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RESUMEN.

El alcohol que se consume oralmente es rapidamente absorbido a través de las paredes del

estdbmago, pasa a la sangre y en el cerebro, causa una gama amplia de cambios en sus funciones.

En los humanos, monos y pequefos roedores como la rata, el alcohol disminuye las funciones
reproductivas. En la rata hembra modifica el ciclo estral, retrasa la pubertad, inhibe la liberacion pulsatil
de la hormona luteinizante (LH), pero no de la hormona estimulante del foliculo (FSH). La inyeccion
unilateral de etanol en el dia del diestro-1, en el area predptica-hipotalamica anterior (POA-AHA)
bloquea la ovulacién, disminuye la concentracion basal y preovulatoria de estradiol, y bloquea la
secrecion preovulatoria de la LH. La secrecion de FSH disminuye sélo cuando el alcohol es inyectado
en la porcion izquierda de POA-AHA. Veintiocho, 48, 56 y 72 horas después del tratamiento, los
cambios endocrinos se acompanaron de la ausencia de expresion del acido ribonucléico mensajero

(ARNm) del receptor a estrégenos alfa (REa).

Con base en estos resultados, se sugiri6 que la falta de la expresion de los REa por la
microinyeccion de alcohol en la porcion izquierda de POA-AHA resulta en la inhibicion de la secrecion
de FSH. Por ello, el propdsito de esta tesis fue estudiar si la falta de expresion del ARNm del REa en
POA-AHA inducida por la microinyeccién de alcohol, resulta en la falta de este receptor y si éste se
correlaciona con el efecto inhibitorio en la secrecion de la FSH. Para ello, grupos de ratas adultas (3
meses de edad) ciclicas de la cepa ClIZ-V, a las 9:00 horas del diestro-1 fueron anestesiadas con 25
mg/kg de pentobarbital sédico, se colocaron en un aparato estereotaxico y se les micro-inyecté un uL
de agua estéril (vehiculo) o de etanol al 50%, en un minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA. Grupos
de animales micro-inyectados con agua o etanol fueron sacrificados 2, 4, 8,10, 12 0 24 horas después.
En el suero de todos los animales se cuantificé por radio-inmuno-ensayo la concentracion de
progesterona (P4), 17B-estradiol (Ez2), LH y FSH. En la porcion izquierda y derecha de POA-AHA, se
cuantifico la expresion del ARNm del REa y del RE por la técnica de retro transcripcion de la reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y la cantidad de uno y otro receptor, por Western blot. Otros
grupos de ratas micro-inyectadas con el vehiculo o alcohol, se sacrificaron 28, 48, 56 o 72 horas
después del tratamiento y se midi6 la cantidad de la proteina de los REa y  por Western blot. En los
animales sacrificados a las 72 h (dia del estro vaginal) se buscé la presencia ovocitos en las trompas
uterinas. Como grupo testigo se utilizaron animales ciclicos, sin tratamiento, sacrificados en las mismas

horas y dias del ciclo que los grupos experimentales.

La micro-inyeccion de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1, no afecto la secrecion de LH, FSH,
E2, P4, en las 12 horas posteriores al tratamiento, pero disminuyé la expresiéon del ARNm del REa en
POA-AHA. Sin embargo, la cantidad de proteina solo disminuye en la porcién izquierda. La expresion
del ARNm del REB no fue modificada, pero disminuye la cantidad de la proteina. En el dia del estro

vaginal (72 h después) no se observaron ovocitos en las trompas uterinas.



Con base en los resultados sugerimos que en cada porcion de POA-AHA los mecanismos de
regulacion de la sintesis de los REa y REP son diferentes. La ausencia de ovulacion es el resultado de
la falta del efecto “feedback” estimulante del E2 sobre la secrecion preovulatoria de la GnRH, a
consecuencia de las bajas concentraciones de E2 en suero y de la cantidad de sus receptores en POA-
AHA.



ABSTRACT.

The alcohol consumed orally is rapidly absorbed through the stomach wall into the bloodstream

once in the brain, causing a wide range of changes in his function.

In humans, monkeys and small rodents such as rats, alcohol decreases reproductive functions. In
the female rat, blocking the estrous cycle, delayed puberty, inhibits pulsatile release of luteinizing
hormone (LH), but not follicle stimulating hormone (FSH). The day of diestrus-1, ethanol injection in
each portion of the preoptic anterior-hypothalamic area (POA-AHA) blocks ovulation, decreases the
basal concentration of estradiol and the preovulatory estradiol secretion, block the preovulatory
secretion of LH, and that of the FSH only if alcohol is injected into the left portion of POA-AHA, this
endocrine events were accompanied by the absence of mMRNA expression of estrogen receptor alpha
(REa), when tested at 28, 48, 56 and 72 hours after treatment.

Based on these results, it was suggested that the alcohol in the left portion of POA-AHA inhibitory
manner regulates FSH secretion through REa. Hence the purpose of this thesis was to study whether
the lack of mMRNA expression in POA-AHA REaq, alcohol resulting in lack of this receptor and whether
this correlates with the inhibitory effect on the secretion of FSH. For which adult rats (3 months old), the
cyclic strain ClIZ-V was used. At 9:00 hours of the diestrus-1 the rats were anesthetized with 25 mg / kg
pentobarbital sodium, placed in a stereotaxic apparatus and injected with 1uL of sterile water (vehicle)
or 50% ethanol during one minute on the left side of POA-AHA. The animals were sacrificed at day of
vaginal estrus to search oocytes in the fallopian tubes, and at 2, 4, 8, 10 and 12 hours after
microinjection. In the serum of these groups of rats were quantified by radio immunoassay the
concentration of progesterone (P4), 17p-estradiol (E2), LH and FSH. In the left and right portion of POA-
AHA, mRNA expression of REa and RE technique by retro transcription of Polymerase chain reaction
(RT-PCR) and the amount of either receptor was quantified by Western blot. Other groups of micro-
injected with the vehicle and alcohol, rats were sacrificed 28, 48, 56 and 72 hours to measure by
Western blot the amount of REa and B protein. In animals sacrificed at 72 h (day of vaginal estrus)
searched the presence of oocytes in the uterine tubes. Cyclic animals were used as a control group and

were sacrificed at same hours and days of the experimental groups.

The micro-injection of alcohol at 9:00 h of the diestrus-1, on the left side of POA-AHA does not
affect the secretion of LH, FSH, E2, P4, 12 hours after treatment, but decrease the mRNA expression of
the REa in POA-AHA However, decrease the amount of protein in the left portion. The mRNA
expression of the REP was not modified. On the day of vaginal estrus (72 h later) no oocytes were

observed in the uterine tubes.



Based on the results we suggest that each portion of POA-AHA mechanisms regulating the
synthesis of REa and REP are different. The absence of ovulation is likely the result of the lack of
stimulating effect "feedback" of preovulatory E2 on GnRH preovulatory secretion, owing to low levels of
E2 and the amount of the POA-AHA receptors.



INTRODUCCION.

En los humanos, monos y pequefios roedores como la rata, el alcohol disminuye las funciones
reproductivas (Cicero, 1997). En la rata macho adulta, la administracién intra-peritoneal (i.p.) de alcohol
causa disminucion en la secrecion de testosterona (Rivier, 1999). En la rata hembra joven, la inyeccion
cronica de alcohol bloquea el ciclo estral y retrasa la pubertad, eventos que estan asociados con
modificaciones en la secrecién de las gonadotropinas. Dicho efecto parece ser consecuencia de una
rapida inhibicion de la liberacién pulsatil de la hormona luteinizante (LH), pero no de la hormona foliculo
estimulante (FSH) (Rettori y McCann, 1997). En la mafana del proestro la administracion de alcohol en
el peritoneo, bloquea la secrecion preovulatoria de LH, disminuye la secrecion de estradiol e
incrementa la secrecién de progesterona, causa luteinizacion en los foliculos y reduce la activacion de

las neuronas GnRHérgicas en la tarde del proestro (LaPaglia y col., 1997).

La conducta euférica que expresan las personas una vez que han consumido alcohol es
consecuencia del aumento del flujo sanguineo en la zona frontal del hemisferio cerebral derecho
(Tiihonen y col., 1994). Previamente mostramos (Olvera, 2009), que este efecto funcional asimétrico
del alcohol también ocurre sobre el hipotalamo, especificamente sobre POA-AHA, ya que la micro-
inyeccién de una solucion de alcohol al 50% en la porcion izquierda de POA-AHA bloquea la secrecion
preovulatoria de FSH y LH, asi como la expresién del ARNm del receptor a estrogenos alfa (REa). En
cambio, la inyeccién de alcohol en el lado derecho bloquea la secrecion preovulatoria de la LH, pero no
la de FSH vy se invierte el patron de expresion del ARNm para el REa. Ademas, la méaxima expresion
del ARNm del REB y del ARNm de la GnRH es retrasada hasta la tarde del proestro en los animales

inyectados en uno u otro lado de POA-AHA.

Dado que la micro-inyeccién de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1 tiene un efecto asimétrico
sobre la secrecion de FSH y que no se expresa el ARNm del REaq, se estudiaron los efectos de la
micro-inyeccion de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1, en el lado izquierdo de POA-AHA, sobre la
secrecion de la FSH, LH, P4y E2. Asi como la expresién del ARNm de los en POA-AHA 2, 4, 8,100 12
h posteriores ala micro-inyeccién. La concentracién de proteina de los REa y REB 2, 4, 8, 10, 12, 28,

48, 56 o0 72 horas posteriores a la micro-inyecciéon. Dado que algunos grupos de animales no ovularon



en la mafiana del estro predicho, animales con el mismo tratamiento fueron inyectados con GnRH en la
tarde del proestro o con benzoato de estradiol (BE) a las 14 h del diestro-2. La inyeccion de GnRH
indujo la ovulacion. Mientras que la inyeccién de BE indujo la ovulaciéon en 3/7 de los animales tratados.
En aquellos animales que ovularon, el nimero de ovocitos fue menor con respecto a los inyectados
con GnRH. Estos resultados nos sugiere que la liberacion de GnRH y en consecuencia la secrecion
preovulatoria de LH, depende de la activacion del REa, ya que habia E: circulante, pero el menor
numero de receptores (menor la cantidad de la proteina del REa) no fue suficiente para generar el

efecto estimulante sobre la secrecion de GnRH y LH.



ANTECEDENTES.

REGULACION DE LAS FUNCIONES DE LOS OVARIOS.

Las funciones de los ovarios son la liberaciéon de ovocitos capaces de ser fecundados (ovulacion) y
la secreciéon de hormonas esteroideas y polipeptidicas que regulan las funciones reproductivas y
generales. La ovulacién y la secrecién hormonal son reguladas por el eje hipotalamo-hipdfisis, por
sefiales endocrinas originadas en los propios ovarios, las adrenales y la tiroides, y por sefiales nerviosas
que llegan a los ovarios por medio del nervio ovarico superior (NOS), nervio del plexo ovarico (NPO) y

nervio vago (Cruz y col., 2016).

EFECTOS DEL ALCOHOL SOBRE LA REPRODUCCION.

En la rata hembra, la inyeccion crénica de alcohol modifica la secrecién de las gonadotropinas
(inhibicion de la liberacion pulsatil de LH y de la secrecion preovulatoria), lo que resulta en el bloqueo del
ciclo estral y retraso de la pubertad (Rettori y McCann, 1997). La inyeccion de alcohol en el peritoneo en
la mafana del proestro disminuye la secrecion de Ez y P4, causa luteinizacion en los foliculos, disminuye
la secrecion preovulatoria de LH y reduce la activacion de las neuronas GnRHérgicas en la tarde del
proestro (LaPaglia y col., 1997). En estos animales la inyeccién de la GnRH restablece la secrecion

preovulatoria de LH y la ovulacion (Kathleen y Rivier, 1997).

En ratas ovariectomizadas o adrenalectomizadas, la inyeccion intra-peritoneal (i.p.) de alcohol a las

8 y 12 horas del dia inhibe la secrecién de LH (Kathleen y Rivier, 1997).

Previamente mostramos (Olvera, 2009; Cruz y col., 2014) que la inyeccién de alcohol al 50 % (8.6
MM) a las 9:00 horas del diestro-1 de la rata, en el lado Izquierdo o derecho de POA-AHA resulté en el
bloqued la secrecién preovulatoria de LH a las 17:00 h del proestro y de la ovulacion en la mafana del
estro esperado. La micro-inyeccion en el lado izquierdo de POA-AHA, disminuy6 la secrecion
preovulatoria de FSH, la concentracién sérica de Ez y la expresion del ARNm del REa y REB 28 y 48 h
posteriores a la micro-inyeccion. La micro-inyeccion en el lado derecho no modificd la secrecion
preovulatoria de FSH, ni la expresion del ARNm del REB e indujo una inversion del patron de expresion

del ARNm para el REa evaluadas a las mismas horas.



HORMONA LIBERADORA DE LAS GONADOTROPINAS.

La GnRH es un decapéptido del cual se conocen al menos 15 secuencias diferentes. En los
mamiferos la secuencia de aminoacidos es pyroGlu'-His2-Trp3-Ser*-Trp5-*GlyS-Leu’-Argé-Pro®-Gly*-

NH2 (Ulloa-Aguirre y Timossi, 2000).

En la rata, las neuronas GnRHérgicas, se originan de la placoda olfatoria, migran principalmente a
la banda diagonal de Broca, areas septales, el lecho del nicleo de la estria terminal, areas diencefalicas
(area periventricular, area preoptica (POA) medial y lateral, area hipotalamica anterior (AHA), zona
retroquiasmatica) e hipotalamo medio basal (MBH) (Lipostis y col., 1984; Funabashi y col., 2002). En el
adulto, estas neuronas se localizan como redes extensas y difusas distribuidas a lo largo de la ruta septo-

preoptica—infundibular (Silverman, 1994).

Las neuronas GnRHérgicas secretan el decapéptido de una manera sincronizada y pulsatil. Los
axones de estas neuronas son proyectados a varias regiones del cerebro, donde el decapéptido actua
como neuromodulador de las funciones reproductivas (Ulloa-Aguirre y Timossi, 2000). Existen al menos
15 formas distintas de la GnRH que han sido aisladas en diferentes vertebrados. Una sola especie posee
de dos a tres formas de GnRH que podrian tener distintas funciones, ademas de estimular la secrecién
de las gonadotropinas (Parhar, 2002). En la rata se han detectado tres de ellas, la GnRH-I y GnRH-Il y

GnRH Il (Chen y col., 1998; Kovacs y col., 2002).

La GnRH se sintetiza como parte de un precursor (pro-GnRH), que consiste de 92 aminoacidos,
divididos en tres partes: un péptido de 23 aminoacidos, seguido por una secuencia de Gly-Lys-Arg
esencial para el procesamiento proteolitico y por un segmento de 56 aminoacidos conocido como péptido

asociado a la GnRH (PACAP, por sus siglas en inglés) (Adelman y col., 1986; Yen, 2001).

El procesamiento molecular de GnRH en el interior de las neuronas ocurre fundamentalmente en el
nucleo. Después de la transcripcion y el procesamiento del transcripto primario de la Pro-GnRH, el ARNm

maduro es transportado hasta el citoplasma, donde tiene lugar la traduccién, con la generacién de la



GnRH (Figura 1). Luego la GnRH es transportada en vesiculas hasta las terminaciones nerviosas y

secretados a la circulacion. (Yen, 2001).

Figura 1.A. Representacion esquematica de la estructura
y la secuencia de 92 aminoacidos de la pre-pro-GnRH. El
decapéptido (aminoacidos 1 a 10) ocupa el lugar
intermedio entre el péptido sefial y la secuencia Gly-Lys-
Arg. La flecha indica el sitio de procesamiento proteolitico
y la amidacion del C-terminal de la molécula de GnRH. B.
Procesamiento molecular del decapéptido de GnRH. En el
nucleo, el transcripto primario del gen de pro-GnRH es
procesado a ARNm después de la trascripcion; el ARNm
es transportado hasta el citoplasma del cuerpo celular
(soma), donde se genera el péptido pro-GnRH y del
péptido asociado con la GnRH (GAP). Luego la GnRH y el
GAP son trasportados en vesiculas hasta las
terminaciones nerviosas y secretados en la circulacién
porta (Modificado de Yen 2001).
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En el hipotalamo la expresién del ARNm de la GnRH cambia durante el ciclo estral. Segun Gore y
Roberts (1997) existen dos maximos en la expresion: uno entre las 11:00 Y 18:00 horas del diestro-2 y
otro a las 15:00 horas del proestro. Arteaga y colaboradores (2003) también observaron un valor maximo
en la expresion del ARNm de la GnRH entre las 09:00 y 13:00 h del diestro-2 Y mostraron que la

expresion del ARNm para la GnRH es mayor en la porciéon derecha de POA-AHA que en la izquierda.

En la rata macho y hembra la cantidad de GnRH en el lado derecho del hipotalamo medio basal es
significativamente mayor que en el izquierdo (Gerendai y col., 1979; Bakalkin y col., 1984). Es posible que
esta asimetria esté definida por el momento y el tipo de participacion de los diversos sistemas de

neurosecrecion que regulan la sintesis y liberacion de la GnRH (Gerendai y col., 1979).

La secrecion de la GnRH es regulada por neurotransmisores (acetilcolina, serotonina,
noradrenalina, dopamina), acido gama amino butirico (GABA), acido glutdmico, aspartato, glicina,

neuropéptidos como la kisspeptina, opioides y hormonas esteroides (Norris, 1996; Herbison, 2016). Los
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axones de la neurona GnRHérgica se proyectan a varias regiones del cerebro y hacia la eminencia
media, donde la GnRH es liberada, al sistema porta-hipofisario y se une a sus receptores membranales

de los gonadotropos donde estimula la sintesis y liberacion (secrecion) de las gonadotropinas.

LAS GONADOTROPINAS.

Las gonadotropinas forman parte de una familia de glicoproteinas estructuralmente relacionadas,
compuesta por la FSH, la LH, la hormona estimulante de tiroides o tirotropina (TSH) y la hormona
gonadotropina coriénica humana (hCG). Las glicoproteinas son secuencias peptidicas con cadenas
laterales de oligosacaridos unidos a asparagina (N), en el caso de la FSH y la LH con treonina (T) o
serina (S) en el caso de la hCG. Estas uniones se han descrito como enlaces tipo N- (cuando se
encuentra unido al atomo de nitrégeno de la amida del residuo de la asparagina) o enlace O-glicosidico

(cuando se une al atomo de oxigeno de la serina o treonina) (Ulloa-Aguirre y col., 2000). (Figura 2).

CH,OH '
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. | \

Cadena del
oligosacarido

O
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N-acetilglucosamina

/’/
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H :

e

~
H NHCOCH, Cadena peptidica

N-acetilglucosamina

Figura 2. Enlaces N- y O-glucosidico en glicoproteinas. En la parte superior se muestra el enlace tipo N (unido al residuo de
asparagina) que se da entre el residuo del oligosacarido y la cadena peptidica de las glicoproteinas. En la parte inferior se muestra
el enlace glicosidico (unido al residuo de serina o treonina). Tomado de Ulloa-Aguirre y col., 2000.
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Estas glicoproteinas estan formadas por dos cadenas polipeptidicas, comparten la estructura de la
subunidad-a que consta de 92 a 96 residuos. Las subunidades-f presentan de 111 a 112 residuos de

aminoacidos (Smith y col., 1992).

ESTRUCTURA DE LA FSH.

La FSH es el principal factor que estimula el crecimiento y desarrollo del foliculo. En las células de
la granulosa, la FSH estimula el proceso de aromatizacion de los andrégenos a estrogenos (Dorrington y
col., 1975), y la sintesis de receptores a FSH y a LH (Richards y Midgley, 1976), la division celular de las
células de la granulosa y la sintesis de acetilcolina por las células de la granulosa (Yong y col., 1992).
También estimula la produccion de inhibina, activina y del factor de crecimiento semejante a la insulina 1

(IGF-1), factores involucrados en la regulacion del crecimiento folicular (Bley y col., 1992).

La presencia de diferentes isoformas pudiera estar correlacionada con el papel multifuncional de la
FSH (Ulloa-Aguirre y col., 2001). Las variaciones en la estructura y distribucion de los oligosacaridos
sializados, y en menor grado de los sulfatados constituyen la base quimica mas importante de las

diferencias entre sus isoformas (Zambrano y col., 1995; Baenziger, 1996).

Las isoformas acidas con mayor contenido de acido sialico, tienen una mayor vida media
circulante, una menor unién al receptor y actividad biolégica in vitro, son producidas y secretadas
preferencialmente durante el inicio del desarrollo folicular. Por el contrario, la vida media de las isoformas
menos acidas es menor y presentan una mayor actividad biolégica in vitro, asi como una mayor unién al
receptor. Su sintesis y secrecion aumenta antes de la ovulacion (Padmanabhan y col., 1988; Ulloa-

Aguirre y col., 1990; Wide y Bakos, 1993).

En las células de la granulosa en el ovario y las células de Sertoli del tubo seminifero, la diversas
isoformas de la FSH estimula su crecimiento y proliferacion, la sintesis de estradiol y de diversas
proteinas, lo cual depende del sexo, la edad, el estado del desarrollo sexual y la fase del ciclo estral

(Ulloa-Aguirre y col., 1988).
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EL CICLO ESTRAL.

Se denomina ciclo estral a la secuencia de cambios en las concentraciones hormonales y
conductuales, sincronizados y repetitivos, que incluyen una etapa en la que la hembra es receptiva al
macho, denominada etapa de celo (Kilen y Schwartz 1998; Schwartz, 2000).

En nuestro modelo de estudio, la rata de laboratorio, el ciclo estral es de 4 6 5 dias, lo que depende
de la cepa que se utilice y del periodo de luz/oscuridad en que sean mantenidos los animales. Para su
estudio se le divide en: proestro, estro, diestro-1 y diestro-2 (Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). En
la figura 3 se muestra el perfil de secrecion de progesterona (Pa4), estradiol (Ez), y gonadotropinas durante

el ciclo estral de la rata de la cepa ClIZ-V.

En el dia del proestro, el frotis vaginal se caracteriza por la presencia de células epiteliales
nucleadas. Entre las 13:00 y 17.00 h, la concentracion plasmatica de E2 alcanza los valores maximos,
evento llamado “pico” o secrecion preovulatoria de estrégenos. La disminucién brusca de la
concentracion de Ez, induce la secrecion preovulatoria de FSH y LH, por lo que la concentracion de
ambas hormonas aumenta hacia la tarde, alcanza su maximo valor a las 17:00 h para la LH y a las 19:00
h para la FSH. La secrecion preovulatoria de LH estimula la secrecion de P4, que alcanza un primer “pico”

en la noche de este dia (19:00 h) (Figura 3) (Freeman, 1994; Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000).

En la madrugada del dia del estro ocurre la ovulacion y el frotis vaginal presenta células epiteliales
cornificadas sin nucleo, (Kilen y Schwartz, 1998). La concentracion de Ez2, P4 y LH son basales, pero la de
FSH vuelve a aumentar en la mafiana de este dia. Se considera que la funcién de este segundo pico es
reclutar los foliculos que empezaran a crecer y ovularan en ciclos posteriores (Figura 3) (Freeman, 1994;

Schwartz, 2000).

En la etapa de diestro-1, la citologia vaginal se caracteriza por presentar una gran cantidad de
leucocitos. Las concentraciones de LH y FSH son basales durante todo el dia. El cuerpo luteo secreta P4
por varias horas, lo que provoca que la concentracion de esta hormona aumente paulatinamente durante
el transcurso del dia (Figura 3). En algunas cepas de ratas la secrecion de P4 se prolonga, lo que resulta
en ciclos de 5 dias (Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). Por muchos este dia es considerado como

la fase de reinicio del ciclo estral.
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En el diestro-2, el frotis vaginal presenta leucocitos y algunas células epiteliales nucleadas. La
concentracién de P4 presenta un aumento a las 6:00 h, a partir de las 9:00 h y durante el resto del dia
tiene concentraciones basales. La concentracion de E2 empieza a aumentar paulatinamente desde la
tarde de este dia. (Figura 3) (Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). Los cambios en la citologia vaginal

son inducidos principalmente por el estradiol.

PAPEL DE LAS HORMONAS ESTEROIDES DURANTE EL DESARROLLO FOLICULAR.
Las células de la granulosa sintetizan E2 durante todo el ciclo estral y P4+ en la tarde del dia del
proestro. En la biosintesis de estrégenos participan las células de la teca interna que secreta andrégenos

y de la granulosa donde son aromatizados (teoria de dos células-dos gonadotropinas) (Yen, 2001).

En las células de la granulosa los estrégenos y la FSH estimulan la division celular (efecto anti-
atrésico) (Rosenfeld y col., 2001). Los estrégenos estimulan la formacién de uniones intercelulares tipo
Gap, la formacion del antro folicular y la sintesis de receptores a estrégenos. Los estrégenos sinergizan la
accion de las gonadotropinas, incluyendo la promocién del crecimiento ovarico, aumentan a su vez la
actividad de la aromatasa y la sintesis de receptores para FSH y LH (Rosenfeld y col., 2001). Los
estrogenos incrementan la actividad de la enzima responsable de su propia formaciéon, se suma al
incremento exponencial preovulatorio en las concentraciones séricas de estradiol. Esta forma de auto-
amplificacion pudiera ser importante en el proceso de seleccion folicular. Por otra parte, los estrégenos
inhiben la produccion de andrégenos ovaricos, bloqueando la conversion de progestinas (C21) a
andrégenos (C19). En resumen los estrégenos promueven la foliculogénesis, incrementan la expresion
de receptores para gonadotropinas, incrementan las uniones tipo gap en las células de la granulosa,
estimulan la esteroidogénesis (testosterona y progesterona en la células de la teca y en las células luteas

respectivamente) e inhiben la apoptosis celular de las células de la granulosa (Rosenfeld y col., 2001).

Los andrégenos aumentan la actividad de la enzima aromatasa estimulada por la FSH, actuando
como sustrato y también ejerciendo un efecto autdcrino directo, el cual resulta en una regulacién positiva

de las enzimas esteroidogénicas. Por otra parte, las altas concentraciones de andrégenos 5-a reducidos,
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tales como la 5a dihidro-testosterona, actian como inhibidores de la actividad de la aromatasa en las

células de la granulosa (Yen, 2001).

Progesterona (ng/mil)

Figura 3. Concentracién de LH, FSH, P, y E, obtenido en plasma cada 2 horas en cada dia del ciclo estral de la rata. Cada

punto representa la media + e.e.m. de la concentracion de hormona de 5 a 6 ratas. Las barras negras representan intervalos de
oscuridad en el cuarto del animal (Tomada de Freeman, 1994).
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LOS RECEPTORES A ESTROGENOS.

Los receptores a estrogeno son miembros de la super familia de receptores nucleares de
transcripcion los cuales comparten una estructura quimica comun. El receptor a estrégenos consta de
seis dominios funcionales: A/B, C, D, E y F (Rollerova y Urbancikova, 2000). EI dominio A/B, localizado
en el extremo amino terminal (terminal-N) es altamente variable en su secuencia y longitud, contiene una
region que regula la actividad transcripcional, conocida como AF-1 (Activation Function 1) (Rollerova y

Urbancikova, 2000).

Existen dos tipos de receptores a estrégenos, el alfa (REa) y el beta (REB). Cada subtipo es
codificado por un gen diferente; tienen el mismo numero de exones y los cDNAs (ADN
complementario) clonados de humanos, ratas y ratones comparten secuencias  homologas,

especialmente en los dominios de ligando y de unién al ADN (figura 4) (Kuiper y col., 1996).

1 148 214 304 500 530
NHD p8Bp| Hinge LBD 5 hERp

1 167 233 323 519 548
81.1 985| 856 916 rERB

1 167 233 323 519 548
81.8 9g 5| 84 4 90.3 mERp

1 185 251 355 549 595
15.5 azo 30.0 540 hER«.

Figura 4. Nimero y porcentaje de aminodacidos identificados en los receptores a estrégenos: ERB humano (hERB), ERf
rata (rERB), ERB raton (mERB) y REa humano (hERa). Los numeros por encima de las cajas representan el numero de
aminoacidos, mientras que los nimeros dentro de ellas se refieren el porcentaje de homologia entre los receptores. Tomado de
Enmark y Gustafsoon 1999.
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Hrabovszky y col.,, 2000 mediante la deteccién del ARNm (por hibridacién in situ) y su
cuantificacion, mostré que la mayoria de las neuronas GnRHérgicas del area predptica contienen el RE(,
pero no el ARNm para el REa. Otros investigadores (Butler y col., 1999) mostraron que en las areas
rostrales del cerebro anterior (estria terminal, nicleo medial de la amigdala y el nlcleo predptico peri-
ventricular e incluso el area predptica), hay neuronas GnRHérgicas que co-expresan los ARNm de ambos
tipos de receptores, mientras que otras expresan solo el ARNm del REa y otras sélo el del REB

(Shughrue y col., 1998).

Los efectos de los estrégenos sobre la actividad de la neurona GnRH son gendmicos y no
genomicos. El resultado de la estimulacion de los efectos gendmicos por los estrégenos es lento y
depende del tamafio de la proteina que se sintetice. A partir de estos hechos Beato y col., (1996) y

Evans (1998) propusieron que el receptor a estrogenos estaria localizado en el nucleo de la célula.

Los efectos no gendmicos son rapidos y no requieren de los mecanismos de transcripcion y de
sintesis de nuevas proteinas. Los estrégenos se unen a receptores de membrana ionotrépicos, lo que da
como resultado el flujo de iones que resulta en potenciales de accién, descarga de vesiculas secretoras o
activacién de proteinas cinasas (Falkenstein y col., 2000; Nemere y col., 1998; Pietras y col., 2001; Levin,

1999).

Se desconoce cual es resultado de la estimulacidon de cada tipo de receptor a estrégenos presente
en la neurona GnRHérgica. La union del estradiol al REa 0 REP participa en la regulacién de los efectos
“feedback” inhibitorios de los estrogenos (Herbison, 2008; Abraham vy col., 2003). Herbison (2008)
propuso que los estrogenos ejercen sus efectos sobre la neurona GnRH por medio de mecanismos
transinapticos indirectos, dependientes de las células gliales, o de otras neuronas en las cuales estarian

involucrados los REa.

En POA de ratén hembra adulto, el 45% de las neuronas identificadas como GnRHérgicas
expresan el ARNm para el REa y el 11% expresa el del REB; algunas otras co-expresan el ARNm para

ambos receptores. Esta proporcion de neuronas que expresan uno u otro receptor cambia durante el ciclo

16



estral: el REa. se expresa en el 46% de las neuronas GnRHérgicas en el dia del diestro-2, en el proestro
son el 18% y el 75% en el estro. Para el REB, los porcentajes respectivos son 6%, 0% y 19% (Skynner y
col., 1999). En POA, el 54% de las neuronas de ratones en diestro-2 expresan REa, el 22% en proestro
y el 25% en estro, mientras para el caso del REB, los porcentajes respectivos son 12%, 0% y 17%.

Segun Skynner y col., (1999) ninguna de estas neuronas de POA medial expresan el ARNm para GnRH.
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JUSTIFICACION.

En la rata, la inyeccion crénica de alcohol provoca la rapida inhibicion de la liberacién pulsatil de
LH, pero no ejerce ningun efecto de sobre la FSH (Rottori y McCan, 1997). Sin embargo, la micro-
inyeccion de alcohol diluido al 50% en la porcion izquierda de POA-AHA, a las 9:00 h del dia del diestro-
1, provoca disminucién de la secrecion de FSH en un 92%. En cambio, cuando se inyecta el alcohol en la

porcion derecha no se altera la secrecién preovulatoria de FSH (Olvera 2009).

Estos resultados se acompafian por la ausencia en la expresion del REa 44 h antes del momento
en que ocurre la secrecién preovulatoria de la FSH hasta 16 h después. Por lo que el propésito de este
proyecto fue estudiar si la falta de expresiéon del ARNm del REa. en POA-AHA, provocada por la micro-
inyeccién con alcohol resulta en la falta de este receptor y si este se correlaciona con el efecto inhibitorio

en la secrecion de la FSH.
Para analizar si la falta de ovulacion no se debe a alteraciones en la secrecion de estradiol, sino a

la sintesis del REa, se procedid a reemplazar la sefal ovarica, mediante la inyeccién de benzoato de

estradiol en animales micro-inyectados con alcohol.
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HIPOTESIS.

Dado que la inyeccion de alcohol en el lado izquierdo de POA-AHA resulta en la ausencia de la
expresion del ARNm del REa y en el bloqueo de la secrecion preovulatoria de FSH, entonces estos
efectos se reflejaran en una menor cantidad de proteina para el REa en ambas porciones de POA-AHA,
pero sin modificaciones en la cantidad de proteina del REB. Ademas, si el alcohol inhibe la sintesis del

REa, entonces el remplazo de la sefial ovarica por la inyeccion de estradiol no restaurara la ovulacion.
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OBJETIVOS.

Realizar una curva dosis-respuesta para estudiar si la micro-inyeccion de alcohol al 50% es la

dosis maxima que provoca el bloqueo de la ovulacion.

Estudiar los efectos de la micro-inyeccién de alcohol en el lado izquierdo de POA-AHA (realizada
a las 09:00 h del diestro-1), sobre la expresién del ARNm del REa y del REP en una y otra

porcion de POA-AHA, durante 12 h posteriores al tratamiento.

Estudiar los efectos de la micro-inyeccién de alcohol sobre la cantidad de REa y REB en POA-

AHA, desde las 12 h posteriores a la inyeccion del alcohol hasta la mafiana del estro esperado.

Correlacionar los resultados mostrados por Olvera (2009) y Cruz y col., (2014) de la expresion del

ARNmM de los receptores a estrogenos con la cantidad de receptores a estrégenos

Analizar los efectos de la micro-inyeccién de alcohol sobre la concentracion sérica de FSH, LH,
P4 y E2 durante las 12 h posteriores a la inyeccién del alcohol y hasta la mafiana del estro

esperado.

Cuantificar la respuesta ovulatoria al remplazo de la sefal hipotalamica u ovarica en animales

que no ovularon por la micro-inyeccion de alcohol en el lado izquierdo de POA-AHA.
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METODOLOGIA.

Debido a que en los experimentos realizados por Olvera (2009) no se evaluaron los efectos del
vehiculo sobre la ovulacion, la cuantificacion sérica de hormonas (P4, E2, FSH y LH), asi como la
expresion del ARNm para los REa y RE y el contenido de la proteina de estos receptores, se procedié a
cuantificar dichas variables, en durante las primeras 12 h posteriores a la inyeccioén del alcohol en grupos

de animales inyectados en POA-AHA izquierda.

Se utilizaron ratas hembras adultas (190-230 g) ciclicas de la cepa CIlIZ-V, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacion (luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con libre acceso al
alimento (Purina S.A., México) y agua. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(Anestesal, Smith Kline Norden de México) (25 mg/kg p.c.) por via intra-peritoneal, a las 09:00 horas del
diestro-1. Se colocaron en un aparato estereotaxico y a cada animal se le micro-inyecté 1 ul de una
solucion de alcohol (alcohol etilico absoluto anhidro, J. T. Baker) al 50% (8.6 uM) o agua inyectable,
durante un minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA, con la misma metodologia utilizada previamente
(Olvera, 2009 y Cruz y col., 2014) siguiendo las coordenadas del atlas del cerebro de la rata de Konig y

Klippel (1963) (Figura 5).

Grupos de animales fueron sacrificados a las 11:00, 13:00, 17:00 o 21:00 horas del diestro-1, a las
13:00 h del diestro-2, a las 09:00 o 17:00 horas del proestro o a las 09:00 horas del estro, con la finalidad

de cuantificar la cantidad de la proteina del REa y del REP.

Como grupo testigo absoluto se utilizaron animales intactos sacrificados a las mismas horas que
los tratados con el vehiculo o alcohol. Con la finalidad de estudiar el tiempo que se retrasa la ovulacion
por el tratamiento con alcohol, otros grupos de animales fueron sacrificados hasta que presentaron un

estro vaginal.
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Figura 5. Esquema que muestra el area izquierda y derecha de POA-AHA en cortes coronales antero-
posteriores sucesivos Konig y Klippel (1963).

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion. Se recogio la sangre del tronco, la que se
mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, y se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos. El
suero se almacend a -4°C, hasta la cuantificacién de Ez, P4, LH y FSH por radio-inmuno-analisis (RIA). El
cerebro se extrajo del craneo y se disecaron las porciones izquierda y derecha de POA-AHA, segun la
técnica propuesta por Palkovits (1973). Se obtuvo el ARNm total por la técnica del trizol, se le almacené a
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—70 °C hasta la medicidn de la expresion del ARNm del REa o RE por la técnica de retro-trascripcion de
la reaccion en cadena de la polimerasa reversa (RT-PCR). A los animales sacrificados en la mafana del

estro se les extrajeron las trompas uterinas para verificar la presencia de ovocitos.

CUANTIFICACION DE HORMONAS.

La cuantificacion de las concentraciones plasmaticas se realiz6 por radioinmunoanalisis (RIA)
mediante el uso de estuches comerciales marca Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA,

USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los datos de la concentracion de E2 se expresaron en pg/ml y los de P4 en ng/ml. Los coeficientes
de variacion intra e inter ensayo fueron de 5.3% y 9.87 para P4, 6.9% y 10.8% para E2. El limite de

deteccion para P4 fue 0.03091 ng/ml y para E2 fue de 2.12 pg/ml.

Los datos de la concentracion LH y FSH se expresaron en ng/ml. Los coeficientes de variaciéon
intra e inter ensayo fueron de 7.91% y 5.74% para LH y 9.3% y 6.82% para FSH. El limite de deteccion

de LH y FSH fue de 0.05 y 0.01 ng/ml, respectivamente.

REMPLAZO DE LA SENAL HIPOTALAMICA.

Ratas micro-inyectadas en el dia del diestro-1 a las 9:00 horas con 1ul de agua o de alcohol al 50%
en el lado izquierdo de POA-AHA a las 14:00 horas del dia del proestro fueron inyectadas con 3.7 pg/Kg

de peso de GnRH sintética por via subcutanea. Los animales fueron sacrificados a las 9:00 horas del dia

del estro.

REMPLAZO DE LA SENAL OVARICA.

Ratas micro-inyectadas en el dia del diestro-1 a las 9:00 horas con 1ul de agua o de alcohol al 50%
durante un minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA a las 14:00 horas del dia del diestro-2 fueron
inyectadas con 10 ug de benzoato de estradiol por via subcutanea. Los animales fueron sacrificados a las

9:00 horas del dia del estro.
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EXTRACCION DEL ARN TOTAL DE LAS AREAS IZQUIERDAS Y DERECHAS DE POA-AHA.
A la porcién izquierda o derecha de POA-AHA, contenidas en tubos eppendorf estériles se le
agregaron 300 ul de trizol y se homogenizé con un Politron, modelo PT -MR 3100 (Kinematica AG,

Littau, Suiza).

Al tejido homogenizado se le agregaron 100 pl de cloroformo y se agité durante 30 segundos en un

vortex, con la finalidad de extraer el ARNm.

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

interfase y en la fase organica.

La fase acuosa se transfirid a otro tubo eppendorf y se agregdé un volumen igual de isopropanol,

con la finalidad de precipitar el ARN. La muestra se mantuvo a 4° C durante 72 horas.

Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm, por 25 minutos, a 4° C. El ARN se precipité formando
una pastilla blanca amarillenta. Se  removid el sobrenadante y se lavé la pastilla con alcohol al 80 %. La
pastilla de ARN se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Después de una segunda
separacion del sobrenadante, los tubos se colocaron en sentido inverso sobre una gasa estéril y la
pastilla se secé a temperatura ambiente para evitar la insolubilidad de la misma. La pastilla de ARN se

disolvio en 30 ul de H20 inyectable (lo que consistio la muestra experimental).

Se hicieron alicuotas de 0.4 yl de la muestra en 100 yl de H20 inyectable. Se leyd la absorbancia
de estas muestras a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La concentracion de ARN se determiné por la
siguiente relacion: una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 mg de ARN ml'. La pureza del

ARN se determiné por medio de la relacion de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm (260/280 nm).
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Para obtener el ADN complementario (ADNc) se realizd la retro transcripcion del ARN total. El
control negativo consistié de una muestra de agua que sustituyd al ARN. Los volumenes utilizados en la

técnica se especifican en la figura 6.

Reactivo Para c/muestra
Producto de RT 10 pl
Buffer PCR Sul

MgCl, 2.5 ul
Taq polimerasa 0.8 ul

DNTP’s 0.5 pulc/u

Oligo 1 2.0 ul c/u
HO 25.7 ul

Figura 6. Reactivos utilizados en el desarrollo en la
técnica de retro-transcripcion.

Por medio de la técnica RT-PCR, se amplificé un fragmento de los genes de los RE-a, RE-B. Se
utiliz6 GAPDH como gen control interno. En la figura 7 se especifican los reactivos y volumenes utilizados

en la técnica.

Reactivo Para ¢/ muestra
ARN total 2 ug
Buffer RT 1x 2 ul
DTT 1ul
DNTP’s 0.5 pl c/u
RT M-MLV 0.5 pl + 0.5 pul H,O
Oligo dt 0.05 pl
H,O Aforado a 10 pl

Figura 7. Reactivos utilizados en el desarrollo de la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa.
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La reaccion en cadena de la polimerasa se realizdé en un termo-ciclador de gradientes (marca
Eppendorf Scientific Inc, Alemania), a las temperaturas y ciclos que se muestran en la figura 8. Cabe
sefialar que las temperaturas de alineacion, asi como el nimero de ciclos utilizados para los genes en

cuestion fueron previamente estandarizados para la optimizacion del experimento.

Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido (Toczjrr)lperatura Ciclos
REa TTCACACCAAAGCCTCGGG TGCAGCAGCATCAGCGGA 64.2 32
REB TCCCGGCAGCACCAGTAAC CCCAGATGCATAATCGCTGC 55 32

GAPDH | GATGGGTGTGAACCACGAGA | AGTGATGGCATGGACTGTGG 55.1 32

Figura 8. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la retro-transcripcion, asi como las
temperaturas y ciclos utilizados para la técnica de RT-PCR.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se corrieron los productos en gel de agarosa al 2%,
preparado con TBE al 1% y tefiido con BrET. Se utilizd una camara de electroforesis horizontal, modelo
Horizon 11-14 (Life Technologiesim, Gibco-brl, USA). Se tomaron fotografias del gel con una camara

Kodak EDAS 216.

Los negativos de las fotografias de los geles se cuantificaron por densitometria por medio del

programa Scion Image de Inc. Y los resultados se mostraron en expresion relativa.

EXTRACCION DE LA PROTEINA DE LOS RECEPTORES A ESTROGENOS.

Se extrajo el POA-AHA y se separaron las porciones izquierda y derecha. Se colocaron tres
porciones del mismo lado (una porcion por rata) en un tubo estéril, al cual se le agregd una solucién
amortiguadora de lisis RIPA (20mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 200mM PMFS, 1mM EDTA, 1
ug/ml Leupeptin, 1 ug/ml Atropina, 1 ug/ml Pepstatina) en una relacion de 100mg de tejido por 200 ul de
solucion. El tejido se homogenizd con un Politrén a 4 °C. El homogenizado se transfirié a tubos Eppendorf
de 1.5 ml y se centrifugd durante 30 min a 4 °C, el sobrenadante se separ6 en alicuotas de 50 pl.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La concentracién de proteinas se cuantifico por espectrofotometria a una longitud de onda de 280

nm con la ayuda de un nanodrop (marca Thermo scientific 2000). La cantidad de muestra utilizada fue de

Tl

WESTERN BLOT.

De cada muestra se agreg6é el volumen necesario para cargar 100 ug de proteina total
mezclandola con el amortiguador de carga (tris base 50mM SDS 2%, B-mercapto-alcohol 5% azul de

bromofenol 0.1%, glicerol 10%) en una relacién 1:1 y se hirvieron en bafio maria durante 5 min.

Se depositd esta mezcla en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 75%, las proteinas fueron
separadas por electroforesis a 80 volts durante 90 minuto, al terminar se transfiere a una membrana de
nitrocelulosa a 60 mA durante 60 min. Posteriormente la membrana se bloqued con una solucién
bloqueadora al 5% en tris 1X (NaCl, tris-Base, pH 7.4) con Tween 20 al 0.1% durante toda la noche en

refrigeracion.

En la mafiana siguiente se incubo la membrana con el anticuerpo primario para el receptor a
estrégenos o y B en una proporcion de 1:250 (v:v) en TBS1X con Tween 20 al 1% por 24 horas a 4°C.
Posteriormente se incubo con el anticuerpo secundario en una dilucion de 1 en 1:7500 durante una hora
a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con TBS + Tween 20 al 0.1%
y las membranas se colocaron con TBS para continuar con la deteccion de la proteina la cual se por
quimioluminiscencia de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, UK). Con este sistema el
peroxido de luminol y un activador (al ser sustratos de la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario)

reaccionan y generan una sefial de luminiscencia que es detectada en placas radiograficas.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados del nimero de animales que ovularon (expresado en porcentajes), se analizo por la
prueba de la probabilidad exacta de Fisher y los del niumero de ovocitos por la prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de “U” Mann-Withney. Los datos de las concentraciones séricas de las hormonas y
de la expresion relativa del ARNm y de la proteina para REa y RE fueron analizados mediante la prueba
de analisis de las varianzas (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se
compararon dos grupos, el analisis se realizé por medio de la prueba de “t” de Student. En todos los

casos solo se aceptaron como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue < 0.05.
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RESULTADOS.

1.- Porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado, después de ser
micro-inyectados con vehiculo (H,0) en POA-AHA izquierda o derecha a las 09:00 horas del
diestro-1.

La micro-inyeccion del vehiculo en POA-AHA derecha disminuy6 la tasa de animales que ovulan

(Figura 9).

La micro-inyeccién del alcohol al 50% en una u otra region de POA-AHA retraso el estro vaginal y
la ovulacién en 912 dias, El nimero de ovocitos liberados por animal que ovula fue similar al promedio de
los grupos tratados con el vehiculo y los testigos absolutos. Durante los nueve dias, el frotis vaginal

correspondi6 a la fase del diestro.

100% -
80% -

60% -

Animales ovulantes
*

20% -

0% T —
Control H20

M POA-AHA lzquierda OPOA-AHA Derecha

Figura 9. Porcentaje de animales que ovularon, después de ser micro-inyectados en POA-AHA
izquierda o derecha con H20.3k p < 0.05 vs. POA-AHA control (Prueba de Fisher).
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2.- Efectos de la micro-inyeccion de diferentes concentraciones de alcohol en POA-AHA izquierda
o derecha a las 9:00 horas del diestro-1 sobre la ovulacion.

Los efectos de micro-inyeccién de alcohol sobre la ovulacion espontanea, dependieron de la
concentracion inyectada. Cuando se micro-inyectd alcohol al 6.25% en el lado derecho no se modificé la

ovulacién, mientras que en el lado izquierdo s6lo ovulé el 30% de los animales (Figura 10).

Porcentaje de animales ovulantes

100% -
w  75% -
3
c
x
S 50% -
&)
w)
Q£
o
£ 25y -
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< Vv

0% T T T T T T 1
2% 6.25% 12.50% 25% 37.50% 46.25% 50%
= POA-AHA Izquierda — el POA-AHA Derecha

Figura 10. Porcentaje de animales que ovularon, después de ser inyectados en POA-AHA izquierda o derecha con

diferentes concentraciones de alcohol. >kp < 0.05 vs. POA-AHA derecha (Prueba de Fisher).
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3. Respuesta ovulatoria de animales inyectados con H;0 en el lado derecho de POA-
AHA, o con alcohol en POA-AHA izquierda o derecha a las 09:00 horas del diestro-1, a la
inyeccion subcutdnea de LHRH sintética o de benzoato de estradiol (BE), sacrificados en el
dia del estro esperado.

El 60% de los animales con micro-inyeccion del vehiculo en POA-AHA derecha, no ovularon en el
dia del estro predicho. En un grupo de animales con el mismo tratamiento, la inyeccion subcutanea de BE

no indujo la ovulacién; en cambio, la inyeccién de GnRH indujo la ovulaciéon en todos los animales (Tabla

1),

La inyeccion subcutanea de GnRH en los animales micro-inyectados con alcohol al 50% en POA-
AHA izquierda o derecha indujo la ovulacién, mientras que en los inyectados en POA-AHA izquierda, la
inyeccion de BE no restablecio la ovulacion, lo que si ocurrié en los animales tratados en POA-AHA

derecha (Tabla 1).

Table 1.- Respuesta ovulatoria a la inyeccion de LHRH (3.7 pg/kg peso) o de benzoato de estradiol (BE:
10 pg a las 14:00 h deldiestrus-2) de ratas tratadas con vehiculo (H20) en POA-AHA derecha, o con alcohol en
POA-AHAiIzquierda o derecha, en el diestro-1. a: p<0.001 vs. el mismo tratamiento sin remplazo hormonal..

Tratamiento Lado de POA-AHA Frecuencia de Numero de ovocitos liberados
animales ovulantes (media + e.e.m.)
Alcohol Izquierdo 0/9 0
Alcohol+GnRH Izquierdo 6/6 ® 11.8+1.9
Alcohol+BE Izquierdo 3/7 4.6+2.3
H20 Derecho 2/5 11,10
H2.0 +GnRH Derecho 7/7 2 11.6+1.6
H.O +BE Derecho 3/7 11.3+£2.1
Alcohol Derecho 0/9 0
Alcohol+GnRH Derecho 5/52 8.6+x2.5
Alcohol+BE Derecho 6/7 @ 8.1£1.7
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4. Efecto de la micro-inyeccion de alcohol al 50% en POA-AHA izquierda, a las 09:00 horas del
diestro-1, sobre la concentracion sérica de progesterona, estradiol, LH y FSH a diferentes horas

posteriores a la micro-inyeccion.

La micro-inyeccion del vehiculo o del alcohol no modificd la concentracion sérica de, LH y FSH

(Figura 11 A y B). La micro-inyeccién del vehiculo o del alcohol aumento la concentracion sérica de

progesterona 8 h después del tratamiento (Figura 11 C). La micro-inyeccién del vehiculo disminuyo la

concentracion de estradiol 2 h posteriores al tratamiento (Figura 11 D).
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Figura 11. Modificaciones en la concentracion sérica de LH (A), FSH (B), estradiol (C) y progesterona (D) de ratas intactas (INT) o
micro-inyectadas con vehiculo (H,0) o alcohol (OH) en la porcion izquierda de POA-AHA, evaluadas en horas posteriores a la micro-

inyeccion. Los resultados son expresados como media + e.e.m.
*p<0.05 vs. Intacto; @ p<0.05 vs. H,O (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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Expresion relativa del ARNm del RE-a/ GAPDH

5. Efecto de la micro-inyeccion de alcohol al 50% en POA-AHA izquierda a las 09:00 horas del

diestro-1, sobre la expresion relativa del ARNm para REc en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA
a diferentes horas posteriores a la micro-inyeccion.

En el lado izquierdo de POA-AHA del grupo control, la expresion relativa del ARNm del
REa alcanzé su maximo a las 13:00 horas (Figura 12A), mientras que en el lado derecho se mantuvo

constante (Figura 12B).

Dos, cuatro y doce horas después de la micro-inyeccién del vehiculo en la porcion izquierda de
POA-AHA, la expresion del ARNm del REa. en POA-AHA fue menor que en el grupo control (Figura 12A).

Dos horas después de la inyeccion del vehiculo en la porcidon izquierda de POA-AHA, la expresion del

gen fue menor que en el control (Figura 12B).

La micro-inyeccién de alcohol en POA-AHA izquierda resulté en la falta de la expresion del ARNm
para el REa en el lado tratado (Figura 12A) y en el lado derecho a las dos, cuatro, diez o doce horas

después de la micro inyeccion (Figura 12B).
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Figura 12. Media = e.e.m. de la expresion relativa del ARNm para RE« en el lado izquierdo (A1) o derecho (B1) de POA-AHA de
ratas intactas o micro-inyectadas con el vehiculo (H20) o con alcohol (OH) en la porcién izquierda de POA-AHA a las 09:00 h del
diestro-1. Imagen representativa de los productos de la RT-PCR ARNm para RE« en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2)
obtenidos del POA-AHA de ratas tratadas en las mismas condiciones.

*p<0.05 vs. Intacto; & p<0.05 vs. H20 (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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6. Efecto de la micro-inyeccion de alcohol al 50% en POA-AHA izquierda a las 09:00
horas del diestro-1, sobre la cantidad de la proteina del REc en el lado izquierdo o derecho
de POA-AHA a diferentes horas posteriores a la micro-inyeccion.

En el grupo control, el contenido del REa en la porcién izquierda de POA-AHA aumenta a las 19:00
h del diestro-1 (Figura 13A). En cambio, en la porcién derecha la cantidad aumenta a las 19:00 h del

diestro-1 y a las 09:00 del proestro (Figura 13B).

Diez y doce horas posteriores a la micro-inyeccion del vehiculo el contenido del REa en la porcion
izquierda de POA-AHA fue menor que en el control (Figura 13A). En la porcion derecha, el contenido del
REa fue menor que el control en los animales sacrificados a las 21:00 h del diestro-1 o a las 09:00 h del

proestro (Figura 13B).

El contenido del REa en la porciéon izquierda de POA-AHA de los animales con micro-inyeccion de
alcohol al 50% fue menor que el control en todas las horas estudiadas (Figura 13A), y en la porcién
derecha en los animales sacrificados a las 21.00 del diestro 1, a las 13.00 h del diestro 2 o a las 09.00 del

proestro (Figura 13B).
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Figura 13. Media * e.e.m. del contenido del RE-« en la porcion izquierda (A1) o derecha (B1) de POA-AHA de ratas hembras
adultas intactas o micro-inyectadas con vehiculo (H20) o con alcohol (OH) en la porcion izquierda de POA-AHA a las 09:00 h del
diestro-1. Imagen representativa de los productos de western blot para RE« en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2) obtenidos del
POA-AHA de ratas tratadas en las mismas condiciones.

*p<0.05 vs. Intacto; @ p<0.05 vs. H20 (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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7. Efecto de la micro-inyeccion de alcohol al 50% en POA-AHA izquierda a las 09:00 horas del
diestro-1, sobre la expresion relativa del ARNm para RE 3 en el lado izquierdo o derecho de
POA-AHA a diferentes horas posteriores a la micro-inyeccion.

En los animales intactos, la expresion relativa del ARNm para el RE en el lado izquierdo de POA-

AHA aumenté desde las 11.00 hasta las 21 horas del diestro-1 (Figura 14A), mientras que en el lado

derecho se mantiene constante (Figura 14B).

La micro-inyeccion del vehiculo resultdé en una mayor expresiéon del ARNm para el REB en la
porcion izquierda de POA-AHA, 2 y 8 horas posteriores al tratamiento (Figura 14A), mientras que en la
porcion derecha la expresion del mensajero fue menor en los animales sacrificados 8 o 12 horas

posteriores al tratamiento (Figura 14B).

La micro-inyeccion con alcohol resulté en una mayor la expresion del ARNm para el REJ del lado
izquierdo medida a las 11:00 0 17:00 horas del diestro-1, pero fue menor a las 21:00 horas del mismo dia
(Figura 14A), mientras que en la porcion derecha la expresion del ARNm para este receptor fue mayor a

las 8:00 horas y menor a la 12:00 h posteriores al tratamiento (Figura 14B).
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Figura 14. Media * e.e.m. de la expresion relativa del ARNm para RES en el lado izquierdo (A1) o derecho (B1) de POA-AHA de ratas
hembras adultas intactas o micro-inyectadas con el vehiculo (H20) o con alcohol (OH) en la porcién izquierda de POA-AHA a las 09:00 h
del diestro-1. Imagen representativa de los productos de RT-PCR para REf en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2) obtenidos del POA-

AHA de ratas tratadas en las mismas condiciones.

*p<0.05 vs. Intacto; @ p<0.05 vs. H20 (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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8. Efecto de la micro-inyeccion de alcohol al 50% en POA-AHA izquierda a las 09:00 horas del
diestro-1, sobre la cantidad de la proteina del RES en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA a
diferentes horas posteriores a la micro-inyeccion.

En el grupo control, el contenido del RER en POA-AHA izquierda fue mayor a las 11:00 del diestro-
1y alas 17:00 h del proestro que en las otras horas estudiadas (Figura 15A), mientras que en la porcion

derecha fue mayor a las 19:00 horas del diestro-1 (Figura 15B).

La micro-inyeccion del vehiculo en la porcién izquierda de POA-AHA resulté en un menor
contenido del REB POA-AHA izquierda, excepto a las 19:00 y 21:00 h del diestro-1 (Figura 15A), mientras
que en la porcién derecha el contenido del receptor fue menor a partir de las 13:00 h del diestro-1 hasta

las 13:00 h del diestro-2, y mayor a las 09:00 h del proestro (Figura 15B).
El contenido del REB en la porcién izquierda de POA-AHA de los animales con micro-inyeccion de

alcohol fue menor que en el grupo control (Figura 15A), mientras que en la porcion derecha fue menor en

los animales sacrificados desde las 13:00 horas hasta las 19:00 horas del diestro-1 (Figura 15B).
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Figura 15. Media * e.e.m. del contenido del RE-f en la porcién izquierda (A1) o derecha (B1) de POA-AHA de ratas hembras adultas
intactas o micro-inyectadas con vehiculo (H20) o con alcohol (OH) en la porcion izquierda de POA-AHA a las 09:00 h horas del diestro-1.
Imagen representativa de los productos de western blot para RES en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2) obtenidos del POA-AHA de ratas
tratadas con las mismas condiciones.

*p<0.05 vs. Intacto; @ p<0.05 vs. H20 (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Los resultados del presente estudio muestran que la microinyeccion de alcohol en el lado izquierdo
de POA-AHA modifica de manera asimétrica la expresion del ARNm de los REa y RE, asi como de la

proteina, en las horas subsecuentes al tratamiento.

A partir de los resultados obtenidos sugerimos que POA-AHA es una de las regiones en las que el
alcohol afecta la liberacion de GnRH, como resultado de un efecto inhibitorio sobre la sintesis del REa,
pero no del REB. Como consecuencia del menor nimero de REa en POA-AHA, la secrecién de FSH y

LH no ocurre durante el dia del proestro.

La disminucion de la concentracion de E2 a las cuatro horas de micro-inyectar el vehiculo a las
09:00 h del diestro-1, podria ser resultado de la estimulacion de la secrecién del factor liberador de la
corticotropina generado por la cirugia, ya que el estrés agudo o crénico ejerce un efecto inhibitorio sobre
el sistema reproductor (Kalantaridou y col., 2004). EI CRF inhibe la secrecion de GnRH (Chen y col.,
1992; Kalantaridou y col., 2004), y el cortisol la de GnRH y LH (Breen y Karsch 2004), asi como la de Ezy

P4 por el ovario (Sakakura y col., 1975; Rabin y col., 1990; Kalantaridou y col., 2004).

La mayor concentracion de Ps, observada a las 17:00 horas del diestro-1 en los animales
inyectados con el vehiculo seria una respuesta al estrés y quiza a la secrecion de prolactina, ya que el

estrés inducido por éter estimula la secrecién de prolactina (Jahn y Dies 1986; Freeman y col. 2000).

La respuesta de la expresion del REa y REB y la cantidad de proteina frente al estrés producido
por la cirugia y micro-inyeccion del vehiculo son diferentes. La cantidad de la proteina del REP en ambos
lados de POA-AHA disminuy6é a las dos horas de la microinyecciéon del vehiculo, mientras que la
expresion del REoa aumenté a partir de las 12 h. A partir de estos resultados sugerimos que cada
receptor es regulado de manera diferente por los mecanismos neuroendocrinos que se desencadenan

por el estrés.
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A pesar de estos cambios, los animales micro-inyectados con el vehiculo ovularon, aun cuando la
concentracion de LH en suero fue menor que la del control. (Olvera, 2009; Cruz y col., 2014). Segun
Everett (1972) y Gosden y col. (1976) la cantidad de LH liberada en el proestro es mayor a la cantidad

minima requerida para la ovulacién.

Dado que la micro-inyeccion del alcohol disminuye la expresion del ARNm y el contenido de la
proteina del REa, en el lado izquierdo de POA-AHA, sugerimos que el alcohol estimulé proteinas
correpresoras para el REa como la Icor (Fernandez y col. 2003), Rip140 (Parker y col. 2003), Safb1/2
(Townson y col 2003), y Fkhr (Zhao y col 2001), que son abundantes principalmente en cerebro y en

organos reproductivos (Noriega y Langley, 2008).

La disminucién en la cantidad de la proteina del REa seria el efecto que explica el bloqueo de la
secrecion preovulatoria de la FSH y LH (Olvera, 2009; Cruz y col., 2014), lo cual esta asociado a la baja
concentracién de E: circulante observada a las 13:00 horas del diestro-2 y a las 09:00 horas del proestro

(Olvera, 2009; Cruz y col., 2014).

La ovulacion en estos animales después de la inyeccion de GnRH en la tarde del proestro, apoya
esta hipotesis. Wintermantel y col. (2006) siguieren que la liberacion de GnRH y de LH dependen de la
activacién del REa, cuyo efecto modulador no ocurre directamente sobre la neurona GnRHérgica, ya que
ésta no expresa el REa (Shughrue y col., 1998), sino sobre neuronas o astrocitos que expresan el REa y

que actuan directamente sobre ella (Herbison 2008).

Con base en los resultados, sugerimos que las modificaciones provocadas por el alcohol sobre el
REa, no solo afecta la secrecién de LH, sino también la de FSH. En la hipdfisis, los pulsos de la GnRH a
frecuencias altas estimulan la liberacién de LH, mientras que los pulsos de frecuencias bajas estimulan la
liberacién de FSH (Herbison, 2008). Aparentemente este mecanismo de regulacién no fue afectado por la
micro-inyeccion con alcohol en las 24 horas subsiguientes, ya que las concentraciones de ambas
gonadotropinas fueron similares a las del control. Es decir, los mecanismos de regulacion que ejercen los

distintos neurotransmisores sobre la neurona GnRHérgica (Ciechanowska y col., 2010; Clarke 2011), no
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se modificaron en forma trascendente. Dado que los efectos del alcohol se observan a partir de las 13:00
horas del diestro-2 (28 horas después de la microinyeccion), suponemos que la ausencia del REa en las
neuronas y glias que se comunican con la neurona GnRHérgica resulté en la alteraciéon de algunos
mecanismos transcripcionales. Cervantes y col. (2005) mostraron que las especies reactivas de oxigeno
como el Oz y el H202 generadas durante el metabolismo del alcohol impiden el entrecruzamiento de
proteinas-ADN, el intercambio de cromatidas hermanas, dano a la estructura de la desoxirribosa-fosfato,
oxidacion o liberacion de las bases nitrogenadas, todo lo que puede provocar el rompimiento de las
cadenas del ADN. Moonat y col. (2009) y Miranda (2014) mostraron la oxidacion del alcohol a
acetaldehido incrementa la acetilacién de histonas, y forma aductos con el ADN, y que la suma de estos

efectos modifica la expresion de genes y la transcripcion a proteinas (Figura 16).
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Figura 16. Metabolismo del alcohol y su participacion simplificada en la modificacién de la expresién de genes y la
transcripcion a proteinas. Abreviaturas (ADH alcohol deshidrogenasa, ALDH aldehido deshidrogenasa, ACS Acetil-CoA sintetasa,
CYP2E1 citocromo P450 2E1, ROS especies reactivas de oxigeno).

La ausencia de cambios permanentes en la sintesis del REa en la porcidon derecha de POA-AHA
(la contralateral a la inyeccién), es una prueba de que el alcohol micro-inyectado no difundié al lado
opuesto o que los mecanismos de regulacién de este receptor son diferentes entre un lado y otro de

POA-AHA.
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CONCLUSIONES.

e POA-AHA es una de las areas donde el alcohol participa en los mecanismos que regulan la
ovulaciéon. La micro-inyeccion de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1, en el lado izquierdo de
POA-AHA, no afecta la secrecion de LH, FSH, Ez, P4, ni la cantidad de la proteina del REJ en las
12 horas posteriores al tratamiento. Pero si interfiere con la sintesis del REa en la porcidn izquierda

de POA-AHA.

e La ausencia de la secrecion de FSH y LH en el dia del proestro provocada por la microinyeccién

de alcohol es el resultado de las bajas cantidades del REo en ambos lados de POA-AHA.

e En cada porcion de POA-AHA los mecanismos de regulacion de la sintesis del REa parecen ser
diferentes: En la porcién izquierda, el alcohol inhibe la expresién del ARNm del REa, asi como la
transcripcion de esta proteina. En cambio, en la porcion derecha el alcohol estimula la expresién

del ARNm del REa, pero inhibe la transcripcion a la proteina.

e En éste dia del ciclo y a ésta hora, el alcohol no altera la sintesis del REp.

e La ausencia de ovulacién parece ser el resultado de la falta del efecto “feedback” estimulante
del E2 sobre la secrecion preovulatoria de la GnRH, a consecuencia de bajas concentraciones de

E2 y de la cantidad de sus receptores en POA-AHA.
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