpos neuronales con funciones especificas y que secretan
diversos mensajeros dependiendo del tipo de neuronas existentes en ellos. La
region anterior regula funciones parasimpaticas, y la posterior las actividades
simpaticas en el organismo (Rubio, 2006); como por ejemplo: sed, hambre,
comportamiento sexual, miedo, ira (Barret y col.., 2010). Por eso, es propio decir
que esta regidn, érgano o agregado de nucleos y areas nucleares representa un

punto de union entre el sistema nervioso y el sistema enddcrino (Rubio, 2006).

Area hipotaldmica dorsal Ncleo hipotaldmico posterior
. ' Ndcleo dorsomedial
Nucleo paraventricular (\
] R 2 Nicleo ventromedial
Area hipotaldmica anterior \{

' ) Ntcleo premamilar
Area prebptica =y
\|< g Nucleo mamilar medial

Ndcleo supradptico
Nucleo mamilar lateral

> — Ta
Nucleo supraquiasmaético ) AT\ W\
“ _/,/ .5 ,: R
D) ’ \*\
Nucleo arqueado "‘ v “ Cuerpo mamilar
s iR P e |

Eminencia media

Figura 27. Esquema representativo de los nucleos y areas nucleares hipotalamicas en humano
(Tomada de Barret y col., 2010).

El hipotalamo tiene células neurosecretoras que secretan diversas sustancias
denominadas factores (u hormonas) liberadores e inhibidores que ejercen su accion
principalmente en la hipofisis como es el caso del Factor liberador de Corticotropina
(CRF o CRH); aunque existen reportes de que éste se puede encontrar en sinovias

de pacientes con artritis reumatoide y osteoartritis (cabe mencionar que la sinovia
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esta compuesta entre otras células de sinoviocitos macrofagicos, células inmunes)
(Correa, 2004).

La CRH fue el primer péptido hipotalamico detectado (1981). Tiene 41
aminoacidos y se localiza fundamentalmente en el nucleo paraventricular del
hipotalamo (PVN) (Figura 27). EI PVN (o mejor dicho cada uno de los PVN ya que
son nucleos pares), consta de tres partes o tres divisiones parvicelulares: un grupo
medial que produce principalmente CRH, un grupo intermedio que secreta arginina
vasopreinsa (AVP); aunque cierto numero de células pueden producir tanto CRH
como AVP, y por ultimo un grupo productor de CRH que proyecta sus fibras hacia
el ndcleo arcuato (ARC) del hipotalamo (hacia neuronas productoras de
proopiomelanocortina {POMC}) (Figura 27) (Chrousos, 1995).

También se ha demostrado su localizacidn extrahipotalamica como en las
células Natural killer (NK), la amigdala y el septo. Tiene similitud estructural con
otros péptidos estimuladores de la secrecion de la Hormona Adenocorticotrépica
(ACTH) como la sauvagina y la urotensina |, con los que comparte alrededor de 17
aminoacidos en comun. La CRH es el principal estimulante de la secreciéon de
ACTH, de tal manera que la administracion de un anticuerpo anti-CRH suprime
drasticamente la secrecion de ACTH (Diéguez vy Aguilar, 1997). Tiene
aproximadamente una vida media de 9 minutos en suero (en humanos) (Fitzgerald
y Klonoff, 1998).

El efecto de la CRH es mediado a través de receptores especificos presentes
en las células corticotropas de la adenohipdfisis; a través de la via adenilato ciclasa
cAMP. El numero de receptores en la hipdfisis disminuye tras una administraciéon
continua de CRH. Una vez que la CRH se une a sus receptores estimula la
transcripcion de un precursor de 240 aminoacidos denominado POMC, del cual
derivan la liprotofina B, la pro gamma Hormona estimulante de los melanocitos, la

ACTH, beta-endorfina y alfa-liprotofina (Diéguez y Aguilar, 1997).
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4.3. Hipodfisis
La hipdfisis es una glandula endécrina constituida de un pediculo corto (infundibulo)
y una red vascular que conectan la glandula con el hipotalamo, formando el eje
Hipotalamo-Hipdfisis (Ross y Pawlina, 2008); uno de los principales sistemas de

regulacion hormonal (Alcaraz y Guma, 2001).

La hipofisis se divide en tres porciones (Figura 28): una porcidn neural o
neurohipdofisis, una porcion intermedia, que es un resto adelgazado de la pared
posterior de la bolsa que colinda con la pars distalis, y una porcion glandular o
adenohipdfisis. En la neurohipdfisis se almacenan las secreciones
neurohormonales sintetizadas en los nucleos supradptico y paraventricular del
hipotalamo que son la hormona antidiurética o vasopresina (ADH) y la oxitocina. La
adenohipdfisis constituye, aproximadamente, el 80% del total de la glandula y se
divide a su vez en dos partes: pars tuberalis y pars distalis. EI conjunto del
infundibulo y la porcion superior de la pars tuberalis conforma el tallo hipofisiario
que constituye la unién anatomica entre la hipofisis y el hipotalamo (Ross y Pawlina,
2008).

Plexo primario

pars distalis

pars intermedia

Figura 28. Esquema general representativo de las tres zonas de la hipdfisis en mamiferos (Imagen
tomada y modificada de google: http://goo.gl/ekX7C1 consultada el 29 diciembre de 2014).
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La red vascular de esta glandula comprende también al hipotalamo, y procede en
un 90% de las cardtidas internas a través de las arterias hipofisiarias superiores e
inferiores y de la arteria comunicante posterior del circulo de Willis, que también
irrigan la eminencia media, a la porcién superior del tallo infundibular y a la base de
éste. En la rata, la mayor parte de la sangre que llega a la adenohipdfisis procede
de las arterias hipofisiarias superiores que se ramifican en capilares en el tallo
pituitario, y en la eminencia media para formar amplias zonas de capilares con
amplias cavidades, areas dilatadas y curso ondular conocidas como sinusoides o

gomitolos (Alvarez, 2005).

El I6bulo anterior de la hipdfisis o adenohipdfisis, recibe su irrigacion de las
mismas arterias que irrigan antes la eminencia media y el tallo infundibular formando
un plexo, denominado plexo primario. Estos capilares drenan en senos venosos y
finalmente en venas paralelas para formar vasos portales largos. Estos estan a lo
largo del tallo y terminan en redes capilares secundarias rodeando los sinusoides,
entre las células epiteliales de la adenohipdfisis, y forman un plexo denominado
plexo secundario que aporta mas del 50% de la irrigacién sanguinea (Figura 29)
(Alvarez, 2005).

Plexo primario

EM
AHS

VPL
TH

VPC

AHI

Plexo secundario

Figura 29. Representacion de la red vascular de la hipdfisis y su relaciéon con la eminencia media
del hipotadlamo. El plexo capilar primario termina en los vasos portales largos que se distribuyen en
el parénquima de la adenohipdfisis en el plexo secundario. AHI: Arteria hipofisiaria inferior, AHS:
Arteria hipofisiaria superior; EM: Eminencia media; VPC: Vasos portales cortos; VPL: Vasos portales
largos; TH: Tallo hipofisiario (Tomada de Alvarez, 2005).
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Mediante distintas técnicas se lograron aislar diferente grupos celulares en la
adenohipdfisis con base en el tipo de hormona que secretan. Asi se tienen células
Corticotropas secretoras de la ACTH; células Gonadotropas secretoras de
gonadotropinas que son la Hormona estimulante del Foliculo (FSH) y la Hormona
Luteinizante (LH); células Lactotropas que sintetizan prolactina (PRL) y se localizan
en la pars distalis (su proximidad a las células gonadotropas sugiere actividad
paracrina relacionada); células Melanotropicas que sintetizan la hormona
estimulante de los melanoctios (MSH) y se localizan en la zona intermedia; células
Somatotropas que sintetizan la hormona del crecimiento (GH); células Tirotropas
que sintetizan la Hormona estimulante de la Tiroides (TSH) y su localizacién es
anteromedial y por ultimo; células cromo6fobas no secretoras, agranulares o nulas

(Null cells) que no sintetizan hormonas (Figura 30) (Brandan y col., 2007).
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Figura 30. Diagrama esquematico de un corte transversal de hipdfisis de mamifero donde se
muestra la localizacion de las distintas células secretoras adenohipofisiarias. Células secretoras de
prolactina (PRL); células secretoras de Adenocorticotropina (ACTH); células secretoras de hormona
del crecimiento (GH) ; células secretoras de Gonadotropinas (FSH, LH); células secretoras de
Hormona estimulante de la Tiroides (TSH); células secretoras de Somatotropina (SL); Células
cromofobas y células secretoras de la Hormona Estimulante de los Melanocitos (MSH) (Tomada y
modificada de Google http://goo.gl/164p4R Consultada el 11 de octubre de 2015).

5. Interaccién funcional entre el Hipotalamo-Hipéfisis-Adrenal

El eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HPA) se relaciona y se considera como un
sistema encargado de mantener la homeostasis en respuesta al estrés, ya sea real
o percibido. El “sistema” del estrés se encuentra activo o se desencadena como
respuesta a factores que inducen un estado de alerta en el organismo, tales como
pueden ser alteraciones en el ritmo circadiano, factores neurosensitivos, cambios
hemodinamicos, sefales directas al sistema limbico, cambios en la alimentacion,

traumatismos, lesiones, procesos inflamatorios, etc. La activacion de este sistema
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produce generalmente agitacion, aceleracion de los reflejos motores, mejora la
atencion y las funciones cognitivas, disminuye el apetito y el vigor sexual e

incrementa la tolerancia al dolor (Chrousos, 1995).

La regulacién de la secrecion de hormonas adrenales obedece a sefales
provenientes del hipotalamo y la hipdfisis. En el hipotalamo, cuerpos neuronales
encontrados en el ndcleo paraventricular (PVN) sintetizan la CRH (Alvarez, 2008;
Hadley 2000) en respuesta al estimulo recibido por accion de la NA, ya que las
neuronas que sintetizan CRH poseen receptores ai-noradrenérgicos, y a su vez la
CRH estimula la liberaciéon de la amina a través de receptores especificos. Asi, tanto
CRH como la NA mantienen una autorregulacion en su propia sintesis mediante
fibras que inhiben las terminales presinapticas de CRH y los receptores a2-
noradrenérgicos. Las neuronas CRH-érgicas, sintetizadoras de arginina
vasopresina (AVP) y de NA son a su vez estimuladas por los sistemas colinérgicos
y serotonérgicos y son inhibidas por los sistemas y-aminobutiricos, de péptidos
opioides y por las benzodiacepinas, ademas de que la CRH es inhibida por accién
de la substancia P (SP) pero no inhibe la sintesis de AVP (Chrousos, 1995).

La CRH es secretada, por las neuronas mencionadas, hacia la eminencia
media y por medio del sistema de redes vasculares, ya descrito (Figura 22),
transportan esta neurohormona hacia la adenohipdfisis donde las células
corticotropas con receptores a CRH (CRH-R1 y CRH-R2 (Muller y col., 2002)),
responden secretando ACTH al torrente sanguineo. Estas sefiales dirigidas por el
hipotalamo generalmente se desencadenan es respuesta a un estimulo estresante
que conlleva una rapida liberacion de CRH, para que la ACTH ejerza sus funciones
sobre su 6rgano blanco, las glandulas adrenales, e inicie la secrecion de hormonas
esteroides; especificamente en su zona cortical, donde la liberacion de GC v,
presumiblemente estrégenos inducen una retroalimentacién negativa hacia la
liberacion de ACTH hipofisiaria (Alvarez, 2008; Hadley 2000).
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La ACTH interactua con receptores localizados en las células corticales de la
adrenal denominados receptores a melanocortina tipo 2 (MC2R); y aunque no sélo
se encuentran en las células corticales si no que han sido reportados en tejido
adiposo y en la piel de murinos, es en la corteza donde se les da una especial
importancia por su papel en la promocion de la sintesis de hormonas esteroides
(Serova y col.., 2008).

La ACTH se une a su receptor el MC2R, que activa la adenilciclasa y genera
cAMP. Este a su vez, activa proteincinasas que conducen al primer paso en la
estroidogénesis (conversion de colesterol a pregnenolona); pero, ;qué factores
determinan el modo de sintesis de ATCH? Existen basicamente 4 factores
diferentes, la sintesis de CRH hipotalamica, la tasa de concentracién de GC libre en

plasma, el fotoperiodo y el estrés (Casanueva y Vazquez, 1995).

6. Regulacién neural de la Esteroidogénesis Adrenal y Esteroidogénesis

Neural

En inicio se describia a la inervacion adrenal como una red tridimensional de fibras
de origen simpatico que inervaban toda su parte cortical, y algunos autores incluso
mencionaban esta inervacion como “independiente” de la ruta parasimpatica
(Parker y col., 1990; 1993; Téth y col., 1997)

De manera general se puede decir que la inervacién de caracter simpatico,
se origina de células presentes en el nucleo paraventricular del Hipotalamo, en su
parte mas apical, que proyectan sus axones con contenido noradrenergico a lo largo
del tercer ventriculo hacia el cerebelo formando vias hacia grupos celulares
adrenérgicos (por ejemplo A1), y las redes que se originan de estas proyecciones

tienen una complejidad notable.

Esos relevos siguen hacia el bulbo raquideo através de la médula espinal, en
los cuerpos celulares intermediolaterales, proyectando fibras hacia los 6rganos
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abdominales desde los segmentos toracicos T7 al T12. Las fibras que “salen” de
estos segmentos, inervan a los 6rganos de la cavidad toracica dentro de los cuales
se encuentran las adrenales. Para llegar a ellas hacen un “relevo” en los ganglios
auténomos celiaco y adrenal, para finalmente adentrarse en la adrenal mediante
‘racimos” que literalmente “penetran” a la capsula adrenal para internalizarse en la

corteza e incluso proyectar algunas fibras hacia la médula.

Dentro de la médula hacen sinapsis con las células cromafines, para
estimular la secrecion de sus productos. Esta ruta ha sido descrita principalmente

por los nervios esplacnicos (Figura 32) (Parkery col., 1990; 1993; Téth y col., 1997).

Bulbo Raquideo

O 5 .

Hipotdlamo '

®®®

Hipdfisis

T Corteza ./

. NA ////O
? , / - .
Médula ‘ Médula Espinal
A NA Gléndula

Segmentos toracicos
T7 alT12

Adrenal

DRG

Figura 32. Esquema representativo de la inervacion simpatica y parasimpatica adrenal. NA;
Noradrenalina, GGL; Ganglios celiacos, DRG; Ganglio de la raiz Dorsal, circulos claros
representan neuronas del sistema nervioso central, circulos oscuros representan neuronas
postganglionares, circulos con trama células secretoras de ACTH (Téth y col., 1997).
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Estas fibras internalizadas en la adrenal poseen “varicosidades” (estructuras
abultadas presentes en las partes distales de los axones de neuronas
postganglionares y que contienen neurotransmisores que entran en contacto con
los vasos sanguineos de la corteza adrenal. Estas conexiones llevaron a la idea y
corroboracién entonces de que la inervacidn simpatica que recibe la glandula
adrenal también juega un papel importante en el flujo sanguineo que recibe esta
glandula. Estas fibras eferentes hacen sinapsis con los vasos corticales y los
fibroblastos, pero en la médula principalmente las conexiones se dan entre éstas y
las células cromafines. La importancia de sinaptar con fibroblastos esta
documentado, de que la inervacidon que arriba a esta glandula también participa en

eventos de proliferacion celular (Toth y col., 1997).

Por otra parte la inervacion de caracter parasimpatico a través del nervio vago,
contiene diversas sustancias en las que se incluyen la somatostatina (ST), sustancia
P (SP), gastrina, péptido intestinal vasoactivo (VIP), neuropéptido Y (NPY),
acetilcolina (Ach) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
(Dissen y Ojeda, 1999). Este nervio arriba como fibras que penetran en la capsula
e inervan toda la zona cortical e incluso la medular (Guzman, 2011; Toth y col,
1997). Este mismo nervio también cuenta con receptores B2 adrenérgicos en los
somas de las neuronas del ganglio inferior vagal, posee receptores B2 y B1en las
neuronas presentes en el nucleo ambiguo, y también éstos mismos receptores estan
presentes en los axones provenientes del ganglio inferior vagal (Bateman y col.,
2012; Mravec y col., 2015).

Este nervio ademas de contener gran parte de fibras de caracter
parasimpatico, contiene una porcion de fibras de tipo simpatico en su parte toracica,
lo que habla de un nervio mixto en cuanto a composicion, ya que al ser positivo a
Tirosina hidroxilasa y Acetiltransferasa en fibras independientes se establecié que
las fibras a nivel toracico del vago tienen ambos componentes tanto simpatico como
parasimatico. A esta unién entre el nervio vago y el sistema simpatico se le ha

denominado el tronco vagosimpatico (Seki y col., 2014; Ulrich y col., 2005).
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Dentro de los trabajos importantes de la regulacién adrenal por parte del nervio
vago fueron aquellos realizados por Dallman y su equipo de trabajo, en 1977, donde
observaban que al extirpar una adrenal, la glandula remanente experimentaba un
aumento en su peso transcurridas 72 horas después de la cirugia lo cual se le
atribuia principalmente a una explicacion neural ya que no se presentaban cambios

en las secreciones de ACTH (Dallman y col., 1977; Guzman, 2011).

También se ha demostrado que al seccionar el nervio vago de manera
subdiafragmatica, se obtenian aumentos en las concentraciones de corticosterona
y ACTH en suero, y que ademas al realizar una adrenalectomia posterior a la
vagotomia, las concentraciones de corticosterona disminuian, pero se observaba
un aumento de ACTH (Coupland y col., 1989; Pilo y Sule, 2004).

Alanis, en 2010, mostré que en el Estro la seccion de ambos nervios vago a
las 13:00 h en animales que solo tenian la adrenal derecha in situ, resulté en la
disminucién de la concentracién de progesterona en el suero respecto a la de los

animales que solo tenian la adrenal in situ.

Zarate en 2012 report6 que la vagotomia subdiafragmatica izquierda a las 9:00
h del Proestro en ratas hembras adultas con ambas adrenales y ovarios in situ
aumentaron las concentraciones de progesterona y E2 en suero. En contraste, la
seccion del nervio vago derecho en la etapa del Estro resulté en aumento exclusivo
de las concentraciones séricas de progesterona, lo que podria sugerir que las
funciones del nervio vago varian dependiendo de la etapa del ciclo estral y ademas

del nervio ya sea izquierdo o derecho.

Este nervio tiene funciones directas sobre la produccion hormonal de las
adrenales, ya que experimentos han mostrado que su ausencia al realizar una
vagotomia subdiafragmatica bilateral impide una respuesta adecuada como
consecuencia de una “activacion” del mecanismo de respuesta a estrés por un
estimulo infeccioso, especificamente al nulificar las acciones mediadas por la

Interleucina-1 (IL-1) (Wieczoreck y Dunn, 2006).
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Por otra parte, Mravec y su equipo de trabajo encontraron que esta misma
cirugia incrementa las concentraciones de corticosterona sérica en rata en
comparacion con animales con cirugia simulada, lo que habla de un mecanismo tal

vez “inhibitorio” en respuesta al estrés directo (Mravec y col., 2015).

Es por esto que ademas de la documentacion existente y los trabajos
realizados, se acepta que el nervio vago es un “intermediario” entre el mecanismo
de respuesta directo al estrés y el sistema inmune, colaborando con los tres
sistemas, endocrino, inmune y nervioso. Aun no es del todo claro cémo es que
participa de manera especifica en la regulacion tanto estimulante como inhibitoria
en la sintesis de hormonas esteroides por lo menos para el caso adrenal, ya que el
eje de regulacion ante el estrés tiene diversos mecanismos, principalmente de
caracter negativo o inhibitorio, y el nervio vago a través de sus fibras aferentes
parece ser un actor principal en la regulacion de caracter inhibitorio en este eje
(McEwen, 2004; Mravec y col., 2015).

La inervacion intrinseca de la adrenal también es necesaria en la regulacion
de la sintesis de hormonas esteroides. Esta se compone basicamente de dos tipos
celulares presentes en la médula: células tipo | positivas a NA y NPY y células tipo
Il que producen el VIP y la éxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) (Ulrich-Lai y col.,
2006).

6.1. Neuroesteroides

Tradicionalmente se establecia que las relaciones entre las hormonas esteroides y
el SNC se daba en un marco puramente endocrino en donde, ante un estimulo
especifico, el SNC enviaba la “orden” a los 6érganos enddécrinos de sintetizar y liberar

hormonas de tipo esteroide al torrente sanguineo para cumplir una funcion.

Etienne Baulieu y su equipo de trabajo descubrieron de imprevisto, un dato
que revolucionaria totalmente la visiéon que se tenia de las hormonas esteroides, el
Sistema Nervioso (SN) es capaz de sintetizar hormonas esteroides (Arce y col.,

2006; Micevych y col., 2007). Este dato traeria consigo una nueva vision sobre la
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sintesis de hormonas esteroides, ya que con la capacidad esteroidogénica del SN,
se abria la posibilidad de que las enzimas responsables de su sintesis se
encontraran presentes tanto en el tejido cerebral como en los diferentes nervios de
tipo simpatico o parasimpatico, y que tal vez existiera una via alterna efectora a la
tradicional liberacion enddcrina, lo que mas tarde se corroboraria al encontrar
citocromos en médula espinal, esteroides en los nervios craneales y transporte
axonal de hormonas esteroides (Frol'kis y Tanin, 1997; Lanthier y Patwardhan,
1986; Maninger y col., 2009).

Esta informacion acerca de la capacidad neuroesteroidogénica cambiaba la
forma de ver los mecanismos fisioldgicos principalmente de caracter reproductivo.
El camino por entender que relevancia tenian estos esteroides trajo consigo mucha
informacion novedosa; una de ellas fue la teoria propuesta por Zwain en 1999 para
explicar como es que se sintetizaban los neuroesteroides (Figura 33). En el SN se
acepta que las principales células esteroidogénicas son las células gliales; en el
sistema nervioso periférico, las células de Schwann y en el SNC los oligodendrocitos

y los astrocitos (Glia) ademas de las neuronas (Arce y col., 2006; Yen y col., 2001)
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Figura 33. Modelo propuesto por Zwain para la sintesis de neuroesteroides en rata (Arce y col.,
2006).
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Su mecanismo de accion en funcion de su peculiar transporte axonal que casi
duplica la velocidad incluso del propio transporte de ciertas proteinas que viajan de
manera axonal (Frol’kis y Tanin, 1997) no esta del todo esclarecido, y se ha
postulado que los receptores presentes en células del SNC (a estrogenos,
progestagenos, androgenos y glucocorticoides) y en neuronas del Sistema Nervioso
Periférico ( a progestagenos y estrégenos) fungirian ademas como transportadores,
o bien que existen ademas de estos receptores otros de caracter especifico y con
una capacidad transportadora, similar a las proteinas de transporte de colesterol

intracelular (Frol’kis y Tanin, 1997; Jung-Testas y col., 1999).

La via establecida de sintesis de Neuroprogesterona obedece al modelo
propuesto por Zwain (Figura 33) donde las células de la neuroglia sintetizan ante
diversos factores progesterona. Cabe mencionar que también las neuronas son
capaces de sintetizar progesterona, lo que uniéndolo con el hecho de que las
hormonas esteroides aparentemente viajan de manera axonal, le conferiria una
importancia relevante en diversos procesos a nivel de SNC de una manera mucho

mas eficiente.

Tal vez dentro de los eventos reproductivos mediados por uno de los mas
importantes son el de inducir la receptividad sexual en la hembra, esto mediante la
activacion (no se sabe si se une a ellos) de receptores dopaminérgicos (D1) y GABA-
ergicos (GABAA) en el area tegmental ventral del hipotalamo que potencializan el
efecto de lordosis en presencia de progesterona (Frye y Vongher, 1999; Veiga y
col., 2004).

La rapidez en el comportamiento sexual depende aparentemente de la via
por la cual la progesterona llegue al SNC, ya que implantes subcutaneos de
progesterona inducen una respuesta cuatro horas después de su implantacién en
contraparte con los implantes intracraneales que lo hacen una hora después de su
implantacion. Esto podria dar luz por lo menos en este caso de porque la

progesterona seria transportada de manera axonal; una eficiencia en cuanto a gasto
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energético y cantidad de hormona necesaria para inducir una misma respuesta en
un menor tiempo (Arce y col., 2006; Feder y Marrone, 1977; Frol’kis y Tanin, 1997;
Frye y Vongher, 1999; Jung-Testas y col., 1999; Veiga y col., 2004).

Dejando en segundo término los eventos fisiologicos meramente
reproductivos de la neuroprogesterona y la progesterona “glandular” (que no
proviene del SNC sino de las glandulas enddcrinas y tejido enddcrino), la
progesterona es también considerada una hormona de respuesta al estrés con
propiedades analgésicas, neuroregenerativas y neuroprotectoras importantes
ademas de que es capaz de regular las concentraciones de GC mediante la
inhibicion de los receptores a estos a través de la union de la progesterona a una
de las dos isoformas de sus receptores, los PRA (Chrousos, 1995; Feder y Marrone,
1977; Huse y col., 1998; Koenig y col., 2000; Leonelli y col., 2007; Roglio y col.,
2008; Veiga y col., 2004).

Los PRA son receptores en version “corta” de los receptores clasicos a
progesterona denominados PRB, y estos receptores carecen de 164 aminoacidos
en su extremo N-terminal ya que ambos parecen tener la misma afinidad por la
progesterona y tener los mismos sitios de union al ADN. Estos receptores han sido
estudiados a nivel hipotalamico principalmente, pero los receptores a progesterona
tanto la isoforma A como la B han sido detectados en practicamente todos los tipos

celulares en el cerebro.

El mecanismo que se plantea es que a tavés de procesos transduccionales
estos receptores, que son nucleares (PRA) y nucleares citoplasmaticos (PRB),
modifican la expresidn de genes responsables de la presencia de receptores a GC
y estrégenos, ademas de que ha sido demostrado que estos mismos receptores
PRA y PRB son favorecidos por la estimulacion producida por estrogenos (Brinton
y col., 2008; Critchley y col., 1998; Giangrande y col., 1997; Huse y col., 1998).

Aun no es del todo entendido los mecanismos moleculares (“activacion”
indirecta de receptores GABAAa y D1) y transcripcionales (PRA / B) por los cuales la

progesterona interviene en la respuesta ante estimulos estresores, y mas aun por
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qué las concentraciones de esta hormona aumentan casi el doble ante estos
factores y permanecen en la circulacion tiempo después del estimulo, dejando de
lado el innegable hecho de que a partir de ella se sintetiza corticosterona (Figura
24); la hormona por excelencia del estrés. Tal vez el organismo ante las ahora
documentadas evidencias neuroprotectoras, neuroregenerativas, analgésicas,
anticonvulsivas, antidepresivas y de “regulacion” cardiovascular post-estrés de la
progesterona, forme una “reserva” ante cualquier evento que se pueda presentar ya
que como se sabra el organismo es incapaz de “predecir’ y saber que dafno sea el
producido ante las situaciones de estrés, por lo cual necesita estar preparado ante
cualquier evento desfavorable con anticipacién. Lo que es evidente es que los
neuroesteroides parecen ser una via mas eficaz en cuanto a tiempo de respuesta
para diversos procesos incluso porque no, reproductivos (Arce y col., 2006;
Chrousos, 1995; Conley y Bird, 1997; Critchley y col., 1998; Feder y Marrone, 1977;
Frol’kis y Tanin, 1997; Frye y Vongher, 1999; Gaffey y Wirth, 2014; Huse y col.,
1998; Jung-Testas y col., 1999; Koenig y col., 2000; Leonelli y col., 2007; Roglio y
col., 2008; Veiga y col., 2004).
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Justificacion

La secrecidn de hormonas esteroides por parte de las adrenales es regulada por la
informacion que proviene del hipotalamo y la hipdfisis. Se tienen evidencias de que
la inervacion parasimpatica que llega a las adrenales a las 9:00 h en la etapa de
Proestro y Estro, y a las 13:00 h en Diestro-1, Diestro-2 y Estro, via el nervio vago,
modula la concentracion de hormonas esteroides, o que depende del nervio vago
in situ (Alanis, 2010; Zarate, 2012).

Existen evidencias de que las glandulas adrenales son la principal fuente de
progesterona a lo largo del ciclo estral (Flores y col., 2008), que dichas
concentraciones se ven modificadas por la seccion unilateral del nervio vago
dependiendo de la hora del dia y la etapa del ciclo estral (Zarate, 2012) y que
ademas el nervio vago es una via de comunicacion entre ambas adrenales
(Coupland y col., 1988). Practicamente no se sabe si esta comunicacion sigue un
patrén circadico y si afecta de igual manera las concentraciones de progesterona
en las horas mas cercanas a la fase oscura del dia, por lo cual se analizaron los
efectos de la seccidn subdiafragmatica del nervio vago seguida de la
adrenalectomia unilateral, realizada a las 15:00 h 0 17:00 h en cada etapa del ciclo
estral, sobre la concentracion de progesterona en el suero de animales sacrificados

una hora después de las cirugias.

79



Hipbtesis

Hipoétesis

Dado que las adrenales son el principal aporte de progesterona a la circulacion a lo
largo del ciclo estral, que el nervio vago es una via de comunicacion entre ellas, y a
su vez dicho nervio modula su capacidad secretora, entonces la denervacion de la
adrenal contralateral a la seccién unilateral del nervio vago, afectara de manera
diferente e inmediata la concentracion de progesterona en el suero, lo que
dependera del nervio y la adrenal in situ, de la hora y etapa del ciclo estral en que

se realice dicha cirugia.
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Objetivo General

Analizar la participacion del nervio vago sobre la concentracion de progesterona en
suero como un indicador de la funcién adrenal, a las 15:00 o 17:00 h en cada etapa

del ciclo estral.

Objetivos especificos

Analizar los efectos de la extirpacion unilateral adrenal sobre la concentracion de

progesterona en suero.

Analizar los efectos de la seccion unilateral del nervio vago sobre la concentracion

progesterona en suero.

Analizar los efectos de la seccion unilateral del nervio vago seguida de la
adrenalectomia contralateral a esta seccidn sobre la concentracion de progesterona

en suero.
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Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas hembra virgenes de la cepa ClIZ-V, de tres meses de edad,
mantenidas en condiciones de fotoperiodo controlado con 14 horas luz y 10
oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), y con libre acceso al agua y
alimento. El ciclo estral de los animales se monitoreo mediante la toma diaria de
frotis vaginal y solo se utilizaron aquellos animales que presentaron al menos dos
ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion: Estro, Diestro-1, Diestro-2 vy

Proestro.
Grupos experimentales

Analizar la participacion de la glandula adrenal sobre la concentraciéon de

Progesterona en suero.

Para conocer el aporte de progesterona en suero por parte de las adrenales a las
15:00 o 17:00 h, a un grupo de animales se les realizé la laparotomia ventral y
enseguida se les extirpd la adrenal izquierda (Adx-1) o la derecha (Adx-D); sin
manipular excesivamente ningun otro érgano. Al finalizar se sutur6 la herida por

planos y se aplico yodo como antiséptico.

Analizar la participacion del nervio vago en la regulacion de la produccién de

progesterona por la glandula adrenal.

Con la finalidad de analizar la participacion del nervio vago en la regulaciéon de la
produccion de progesterona por la glandula adrenal, a un grupo de animales se les
realizd laparotomia ventral, después de lo cual se exteriorizd el estbmago, se
desplazod el higado y se exteriorizd el eséfago para localizar los troncos vagales y
se procedio a seccionar el nervio vago izquierdo (Nv-I). Para el caso de la seccion
del nervio vago derecho, el estbmago fue expuesto en su region dorsal para localizar
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el tronco vagal derecho, seccionarlo, y regresar a su posicion original el estomago.
Los 6rganos expuestos se colocaron nuevamente en su posicidn original, se suturd

la herida por planos y al final se aplicd yodo como antiséptico.

Analizar la participacion del nervio vago en la funcién adrenal

Para estudiar el aporte de progesterona adrenal a la circulacion sanguinea en
animales con adrenal in situ sin inervacion vagal, a los animales se les realizé una
laparotomia ventral, se les secciond el nervio vago izquierdo y enseguida se les
extirpd la adrenal derecha (la contralateral a la seccién) (Nv-I + Adx-D). En otro
grupo de animales se secciond el nervio vago derecho y enseguida se les extirpé la

adrenal contralateral (Nv-D +Adx-I).
Como grupos control se utilizaron:

Testigo absoluto: con el fin de determinar las concentraciones de progesterona en

el suero a lo largo del ciclo estral en los horarios definidos, ratas sin ninguna

manipulacion fueron sacrificadas a las 16:00 o 18:00 h en cada etapa del ciclo estral.

Laparotomia ventral: Este grupo nos permitié analizar los efectos de la incision

ventral y el corte de la piel, el musculo y el peritoneo sobre la concentracién de
progesterona en el suero, ya que se sabe que la inervacion presente en el peritoneo
modifica la concentracion de progesterona en el suero, y ademas depende de la
localizacion de la incision. Asi, bajo anestesia con éter se realizé una incision de la
pared abdominal ventral (aproximadamente un cm. por debajo de la ultima costilla),
que incluyo a la piel, el musculo y el peritoneo. Al final se suturé la herida por planos

y se aplicdé yodo como antiséptico.
Procedimiento de autopsia

Los animales se sacrificaron por decapitacién una hora después del tratamiento. Se

recolecté la sangre del tronco y se mantuvo durante 20 min. a temperatura
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ambiente. La muestra se centrifugd a 3500 rpm x 15 min., y el suero se almacend a

-20° C hasta la cuantificacién de la hormona.

Cuantificacion de Progesterona

La cuantificacion de la concentracién de progesterona en suero se realizé por la
técnica de radioinmunoanalisis de fase sélida, para lo cual se utilizaron un estuche
(Coat-A-Count, USA), que consiste de tubos de polipropileno impregnados con
anticuerpos de coneja, viales de hormona marcada ('?°I-Progesterona) y
calibradores para la realizacion de la curva patron. A cada tubo se le adicionaron
100 pul de suero problema, mas 1000 ul de la hormona marcada. El coeficiente de
variacion inter e intra ensayo fueron 6.9% y 6.21%, respectivamente. La
concentracion de los esteroides se expresé en ng/mL de suero. Los resultados se
expresaron como la media mas menos el error estandar de la media (Media *

e.e.m.).

Analisis estadistico

Para comparar los resultados de dos grupos se utilizé la prueba “t” de Student. En
el caso de comparar mas de dos los resultados se analizaron por medio del analisis
estadistico de varianzas (ANDEVA) seguida de la prueba Tukey. En todos los casos

de tomaron como significativas aquellas diferencias con probabilidad < 0.05
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Resultados

La laparotomia ventral realizada a las 15:00 h o 17:00 h aumenta de manera
significativa las concentraciones de progesterona en suero respecto al grupo intacto
(Gréfica 1).
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Grafica 1. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona en suero en animales intactos o con

laparotomia ventral realizada alas 15:00h o 17:00 h y sacrificados una hora después en cada etapa del
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La adrenalectomia unilateral realizada a las 15:00 h en todas las etapas y a las
17:00h en Diestro-1, Diestro-2 y Proestro no modifica la concentracion en suero de
progesterona en comparaciéon con el grupo con laparotomia ventral. Cuando la
adrenalectomia se realiza a las 17:00 h en Estro existe una disminucion significativa
en las concentraciones de progesterona en el suero de los animales respecto al

grupo con laparotomia (Cuadro 5).

Cuadro 5. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona en el suero de animales
con laparotomia ventral o adrenalectomia unilateral en la tarde de cada etapa del ciclo
estral y sacrificadas una hora después de la cirugia (16:00 o 18:00 h,
respectivamente).

GRUPO n Etapa (15:00 h) Progesterona Etapa (17:00 h) Progesterona
(ng/mL) (ng/mL)

Laparotomia 7 Estro 22.87 £2.78 Estro 35.11+4.93
Adx-1 7 21.98 £ 1.43 21.13 +1.83*
Adx-D 7 28.24 £+ 4.52 20.36 + 1.21*
Laparotomia 7 Diestro-1 49.59 + 4.86 Diestro-1 40.49 £ 4.15
Adx-| 7 4214 £ 4.42 4584 + 3.16
Adx-D 7 38.62 +2.46 34.74 + 1.66
Laparotomia 7 Diestro-2 21.93 £ 3.20 Diestro-2 24.05 + 5.67
Adx-| 7 19.39£1.72 16.78 £ 1.44
Adx-D 7 20.98 + 3.67 2217 £1.90
Laparotomia 7 Proestro 42.88 + 4.68 Proestro 52.79 £ 3.42
Adx- 7 36.21 £ 6.57 45,93 +4.20
Adx-D 7 45.02 + 3.49 47.64 + 3.25

*p<0.05 vs. Laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). Adx-l: adrenalectomia izquierda, Adx-D:

adrenalectomia derecha.

86



Resultados

En los animales con Nv-I realizada a las 15:00 h en Estro y Diestro-2 se observa un

aumento significativo en la concentracion en suero de progesterona en relacion a la

de los animales con laparotomia ventral. La vagotomia unilateral realizada a las

17:00 h en la etapa de Diestro-2 aumenta la concentracion del esteroide. (Cuadro

6).

Cuadro 6. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona en suero de animales
con Laparotomia ventral o Vagotomia unilateral en la tarde de cada etapa del ciclo

estral y sacrificadas una hora después de la cirugia (16:00 o
respectivamente).

GRUPO

Laparotomia
Nv-I|

Nv-D

Laparotomia
Nv-I

Nv-D

Laparotomia
Nv-I|

Nv-D

Laparotomia
Nv-I

Nv-D

n

5

5

Etapa (15:00 h)

Estro

Diestro-1

Diestro-2

Proestro

Progesterona
(ng/mL)

22.87 £2.79

43.62 * 4.09*

37.20 £ 6.49

49.59 + 4.86
54.34 £+ 11.70

46.76 + 2.75

21.93 +£3.20
47.86 £ 6.61*

36.86 £ 5.70

42.88 + 4.684
57.41 £ 0.8333

48.99 + 3.139

Etapa (17:00 h)

Estro

Diestro-1

Diestro-2

Proestro

18:00 h,

Progesterona
(ng/mL)

35.11 £4.93

54.13 £ 6.35

38.88 + 5.63

40.49 +4.15
47.71 £5.77

48.59 + 10.31

24.05 = 5.67
50.66 * 5.45*

58.99 £ 4.67*

52.79 £ 3.418
52.37 £ 4.662

4422 +5.74

*p<0.05 vs. Laparotomia(ANDEVA seguida de la prueba de Tukey). Nv-I: Vagotomia izquierda, Nv-D: vagotomia

derecha

87



Resultados

0

0

*
j i

Metaestro Diestro Proestro

15:00 h

Progesterona (ng/mL)
— N w S o (o)) ~ (00] Vo)
o o o o o o o o o

o

Estro

17:00 h

Progesterona (ng/mL)
2 w I u [sp ~J 2] o
= [ =) (o] = = =] =)

i
=]

'E.

Estro Metaestro Diestro Proestro

M Laparotomia MAdx-l BENv-l MAdx-D HENv-D

Grafica 2. Media £ e.e.m. de la concentracion de progesterona en suero de animales con laparotomia
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cada etapa del ciclo estral. * p<0.05vs. Laparotomia (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

0 p< 0.05 vs. Adrenal ipsilateral (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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En la grafica 2 se muestra la respuesta lateralizada de los animales con vagotomia o
adrenalectomia unilateral. Los animales con Adx-I (adrenal derecha y con ambos nervios
vagos in situ) a las 15:00 h en la etapa de Estro o Proestro presentaron menor concentracion
del esteroide respecto grupos de animales con Nv-I (ambas adrenales y nervio vago
derecho in situ). La vagotomia unilateral (ambas adrenales in situ) realizada en Diestro-2
incrementa de manera significativa la concentracion de progesterona en suero respecto a

la adrenalectomia unilateral (ambos nervios in situ)

A las 17:00 h en la etapa de Estro o Diestro-2 la vagotomia unilateral aumenta
significativamente las concentraciones de progesterona respecto a la realizacién de la

adrenalectomia unilateral (Grafica 2).

En la grafica 3 se muestran los resultados de la respuesta de los animales a
la seccion unilateral del nervio vago seguida inmediatamente de la extirpacion de la
adrenal contralateral. A las 15:00 h la seccion del nervio vago izquierdo seguida de
la extirpacion de la adrenal derecha disminuye la concentracién sérica de
progesterona en la etapa de Proestro respecto a la sola seccidn del nervio vago
izquierdo. A las 17:00 h, la seccion del nervio vago derecho seguida inmediatamente
de la extraccién de la adrenal izquierda disminuye la concentracion del esteroide

esto respecto al grupo con Nv-D en la etapa de Diestro-2.
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* p<0.05 vs. Vagotomia correspondiente (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Discusion de resultados

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la laparotomia
ventral incrementa las concentraciones de progesterona, y esto no depende de la
hora del dia o de la etapa del ciclo estral. El principal aporte de progesterona a la
circulacion en la etapa de Estro a las 17:00 h proviene de las adrenales. El nervio
vago es un inhibidor parcial de las concentraciones de progesterona en suero lo que
depende de la hora del dia y de la etapa del ciclo estral, ademas dicha funcion se
ejerce sobre el aporte de progesterona adrenal a las 17:00 h en la etapa de Estro;

por ende, el nervio vago es una via de comunicacion entre las adrenales.

La laparotomia que es un estimulo estresor induce un incremento en las
concentraciones de progesterona (Flores y col., 2008). Lo reportado en la
bibliografia nos dice que dependiendo del lugar de la incisidn, la respuesta es
diferente y que ademas existen diferencias en las concentraciones en suero tanto
en progesterona como de testosterona, ademas de que por excelencia el estrés
induce incrementos en las concentraciones de corticosterona. Atendiendo a esto y
en la via de sintesis hormonal esteroide, la progesterona antecede y es requerida
para la sintesis de estas dos ultimas hormonas y de todas las hormonas esteroides
lo que explicaria el incremento encontrado en todas las etapas del ciclo estral en
ambos horarios (Chrousos, 1995; Conley y Bird, 1997; Flores y col., 2006, 2008).

Existe evidencia de que ademas de las adrenales, los ovarios, la piel, el tejido
adiposo y las células del Sistema Nervioso son capaces de secretar progesterona
a la circulacion (Baulieu, 1996; Roca 2005; Slominski y col., 2013). Es por esto que
los resultados obtenidos no permiten concluir que la progesterona encontrada sea
exclusivamente de origen adrenal. Existen reportes de incrementos de moléculas
que estimulan la liberacion de CRH después de la anestesia, laparotomia o

incisiones quirdrgicas y post-cirugia. Estas moléculas (interleucinas pro-
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inflamatorias IL-6, IL-1) estimulan a las neuronas del Nucleo Paraventricular (PVN)
que responden sintetizando CRH para favorecer la sintesis de ACTH o bien pueden
interactuar directamente con las células corticotropas de la adenohipdfisis para
inducir la secreciéon de ACTH (Graziola y col, 2005; Conley y Bird, 1997; Arce y col.,
2006; Dvorkin y col., 2010). En base a estos reportes y lo encontrado en los
resultados de este trabajo se puede especular que el incremento puede deberse a
que la expresién de las enzimas P450 scc y 33-HSD estan moduladas por la ACTH,
lo cual podria favorecer la expresion de las enzimas P450 scc y 3B3-HSD en la
adrenal para facilitar la conversion de colesterol a pregnenolona y de pregnenolona
a progesterona, esta hormona puede ser biotransformada a corticosterona (segun
reportes para la sintesis de progesterona, la vida media de ésta es de 5 minutos
antes de ser metabolizada en el higado (Orizaba-Chavez y col., 2013)). Esto permite
explicar el incremento de progesterona como resultado de la laparotomia ventral, lo

cual es un factor estresante.

Este mecanismo ademas necesitaria de la rapida respuesta hormonal, que
en 1998 fue demostrada por Ariyoshi. Este sustento tiene como base la ya
documentada capacidad de los esteroides para inducir de una manera mas eficaz
los efectos sedantes y psicotrépicos mediados por receptores GABAA. Esto si bien
no habla de que los esteroides son los responsables directos de una respuesta
rapida ante situaciones desfavorables, si su secrecion puede suceder de una
manera mas rapida a lo “normal” dentro de unos cuantos minutos como se maneja
tradicionalmente bajo el término de “respuesta aguda”, y pueden promover a su vez
una respuesta analgésica y sedante a través de un “relevo” neural que segun se
establece ocurre en milisegundos (Ariyoshi y col., 1998; Rupprecht y col., 2001;
Rupprecht y Holsboer, 1999; Slominski y col., 2013), explicaria entonces la
presencia de progesterona en suero, en concentraciones mayores a las normales y

de manera inmediata (una hora después de la cirugia) ante la laparotomia ventral.

Alguna evidencia que sustente el aporte de progesterona adrenal, son los
resultados encontrados en una respuesta mediada por corticosterona y adrenalina,

hormonas de respuesta al estrés y que son secretadas por las adrenales. Estas
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hormonas son capaces de hiperpolarizar la membrana plasmatica de las células
hepaticas, de las neuronas, el musculo esquelético, el corazon y la tiroides (Frolkis,
1995), lo que supondria que ante un efecto adverso la progesterona encontrada y
que es necesaria para obtener corticosterona provendria en primera instancia de
origen adrenal, ya que la obtencion de progesterona de érganos endocrinos y por la
via circulatoria supondria un tiempo mayor que en situaciones de estrés no es
favorable. Aunque por otra parte estos resultados se obtienen in vitro lo que
representa una carencia de la influencia neural; que juega un papel importante en

la regulacién de la funciones de todos los tejidos

Atendiendo a un posible aporte de progesterona no adrenal, el mecanismo
por el cual todos los 6rganos esteroidogénicos se “enteran”, bien puede ser inmune
mediado por citocinas pro-inflamatorias como ya se menciond, o por una
estimulacion neural o un marco mixto neuroinmune que trabaje en conjunto para
satisfacer con eficacia las demandas que la incision representa (Figura 34)
(Chrousos, 1995; Tsigos y Chrousos, 2002).

La explicacion neural-hormonal en conjunto representa un evento “ciclico”
donde el detonante es el estrés. Una vez inducido el estrés real, la primera via por
la cual se entera el organismo es la via neural. El peritoneo dependiendo de la zona
recibe nervios sensoriales desde la raiz del ganglio dorsal (peritoneo parietal), de

los nervios esplacnicos y del nervio vago (peritoneo visceral) (Flores y col., 2008).

El nervio vago que es la principal via motora y sensorial de toda la region
ventral inerva a la gran mayoria de los drganos toracicos. Su composicidon
parasimpatica-simpatica le confiere entonces la capacidad de enviar informacién de
manera bidireccional para ambos sistemas, Noradrenérgico y Colinérgico de
manera general, aunque también existe evidencia de que algunos neuropéptidos
como la sustancia P se encuentran presentes en algunos barorreceptores y
quimiorreceptores y que posiblemente mediaria la respuesta ante la estimulacién
de estos mismos (por disminucion o aumento de la presién arterial, cambios en el
pH, liberacién de sustancias de las células vecinas a la lesion) a través del vago, y

su informacién provendria de practicamente todos los dérganos que reciben
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inervacion por parte de éste y los nervios simpaticos de los ganglios autobnomos
(Figura 34) (Helke y col., 1980; Prado y col., 2007; Sekiy col., 2014; Tanaka y col.,
2002).
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Figura 34. Modelo de respuesta al estrés en la secrecion de progesterona mediado por la realizacion de
laparotomia ventral.

La informacién proveniente de las citocinas liberadas, de los cambios ocurridos en
los érganos y tejidos aledafnos transmitida a través de baro y quimiorreceptores y
de la estimulacion de receptores adrenérgicos vagales puede viajar por las fibras
sensoriales del vago hasta el SNC. Esta informacion estimularia a las neuronas
noradrenérgicas C1 en la médula ventrolateral rostral para inducir tres posibles
mecanismos: 1) control de la homeostasis cardiovascular; 2) proyectar fibras hacia

el locus coeruleus y enviar informacion de respuesta rapida a todos los 6rganos; y
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3) proyectar fibras al Nucleo Paraventricular del hipotdlamo, comenzar la activacién
del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal y comenzar el ciclo de autorregulacion
positivo/negativo dentro de lo que intervienen la sintesis de progesterona. Esta
informacion complementa el tradicional eje de respuesta a estrés en el que el actor
principal eran las adrenales, y en el que posiblemente la “reserva”’ de materia prima
que es la pregnenolona y la progesterona provendria de los ovarios, ya que como
se sabe hay una comunicacion existente entre adrenales y ovarios por el vago y las
fibras de los nervios provenientes de los ganglios simpaticos (Figura 34) (Chen vy
Williams, 2012; Chrousos, 1995; Flores y col., 2008; Mravec y col., 2015; Pavlov y
col., 2003; Tanaka y col., 2002; Téth y col., 2008).

Esta hipétesis planteada de la “reserva” de progesterona extra-adrenal bien
puede visualizarse en los resultados obtenidos de las adrenalectomias unilaterales.
Estos resultados por si solos no pueden sustentar de manera puntual y dar como
un hecho que la progesterona encontrada proviene de la adrenal in situ ya que como
se ha dicho anteriormente existen tejidos y 6rganos capaces de sintetizarla y
liberarla a la circulacion (Baulieu, 1996; Roca 2005; Slominski y col., 2013), aunque
bien no puede descartarse con base a la evidencia del equipo de trabajo de Ariyoshi

ya mencionada.

Por otra parte los resultados obtenidos en la etapa de Estro a las 17:00 h
sugieren que por lo menos en esta etapa, existe una dependencia de la
progesterona proveniente de las adrenales, ya que al extraer cualquiera de las dos
glandulas las concentraciones disminuyen marcadamente en comparacion con las
demas etapas. Esto se puede deber principalmente a que la progesterona es
necesaria en la etapa no luteal (Estro) cercana al inicio de actividad del animal
(19:00 h) para mantener el estado de prefiez, esto en ausencia de un cuerpo luteo

que aporte la mayor cantidad de progesterona (Zalanyi, 2001).

Esta idea de progesterona adrenal es en cierto modo aceptable ya que en la

etapa de Estro la sensibilidad del SNC se da principalmente a estradiol (mediante
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aumento de receptores a-ER en el Locus coeruleus y Area predptica, y disminucion
de receptores a Progesterona), hormona esteroide que no es sintetizada ni liberada
en las adrenales, lo que sugeriria que los demas tejidos y rganos esteroidogénicos
se encuentran por lo menos en esa etapa sintetizando y liberando estradiol para
eventos fisioldgicos importantes en un supuesto caso de prefiez tales como inducir
la sintesis y liberacion de prolactina, que segun se reporta se incrementa entre las
15:00 hy 17:00 h del Estro (Helena y col., 2006).

Por otra parte, los efectos de la vagotomia unilateral pueden observarse en
un marco lateralizado; en donde ademas de observar el efecto de la vagotomia
unilateral sobre las concentraciones de progesterona en suero, se puede apreciar
una tendencia de aumento en las concentraciones de la hormona como respuesta
ante la vagotomia unilateral izquierda (Grafica 2). Existe evidencia de que el nervio
vago es un inhibidor de la funcién adrenal esteroidogénica (Mravec y col., 2015; Pilo
y Sue, 2004; Wieczorek y Dunn, 2006), que la liberacion de NA se ve disminuida
por la activaciéon de receptores muscarinicos en ganglios periféricos simpaticos
(Kubista y col., 2009) y que ademas el nervio vago inerva de manera ipsi y
contralateral a las adrenales (Coupland y col., 1988). En base a esto se puede
suponer que el nervio vago tenga una funcion mediadora entre adrenales con el

SNC ante situaciones desfavorables, de manera inhibitoria y ademas lateralizada.

Dentro de los efectos mencionados de la vagotomia unilateral, cabe destacar,
que deben tomarse en cuenta todas las posibles alteraciones que la seccion no
selectiva subdiafragmatica de los troncos vagales representa y que posiblemente
repercuta en las concentraciones en suero de progesterona, ya que no solo se
denerva de manera lateral a las adrenales sino a todos los 6rganos que dependen
de este nervio como lo son el higado, el estbmago, la piel (mediante relevos
simpaticos), los ovarios, se estimula de manera aferente los pulmones, el corazéon
y los nucleos vagales, se denerva en cierta medida el intestino, los rifiones, células
del epitelio vascular y células circundantes del tejido adiposo. Dentro de estos

organos Y tejidos los mas relevantes por presentar citocromos biotransformadores
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de colesterol se encuentran el corazon, el intestino, la piel, los ovarios y el tejido
adiposo (Okumura y Namiki, 1989; Seki y col.,, 2014; Slominski y col., 2013).

Dentro de los eventos importantes en las repercusiones de la vagotomia
unilateral, existe la evidencia de que el nervio vago altera la susceptibilidad del
organismo a citocinas pro inflamatorias (Herdt y col., 2009; Wieczorek y Dunn,
2006), que las hormonas esteroides pueden ser transportadas a través de los
axones (Frol’kis y Tanin, 1997) las citosinas liberadas por las células del sistema
inmune pueden activar el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y que productos de
secrecion hepaticos de respuesta al estrés estan involucrados en mecanismos de
transporte de colesterol, aumentando la disponibilidad de las HDL(Chrousos, 1995).
Por lo cual la concentracidén de progesterona en suero encontrada por la realizacion
de la vagotomia unilateral debe plantearse como una posible consecuencia de la
denervacion de dichos 6rganos ya que la gran mayoria de ellos son capaces de
secretarla a la circulacion, para ejercer efectos ansioliticos en SNC o bien ser

materia prima para todas las hormonas esteroides (Figura 35).
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Figura 35. Modelo representativo de las interacciones sistémicas de la realizacion de la vagotomia total
subdiafragmatica.

Los efectos inmediatos de la seccion subdiafragmatica no selectiva se desconocen
en la bibliografia, aunque no quiere decir que no existan. Las consecuencias de este
tratamiento se enfocan a cémo influyen a largo plazo, dentro de los cuales se
incluyen la disminucién de la ingesta de agua y alimento (seccién gastrica),
alteraciones de la hidrdlisis de triacilgriceridos (gastrica) y alteraciones del
empaquetamiento lipoproteico (hepatica), aumento de la ingesta de liquidos
(hepatica), incremento de la ingesta aguda de liquidos (celiaca), disminucion de la
actividad del sistema renina-angiotensina (celiaca y gastrica), disminucion del
volumen sanguineo (gastrica, celiaca y vagotomia total), distencion estomacal
(gastrica), gastroparesia (gastrica), ademas de esto se sabe que el nervio vago por

lo menos inerva al pancreas lo cual interferiria con sus funciones aunque no se sabe
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de manera exacta en qué sentido y mucho menos si puede darse de manera
inmediata (Andrews y col., 1985; Berthoud y Powley, 1991;Kelley, 1992; Smith y
Jerome, 1983).

Dentro de todas estas posibles causas los efectos a corto plazo que
anteceden a los de largo plazo, que en su mayoria son a partir de 24 horas, son
inciertos (lo cual no quiere decir que no se den), salvo la ingesta aguda de liquidos
(2 horas después) (Smith y Jerome, 1983). Aunado a la inexistencia de evidencia
sobre los efectos agudos que la vagotomia total unilateral representa, se suma
también el desconocimiento sobre el papel de los esteroides en los efectos tanto
agudos como crénicos, por lo cual las repercusiones de la vagotomia total unilateral

van mas alla de una funcion enddcrina.

Ademas de esto, los mismos troncos vagales contienen cierto porcentaje de
fibras simpaticas que pueden llevar acabo estimulacion directa a practicamente todo
el organismo. Por ello, se puede entender que la vagotomia unilateral no sélo afecta
las funciones adrenales, si no que complica o genera informacion positiva/negativa
a todos los ejes y sistemas en el organismo (Okumura y Namiki, 1989; Seki y col.,
2014; Slominski y col., 2013), con lo cual es practicamente imposible determinar ( a
menos que se tratase de una vagotomia selectiva que contemplara todos los
posibles relevos y que afectara de una manera mas directa a las adrenales), si las
concentraciones obtenidas de progesterona corresponden solamente a las

adrenales

Por otra parte una suposicion como consecuencia de la vagotomia unilateral
en el ambito enddcrino seria que como esta evidenciado, ante una lesion neural
(seccion del nervio vago), el organismo responda secretando progesterona como
mecanismo de neuroregeneracion. Este mecanismo de regeneracion neural se
caracteriza por una coordinacion neural-inmune en donde intervienen
principalmente macréfagos y células Schwann. Como se ha mostrado, las células

Schwann son capaces de sintetizar y liberar progesterona y sus derivados, y los
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macrofagos median la respuesta inmune-estresora. Asi también, en cultivos de
células del ganglio de la raiz dorsal adicionados con progesterona mostraban un
incremento de la mielinizacion y en las neuritas de estas células (Arce y col., 2006;

Jung-Testas y col., 1999; Koening y col., 2000).

Se sabe también que las concentraciones de esteroides dependen de la
sintesis de precursores, y existe evidencia de que la progesterona efectua sus
acciones de manera independiente. Un neuroesteroide importante en la
estimulacion de receptores GABA, NMDA vy los receptores 01 es la
Dehidroepiandrosterona (DHEA), y la bibliografia también evidencia la presencia de
enzimas necesarias para su bioconversion desde pregnenolona o progesterona en
el cerebro y médula espinal. Esta informacién sugiere que las concentraciones de
progesterona obtenidas por la vagotomia total, que no distingue entre denervar la
adrenal o los demas 6rganos viscerales, supone que el organismo ante una falta de
informacion “sensor” através del vago se prepare para evitar dafos a largo plazo
post-cirugia a través de la accion en conjunto de la progesterona o sus metabolitos
reducidos con accion ansiolitica (Dihidroprogesterona o Tetrahidroprogesterona)
con la DHEA, o bien unicamente de la bioconversion de progesterona a DHEA
(Lanthier y Patwardhan, 1986; Maninger y col., 2008; Veiga y col., 2004).

Los resultados obtenidos de la seccidn unilateral total del nervio vago y la
adrenalectomia contralateral de igual manera no pueden aportar de una manera
veraz ni afirmar que la misma progesterona presente provenga de la adrenal
remanente. Aun asi y suponiendo que la progesterona circundante proviniera de la
adrenal remanente cémo se enterd la adrenal in situ de la ausencia de la adrenal
extraida si la adrenalectomia se realizd posterior a la denervacion sensorial que

seria la via por la cual se enteraria de lo que pasa con los demas 6rganos?

Como se ha planteado pueden existir tres posibles respuestas partiendo de
la suposicion de que la adrenal remanente secretara la progesterona por ambas
glandulas; lo cual no es posible saber con los resultados obtenidos. La primera seria
la mencionada de que el nervio vago funcionara como un inhibidor parcial de la

secrecion de esteroides adrenales (Pilo y Sue, 2004), y en ausencia de éste, la
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adrenal respondiera secretando mas progesterona sin enterarse de la ausencia de

la otra glandula.

El segundo planteamiento estaria en virtud de la evidencia que, el nervio vago
inerva a los ovarios y de manera ipsi y contralateral partiendo del ganglio nodoso
(sensorial) a ambas adrenales (Coupland y col., 1989), que las adrenales son
inervadas también por fibras provenientes del ganglio suprarrenal, de la médula
espinal (en la columna intermediolateral (IML)), de la cadena simpatica de manera
pre y post ganglionar (Figura 34) (Kesse y col., 1988), del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) y el ganglio celiaco (GC) (Toth y col., 1997), y por ultimo que el nervio vago
por lo menos a nivel cervical tiene una composicién simpatica/parasimpatica y que
las adrenales y los ovarios comparten inervacion vagal y celiaca (Seki y col., 2014;
Toth y col., 2008).

Teniendo esta evidencia como sustento podemos plantear dos posibles
expliaciones: que a través de la inervacion contralateral de la adrenal remanente
(recordando que los nervios tanto izquierdo como derecho inervan a su glandula
correspondiente y a la contralateral), la informacion de la ausencia de la adrenal
extraida llegue de manera sensorial a la adrenal in situ y empiece un mecanismo
s6lo de compensacién en la secrecion. 2) Que la informacion de la ausencia de la
adrenal viaje a través del nervio no seccionado, haga relevo a nivel cervical con la
cadena simpatica y las neuronas simpaticas de la IML y llegue a través de los
nervios celiacos, de las fibras del DRG y el GC a la adrenal remanente y a los tejidos
y organos esteroidogénicos no adrenales; entre ellos los ovarios y se supla la falta

de progesterona de la adrenal extraida (Figura 36).

La tercera posibilidad esta en virtud del hallazgo de ciertas proteinas en la
zona corticoadrenal responsables aparentemente de la hidroxilacion de
progesterona y desoxicorticosterona que también se encuentran en el ovario
(cuerpos luteos, células de la teca interna y células intersticiales), hepatocitos y
tubulos renales (Raza y col.,2001) y también tomando en cuenta que el ovario
comparte el mismo origen embriolégico que esta zona, aunque con una metameria

diferente (Botella, 1995; Casanueva y Vazquez, 1995; Sadler y Langman, 2007). La
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suposicion plantearia que en ausencia de una adrenal, la informacién recibida por
el nervio que no es seccionado (correspondiente a la adrenalectomia) inciaria un
efecto de compensacion por parte de los ovarios que fungirian como una adrenal
“transitoria” en las primeras 72 horas como plazo minimo reportado para una
hipertrofia compensatoria adrenal (Dallman y col., 1999). Aunque esta hipotésis no
ha sido demostrada ni mucho menos que ambas proteinas puedan activarse en
funcién de la inervacion (vago y nervios celiacos para adrenales y ovarios)
plantearia una vision de 6rganos con funciones “transitorias” que por lo menos en

esta revision no fue encontrado.
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Figura 36. Esquema representativo del relevo de informacién neural por la realizaciéon de la vagotomia unilateral

seguida de la adrenalectomia contralateral.
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Por ultimo, se plantea la necesidad de realizar operaciones menos invasivas, y en
el caso de vagotomias realizarlas de manera mas selectiva o eliminando de los
resultados el mayor impacto posible de los efectos del estrés sobre la cirugia tal
como el procedimiento de Estacio y colaboradores, en 1996, en donde de manera
general se realizaba una cirugia donde se realizaba una “trampa” en los troncos
vagales mediante ataduras, un extremo del cordon trampa era expuesto a través de
un tubo de polietileno y se dejaban a las ratas recobrarse a su peso pre-cirugia por
algunos dias. Una vez recobrado su peso se tiraba del extremo de la “trampa” y la
rata era diseccionada sin intervencion quirurgica y en libre movimiento lo cual
elimina varios problemas tales como la anestesia, la perforacién de piel musculo y
peritoneo y la manipulacién de 6rganos para llegar a los troncos vagales (Estacio y
col., 1996).

Este procedimiento deberia estar integrado con la selectividad de las fibras
vagales subdifragmaticas relizadas por Smith y Jerome en 1983. Esto solo
supondria eliminar de una manera mas precisa los efectos post-cirugia y a la vez
eliminar los efectos de la vagotomia total. Nuevas técnicas deberan ser
desarrolladas para determinar sin influencia de agentes externos y de érganos que
interfirieran en lo que se pretenda evaluar, aunque con repercusiones siempre
presentes por parte del estrés que inevitablemente estara presente en trabajos con
organismos Vvivos, ya que estos son unidades que trabajan en conjunto y plantean

mecanismo alternos para posibles efectos adversos.
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Conclusiones

El estrés inducido por la laparotomia ventral incrementa las concentraciones
séricas de progesterona.

Durante el ciclo estral a las 15:00 h, y en Diestro-1, Diestro-2 o Proestro a las
17:00 h, el aporte de progesterona no proviene solamente de las adrenales.
En Estro a las 17:00 h, el principal aporte de progesterona proviene de las
adrenales.

El nervio vago es un inhibidor de la secrecion de progesterona.
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