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l - I N T R 0 D U C C I O N

En el curso del desarrollo filogenético el númerode

células comprendidas en el cuerpo de los organismos aumenta

así comolas células especializadas en diferentes direcciones

para producir tejidos, órganos y sistemas de órganos (l).

Comoconsecuencia de estos progresos, la integración

ae partes divergentes del cuerpo enFun organismo unificado,

se convirtió en una necesidad y en un problema de creciente

importancia. El crecimiento en el tiempo y en el espacio tu

vieron que ser regulados y los mecanismosfuncionales tuvie

ron que establecerse para permitir al organismoajustarse a
condiciones constantemente cambiantes del medio ambiente.

Desde el punto de vista evolutivo se emplearon dos modos de a

bordar este problema en los animales:

a; La diferenciación de células nerviosas para la transmisión
de los impulsos a grandes velocidades y con precisión máxima.

b) La liberación de mensajeros químicos liberados a los líqui

dos de los conductos sanguíneos y de los tejidos.

El sistema nervioso permite que se.realicen ajustes es

:ecíficos de un modomuyrápido pero que no resulta adecuado pa

ra la regulación de los procesos que deben durar tiempos prolon

gados.

La serie de mecanismos que se han presentado en la evo

lución de los sistemas de coordinación parece ser la siguiente:



2.

células nerviosas (neurómasmisoresJ-á»células neurosecreto

ras (neurohormonas) --+ glándulas endócrinas (hormonas).

No existe ya duda de que muchosprocesos vitales tanto en in

vertebrados comoen vertebrados, son controlados por complejos

neurosecretorios, básicamente dc un diseño similar. Los es

tfmulos que se reciben e integran on el sistema nervioso cen

tral basan a las células neurosecretoras, que responden libe

rando neurohormonasa la circulación. Estos mensajeros qui

micos, de manera distinta a los neurotransmisores, pueden pro

ducir ajustes relativamente prolongados actuando sobre las
glándulas endócrinas y otros tejidos que le sirven de blanco.

Entre los vertebrados superiores,-particularmente en los maT

míferos, los centros neurosecretorios se hanüconcentrado en

una zona pequeña del diencéfalo ventral: el hipotálamo. Di

cha zona regula la actividad de la glándula pituitaria (hipó

fisis), órgano clave en la modulación de una serie de funcio

nes vitales del organismo, una de las cuales es la reproddc
ción.

Existen grandes variaciones en las formas de la acti

vidad procreadora en diferentes especies.

En los vertebrados, el ciclo reproductivo es contro

lado por la hipófisis y las hormonasgonadales presentes en

la sangre. La producción de estas hormonas y por lo tanto,

la alteración rítmica de la receptividad sexual, es estableci

da por algún reloj biológico inherente, que asegura una forma



30

relativamente constante de actividad para cualquier especie.

Las hormonascirculantes actúan no sólo para inducir

un desarrollo anatómicamente completo de los órganos de la re

producción, sino también sobre el sistema nervioso para asegu

rar una variación de conducta que vaya de acuerdo con los órga

nos genitales completamentedesarrollados. El óptimo desarro

llo del sistema reproductivo contribuye a la supervivencia de

la estecie (cuya continuidad se asegura en la descendencia),y
no del individuo. Comomuchosprocesos fisiológicos, estos fe

nómenos comprenden un gran conjunto de fuerzas equilibradas y

oeben ser explicadas en base al funcionamiento del organismo

en su totalidad.

En los mamíferos los órganos, componentes esenciales

que determinan la fisiología reproductiva residen en el eje

hinotálamo - hipófiso - gonadal (hipotálamo - hipófiso - ová

rico en la hembra).

En los capitulos siguientes se describirán somera

mente los aspectos bioquímicos fundamentales de cada uno de

los componentesdel eje hipotálamo - hipófiso - ovárico, que

determina la fisiología reproductiva de la rata hembra.adu1ta.



O V A R I O

E1 ovario juega un papel fundamental para la normal fun

ción reproductiva en los mamíferos.

a) Comocontenedor y proveedor de células germinales

maduras (ovocitos) capaces de ser fertilizadas.

b) Comosincronizador del proceso de maduración de los

ovocitos con los eventos del ciclo sexual reproductivo de la

hembra, a través de un mecanismo de emisión-recepción de señales

hormonales.

2.1 Estructura

Los ovarios de los mamíferos son órganos pares aproxima

damente iguales en tamaño. Se encuentran en la cavidad pelvia

na, suspendidos mediante un mesenterio (meso ovario) que es un

repliegue de la hoja posterior del ligamento ancho por donde pa

san sus vasos sanguíneos linfáticos y nervios. La superficie

del ovario está cubierta por un epitelio cúbico y monoestratifi
cado. Máshacia el interior se distingue el estroma cortical

rico en fibras colágenas (túnica albugínea) y por dentro de esta

capa se hallan sumergidos los folículos y demásestructuras de

rivadas de ellos. En la zona superficial se encuentran también
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algunasfibras musculares lisas. El estroma medular corresponde

a un tejido conectivo laxo por elcnal transcurren y se ramifican

los vasos que penetran por el hilioe irrigan el órgano.

2.2 Folículo ovárico

El folículo ovárico es la unidad básica funcional del

ovario y consiste en una capa exterior celular (células de la

teca y de la granulosa) que rodea al complejo ovocito-células

del cumulus. La maduración de los folículos ováricos y su trans

formación a cuerpos lúteos está regulada por un grupo específico

de hormonas. Los diversos compartimientos foliculares interac

túan de forma integrada para secretar esteroides sexuales (es

trógenos y progestágenos) y para producir un óvulo fertilizable,

en respuesta a la secreción cíclica de gonadotrofinas hipofisa
rias.

Aunquelas trofinas hipofisarias (LH, FSHy Prl) son

las principales reguladoras del desarrollo folicular, no todos
los folículos de un ovario responden durante un ciclo dado. Por

otra parte, sólo un númerolimitado,de folículos seleccionados

ovulan durante la vida de la hembra mientras que la mayoría en

tran en atresia. Las etapas de crecimiento de un folículo ovg
latorio son: a) folículo primordial; b) folículo pre-antral;
c) folículo antral; d) folículo de Graaf pre-ovulatorio.

Luegode 1a ovulación, las células de la granulosa
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sufren cambios profundos en su capacidad de respuesta hormonal

y en su capacidad para producir esteroides. Estas células lu

teinizadas constituyen el mayor componentedel cuerpo lúteo y

son la principal fuente de progestágenos ováricos.

2.2.1 Folículo primordial

Consiste en un ovocito detenido en el estadio de diplg
tene de la profase meiótica, rodeado por una única capa de cé

lulas cuboidales de la granulosa. Este pequeño folículo (que

mide 150 u de diámetro aproximadamente) reside dentro del ova

rio hasta que alguna señal dispara su crecimiento.

La iniciación del crecimiento del folículo es un proceso

independiente de la influencia de las gonadotrofinas y continuo,

mo se interrumpe ni siguiera durante la preñez o luego de la

hipofisectomia (2,3) y puede iniciarse en cualquier día del ci

clo (4 ) ). Los foliculos inactivos comienzan a crecer a una

velocidad aparentemente proporcional al númerode folículos re

manentesguedecrece con 1a edad (3,5). Hasta el presente se des
conoce cuál es el estímulo para 1a iniciación del crecimiento
folicular.

2.2.2 Folículo pre-antral o primario

Unavez iniciado el crecimiento, el ovocito se agranda



y el folículo ingresa en el estadío pre-antral (o primario), en

el que aparece una membranaglicoproteica, la zona pelúcida, r9
deando al ovocito. Las células de la granulosa proliferan en

varias capas y se comienza a organizar la capa de células de la

teca a partir del estroma.

Las células de la granulosa del folículo pre-antral sin

tetizan principalmente estrógenos (6, 7, 8). La enzima aroma
tasa actúa convirtiendo andrógenos a estrógenos y aparece como

el factor limitante de la producción estrogénica del ovario. La
aromatización se induce o activa a través de la acción de FSH

( 6) que actúa a través de receptores específicos estimulando

la aromatización de cantidades limitadas de andrógenos y generan

do su propio micro-ambiente estrogénico (8, 9). La producción

de estrógenos en respuesta a FSH, está limitada por el contenido

de receptores de FSH. Esta hormona aumenta la concentración de

su propio receptor "in vivo" e "in vitro" (10). Por otra parte

la FSHse combina con los estrógenos para ejercer una acción mi

togénica sobre las células de la granulosa y estimular su proli
feración (11). Los estrógenos junto oon la FSHpromueven una

rápida acumulación de receptores de FSH,consecuencia de un au

mento en el número de células de la granulosa y de un cambio en

la densidad de receptores por célula (10, 12).

Los andrógenos son producidos por las células de la te

ca e interstnúdes del ovario y juegan un papel muyimportante



en el desarrollo folicular. Hansido descriptos receptores espe

cíficos para andrógenos en el citoplasma de células de la grang

losa (13). Ademásde servir comosustrato para la aromatización

inducida por FSH, los andrógenos también estimulan por si mismos

la actividad de aromatasa (14, 15).

En ausencia de gonadotrofinas, los andrógenos estimulan

la atresia folicular (16). Este proceso involucra la necrosis de

las células de la granulosa y la muerte del óvulo. Las acciones

contrapuestas de los andrógenos y estrógenos pueden deberse a la

disminución de los receptores de estradiol inducida por los an

drógenos (17, 18). Por lo tanto el destino del folículo pre-an
tral depende de un delicado equilibrio entre ambosesteroides.

A bajas concentraciones, los andrógenos estimulan su propia arg

matización. A niveles mayores, la limitada capacidad de aroma

tización se satura y el folículo se vuelve androgénico y final
mente atrésico.

2.2.3 Foliculo antral

Fluido Folicular:

Los estrógenos sinórgicamente con la FSH inducen un au

mento en la producción de fluido folicular que inicialmente se

acumulaen los espacios intracelulares de las células de la gra
nulosa hasta Juntarse para formar una cavidad, a medida que el



90"

folículo hace su transición gradual al estadío antral. El flui

do folicular deriva también en parte del plasma (19). Las celu

las de la granulosa están laxamente empaquetadas y unidas a tra

vés de uniones estrechas que permiten el libre pasaje de mate

riales a través del interior del folículo. Estas uniones juegan
un papel importante coordinando la estimulación hormonal de la

función de las células de la granulosa durante el desarrollo f2
licular. El acceso al interior del ovocito se realiza a través

del cúmulus de células de la granulosa que lo rodean. Es claro

el significado adaptativo del fluido folicular: provee el acce

so de las gonadotrofinas a los receptores celulares mientras

que ofrece un área local para cualquier amplificación de señales.

Por lo tanto, en el ovario, folículos contiguos pueden estar en

distintos estadios de crecimiento, mientras que todas las célu
las de un folículo dado se nutren en el mismoentorno endócrino.

Células de la granulosa: Varios estudios han demostrado

que las células de la granulosa de un folículo dado se ubican de

forma estratificada y que sus estados de diferenciación no son

uniformes. Se puede distinguir por lo menostres poblaciones:

las murales son aquellas situadas cerca de la membranabasal y

son normalmente las más activas en varios parámetros funcionales.

Las antrales son las más cercanas a la cavidad antral y las cé
lulas del cúmulus se encuentran rodeando al ovocito. Las célu

las murales son probablemente las más activas en cuanto a síntesis
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de esteroides, ya que poseen altos niveles de 3? - hidroxiestg
roide deshidrogenasa, glucosa-G-fosfato deshidrogenasa y cito

cromo P-450 (20-22). La ausencia de citocromo P-450 en las cg

lulas del cúmulus indica probablemente la ausencia de la acti

vidad de aromatasa en ellas (21).

Esteroidogénesis folicular. La hipótesis de dos células

dos gonadotrofinas.

De acuerdo a este modelo la LHestimula la biosíntesis

de andrógenos(androstenedionay testosterona)a partir de coles

terol en el compartimiento de la teca interna (23 ). Los andré
genos difunden a través de la lámina basal para convertirse en

estrógenos en las células de 1a granulosa o bien se secretan a

la vena ovárica. Las células de 1a granulosa, en contraste con

las de 1a teca, contienen muybajos niveles de las enzimas 17qu

hidroxilasa y 17-20 desmolasa que median la conversión de pro

gestágenos a andrógenos (24, 25). La deficiencia de estas enzi
mas en 1a granulosa hace necesaria la participación conjunta de

amboscompartimientos celulares para una síntesis óptima de an

drógenos y estrógenos. Por otra parta las células de 1a granu

losa producen progesterona comorespuesta a gonadotrofinas y es
posible que la progesterona difunda hacia las células tecales

para servir comosustrato para la biosíntesis de andrógenos.
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Las células de la teca producen principalmente androstenediona

lo que hace necesaria la participación de la 17P hidroxieste
roide deshidrogenasa de las células granulosas para la biosín
tesis del estradiol (24).

La interacción local (o paracrñufl entre los compartimien
tos de la granulosa y la teca, con la concomitante aceleración

de la producción estrogénica, no parece ser totalmente funcio
nal hasta el desarrollo antral tardío.

Selección y mantenimiento de los folículos dominantes.

La interacción entre estrógenos y FSH, tan crucial en el

mantenimiento del crecimiento y maduración del folículo, juega

también un papel fundamental en la selección de los foliculos

destinados a ovular. Mientras que los estrógenos influyen po
sitivamente sobre la acción de FSHen el folículo en maduración

ejercen un feedback negativo, sobre la liberación de FSHa nivel

hipotálamo-hipofisario disminuyendolos niveles sistémicos (26)

e intrafoliculares de FSH(27). Esto impediria la maduración

de otros foliculos (28) e iniciaría entfllos una secuencia de e

ventos promoviendo la conversión a un microambiente androgénico

que induce la atresia folicular irreversiblemente. La selección

de uno (primates) o varios foliculos comodominantes está asegu

rada una vez que éste/estos producen estrógenos en cantidades

significativamente mayoresque sus folículos vecinos. Los folí
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culos dominantes desarrollan, gracias a la alta producción de

estrógenos, una altísima capacidad de respuesta a la FSHdebido

a la enormeproliferación de células de la granulosa. Por otra

parte este proceso está acompañadopor un desarrollo avanzado

de la vasculatura tecal que ofrece una distribución preferencial

de la FSHal folículo que posee la mayor cantidad de receptores

de FSH. Contrariamente los folículos destinados a entrar en

atresia no son capaces de producir suficientes estrógenos como

para contrarrestar los efectos adversos de la supresión de FSH

(29. 30)

La FSHjunto con la acción sinérgica de los estrógenos

induce el desarrollo de receptores de LH, Prl y EGFen células

de la granulosa (31, 32, 33, 34, 35). Los estrógenos provenien

tes de los folículos dominantes, actúan a nivel central estimu

lando el pico ovulatorio de LHy localmente promoviendo la indug

ción del receptor de LH. La inducción de los receptores de LH

está asociada con la aparición de microvellosidades (donde se ubi
can los receptores) en las células de la granulosa (36). La FSH

ejerce su acción a través de AMPccomo segundo mensajero que a

su vez activa una proteína kinasa-AMPcdependiente tipo II (37).

Tambiénha sido descripta la intervención del sistema calcio

calmodulina en la estimulación por FSHde la biosíntesis de prg
gestágenos (38).
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2.2.4 Folículo preovulatorio

Las células de la granulosa del folículo preovulatorio

crecen y adquieren inclusiones lipídicas (la FSHinduce los re

ceptores de la lipoproteínas en la membrana(39)) mientras que

las de la teca se vuelven vacuoladas y aumentan la vascularizg
Cióno

El pico de LH(y el de Prl en la rata) proporciona el

estímulo ovulatorio y simultáneamente fija el destino de los f9
lículos remanentes. Promueve, junto con un pico preovulatorio

de irl en la rata, la luteinización de las células de la granu

losa actuando a través de la unión a su receptor e induce la

producción de progesterona. La brogesterona afecta el feedback

positivo del estradiol en forma dependiente de la dosis y del

tiempo. Por otra parte la pregesterona es en parte responsable

de la inducción del pico de FSH, la cual reinduce la mitosis de

las células de la granulosa. Esta acción combinadaserviría pg
ra coordinar el estímulo ovulatorio con la madurezdel folículo

preovulatorio (40).

2.3 Ovulación

El pico ovulatorio de LHinicia la reasunción de la meig

sis del ovocito y la luteinización de las células de la granulo

sa, Estas acciones parecen ser mediadas por el AMPc(41). Los
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niveles crecientes de AMPcson paralelos a1 aumento de producción

de progesterona de las células de la granulosa.

El inhibidor de la maduración del ovocito (OMI) es un

compuestono esteroideo secretado por las células de la granulg
sa y aparentemente responsable del detenimiento en el desarrollo

de los ovocitos (29). Los ovocitos reasumen la meiosis esponté

neamente una vez separados de las células de la granulosa. In

versamente, el co-cultivo con células de la granulosa o el agrg
gado de fluido folicular previene la maduración dei ovocito (29).

El pico de LHcausaría una ruptura en la conexión entre el cúmu

lus y el ovocito impidiendo al OMIllegar al ovocito o bien eje;

ceria su efecto inhibiendo la producción de OMI.

Se ha descripto asimismoun inhibidor de la luteiniza

ción (LI) presente en folículos pequeños mientras que los folí

culos grandes contendrían un estimulador de Ia luteinización (LS)

(19). Estos factores no han sido aislados,aunque no serían este
roideos.

Con el pico de LHlos niveles de progesterona continúan

en aumentohasta la ovulación. La existencia de receptores de

progesterona ováricos ha sido demostrada con un progestágeno sin

tético (R-SOZQy confirma la hipótesis de una acción directa de

1a progesterona sobre las células de la granulosa (42).

La progesterona podria ser responsable de los cambios

en las propiedades elásticas de la pared folicular que explican
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ovulación. Ha sido sugerido que la LH, actuando a través de la

estimulación de AMPcy/o progesterona podría aumentar la activi
dad de enzimas proteolíticas que digieren el colágeno de 1a pa

red folicular aumentandosu distensibilidad. Se ha descripto

la presencia de activador de plasminógenoen fluido folicular

que actúa produciendo plasmina a partir de plasminógeno. La

plasmina, una enzimaproteolítica, disminuye la resistencia de

la pared del folículo. La FSHprincipalmente, aunque también

la LH, estimula la liberación del activador de plasminógeno (29).

Las protaglandinas de 1a serie E y F son también impor

tantes productos secretorios de las células de 1a granulosa.
Su contenido aumenta en el fluido folicular antes de la ovula

Ción por la aCCión de las gonadotrofinas vía AMPc(29). Actúan

en la inducción de la ruptura folicular posiblemente a través de

la mobilización de enzimas lisosomales que digieren la pared f9

licular (29). Las prostaglandinas inducidas por LHtambién po

drian estimular células de músculo'liso presentes en la pared f9
licular, provocandola expulsión del óvulo.

El contenido de proteoglicanos (olegosacáridos unidos
covalentemente a un centro proteico) presentes en el fluido fo

licular (29) aumenta con el crecimiento del antro (estimulado

por FSHvia AMPc)y luego disminuye antes de la ovulación,dism¿

nuyendo la viscosidad de fluido (43). Este proceso podria estar
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ción de ácido hialurónico por el complejo cúmulus-ovocito (45,

46). Esto produce una expansión del cúmulus que permite que el

complejo ovocito-cúmulus flote libremente en el fluido antral

justo antes de la ruptura folicular.

Las posibles funciones de la FSHserían: estimulación

de la liberación del activador del plasminógeno, mucificación

de las células del cúmulus e inducción de receptores de LH, ne

cesarios para la luteinización de las células de la granulosa.

2.4 El cuerpo lúteo

El cuerpo lúteo es en realidad un folículo ovárico en

el cual la rápida regresión, que es el destino de todos los fo

liculos postovulatorios, se encuentra temporariamentedetenida.

Se forma durante el periodo de ovulación mediante una transfor

mación (luteinización) de las células que rodean la cavidad del

folículo. Este proceso afecta las células de la granulosa en

todas las.especies; en algunas, un proceso similar puede tam

bién afectar las células de la teca interna, aunque éstas cons

tituyen una muypequeña proporción del cuerpo lúteo (47).

La formación de un cuerpo lúteo y la secreción de P cong

tituyen la función última de las etapas de diferenciación de las

células de la granulosa de los folículos no atrésicos y en madg
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las células provenientes de folículos pequeños y medianos no se

luteinizan espontáneamenteen cultivo, contrariamente a las prg
venientes de los folículos grandes que hayan estado sometidos a

un pico de lH "in vivo", las cuales resultan en una capacidad

máximade conversión de la testosterona en estrógenos (48).

La luteinización involucra un enorme crecimiento de la

célula con un gran aumento del cociente núcleo/citoplasma y la

formación de una pared celular bien neta. Se desarrolla una

extensiva red capilar que abarca todas las células, prolifera

marcadamente el reticulo endoplasmático y pasa de ser predomi

natemente rugoso a ser predominantemente liso. Las mitocon

drias se transforman de redondas y pequeñas con crestas lame

liformes a más grandes y de formas más variadas con crestas tu

bulures. Aumentael desarrollo del aparato de Golgi y apare

cen numerosas gotas lipídicas (49, 50, 51).

El cambio principal es un aumento sorprendente de la

secreción de F acompañadode una relativa o completa pérdida

(según la especie) de la capacidad de secreción de andrógenos y

estrógenos (52). También.se ha descripto una disminución de

la producción de prostagkmdinas, que son producidas en grandes
cantidades por el folículo preovulatorio (53, 54, 55).

El cuerpo lúteo parecería pertenecer al mismotipo de

glándulas endócrinas que la corteza adrenal y 1a tiroides, es
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decir, la capacidad del cuerpo lúteo de secretar P depende en

general de hormonastróficas de la pituitaria. Sin embargola

diferencia con dichas glándulas radica en la diversidad en las

distintas especies en cuanto a la dependencia hormonal. En a1

gunas especies la LHes la hormonatrófica, en otras la Prl y

en otras una combinación de ambas (47). Es sorprendente el

contraste entre esta diversidad de la regulación de la activi

dad del cuerpo lúteo con la relativa uniformidad de la regula

ción del folículo. Por otro lado, también a diferencia de otras

glándulas endócrinas la actividad del cuerpo lúteo es esencial

mente no oscilatoria, es decir, es un sistema efímero o de un

único ciclo. Consta de tres períodos de acuerdo al perfil de

secreción de P: una fase ascendente, una fase constante y una

fase de regresión. Esta condición es universal e indica que

existe un sistema comúnde regulación de los cuerpos lúteos de

todos los mamíferos que causa su caducidad. Considerando las

caracteristicas de relativa autonomíade la secreción de P, ca

pacidad de respuesta a la acción luteolitica de las prostaglan

dinas y la capacidad de sintetizar las mismasse evidencia que

por lo general la P tiende a posponer la capacidad de síntesis

de las prostaglandinas. En base de esto se puede hipotetizar

que el cuerpo lúteo es una glándula efímera debido a que el sig
tema básico que regula su actividad consiste de dos procesos

opuestos mutuamente (4-7).
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En 1a rata, el cuerpo lúteo del ciclo estral dura tres

días y se mantiene aun en ratas hipofisectomizadas (56 ). El

cuerpo lúteo de la preñez en la rata dura tanto comoésta (57).

El uso de animales pseudopreñados para el estudio de diversos

aspectos del funcionamiento del cuerpo lúteo es muygeneralizado.

La pseudopreñez puede inducirse por estimulación cervi

cal o por cópula con un macho vasectomizado ( 92 ). La supero

vulación por administración de gonadotrofinas induce un estado

de pseudopreñez en el cual el ovario se componede un altísimo

porcentaje de células luteales. Dichas células poseen caracte

rísticas histológicas y ámilitud de respuesta a las células lu

teales del ciclo o de 1a preñez temprana. Este sistema fue des

cripto por primera vez por Rowlands y col. ( 59) y fue evaluado
y hallado adecuado para su implementación experimental (60) y

para realizar estudios acerca de efectos esteroidogénicos agu

dos ( 61).

2.4.1 Mantenimientodel cuerpo lúteo en la rata.

a) Papel de la LH y 1a Prl

La LHcontrola la secreción y la sintesis de P a través

del sistema adenilato ciclasa (61, 62, 63). Esta activación
enzimática cataliza la formación de AMPcluego de la estimula

ción de las gonadotrofinas a través de la interacción hormona
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receptor ( 64). El AMPcpuede imitar las acciones luteinizantes

y esteroidogénicas de la LHen el cuerpo lúteo, indicando el ng

pel del nucleótido comomediador intracelular de la LH(641, 65)

másaún, la activación de la adenilato ciclasa resultante de la

estimulación por LH, fluctúa de manera idéntica a la secreción

de P en el cuerpo lúteo (66), lo cual refuerza el concepto de

mediación por el sistema adenilato-ciclasa-AMPC en la acción de

la LHa nivel ovárico.

La LHejerce un rol trófico importante sobre el cuerpo

lúteo estimulando la esteroidogénesis en diversas especies ade

más de la rata ( 67) (primates ( 68), conejo (6%)), animales

domésticos ('70), etc). Esta hormonaes esencial para el man

tenimiento del comienzo de la gestación (71 ). De todos modos,

en ciertas especies,niveles plasmáticos de LHmuyelevados in
ducen 1a regresión del cuerpo lúteo (72 - 74).

Por otro lado la LHno es la única hormonaluteotrófi

ca. La secreción de P depende de la Prl desde el segundo día

,después de la ovulación en la rata ( 75, 76 ) y durante los

primeros días el cuerpo lúteo no necesita de la LHpara mantener

la secreción de L. Alrededor de los días 8 y 9 de gestación,

el útero y la Irl modulanla dependencia del cuerpo lúteo de la

LH( 71, 77 ), pudiendo el útero adelantarla y la Prl retrasar

la (77 ). La Prl induce los receptores de LHen ratas hipofiseg

tomizadas e intactas ( 78, 79 ) y tiene también efectos luteolí
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ticos ( 80) probablementea través del control de la sensibili

dad del cuerpo lúteo a la acción luteolítica de la PGan ( 81).

La luteotrofina decidual, producida por el útero de la

rata preñada, posee características fisiológicas y bioquímicas

similares a la Prl. Esta luteotrofina mantienelos niveles ci:
lulantes de i en ausencia de Prl ( 82), mantiene los receptores

de estradiol y LHen células luteales (833), sinergiza con el

estradiol lúteo para la estimulación de la síntesis de P (84) y
regula la adenilato ciclasa sensible a LH( 85).

b) Papel del estradiol

El estradiol, así comola LHy la Prl, puede ejercer e

fectos luteotróficos o luteolíticos según las condiciones expe

rimentales utilizadas. Los estrógenos son secretados por las

células luteales de: rata (86), cerdo (87), monoRhesus (88),
humano (89) y juegan un papel importante en el mantenimiento

del cuerpo lúteo de diversas especies (69, 90, 91). Sin em

bargo, todavía es oscuro el panorama acerca del mecanismode

acción del E en el cuerpo lúteo de la rata ( 92 ). La síntesis

de P por las células luteales está íntimamente ligada a la ac

ción de los estrógenos en el conejo ( 93) y en el ciclo menstrual

humano ( 68) mientras que son requeridos para la implantación

del huevo en el hurón (594). Contrariamente, en el monoRhesus

el estradiol tiene un efecto luteolítico en 1a última fase del

ciclo menstrual ( 95).
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2.4.2. Biosíntesis de progesterona

Las células luteales contienen todas las enzimas nece

sarias para la biosíntesis "de novo" de Pautravés del camino

biosintético colesterol-pregnenolona. Asimismose ha estableci
do la presencia de todas las enzimas involucradas en 1a sínte

sis "de novo" del colesterol, incluyendo la 3-hidroxi-3-metil

glutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), que es la

limitante de dicho camino biosintético (96). Sin embargo, co

moel cuerpo lúteo secreta grandes cantidades de progestágenos

(3,5 mg/día en el ovario superovulado) debe dependen del apor

te exógenode colesterol para utilizarlo comosustrato (97).
Esto ha sido efectivamente demostrado "in vivo" (98, 99, 96) e

"in vitro" (96, 100).

E1 colesterol proviene en general de las lipoproteínas

plasmáticas (en la rata fundamentalmente HDL)que penetran a la

célula a través de receptores específicos que son moduladospor

las hormonastróficas (LH, Prl). Estas lipoproteínas son endo

citadas (101) y las vesículas endociticas se funden con lisosomas

que hidrolizan las partículas de lipoproteína a aminoácidosy

colesterol. Este mecanismoha sido comprobado para las LDL.

Sin embargo para las HDLno parece ser necesario un catabolismo

completo previo a la utilización del colesterol (100). La co
lesterol-ester hidrolasa citosólica sería la encargadade libe
rar el colesterol y este proceso sería másrápido que la inter
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mediación del sistema lisosomal (100). El aumento de colesterol

libre intracelular suprime la actividad de la HMG-CoA reductasa.
Por otro lado el colesterol activa la acil-Co A: colesterol-acil

transferasa, 1a cual reesterifica el colesterol. Los ésteres

de colesterol se almacenanen gotas lipídicas en la célula y pug
den ser hidrolizados a colesterol libre, luego de la activación

de la colesterol esterasa. Esta enzimaes controlada por dife

rentes hormonas (102, 103). El metabolismo del colesterol en cg
lulas luteales está por lo tanto compartimentalizado. El coles

terol proveniente de las lipoproteínas debe pasar a través de ve
sículas y lisosomas antes de llegar a la mitocondria, donde de

be atravesar la membranapara ser metabolizado a pregnenolona

en la membranainterna mitocondrial, o bien debe llegar al retï
culo endoplasmático, donde se esterifica para almacenarse en

las gotas lipídicas. Comola célula luteal sintetiza grandes

cantidades de progestágenos, requiere un modode facilitar la

traslocación y el procesamiento del sustrato. En este sentido

se ha demostrado la importancia del citoesqueleto (microtúbulos

y microfilamentos) en estas células (104-106).

El paso limitante en la biosíntesis de P es la ruptura

de la cadena lateral del colesterol a pregnenolona. Esta reac

ción está mediada por la enzima de ruptura de 1a cadena lateral

(SCC) que se encuentra en la membranainterna mitocontrial (107).

Este sistema consta de tres componentes: citocromo P-45Cgcc una
flavoproteína que contiene FAD(luteodoxina reductasa) y una
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proteina que contiene azufre e hierro (luteodoxina). La reaccion

consume tres moles de NADPHy 02 por mol de colesterol metaboli

zado a pregnenolona (100). La regulación hormonal de esta enzi

ma puede afectar por lo menos a tres pasos de la reacción: 1)

la transferencia del colesterol a la mitocondria y el acceso in
tramitocondrial del colesterol a la SCC(108); 2) la formación

de complejos entre fosfolípidos (comola cardiolipina) y el cito
cromok-450 y la disponibilidad de fosfolipidos (109); 3) la

modulación de los niveles del citocromo P-450 (110, 111). La

actividad de la SCCse inhibe con drogas específicas como la ami

noglutetimida (112).

La pregnenolona se convierte en P por un complejo de dos

enzimas, 3 F-hidroxiesteroide deshidrogenasa (BP -HSD)y A 5,
A 4-isomerasa. La isomerasa se encuentra en exceso por lo cual

la enzima regulatoria es la 3 e -HSD. Aunque la mayor parte de
esta enzima se localiza en la fracción microsomal, algunos estg
dios han descripto su presencia en la'mitocondria (113, 114).

La conversión de pregnenolona a P es irreversible y constituye

asimismouno de los pasos regulatorios de la biosintesis de P.

La principal ruta del catabolismo de la P es la mediada

por la enzima ZQCHGSterbdedeshidrogenasa (20d.-HSD) la cual con

vierte reversiblemente la P a su metabolito 20<i -hidroxiproges
terona (20°< -OH-}). Este metabolito no es capaz de mantener

la preñez o las respuestas de la decidua. La enzima 20‘#.-HSD
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se encuentra en altas concentraciones en el cuerpo lúteo durante

la luteólisis (115, 116).

2.4.3. Regulación de la biosintesis de progesterona

La LHes la hormona que inicialmente desencadena el

"programa" de diferenciación o luteinización, de modode aumen
tar la capacidad esteroidogénica de la célula (aumentalos re

ceptores de lipoproteínas, modula la SCC,etc.). Otras hormo

nas (Prl, estradiol) ejercen un efecto permisivo comopara pro
ducir y mantener la capacidad esteroidogénica máxima(100).

Las hormonas capaces de elevar los niveles de AMFcin

tracelular producen un estímulo secretorio agudo, que indice

una mayor utilización del colesterol endógeno y promueve su mg

vimiento hacia el sistema SCC. El efecto esteroidogénico de la

LH/hCGsobre el cuerpo lúteo ha sido demostrado "in vivo" (117)

e "in vitro" (118). Este efecto está acompañadopor cambios en

la actividad de las enzimas esteroidogénicas, estimulando la

HMC-CoA reductasa, la colesterol esterasa y los receptores de

lipoproteínas para incrementar la provisión de sustrato (102,

103).

La LHestimula la producción de AMPcincrementando la

actividad la adenilato ciclasa (119) aunquesin afectarla act;
vidad de fosfodiesterasa (PDE)(120). La estimulación la ade

nilato ciclasa puede resultar de la activación de una pro
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teasa de membrana(121) y se ha descripto 1a intervención de los

microfilamentos (122) y el ión calcio (123) en dicha activación.

Los aumentos del AMPcresultan en una activación de una proteína

quinasa dependiente de AMPc(124) que a su vez produce un aumen

to de fosforilación y de la esteroidogénesis (125).

Aún no está completamente dilucidado el papel de la LH

en la regulación del metabolismo de fosfolípidos en ovario (126).

Aunquela LHmodifica el metabolismo de fosfoinosítidos en cue;
po lúteo (127) la hormonano altera el ácido fosfatídico (128).

Strauss y col. han propuesto que la síntesis de lípidos fosfori

lados estimulada por LHpodría modificar la composición fosfoli
pídica de la membranamitocondrial afectando la movilidad del

colesterol hacia el citocromo 13-4505CCo bien reduciendo el Km
de la scc (129).

Se ha descripto un mecanismode control autócrino en

células luteales, en el cual la P, el producto esteroidogénico

de las células, ejerce un efecto de retroalimentación positiva

ultracorta. De este modola P estimularia su propia secreción

(47).



LH

REGULACION PbR LH DE LA BIOSINTESIS DE P

Enzimas (recuadradas):
AC: adenilato ciclasa, ACAT:colesterol-aciltransferasa,
CEH:colesterolsester- hidrolasa. (Las restantes figuras en
las abreviaturas).
ve: vesícula endocítica, ce: citoesqueleto, glzgotas lipí
dicas, m:mitocondria, gs: gránulos secretorios, mp: membra
na plasmática.
Esteroides: C: colesterol, Pr: pregnenolona, P: progesterona,
ZOot-OHP:20 ot- hidroxiprogesterona.
La LH (o hCG) a través de la unión a un receptor de membrana
activa la enzima adenilato ciclasa y el AMPCproducido<vía ac
tivación de proteínas quinasas dependientes de AMPc)activa
los procesos indicados por las flechas punteadas con signos +
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3. EJE HIPOTALAMO-HITOFISARIO

La adaptación a los diversos cambios fisiológicos asg

ciados a la función sexual y reproductiva está determinada

por una interrelación recíproca, estimulatoria e inhibitoria

entre el ovario a través de 1a secreción de esteroides y el eje

hipotálamo hipofisario, mediante la secreción de gonadotrofinas

(LH, FSH) y otras hormonas como la Prl. Estas hormonas se sin

tetizan en la adenohipófisis o hipófisis anterior. Esta glándg
la recibe y emite señales hormonales a través de la circulación

periférica y del sistema porta-hipofisario que la comunicacon

el hipotálamo. Los vasos porta-hipofisarios formanparte del

vínculo neurovascular mediante el cual el hipotálamo y sus neu

rohormonasmediadoras controlan la secreción de trofinas hipofi
sarias. Las neurohormonas, sintetizadas en determinados núcleos

hipotalámicos, son transportadas hasta la eminencia media donde

a través de las vesículas neurosecretorias, son vertidas a la

circulación porta-hipofisaria. Asimismohay un flujo en sentido

inverso, de la hipófisis al hipotálamo a través del cual actúan

las hormonashipofisarias para regular la sintesis de las hormg
nas neurosecretorias y también existen conexiones con el liqui

do cefalorraquideo mediante los tanicitos de la eminencia media.
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A su vez existe un mecanismo de control supraneuroseq

cretorio, es decir factores sintetizados por otras neuronas

capaces de modular la síntesis y liberación de las hormonas

neurosecretorias (por ejemplo los péptidos opioides en la se

creción de Prl h-LH).

3.1 Regulación de la secreción de LH

La LHRH(o GnRH)es un decapéptido hipotalámico esti

mulatorio de la secreción de LH y FSH. Ambashormonas tienen,

sin embargo, un patrón de secreción independiente. La inhibina

(sintetizada por el folículo) disminuye la secreción de FSHy

es uno de los mecanismosresponsables de la disociación en la

secreción de ambas hormonas.

La secreción de LHen la rata se produce de dos maneras

diferentes (185). La secreción basal está caracterizada por

descargas tónicas cuya frecuencia y amplitud puede variar con
siderablemente de acuerdo a las diferentes fases del ciclo es

tral en ratas hembras. En el animal adulto la secreción perió
dica de LHse interrumpe en la tarde del proestro por pulsos

rápidos y de gran amplitud constituyendo el pico preovulatorio

de LH que dura 4-6 horas.

La LHRHes aparentemente la señal neural primaria in
volucrada en la activación de la liberación de LHde las células
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gonadotropashipofisarias. Se sintetiza en el área retroquiag
mática, núcleo arcuato lateral y en algunas regiones del hipo

tálamo medio basal (HMB). Sin embargo las zonas responsables

del pico ovulatorio de LHson diferentes y aún no están complg

tamente caracterizadas. La LHRHtambién se libera comodesear

gas tónicas al sistema porta-hipofisario para llegar a la hipó
fisis anterior. La periodicidad de la descarga de LHRH,los

efectos complejos de retroalimentación o "feedback" de los es

teroides gonadales y la influencia de los opioides supraneuro
secretorios determinan las dos modalidades de la secreción de

LH.

Secreción de LHdurante el ciclo estral y castración

Los niveles más bajos de LHplasmática de todo el ciclo

ocurren en el estro debido a una menor frecuencia de la libera

ción pulsátil. En el diestro I los niveles de LHse elevan por

un marcado incremento en amplitud y frecuencia de los pulsos de

LHy luego (diestro II y mañanadel proestro) la frecuencia se

mantiene constante y la amplitud decrece produciendo niveles

promedio de LH sanguíneos menores que en diestro I pero mayores

que en estro. Estos cambios se encuentran aparentemente corre

lacionados con los patrones de secreción de LHRH.

La secreción del pico preovulatorio de LHde la tarde

del proestro también es pulsatil y la frecuencia de los pulsos



es 1a mayor de todo el ciclo. Es posible que todo el pico pre

ovulatorio resulte de cambios en la cantidad y frecuencia de

pulsos de LHRH.

El tercer modode secreción de LHformado por pulsos a

intervalos regulares de 20-30 min. y de alta amplitud se obser
va en ratas ovariectomizadas (ovx). Este modode secreción se

adquiere luego de 24 horas de castración en diestro I aunque

en otros estudios la hipersecreción de LHaparece luego de 2-4

dias luego de la ovariectomía. Hasta 8 días luego de la cas

tración la cantidad de LHliberada en cada pulso se mantiene

constante aunque hay un aumento de la frecuencia de los pulsos

de LHresponsable del aumento continuo de los valores promedio

en sangre. Durente los 21 días subsiguientes se estabiliza la

frecuencia de descarga y aumenta la amplitud. No hay evidencias

directas de un aumento en la liberación de LHRHluego de la cas

tración, aunque algunos estudios describen mayores concentracig

nes de LHRHen la sangre portal y una secreción tónica similar

a 1a observada en ratas en diestro I. Sin embargola hiperse

creción de LHRHno parece ser el único evento responsable del

aumento de la secreción de LHpost-castración.

Regulación por esteroides de la secreción de LH

El sitio principal de acción de E y P en el control de
la secreción tónica de LHestaría a nivel hipofisario. Mientras
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el esteroide dominante es P la respuesta hipofisaria a LHRH

exógena decrece gradualmente para luego incrementarse con el

aumento de 1a secreción de E. Se ha observado que durante es

tos cambios cíclicos en la sensibilidad hipofisaria a la LHRH

provocados por un entorno dominante de P o E, la LHRHse libera

tónicamente de manera similar a la de ratas ovx. Estos estu

dios indican que la acción directa de los esteroides ováricos

a nivel hipofisario es el modopredominante de regulación de la
secreción tónica de LH.

La administración de estrógenos reduce rápidamente la

liberación de LHen ratas ovx debido principalmente a una dis

minución en la amplitud de los pulsos de LH. La administración

de I sólo es efectiva en combinación con E. La acción sinergi

ca de ambos esteroides afirma el concepto de que los cambios en

los niveles sanguíneos de E y P dentro del rango fisiológico

producen los patrones de frecuencias y amplitud de los pulsos
de LHcaracterísticos de cada dia del ciclo.

El HMBaparece como componente neural esencial mediador

del "feedback" negativo de los esteroides ováricos sobre la li
beración de LH.

Se ha demostrado que el pico de LHpreovulatorio es pro

ducido por una descarga abrupta de LHRHde los terminales nervig

sos de la eminencia media (EM). La descarga de LH en la rata

ocurre siempre durante un período crítico y discreto: entre las
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1400-1600horas del proestro. E1 "reloj neural" que determina

el momentode la descarga parece situarse dentro de la unidad

HMB-áreapreóptica media y está sujeto a modulación esteroidea

y por fotoperíodos. El E es la señal ovárica primaria respon

sable del pico preovulatorio. En ratas ovx la administración

de esta hormonainduce a partir de la tarde del dia siguiente)
picos de LH. La acción de los estrógenos en la inducción del

pico de LHparece ser en dos etapas. La primera (relacionada

con inducción de la síntesis de LHRH)se inicia por el aumento

lento en los niveles circulantes de estradiol durante diestro II.

La segunda corresponde a la elevación rápida entre el diestro II

tardío y la mañanadel proestro y serviría comoseñal para la

activación del disparo neural (21.00-24.00 hs. diestro II). La

presencia continua de altos niveles de E posteriormente (luego

de las 3.00 hs. del proestro) parece aumentar la respuesta hipg
fisaria a LHRHy los "pools" intracelulares liberables de LH.

La F es necesaria en el medio estrogénico para: a) con

tribuir a aumentar la sintesis o liberación de LHRHprevia al

pico de LH; b) amplificar la magnitud y duración del pico de

LH y c) promover la secreción del pico de FSH. La P está tam

bién asociada con el disparo neural ya que se observa un aumen

to de I a las 14.00 hs. del proestro, antes de que comience la

liberación de LHy que la P administrada previamente adelanta

el pico de LH. Sin embargo, a mayores concentraciones la P



inhibe la ovulación suprimiendo la expresión de la señal neu

ral de liberación diaria de LH, aparte de la inhibición local

que ejerce sobre la secreción de estrógenos. Es probable que
la l actúe normalmentede esta manera durante el ciclo entre

la tarde del proestro y el estro y entre diestro I y II donde

sus niveles están marcadamenteelevados (185).

3.2 Regulación de la Secreción de Prolactina

La secreción de Prl por la hipófisis de los mamíferos

(células lactotropas), contrariamente a lo que sucede con otras

hormonashipofisarias, se encuentra bajo la influencia predomi
minantementeinhibitoria del sistema nervioso central. Esta

atenuación de la secreción de la hormonase ejerce mediante el

flujo constante de dopamina proveniente de las neuronas túbero

infundibulares del hipotálamo (175). El rol inhibitorio dopami
nérgico en mamíferos es el sistema de control dominante de la

secreción de Prl. Sin embargoexisten asimismo otros sistemas

de control, estimulatorios e inhibitorios.

El ácido ï'-aminobutirico (GABA)es asimismo otro factor

hipotalámico inhibitorio liberado a la sangre portal, aunque su

efecto es de menor magnitud que el de la dopamina. La Prl ate

núa su propia secreción a través de mecanismosdopaminérgicos,

constituyendo un efecto de feedback corto. Ha sido sugerida
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una inhibición de la secreción de Prl por acción de la hormona

sobre la mismacélula prolactínica.

Se han descripto numerososfactores estimulatorios de

la liberación de Prl. El sistema serotoninérgico es particu

larmente importante por su relación con la liberación de Prl

inducida por el estímulo de la lactación.

La TRH(hormonaliberadora de tirotrofina) es un tri

péptido hipotalámico que también se comporta comofactor libg
rador de Prl. Existen dos componentespara la liberación de

irl, uno de los cuales es liberado rápidamente luego de su sin
tesis y otro de bajo turnover. Se ha demostrado que la TRH

actúa liberando este último pool de Prl y aparentemente están

involucrados diferentes tipos celulares. Untipo celular no

es sensible a TRHy libera la Prl recientemente sintetizada a

gran velocidad. La segunda sub-población de lactdtropos res

ponde a la TRHcon la liberación de Prl almacenada anteriormen

te (pool de bajo turnover) (321). El mecanismo de acción de

1a TRHinvolucra, entre otros eventos bioquímicos, el aumento
+ .intracelular y aparentemente comocondel contenido del Ca+

secuencia de ello, se produce un aumento de AMPc(186). Además

de inducir la rápida liberación de Prl, la TRHestimula más leg
tamente la síntesis de la hormona, a través de la inducción de

la acumulación del ARNmcorrespondiente (58). Durante la lac

tación y durante el pico de Prl del proestro se produce un aumen

to de la sensibilidad hipofisaria al estimulo de la TRH,sugiriendo
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un rol de la TRHcomoestimulante fisiológico. Por otro lado,

se ha demostrado un aumento en la liberación del tripéptido

durante el proestro y durante la lactación (325). Sin embargo

este es un tema aún sujeto a grandes controversias (323, 324).

Los estrógenos, específicamente el 17 P estradiol, son
importantes factores modulatorios del control de la secreción

de Prl. Este efecto tiene lugar a nivel hipofisario e hipota
lámico (175) y produce un aumento de la secreción de la hormona.

La acción estrogénica a nivel hipofisario involucra el aumento

de la biosíntesis de Prl (326, 327) y se ha descripto la acumu

lación del ARNmensajero de la Prl inducido por E (328). Se

ha demostrado que el E regula la expresión del gen de la Prl a

nivel de su transcripción por un mecanismoindependiente de sin

tesis proteica(329,330).Por otro lado el tratamiento con E dis

minuye la sensibilidad hipofisaria a la dopaminamientras que

aumenta la capacidad de respuesta aïla TRH(331).

Los estrógenos son, por lo tanto, responsables de los

aumentosde }rl circulante detectados en mujeres durante la fa

se folicular y durante el embarazo.

Los péptidos opioides (encefalinas, (¿endorfina, etc.)
estimulan la liberación de Prl, a través de una atenuación de

la inhibición dopaminérgica, a nivel supraneurosecretorio, aun

que se ha postulado también una acción de los opioides a nivel

hipofisario. Estos péptidos serían los responsables del tono
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prolactínico normal. El efecto de los estrógenos a nivel hipo

talámico se manifiesta a través de una disminución de la dopaml

na liberada a la sangre portal y se ejerce al menos en parte a

través de un bloqueo de la acción de los péptidos opundes (175).

Por otro lado la progesterona (175), los glucocorticoi

des y la hormonatiroidea ( 58) actúan inhibiendo la secreción
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OBJETIVO DE LA PRESENTE INVESTIGACION

Este trabajo intenta dilucidar algunos de los mecanismos

moleculares que intervienen en la compleja red de señales bioquí
micas que determinan la fisiología del sistema reproductivo de
la rata hembra.

Se estudiará la acción de dos hormonas peptidicas: A) in
sulina y B) prolactina.

A) En el estudio de la acción de la insulina se emplea

rán dos estrategias experimentales: a) estudios con animales

diabéticos por estreptozotocina. Mediante este modelose inten
tará explicar algunas de las alteraciones bioquímicas responsa

bles de las fallas reproductivas asociadas al estado diabético.

b) Otro enfoque comprendeestudios "in vitro" acerca del papel
de la Ins en el normal funcionamiento de la célula luteal.

B) Se evaluará la acción de la Prl comohormona regula

dora de la función luteal. Lostnodelos experimentales a utili

zar serán ratas hiper o hipopniactinémicas (obtenidas por admi

nistración de drogas antagonistas o agonistas dopaminérgicos)

e incubaciones de células luteales con Prl para el estudio de la
acción directa de esta hormonasobre la esteroidogénesis luteal.
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S

QUIMICOS

(1251)-1Na, C1,2,6,7-3H(N)] progesterona (98,3 Ci/mmol),

[2,8-3H] adenosina - 3',5'- fosfato cíclico (3H-AMTC)(34,6

Ci/mmol), [8-3H] guanosina -3',5'-fosfato cíclico (3H-GMPC)

(17,2 Ci/mmol), 17.9 (2-4-6-7-(3H)) - estradiol, (98 Ci/mmol)
fueron obtenidos de NewEngland Nuclear(Boston, Mass., USA).

La pureza de los esteroides radiactivos, controlada por croma

tografía en capa delgada, fue siempre mayor del 98%.

Las soluciones de L 3H] -E se prepararon diluyendo en

etanol absoluto.

Los esteroides no radiactivos, tris, BSA(fracción V),

ADN,EDTA,sacarosa, DTT, PMSF,nucleótidos cíclicos no radiac

tivos, 5' nucleotidasa de veneno de serpiente (King Cobra), trip
sina, fosfolipasa C, cicloheximida, actinomicina D, se obtuvie

ron de Sigma Chemical Company (St Louis, Mo, USA).

LHRHde Peninsula Labs (San Carlos, CA, USA), MIX de Al

drich Chemical Co. (Milwakee, WI, USA), M 199 de Difco Laboratg

ries (Detroit, Mich., USA), colagenasa tipo 4176 C LS II 49 A

087 (153 U/mg), la desoxi-ribonucleasa (DPFF 54 C 443. 2070 U/mg)
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la ribonucleasa A (RAF53 N523, 4800 U/mg) y el inhibidor de

tripsina de brote de soja fueron de Worthington Biochemical Co

(Freehold, N.Y. USA), Sepharosa-Concanavalina A y Sephadex G-75

de Pharmacia Fine Chemicals AB (Uppsala, Sweden). DEAE-celulosa

(DE-52) Whatman (England) AG1 -X4 y A63-x4 de Bio Rad (Laboratg

ries Richmond, Calif., USA). La lactoperoxidasa (grado B) y el

Dextrano (T-BO) son de Calbiochem. El Carbon (Norit A) de Amend

Drug Chem Co.

La PMSG(Eleagol) y hCG (Endocorion), geltilmente dona

das por el Dr. E. Passerón, y la TRH(Trelea) son de Elea (Bue

nos Aires, Argentina). La STR(lote No 60140) ha sido donada

por Laboratorios Upjohn (Kalamazoo, Mich., USA). La Ins-zinc

protamina fue de Eli Lilly Co. (Buenos Aires, Argentina). La

aminoglutetimida (Elipten) de Ciba-Geigy (Buenos Aires, Argen

tina).

La hCG, hLH y oPrl fueron obtenidos del NIH. La hGH

fue preparada y gentilmente provista por el Dr. J.M. Dellacha

(Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires,

Argentina). El EGFfue gentilmente provisto por la Dra. M.T.

Téllez Iñón (Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genéti

ca y biología Molecular, BuenosAires, Argentina). La Ins por
cina (altamente purificada, 615-1082 B-108-I, 26,2 U/mg) fue

provista por Eli Lilly Co. (Indianápolis, IN, USA).

El etanol absoluto y el eter etílico grado para análi

SiS fueron de Merck (Argentina). Dioxano y Tolueno de Sintorgan

(Argentina). Los demás compuestos químicos utilizados fueron de

grado analítico.



A; ANIMALES Y TRATAMIENTOS

A.1 Animales

Se utilizaron ratas hembra (Rattus norvegicus albinus)

variedad Wistar provenientes del criadero del Instituto de

Biología y Medicina Experimental (IBYME). Los animales fueron

mantenidos con periodos de luz artificial de 14 horas (de 6 a

20 hs.) y con temperatura controlada alrededor de los 23° C.
Recibieron una dieta balanceada (Purina) y agua "ad libitum".

A.2 Obtención de ratas superovuladas

Se indujo el estado de pseudopreñez en ratas prepúbe

res (25 días) o adultas mediante 1a inyección de PMSG(25

U.I./rata SC), seguida a las 48 hs de una dosis de hCG(50

U.I./rata SC). Los animales fueron utilizados 8 días después

de la última inyección. La evaluación del estado de pseudo

preñez se realizó por inspección visuïü.de los ovarios en el

momentodel sacrificio y también por microscopía óptica (ver

más adelante).

A.3 Ovariectomía

La ovariectomía se realizó por vía dorsal con aneste
sia etérea.
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A.4 Tratamiento con 17- Gestradiol

Se preparó la solución de benzoato de estradiol en

aceite vegetal (de maíz) a una concentración de 100 ug/ml.

Se administraron dosis de .10 ug/ratasc durante los días

indicados en cada experimento.

A.5 Inducción de la diabetes por estreptozotocina (STR)

Se utilizaron ratas hembra de 60 dias de edad (150

200 gr de peso). En algunos casos los animales fueron ova

riectomizados 48 hs. antes de la inyección de STR. Las ra

tas fueron separadas en tres grupos experimentales:

Grupo C (control): Se les administró por via endo
venosa el vehículo correspondiente.

Grupo D (diabéticas): Se les administró una dosis de

STRpor la vena caudal (65 mg/kg peso i.v.). La droga se

preparó en solución salina acidificada con unas gotas de á

cido cítrico 0,025 Mhasta ajustar el pH a 4,5, en una concen

tración de 32 mg/ml. Dicha droga destruye selectivamente las

células beta del páncreas (130).

grupELl_(diabéticas inyectadas con insulina): Se in
dujo al estado diabético de forma idéntica al Grupo D. Alxs

15 días de la inyección de STR, se inició el tratamiento con

Ins-Zn-protamina bovina. Se administraron 2 U.I./rata SC
diariamente durante 15 días.
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Los animales se sacrificaron 30 días después de la

inyección de STRpor decapitación.

A.6 Evaluación del estado diabético

Tres días después de la inyección de STRse midió la

Plucosa en sangre por medio de tiras reactivas Destrotix, y
en orina utilizando tiras reactivas Diastix.

Los criterios utilizados para determinar el estado
diabético fueron:

Hiperglucemia: En los diabéticos los valores de glg
cosa oscilaron entre 300-390 mg/100 ml de sangre. Los valo

res de los controles fueron de 90 mg/100 ml.

Glucosuria: En los diabéticos los valores de gluco

sa fueron mayores de 10 g/100 m1 de orina.

Ioliuria: El volumenurinario osciló entre 80-100 ml

en 24 bs. Los valores de los controles no excedieron los

15 m1/24 hs.

Tambiénse observó polidiosia, disminución del creci

miento, hipertrofia visceral y atrofia cutánea.
En el grupo I se detectó una relativa normalización

de la glucemia. También se observó un aumento del peso cor

poral, disminución de la poliuria y polidipsia, regresión de
1a hipertrofia visceral y de la atrofia cutánea.
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A.7 Cbtención de estados hiper e hipoprolactinémicos

Se utilizaron ratas prepúberes superovuladas. El

tratamiento se comenzóun día después de la inyección de

hCG. Se las dividió en 4 grupos y se les administraron las

drogas en dos dosis diarias (a las 9.00 y 17.00 hs).

Grupo C (control): Se administraron dos inyeccio
nes diarias de solución fisiológica por día.

Grqu Prl (tratados con Prl); Se utilizó o-Prl (1
mg/kgpeso/día). La o-Prl se disolvió en solución fisioló

gica previamente ajustada con NaOH0,1 N a pH 9.

Grupo S (tratados con Sulpiride): La Sulpiride, ag

tagonista dopaminérgicoutilizado para producir hiperprolag
tinemia (131) se obtuvo diluyendo ampollas comerciales de

Vipral(Roemmers, Buenos Aires, Argentina) con solución fi

siológica, y se administró en una dosis de 30 mg/kg peso/día.

Grupo B (tratados con Bromocriptina (Br)): La Br,

agonista dopaminérgicoque inhibe la liberación hipofisaria

de Prl (132), se preparó disolviendo iguales cantidades de

Br y ácido tartárico en etanol absoluto -solución fisiológi
ca (30:70 vol/vol)- administrándose 3 mg/kgpeso/día.

Los tratamientos se extendieron durante 7 días y los

animales fueron sacrificados 2 hs después de la última inyeg
ción.
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A.8 Test de LHRH

Este test se realizó en animales ovariectomizados de

los grupos C, D e I, y en estos mismos grupos de animales tra

tados con Eb (10 ug/rata SC) 48 y 24 hs antes del experimento.

Los animales se anestesiaron con embutal en una dosis de 30

mg/kg peso intraperitoneal. Se inyectó por la yugular lOOng

LHRH/0,25 kg peso. Se tomó una muestra de sangre por vía

yugular a tiempo O y a los 10 minutos de inyectado el LHRH.

Se midió 1a LHsérica por radioinmunoensayo y por bioensayo.

A.Q Test de TR“

Se realizó en los animales de los grupos C, D e I.

Todos los animales se inyectaron con 10 ug/rata de Eb, 48 y

24 hs antes del experimento. A la mitad de los animales de

cada grupo se inyectó 4 ug/kg peso intraperitoneal de TRH

disuelto en solución salina.A los 15mnise decapitaron los

animales y se obtuvo el suero con el objeto de medir la Prl

por radioinmunoensayo. También se estudiaron grupos contrg
les sin tratamiento con benzoato de estradiol.

A.1O Obtención de hipófisis e hipotálamo

Se disecaron las hipófisis anteriores. Los fragmen

tos hipotalámicos se tomaron desde 1 mmfrente al quiasma

óptico, hasta el borde posterior del hipotálamo; lateralmente
desde el surco hipotalámico hasta 2 mmde profundidad.
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A.ll Determinaciónde los distintos estadios del ciclo estral

Se determinaron mediante la observación de extendidos

vaginales realizados diariamente. La observación fue directa

(sin coloración), utilizando un microscopiobiocular.

E. CELULAS LUTEALES

.1 Aislamiento de células luteales

Para el aislamiento de células luteales se utilizó el

procedimiento descripto por Conti y col. (133). Se extraje

ron los ovarios y se resuspendieron en Medio 199 frío, conte

niendo BSAal 0,1%. De 12 a 16 ovarios fueron finamente cor

tados, transferidos a un tubo de plástico de 50 ml y lavados

3 veces para remover los eritrocitos. El tejido se resuspen

dió en Medio 199 (l ml/ovario), conteniendo 0,1% BSAy 2 mg

de colagenasa/ml. Los tubos fueron incubados a 37° C, du

rante 30 minutos, bajo atmósfera de carbógeno(95% O2 -5% 002).

Luego de 1a incubación y previa decantación, se separó el sg

brenadante con una jeringa plástica con tubo de polietileno.

La suspensión celular se filtró a través de malla Nitex y el

sedimento remanente fue resuspendido en 10 ml de Medio 199

asnirándolo 5 veces con 1a jeringa. Este paso fue repetido

4 veces. Los sobrenadantes combinados fueron centrifugados

a 250 x g, durante 5 minutos, a 4° C. Las células fueron re

suspendidas en Medio 199,y nuevamente centrifugadas. Fina\

mente fueron resuspendidas en la propnrción de 1-2x 106 cé

lulas/ml. Se utilizó una cámara de conteo Levy ultranlana
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para contar las células, una vez teñidas con azul de metileno.

Se evaluó la viabilidad de las células con azul tripán, resul
tanto ser siemrre mayordel 90%. La efectividad del trata

miento con PNSG/hCGse verificó al obtenerse un rendimiento

aproximado de 99%de células luteales en el preparado.

g¿2 lncubación de células luteales aisladas

Las células obtenidas fueron incubadas por triplicado

en un volumen final de1-2ml de Medio 199 (1-2x106 células),

con Mlx 0,1 mMy suplementado con las hormonas a estudiar.

La incubación se realizó durante 3 hs a 37° C, en un incuba

dor Dubnoff bajo atmósfera de carbógeno y con agitación cong
tante.

Finalizada la incubación, se centrifugó a 700 x g

durante 5 minutos y se midió la progesterona producida en el

sobrenadante. Para las determinaciones de AMPctotal antes

de centrifugar, se tomó 0,5 ml del medio de incubación. Las

alícuotas se calentaronja100° C durante 15 minutos y se guar
daron a -20o C.

En algunos casos se realizaron curvas de estimulación

en presencia de: amindglutetimida ( 1mM),inhibidor de la en

zima de ruptura de la cadena lateral del colesterol; ciclohe

ximida (1ug/ml), inhibidor de síntesis proteica o actinomici

na D (10 ug/ml), inhibidor de la síntesis de RNA.
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B.3 Fraccionamiento subcelular de células luteales

En este caso, las células obtenidas por tratamiento

con colagenasa fueron homogeneizadasen buffer fosfato sali

no (PBS) de Dulbecco: NaCl 0,14 M, KCl 2,7 mM, NaZHPO48,1

mM, KH2P04 1,5 mM, CaCl2 0,9 mMy MgClz 0,5 mM, pH 7,4.

El homogenato obtenido se centrifugó a 2-4o C en

una centrífuga International B-20 a 800 xg durante 15 minu

tos; el sobrenadante se separó y se centrifugó a 12.000 xg

durante 30 minutos y finalmente el último sobrenadante se

centrifugó a 105.000 xg durante 60 minutos en una ultracen

trífuga BeckmanLS-SO. Los diversos pellets fueron resus

pendidos en PES, y las suspensiones resultantes se utiliza
ron para 1a determinación de la union de hormonas proteicas.

Para evaluar 1a unión a1 sobrenadante de 105.000 xg (citosol)

se realizó una precipitación con 12,5%de polietilenglicol.

g; OBTENCION DE HORMONASRADIACTIVAS

G.1 Marcación de hormonas proteicas (LH, hCG, FSH, r-Prl, o-Prl)

Se utilizó el métodode lactoperoxidasa descripto por

Thorell y Johansson (134) y modificado en nuestro laboratorio.

Se utilizó 1251- libre de portador (NewEngland Nuclear, NEZ

033-A) como trazador.

Se agregaron en tubos Eppendorff los siguientes reac
tivos:
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1) Buffer fosfato 0,5 M, pH 7,4 (10 ul)

1252) INa, en NaOH0,1 N, 50 uCi (5 ul)

3) Hormonaa marcar, 10 ug (10 ul) (en buffer fosfato

0,5 M, pH 7,4). La Prl se disuelve a pH 8.

4) Lactoperoxiüaña 2,7 mg/ml en buffer fosfato 0,5 M,

pH 7,4 (1o u1)

5) H2O2(Atanor, 300 volúmenes, diluida 1:10.000 en
agua bidestilada) (10 ul)

Después de agitar vigorosamente durante 2 minutos,

la mezcla de iodinación fue diluida con 200 ul de buffer fos

fato 0,05 M, y transferida a una columna de Sephadex G-75

previamente equilibrada con el buffer de elución utilizado

para los ensayos de hormonas proteicas (fosfato de sodio

0,05 M, cloruro de sodio 0,1 M, ázida sódica 0,05%, BSA0,2%

pH 7,4).

Una vez separado el pico hormonal del iodo libre,

las fracciones correspondientes a las hormonasse controla

ron mediante ensayos de unión a receptores de tejidos efectg
res. Las hormonas iodinadas se fraccionaron en alícuotas de

0,2 ml que se guardaron congeladas a -70° C hasta su utiliza
ción. Las actividades especificas obtenidas fueron usualmente

de 25-50 uCi/ug. La r-Prl 6 o-Prl se purificaron antes de uti

lizarlas mediante una cromatografía en columnade poliaorilg
mida agarosa (ACA54, Ultrogel), como fue descripto por

Charreau y col. (135), para separar el monómerode los agre
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gados y del iodo liberado durante el congelamiento.

g¿g Marcación de insulina

Se utilizó el método ya descripto de marcación con

lakoperoxidasa, de acuerdo a Thorell y Johansson (134),

con las siguientes modificaciones:

La reacción se detuvo por agregado de 200 ul de

BSA2% y 20 ug de NaHSO3en buffer fosfato 0,05 M pH 7,0.

La mezcla se pasó por una columna de Sephadex G-25 equili

brada con buffer fosfato 50 mM, pH 7,5 con BSA0,2% de

100 mM NaCl.

Las porciones eluídas se recolectaron en tubos de

plástico conteniendo una gota de BSA20 mg/ml (para impedir

que 1a Ins se pegue a los tubos). El pico correspondiente a

1a hormona marcada se dividió en alícuotas y se guardó a

-7o° C.

Usualmente, se obtuvo una actividad específica de

100 uCi/ug.

G.3 Determinación de máxima capacidad de unión (MCU)

1251-Ins, se utilizóPara determinar 1a MCUde 1a

hígado de rata (como tejido control). Se homogeneizó 3 g de

higado en FBS (1:4 masa/vol). Se centrifugó a 10.000 xg 20 min)
el sobrenadante se recentrifugó a 105.000 xg durante 1 hora

a 4o C, y se resuspendió el pellet de esta última centrífu
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gación en PBS(1:2 masa/vol). Se incubaron distintas alí

cuotas de la suspensión de microsomas (50-800 ug de proteí

na), 30 minutos a 20° C en presencia de 100.000 cpm de

125I-lns, y una serie paralela de tubos en presencia de

Ins fría para 1a determinación de la unión específica (ver D).

Se construyó un gráfico de 1/(radiactividad específi
ca unida), versus l/(cantidad de proteína agregada). De 1a

125ordenada al origen, se calculó 1a fracción de I-Ins que se

uniría a una concentración infinita de receptor (MCU)(136).

0.4 Cálculo de 1a actividad específica por autodesplazamiento

Se utilizó la técnica descrufia por Calvo y col. (136).

Se realizaron dos series de experimentos de unión. En la pri

mera (saturación) se equilibraron de 1 a 3 x 106 células lu

teales, con diferentes concentraciones de Ins marcada (entre

10.000 - 106 cpm) con buffer PBS durante 30 minutos a 29° C,

determinándose también la unión específica (ver D).

En 1a segunda serie (competencia), se incubaron de

125I-Ins, y1 a 3 x 106 células luteales con 100.000 cpm de

diferentes concentraciones de Ins fría (1-5000 ng/tubo) en

las mismascondiciones experimentales descriptas. Teniendo

en cuenta los valores de MCUobtenidos y asumiendo que la Ins

fría y radiactiva se comportan de la mismamanera frente al

receptor, se graficaron para ambosexperimentos (saturación y

competencia) las curvas de libre/unido (F/B) versus 0pm
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agregadas y ng de Ins fría respectivamente. Para iguales

valores de F/B, se obtiene el dato correspondiente a la acti

vidad especifica de 1a1251-Ins expresado en cpm/ng.

La actividad especifica de la 125I-Ins calculada por

este método fue de aproximadamente 90 uCi/ug.

Q; DETERMINACION DE RECEPTORES DE HORMONASPROTEICAS

D.1 Receptores de LH/hCGen ovario y células luteales aisladas

Para la medición de los receptores de LH/hCGen ovario,

se utilizaron ratas hembrasen diestro. Unavez extraídos los

ovarios se homogeneizaron en PBS (1:6 P/V) en un homogeneizador

Ultra-Turrax (IKA-WERK).El homogenato filtrado por Nitex se

centrifugó a 12.000 xg. El precipitado obtenido se resuspen

dió en igual volumen de PBSy fue utilizado para el ensayo de

unión de LH/hCG. Para esto se incubaron 50 u1(500 ug de pro

teina) de fracción de membrana, durante 2 horas a 34° C, con

distintas concentraciones de 125I-hCG(30.000-300.000 cpm) en

un volumen de incubación de 250 ul, serie A. Una serie para

lela de tubos (serie B) fue incubada con un exceso (5 ug) de

hCGno radiactiva, para determinación de la unión no especí
fica.

Finalizada 1a incubación, se agregaron 2 ml de PBS,

centrifugando los tubos a 2000 xg, durante 20 minutos. E1

precipitado se lavó dos veces con 2 m1 de buffer. Descartado
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el sobrenadante se contó la radiactividad unida en el preci
pitado, en un contador GammaBeckman modelo 4000 con una

eficiencia del 66%. La unión específica se calculó restando

al promedio de cpm de los tubos sin hormona fría (serie A)

el rromedio de com de los tubos correspondientes con hormo

na fría (serie B):

cpmA - cme = 0pmesp
y la desviación standard (DS):

.r 2 2
Übesp = DS A + DSB

Cuandose utilizaron hembras superovuladas, los recep

tores para LH/hCGse determinaron en forma directa en células

luteales aisladas por tratamiento con colagenasa. Se incubg
ron 3 x 106 células con distintas concentraciones de 1251 

hCG (30.000-300.000 cpm) en un volumen final de 250 ul, du

rante 3 horas a 34° C. La unión inespecífica se determinó

de lu manera antes descripta. La incubación se detuvo en 1a

forma mencionada, determinándose la radiactividad en el pre

cipitado.

La unión específica se expresó comofmoles de receB

tor/ 3 x 106 células.

.2 Receptores para FSHy prolactina en ovario

La técnica utilizada fue similar a la descripta pa

ra 1a determinación de los receptores para LH/hCGen fracción
de membranas de ovario.
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En 1a determinación de receptores para prolactina, 1a

incubación se realizó a 20° C, durante 16 horas.

D , Receptores de insulina en células luteales

La técnica utilizada fue similar a la descripta para

la determinación de los receptores para LH/hCGen células

luteales.

La incubación se realizó a 20o C durante 30 minutos

en Medio 199. Se incubaron 106 células luteales en presen

cia o ausencia de 5 ug de Ins fría (series A y B), con dife

6 cpm). Larentes concentraciones de 125I-Ins (10.000 - 10

reacción se detuvo por el agregado de 2 ml de Medio 199,

centrifugando los tubos a 800 xg durante 20 minutos a 4o C.

En algunos casos fue necesario realizar una purifica

ción previa de la 125I-Ins mediante una columna de celulosa

(1x2 cm).



Q¿A Cálculos

La linealización de las curvas de unión, nue rermite

determinar la constante de afinidad Ka, o de disociación Ka,
y el número de sitios de unión (Q) se realizó por el método

de Scatchard (137):

B/F KaQ + Ka B

donde:

B: Concentración de hormonaunida específicamente al
recentor.

F: Concentración de hormona libre.

Q: Concentración de sitios receptores.

K : Constante de afinidad en el equilibrio.

_4A).—_ DETERMINACION DE RECEPTORES DE HORMONAS ESTEROIDES

H.l Medición de receptores citoplasmaticos y nucleares de
Estradiol

Se utilizó un método de intercambio con el objeto de

determinar los sitios totales de unión (138).

Se sacrificaron los animales 1 hora después de haber

recibido una inyección de benzoato de estradiol (10 ug/rata

sc) o vehículo. La inyección de Eb induce la "traslocación"

de los receptores ai núcleo de la célula. Se removió rápi

damente el hipotálamo, la hipófisis o los ovarios, según el

experimento (ver A.9).

Todos los fragmentos de tejido se recolectaron rá

;idamente en homogeneizadores en frío y se homogeneizaron
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1 - 10 en buffer A (Tris -HC1 0,01 M, pH 7,4, EDTA 1,5 mM,

DTT 1 mM, MgCl2 1 mM, sacarosa 0,25 M y molibdato de sodio

20 mM).

Se obtuvo un pellet nuclear crudo centrifugando el

homogenato a 800 xg por 10 minutos a 4° C. Este pellet se

resuspendió y el procedimiento se repitió dos veces. El

sobrenadante inicial se centrifugó a 105.000 xg por 1 hora

a 4° C, para obtener la fracción citosólica. Se realizó

una extracción salina del pellet nuclear agregando buffer B

(Buffer A con KCL0,4 M, pH 7,4) para solubilizar los complejos

estrógeno - receptor, unidos a los núcleos. Luegode una in

cubación de 50 minutos a 4° C, las muestras se centrigugaron

20 minutos a 10.000 xg. Los extractos sobrenadantes resultan

tes se usaron para medir sitios de unión estrogénicos nuclea

res. Previamente a la extracción salina, se tomaronalícuotas

de la fracción nuclear cruda para evaluar el contenido de ADN

por el método de Burton (139).

Se tomaronalícuotas del citosol para determinar el

contenido proteico por el método de Lowry (140). Se incuba

ron alícuotas de 100ul de la fracción citosólica o nuclear

con 3H - E (0,5 - 15 mM)a 23° C por 16 horas, para asegurar

el completo intercambio entre la hormona endógena y el ligan

do radiactivo. Se determinó la unión inespecífica, realizan
do incubaciones paralelas con E, 500 veces en exceso o diet;

lestilbestrol (DES), para cada concentración de hormona
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de buffer DC(0,5 g/l dextrano y 5 g/l de carbón en buffer

A) a 0 - 4o C nor 10 minutos y centrífugando a 800xg por 10

minutos. Se tomaron alícuotas de los sobrenadantes para me

dir la radioaotividad unida en un contador de centelleo lí

cuido BeckmanLS - 100 C. Se realizó el análisis de Scatchard

(137), nara determinar la Kd y_númerode sitios de unión.

ACTIVIDAD DE FUSB‘CDIES'Ï‘ERASA

F.1 incubación de células luteales con Ins. ireparación de
Jas fracciones particulada y citosólica

Se aislaron células luteales de ovarios de ratas pre
rúberes suyerovuladas de 1a forma previamente descripta. Se

incubaron 3 x 106 células/m1 en ausencia o en presencia de

concentraciones crecientes de Ins (0,002 - 200 nM). Las in

cubaciones se realizaron durante diferentes tiempos y se de

tuvo la incubación por transferencia de los tubos a baño de

hielo y agregado de iMSF 0,1 mM.

Luego de la incubación se lavó dos veces las células

con buffer Tris-HCl 25 mM, sacarosa 0,25 M, IMSF 0,1 mk, pH

7,4 y posteriormente se homogeneizaron en un homogeneizador

Ultraturrax (IKA-WERK)en ei mismobuffer sin sacarosa (buffer

C), con tres pulsos de 5 segundos. El homogenato se filtró

a través de malla Nitex y se centrifugó a 800 x g durante 10

minutos a 4° C. La fracción sobrenadante se centrifugó en
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una Ultracentrifuga BeckmanLS-SOa 105.000 x g durante 60 mi

nutcs a 4° C. Se separó la fracción sobrenadante (citosol) y

e] yellet fue resuspendido en una cantidad apropiada de buffer

de homogeneiza01ón(fracción particulada). El mismofraccio

namiento subcelular se realizó en células luteales de ratas

de los nruyos C, D e I superovuladas, aisladas también por tra
tamiento con colagenasa.

?.2 vurificación de 1a PDEde células luteales

La fracción citosólica de células luteales tratadas o

no con Inn se purificó parcialmente a través de una columna

de intercambio iónico de DEAE-celulosa (0,5 x 4,5 cm) equili

brada con buffer C. Se sembró 1 m1 de citosol (2 mg/ml proteí

na), se lavó con 2,5 m1 de buffer C y se eluyó con un gradien

te discontinuo de NaCl (0,05 a 0,5 M) en el mismo buffer. Se

recolectaron fracciones de 0,5 m1(4fracciones por concentra

ción de NaCl). La actividad de PDEse determinó en cada frag

ción en alícuotas de 30 ul con AMPc(Fig. A) o GMÏc (Fig. B)

comosustrato.

F.3 Determinación de la actividad de PDE

La actividad enzimática fue determinada mediante el mg

todo descrirto por Thompsony Apprman (141) con las modifica

ciones introducidas por Londesborough (142). La actividad de

TDE-AHJCy PDE-GNICfue medida en mezclas de reacción que



contenían: buffer Tris-HCl 4o mM, pH 8,0, MgC12 5 mM,[?H]- AMPco

[5%] - GM101 uM (600 cpm/pmol) y preparación enzimática

en un volumen final de 0,1 m1. Las incubaciones se lleva

ron a cabo a 30° C durante 5 a 20 minutos.

La reacción se detuvo por calentamiento a 100°C du

rante 0,5-1 minuto. Luego se incubó nuevamente con el agrg

gado de 0,040 ml de 5' nucleotidasa de veneno de serpiente

(Finr Cobra) 2mp/m1 en buffer Tris-HCl 10 mM, pH 8,0. Esta

segunda reacción se detuvo ror agregado de 0,050 m1 de una

solución conteniendo HDTA50 mMy adenosina o guanosina 5 mM.

A continuación se agregó 1,0 m1 de una suspensión

de resina A01 - X4 (200 - 400 mesh) al 30% V/V en agua y eta

n01 30% cuando el AM}cfue sustrato o 0,5 m1 de una suspen

sión de resina AG3- X4 (200 - 400 mesh) al 50% V/V en agua

cuando el GNTcfue sustrato (142). Después de sedimentar se

tomaron alícuotas de los sobrenadantes y se contó la radio

aotividad en una mezcla que contenía 0,4% (P/V) de Omnifluor

y 30% (V/V) de Tritón en tolueno.

g; DETERMINACICNES HORMONALES

G.1 Determinación de Irqgesterona (T)

El dosaje deI’se realizó por radioinmunoensayo (143)

mediante la utilización de un suero anti-progesterona, obte

nido por inmunización activa de conejos, a intervalos de dos

semanas, con un conjugado progesterona: BSA, preparado por
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aconlamjento de la carboximetil-oxima de la progesterona a

FSA. El suero anti-T se utilizó en una dilución apropiada

(1:4000) para ligar el 50%de la[3ÉLP de referencia (aprox;

madamente 10.000 cpm).

El rango de utilidad fue de 12,5 a 800 pg de P en

un volumen final de 0,5 ml. Previa incubación durante 16 hs,

a 4° C, la hormona libre.se separó por el agregado de 0,2 ml

de una suspensión de carbón-dextrano (0,5 - 0,05% P/V) en el

buffer de ensayo (Na2H?04.2H20 0,04 M; NaH2P04.H20 0,03 M;

zar/ida sódica 0,015 M; NaCl 0,15 M; EDTA1o mMy gelatina 0,1%

¡517)y posterior centrifugación. El sobrenadante completo fue

transferido a viales de conteo, a los que se les agregó 0,2 ml

de dioxano y líquido centelleante (0,5% TPO y 0,05% TOPOPen

tolueno). La radiactividad se determinó en un contador de cen

telleo líquido BeckmanLS-100 C.

..? frogesterona sérica

Una vez obtenida la sangre de los animales, se les per

mitió coagular y se separó el suero para 1a determinación hor

monal. Una alícuota de este suero fue extraída dosveces con

5 ml de éter etílico. El residuo evaporado de los extractos

etéreos, fue resuspendido en 0,5 m1de buffer de ensayo y una

alícuota apropiada fue utilizada para la determinación del con
tenido de progesterona.
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G.3 jrogesterona del medio de incubación

De los sobrenadantes de las incubaciones, guardados
o u . .a -20 o se tomó una alícuota adecuada que, Sln extracelón

rrevja, se utilizó ¡ara la determinación de progesterona pre
via dilución 1:25 en buffer de RIA.

3.4 Determinación de AMlc

Para el dosaje de este nucleótido cíclico, se utili

zó la técnica de Browny col.(144)

G.4.l Aislamiento de la proteína guinasa de adrenal bovina

Luego de la separación de la médula, las cortezas de

glándulas adrenales bovinas, fueron homogeneizadas,utilizan

do un homogeneizador tipo Polytron (Brinkmann), a Oo C, con

1,5 volúmenes de buffer Tris-HCl 50 mM,pH 7,4, conteniendo

sacarosa 0,25 M, KCl 25 mMy Mg012 5 mM. Este homogenato se

centrifugó a 2000 x g durante 5 minutos y el sobrenadante se

recentrifugó a 5000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante

de esta última centrifugación se guardó en alícuotas de 0,5

ml a -20o C. Esta preparación fue descongelada y diluida

con el buffer de ensayo (Tris-HCl 50 mM,pH 7,4 conteniendo

teofilina 8 mMy 2-mercaptoetanol 6 mM). Este buffer se ut;

lizó en todos los pasos posteriores.



61.

G.4.? Ensayo para 1a determinación de AMPc

Cada tubo de ensayo contenía 50 ul de una dilución

apropiada de enzima, 100 ul de una cantidad conocida de AMPc

(entre 0,039 y 20 pmoles) y 50 ul de 3H-AMPc(aproximadamen

te 3000 cpm). La cantidad de enzima era tal que ligaba aprg
ximadamente el 40%del AMIcde referencia.

La incubación se realizó a 4o C durante 90 minutos.

Finalizada 1a incubación, el AMPclibre se separó por el a

gregado de 0,2 m1 de una suspensión de carbón-BSA(500 mg de

carbón: 100 mg de BSA, para 10 m1 de buffer de ensayo).

La radiactividad se determinó en un contador de cen

telleo líquido BeckmanLS-1OOC, utilizando tolueno cente

]1eantc, conteniendo 30%V/V de Tritón X-1oo.

G.5 Radioinmunoensayos de hormonas proteicas (Prl, LH,-FSH2

En todos los casos se utilizó el RIApor doble anti

cuerpo (145). Las muestras fueron evaluadas por duplicado

en alícuotas que oscilaban entre 10 y 150 ul de suero de ra

ta y fueron cuantificadas usando los reactivos provistos

por el NIAMDD(N.I.H.-USA).

Se utilizaron los mismosprotocolos para las tres

hormonas. Se agregó el primer anticuerpo a los sueros pre

rarados y se incubó 24 hs. a 4o C. Se agregó luego la hor

monatrazadora y el tercer día el segundo anticuerpo. Lue

go de 48 a 72 hs. (a 40 C) se separó por centrifugación 1a
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hormona libre de la unida. Se aspiró el sobrenadante y se

contó la radiactividad en los precipitados correspondientes

a los complejos hormona-anticuerpo en un contador gamma

automático Beckman modelo 4000.

E31: El primer antisuero contra r-Irl fue obtenido

en conejos (HTAMDDanti-rat prolactin serum 4-7). Se diluyó

en buffer fosfosalino (fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M, merthio

late 0,01%, pH 7,4) que contenía EDTA0,05 M con 2% de suero

de conejo normal al rango óptimo de trabajo (entre 1:5000 y

1:2500). El standard de referencia fue Prl de rata (NIAMDD

rat T2) con una actividad biológica de 30 UI/mg. Los patro

nes (de 0,0396 a 20 ng por tubo) se prepararon en buffer fos

fosalino con 1%de albúmina de huevo. El segundo antisuero

fue de oveja contra globulina de conejo.

gg: El ensayo y buffers utilizados fueron los mis

mos que para krl con las siguientes modificaciones. Se usó

el método heterólogo desarrollado por Niswender y col. (146)

La hormonatrazadora fue en este caso LHpurificada, aisla

da de hipófisis ovina. Comoprimer antisuero se utilizó el

obtenido nor Niswender y col. inmunizando conejos con LH

ovina emulsionada en adyuvante Freund completo. Dicho anti

suero reacciona no sólo con 1a LHovina sino también con la

de numerosas especies, incluyendo 1a rata. Las diluciones

de trabajo fueron 1:25000. Comopreparación de referencia

se utilizó la LHpurificada de hipófisis de rata (NIAMDDRat
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Lï Rí1), con minimos contaminantes de FSH y TSH. La curva

natrón se extendió de 7,8 a 100 ng/tubo.

355: las variantes en este caso son las siguientes:

La hormona trazadora fue NIAMDD-Rat-FSH-I-S. El primer an

tisuero fue obtenido en conejos contra FSHpurificado de ra
ta (NIAMDD-Anti-ratFSHserum-10), siendo la dilución de

trabajo de 1:2000 a 122500. El standard de referencia fue

PSN rurifjcado de rata (NIAMDD-Rat-FSH-RP1)con casi nula

contaminación de LHy TSHy la curva patrón se extendía de

7,H a 1000 ng/tubo.

G.6 Bioensayo de la LH sérica

El bioensayo se basa en la producción de testosterg

na ostimulada vor LHen células de Leydig (147). Estas cé

lulas fueron preparadas a partir de testículos de ratas

adultas por tratamiento con colagenasa y resuspensión en Mg

dio 109 con 0,5% BSAy MIX 0,1 mM(14a). Se incubó una ai;

cuota ©,1 ml) de la suspensión celular (1-2 x 106 células)

con varias concentraciones de LH (0,08-3 mU) en un volumen

final de 1 ml. Las incubaciones se realizaron a 34° C con

agitación a 150 ciclos/minuto bajo una atmósfera de 95%

O2 - 5% 002 durante 3 horas. Para el bioensayo de las mueg

tras de suero se realizaron diluciones aproniadas que se in

cubaron en las condiciones descriptas. Los tubos de incuoa
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ción se centrifugaron a 1000 x g durante 15 minutos y se to

maron alícuotas del sobrenadante que se diluyeron 1:25 con

ÉBSpara el RIA de testosterona (149). La producción de tes

tosterona de las muestras de suero se comparó con la de los

tubos de standar de LHmediante un programa de computadora

de bioensayos paralelos (150). El standard de LHutilizado

en el bioensayo fue gonadotrofina hipofisaria humana (LER

oO7) obtenida de 1a National Iituitary Agency. En este en

sayo 1 mUde LER fue equivalente a 33 ng de RT1.

C.í.1 Extracción de 1a LHdel suero de rata

Se extrajo 1a LHsérica de cada grupo experimental
(C, D o I) con Sefarosa-Concanavalina A (147). Se agregó a

0,2 m1 de las muestras de suero o bien a la LHstandard ut;

lizada para el bioensayo, alícuotas de 0,5 m1del gel (Sera

rosa-Concanavalina A 30 a 40%en PBS). Los tubos se agita

ron durante 2 horas a 22° C y luego se centrifugaron durante

10 minutos a 1200 x g, descartánaose los sobrenadantes. Pa

ra eluir la LHdel gel de lectina se agregó 0,5 m1 deo¿ -me

tilmanósido 0,3 My se agitaron nuevamente los tubos durante

2 horas. Se centrifugaron a 1200 x g durante 10 minutos y

se realizó el bioensayo de LHa los sobrenadantes. La recu

reración del procedimiento fue del 50%. No se hallaron di

ferencias significativas en 1a bioactividad entre las LH
extraídas o no, tor lo cual los experimentos se realizaron
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midjendo la B-LHdirectamente de los sueros.

H_. OTROS METODOS.

Los resultados de los análisis de Scatchard fueron pro

cesados mediante una computadora Hewlett-Packard modelo 9815A

de mesa. Para resolver los cálculos de las Ka y Q de Gráficos

de Scatchard para dos sitos se utilizó el programa ISIS 1512 BAS

(152).

Los análisis estadísticos fueron realizados por medio

del test de Dunnett (151).

Las mediciones de proteínas fueron hechas por la técni

ca de Lowry y col (140) empleando BSAcomo estandar.

rara determinar ADNse utilizó la técnica de Burton (139).
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A. I N S U L I N A

INTRODUCCION

A.1 Estructura síntesis y secreción de Ins

La Ins, hormonaproteica constituida por dos cade

nas de aminoácidos (A y B) unidas a través de puentes disul

furo, se sintetiza en las células P de los islotes de Langer
hans del páncreas de los mamíferos. Junto con el glucagón,

hormonapeptidica secretada por las célulasci pancreáticas,

ambas hormonas juegan un papel clave en el mecanismo homeos

tático de control de la concentración de glucosa sanguínea.

El producto inicial de la síntesis ribosomal de Ins,

1a proinsulinaaconsta de una sola cadena polipeptídica con

unos 81 a 86 aminoácidos, según la especie estudiada. Con

tiene ambas cadenas, A y B, de la Ins; la cadena A constitu

ye el extremo carboxilo terminal de la cadena de 1a proinsu

lina y la B es la del extremo amino terminal. Entre las ca

denas A y B, existe la cadena de conexión C. La molécula de

proinsulina contiene tres enlaces disulfuro cruzados en las

mismasposiciones que en la insulina nativa. Su transforma

ción en insulina parece ser efectuada por la acción de pepti

dasas del tejido de los islotes luego de lo cual se produce

un empaquetamiento en las vesículas de Golgi donde tanto la

Ins comoel péptido C cristalizan con Zn++en una disposición
ordenada. El contenido de dichas
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vesículas se libera por exocitosis a la sangre ante la re

cepción de señales desencadenadas por un incremento en el nivel

de glucosa en sangre. El Ca++desempeña un importante papel en
la liberación de Ins.

La concentración normal de Ins en sangre es de 1 mM

aproximadamente, elevandose 3 ó 4 veces luego de una ingesta

rica en glúcidos (una hora o dos después de la comida, la con
centración de glucosa desciende a niveles normales). La vida

media de la Ins en sangre es de 3 a 4 minutos, por lo tanto,

la liberación de Ins por el páncreas constituye una respuesta

muysensible a las fluctuaciones del nivel de glucosa sanguí

nea. La liberación de Ins también es estimulada por ciertos

aminoácidos y factores especificos secretados por el estómago.

A.2 Acción de la Ins sobre sus tejidos efectores

Los tejidos blanco principales para la acción de la

Ins son el higado, corazón y músculo, donde la Ins no sólo

actúa regulando el metabolismo de carbohidratos sino también

de grasas y aminoácidos. En general, la Ins puede ser considg

rada comouna hormonaanabólica: estimula la sintesis de glucé

geno, lípidos y proteinas e inhibe su degradación (153, 154).

Por otra parte, la mayoria de las células de los mamíferos poseen

receptores insulínicos que unen la hormonacon alta afinidad, aun

que se desconoce el significado funcional en muchos casos. Sin em

bargo, el requerimiento de Ins es indispensable para el crecimiento
normal. Muchascélulas en cultivo necesitan dicha hormona en el
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medio de incubación para su proliferación continua, ya sea me

diante el agregado de suero o como suplemento en medios defini
dos.

La Ins ejerce sus efectos activando a nivel de la su

perficie celular los sistemas de transporte de iones y nutrien

tes (hexosas, aminoácidos, K*, P043, etc.) y modulando enzimas
intracelulares que forman parte de los caminos metabólicos

afectados por la hormona(ej.: activación de 1a glucógeno sin

tetasa, piruvato deshidrogenasa, fosfadiesterasa). Estas son

reacciones rápidas y a temperatura fisiológica. Tambiénse

conocen efectos de la Ins a largo plazo sobre las velocidades

de turnover enzimáticos que probablemente juegan un papel im

portante en 1a homeostasis metabólica a largo plazo.

A.3 Receptor de Ins

La Ins se une con alta afinidad y especificidad a re

ceptores expuestos en la superficie externa de la membrana

plasmática (155-157). La unión a estos receptores es rápida y

reversible y la capacidad de análogos de Ins para competir con

la Ins nativa por este sitio es directamente proporcional a su

actividad biológica "in vitro". Sin embargo, las curvas de

unión de la Ins a las células son inusuales (los gráficos de

Scatchard respectivos son curvilineos). Esto puede explicarse

por la presencia de varias especies de receptores que exhiben

afinidades muydiferentes para la Ins o bien por la existencia

de una única población de sitios que muestra cooperatividad ng

gativa (158).
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Los receptores de Ins son glicoproteínas de membrana

de un peso molecular aparente de 300.000. El tratamiento del

receptor con neuraminidasa o Q galactosidasa no afecta la unión
de la Ins, aunque ambos tratamientos simultáneos impiden la

unión. Los residuos de ácido siálico estarían involucrados

en el funcionamiento del receptor (159,160. Los estudios so

bre estructura del receptor de Ins se han realizado mediante
1251 de alta acla marcación del receptor covalentemente con

tividad especifica comopara permitir su detección. Las sub

unidades marcadas se identifican por autoradiografía luego de

una electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. Estos

estudios demostraron que el receptor de Ins está compuesto de

4 subunidades diferentes. Contiene dos subunidades«d idéntiï
cas y qlicorroteicas de peso molecular 120 - 130.000, expues

tas en la superficie externa de la membranadonde posibilita

la unión de la Ins. Asimismo, posee dos subunidadese, de pg
so molecular 90 - 95.000 que también participan en la unión

de las hormonas, aunque atraviesan la membranaexponiéndose

a ambassuperficies. La estructura del receptor es similar a

la de las inmunoglobulinas. Resulta un complejovi2 fi 2 unido

por puentes disulfuro y capaz de ligar 2 moles de Ins por mol

de receptor (161). Se ha sugerido la presencia de

una subunidad 5'(que no es una glicoproteína), de peso molecu
lar 65.000. Esta subunidad interactuaría no covalentemente

con la subunidad Q en la superficie interna de la membrana
(162,163).



A.4 Necanismo de acción

Es en cierto modocurioso que, pese a que la Ins ha

sido tan estudiada, sobre todo debido a su relación la diabg
tes, no esté aún dilucidado su mecanismode acción.

Aunquedurante años han aparecido grandes cantidades

de observaciones sugiriendo la existencia de un segundo mensa

jero 1ara la Ins, ninguno ha sido capaz de explicar los varia

dos efectos que ejerce la Ins en sus células blanco (164).

Sin embargo, puede afirmarse que la Ins desencadena cambios en

1a fosforilación y en el estado de activación de una cantidad

de enzimas regulatorias así comootras proteínas comopor ejem

tlo: la fosfodiesterasa AMIcdependiente (alta afinidad, enzi

made membranaplasmática), el receptor de Ins, la hidroximetil

glutari] Co-Areductasa, la piruvato deshidrogenasa, la glucó

geno sintetasa, etc.

Cuando 1a Ins se une a su receptor en la superficie cg
lular, los receptores inmediatamente se agrupan y migran a ve

sículas recubiertas ("coated pits"). Estas vesículas son áre

as bien definidas de la membranaplasmática que están cubiertas

con una proteína denominadaclatrina. Una vez situados en es

tas vesículas, los receptores se internalizan a través de un
proceso dependiente de energía (endocitosis); las vesículas

luego rierden su cobertura de clatrina y aparentemente se aso

cian con estructuras del Golgi en la célula. En este momento

hahrñ,dos posibilidades: los receptores son destruidos por la
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asociación con los lisosomas o bien reciclados a la membrana

plasmática (165). La prolongada exposición de las células a

la Ins provoca una disminución neta de los receptores de la

membranaplasmática ("downregulation")(166). Este movimien

to dinámico de los receptores desencadenado por la hormona

podría ser una via de señalización al interior celular (167).

Hay evidencias que sugieren que el proceso de interna

lización del receptor de Ins desencadena la activación de una

fosfodiesterasa de vesículas densas dependiente de AMPc(168)

e inicia la traslocación de carriers inactivos de glucosa pre

sentes en un pool interno (169). Por otra parte, la activación

del transporte de aminoácidos y de la fosfodiesterasa de mem
brana plasmática es independiente de estos eventos. La inter
nalización, por lo tanto, actuaria comomediadora de ciertos

mecanismos dependientes de Ins.

Por otra parte, ha sido sugerido que la Ins podría in

ducir la producción de un péptido que mediaria su acción (se

comprobóla estimulación de fosfatasas de la glucógeno sinteta

sa y de la piruvato deshidrogenasa). Sin embargo, no se ha lg

grado hasta el momentosu purificación a homogeneidad comopara

definir su estructura. Se ha propuesto la existencia de una

proteasa especifica asociada al receptor de Ins que produciría

el mediador a través de un mecanismo que puede ser mimetizado

por bajas concentraciones de tripsina. Tambiénha sido suge
rido que el mediador podria ser un fosfolípido. Sin embargo,

no es claro cómoéste lograría la especificidad asociada a la
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acción de Ins (167).

Se ha demostrado que la Ins es capaz de estimular la

fosforilación de 1a subunidadf de su propio receptor (la acti
vidad de quinasa está asociada con la misma subunidad Q ).
Esta quinasa, que transfiere grupos fosfato a residuos de ti

rosina del sustrato proteico, también es capaz de fosforilar

otros aceptores exógenos(angiotensina II, histonas, etc.)(170

174). Sin embargo, hay evidencia que sugieren que este meca

nismo estaría mediando los efectos a largo plazo de Ins sobre

el control del crecimiento celular, y no los efectos metabóli

cos rápidos (167).

Ctra interesante hipótesis anunciada (175) sugiere que

la unión de la Ins a su receptor en la membranainduce la act;

vación de una quinasa asociada a la superficie interna de la

membranaplasmática, que alteraría el estado de fosforilación

de ciertas proteínas específicas. Houslay y col. han sugerido

que la Ins regularía la actividad de quinasas de membranasde

pendientes o no de AMFC,a través de una proteina regulatoria

de nucleótidos de guanina (168) que aún no ha sido identificada.

Habría, entonces, cuatro mecanismosprincipales medias

te los cuales la Ins ejercería sus efectos nmracelulares, aun

que se desconoce aún si ellos tienen un origen comúnademás

del propio receptor.
Los mecanismos son:

i) La endocitosis del receptor de Ins y su procesamiento in
tracelular.
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ii) La actividad de tirosina-quinasa asociada con 1a subuni

dad %.

iii) La activación de quinasa de membranacuya actividad po

dria estar regulada por una proteína regulatoria de nucleótidos
de guanina.

iv) La liberación de un mediador peptídico.

A.5 Acción de Ins sobre tejidos gongdales

Las alteraciones bioquímicas responsables de la disfun

ción gonadal asociada al estado diabético no han sido aún com

pletamente dilucidadas.
Los estudios de unión de Ins a glándulas endócrinas

han demostradola presencia de sitios receptores específicos

para Ins en membranastesticulares, células de la granulosa y

en hipófisis (176, 177, 178) de rata.

En hipófisis enteras de ratas macho, se ha demostrado

que la incorporación de glucosa es estimulada por Ins "in vitro"

(179). En células hipofisarias en cultivo, se ha demostrado

que la Ins (DE504 ng/ml) tiene un efecto directo aumentando
1a producción "in vitro" de LH y FSH inducida por LHRHen medio

libre de suero (el suero tiene un efecto inhibitorio). Este

es un efecto dependiente del tiempo y de la dosis pero indepeg
diente de 1a presencia de glucosa. El efecto no es mediado por

un incremento de la proliferación celular ni por un aumento

inespecífico del metabolismo (no aumenta la síntesis de ADNni

el contenido proteico) (180).
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La Ins (24 ng/ml) sinergiza con hCGen la estimulación

de la rroducción de testosterona en células testiculares en cul
tivo de ratas hipofisectomizadas (181). Unaposible explica

ción a este efecto sería un aumento del númerode receptores

hCGo de su afinidad producido por Ins (149).

Han sido descriptos numerosos sistemas en que la Ins

(eun en dosis fisiológicas) es capaz de actuar comomitógeno y
estimular 1a diferenciación celular: línea celular de ovario de

hamster chino (182), células de la granulosa de rata en cultivo

de monocana(183), una sublínea celular de ovario de rata

(184). En este último trabajo se demostró un efecto mitogéni

co inducido por el EGF, pero la Ins, y no el EGF, estimuló la

secreción de P. El sistema relativamente más estudiado acerca

de 1a acción de Ins ha sido el de cultivo de células de la gra

nulosa porcina. Inicialmente se evidenció la necesidad de la

rresencia de Ins al cultivar las células en medios químicos de
finidos (en ausencia de suero), y que la Ins sola estimulaba

1a acumulación de P si las células de la granulosa eran obten;

das de foliculos grandes (185). Mayy Schomberg (186) en el

mismosistema no logran observar dicha estimulación, posible

mente por la presencia de suero. También se ha demostrado la

acción mitogénica de la Ins en estas células a concentraciones

dentro del rango fisiológico (187). Por otra parte, la Ins

se requiere para la inducción de los receptores de LHpor FSH

(188, 189) y para el mantenimiento de los receptores de FSH (190).
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Se ha demostrado en células bovinas en cultivo que la

Ins y otros factores de crecimiento (FGF, EGF, IGF, PDGF)pueden

sustituir al suero en el mantenimientodel transporte de glucosa,

que este efecto se correlaciona con la incorporación de timidina

al ADNy que no depende de síntesis proteica (191).

En cu ltivos tecales porcinos (presumiblemente luteini

zados in vitro), la Ins aumentó la acumulación de P y androste

nediona estimuladas por LH(192).

Otras evidencias acerca de la acción de Ins a nivel ové
rico son las aportadas por ciertos casos clínicos. El síndrome

de hiperandrogenismo,resistencia insulínica y acantosis nigri

cans (HARI-AN),con hiperinsulinemia asociada a una malfunción

de los receptores insulínicos, es uno de ellos. La hiperinsuli
nemia podría estimular directamente la sintesis de andrógenos

tecales y provocar el hiperandrogenismo asociado (193). En el

síndorme de ovario poliquístico (SOP) se ha observado obesidad

asociada a resistencia insulínica en pacientes alrededor del

período de la menarca. En estcs pacientes obesos la hiperinsu

linemia podría producir un aumento de la síntesis de andrúgenos

tecales y del estroma, y este aumentoa su vez podría iniciar
las restantes anormalidades hormonales asociadas al SOP(192).

Se ha descripto en células de la granulosa humanala

modulación por Ins de la actividad de aromatasa. El incremento

producido por la Ins sobre la actividad de aromatasa estimulada

por FSHno estuvo mediado por aumento en el número de célu
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lan (194). En células de la granulosa de rafa en cultivo, se

ha demostrado un incremento producido por Irs de la esteroidg

génesis estimulada por FSHy una estimulacion de 36'-HSD. En
este caso, la Ins sola no estimuló la esteroidogénesis en au

sencia de gonadotrofinas (195).

En resumen, existen múltiples situaciones clínicas y

experimentales en las que se evidencia una acción de la Ins

sobre la fisiología gonadal y, en particular, sobre el ovario.

Sin embargo, no se han realizado estudios sobre la acción de

la insulina en la fase lútea y específicamente en células luteg
les. En base a estos antecedentes se encaró el estudio de la

acción de Ins sobre la función lútea, presentado en este tra

bajo.

¿.6 Diabetes 1 función relroductiva

La diabetes mellitus es una enfermedad sistémica crónica

caracterizada ror variados y generalizados desórdenes metabólicos.

Hace ya casi 300 años el médico hindú Sushruta reconoció

la existencia de dos tipos de diabetes: uno que comenzabaen la

juventud y de tendencia familiar y otro atribuido al uso de una

dieta desequilibrada. A través de los siglos los médicos han

caracterizado estos dos tipos de diabetes como:diabetes mellitus

(tipo I) insulino-dependiente y diabetes mellitus (tipo II) no

dependiente de Ins (196).
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La diabetes mellitus tiro I dependiente de Ins se }rc

duce debido a la {resencia de alteraciones severas en los islg
tes pancreáticos que conducen a una eventual deficiencia abso

luta en la secreción de Ins, insulinopenia, tendencia a la ce

tosis y detendencia de la administración diaria de Ins para el
mantenimiento de la vida. Esta forma de diabetes está asociada

a 1a existencia de ciertos antígenos codificados en el cromosoma

6 (gen diabetogénico). La destrucción de los islotes ocurre co

mo una respuesta autoinmune (197).

Comoconsecuencia de la deficiencia insulínica la homeos
tasis de glucosa está permanentemente alterada y se generan com

{licaciones severas: cetoacidosis, mortalidad perinatal, ceguera,

nefropatía, problemas en las extremidades debido a las complica

ciones vasculares. Existen'diversas estrategias clínicas para
e] tratamiento de estas complicaciones.

La diabetes humana se acompañade graves trastornos se

xuales y rerroductivos (198, 199). El tratamiento con insulina

sólo los corrige parcialmente. En el hombreha sido señalada

la alta frecuencia de impotencia sexual (200) y se han observa

do lesiones testiculares (201, 202), disminución del númerode

espermatozoides (201), bajo contenido de cetoesteroides y andré

genos urinarios (203).

En la mujer diabética son comunesla atrofia ovárica,

la amenorrea, la pubertad retrasada y la concomitante infertili
dad (204-208), Se han descripto trastornos endócrinos
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caracterizados yor el alto nivel de gonadotrofinas en sangre y

orjnu y e] de glucocorticoides en sangre (209, 210). Antes de

la era insulínica era sólo excepcional que una mujer diabética

tuviera un hijo vivo. Eran frecuentes los abortos, la muerte

fhtu] y gerinutal, la toxemia, etc. Hoyen día, gracias a los
HVdnnPSen cl Conocimiento del metabolismo de 1a madre diabéti

ca sc ha lorrado un cierto mejoramiento de la prognosis para el

embarazo (211).

ñ.6.l Estudio de la diabetes en animales de experimentación

Los ¡rimeros estudios sobre la diabetes con modelos ex

;erimcntales datan de 1889 y consistieron en inducir diabetes

er perros mediante yancreatectomíu (212). Otro aporte de imror

tancia clave en el estudio de esta enfermedad fue el aislamien

to de la insulina ¡or Hanting y Best en 1922 815% Houssay

demostró en 1930 el tapel de la hipófisis anterior en la diabetes

e14). A partir de estos avances pioneros en el conocimiento de

esta enfermedad y de las repetidas observaciones acerca de se

rios trastornos sexuales y reproductivos en hombres y mujeres
diabéticos se encaró el estudio sistemático de los disturbios

sexuales en la diabetes experimental en ratas y perros pancreg

tectomizados (208,215-224,225-237,199,238
El conocimiento acerca de los mecanismos moleculares

involucrados en la infertilidad de la rata machodiabética ha

avanzado considerablemente en los últimos años. El estado dia

bético induce una disminución en la biosíntesis androeénica, en



la incorroración dc tostosteronas (T) a los tejidos blanco pe

rifériCon, en la conversión de T a DHTen rróstnta ventral y

disminuye los niveles séricos de Mi (234, 239 - 241 ). Asimis

mo ha sido demostrado que en la rata macho diabética hay: a)

un número reducido de sitios de unión a LHen células de Ley;

dig (149); b) una respuesta reducida de estas células al está
mulo de kCGen cuanto a 1a producción "in vitro" de T (242);

c) una conversión mayor de T a metabolitos SKreducidos en tg

bulos seminíferos (222); d) niveles reducidos de AB}(nroteí
nu lifladora de andrópenos) en enidídimo (223; e) una dismi

nución de la unión de andrógenos a fracción, citosólica y nu

clear on vróstata (243) y f) una disminución de la actividad

de Sa-roductasa y ïx- y 3C>-HSDen próstata (244). La mayoria
de estos narámetros se restablecieron por terapia insulínica

(149, 222,242. En ciertos casos la terapia con T restableció

le función normal (243). lor otra parte se han descripto altg
raciones en el eje hipotálamo-hipofisarLode estas ratas: a)

ausencia de elevación de los niveles de LHcomorespuesta a la

castración; b) falta de respuesta a la administración de LHRH;

c) disminución de la unión de andrógenos y de la actividad de

5a reductasa hipofisaria (245).

En ratas hembradiabéticas por aloxano ha sido descri:
ta menorfertilidad, tendencia a abortar, presencia de lesiones
morfológicas en hipófisis anterior, ovario y útero, menorpor

centaje de animales que ovulan y menor número de óvulos por
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ovulación. Estas alteraciones rueden ser corregidas narcialmen
te con terapia insulínica (246-253).

Las alteraciones uterinas, que dificultan la nidación

del huevo y el posterior desarrollo fetal, podrían deberse a la

disminución estrogénica de los animales diabéticos o bien a tras
tornos metabólicos propios de este órgano (237). En este senti

do ha sido señalada: la falta de respuesta del R iara nromovcr

la incnrhoración de acetato a lípidos uterinos (254), el menor

efecto mitótico del E sobre el epitelio luminal uterino (255),

fallas en la magnitud de la traslocación nuclear de los receptg
res de E uterinos (256), disminución del efecto de la inyección

ip E sobre la estimulación de la síntesis de proteínas ute
rinas tempranas y tardías (257) y restablecimiento de estos Ia

rámetros por tratamiento con Ins (258).

Se ha postulado que los disturbios de la función repro

ductiva en ambos sexos son en parte debidos a alteraciones en la

secreción o producción de gonadotrofinas hinofisarias 210,234,259

245, 260. Sin embargo Liu y col. (253) no hallaron diferencias
en las concentraciones de gonadotrofinas circulantes entre ratas

diabéticas yor aloxano y controles. Estos autores atribuyen la

disminución del reso ovárico observada en ratas diabéticas,a una
reducción en la sensibilidad ovárica a las Eonadotrofinas. lor

otra parte Kirchick y col. describieron fallas en la ovulación,

ausencia del pico de LHpreovulatorio y recuperación de estos pg

rámetros yor tratamiento con Ins en ratas diabéticas por aloxano
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tratadar con iNSG. Diclmufallas las atribuyen a una respuesta

hirofisuria disminuida a la LHRHen proestro e61, 262). Contrg
riamente ¡az y col. no observaron alteraciones en la sensibili

dad hinofisaria a la IHRHen ratas machodiabéticas (260).

¡or lo tanto aún no está claro cuál es el efecto prima

rio de la diabetes sobre el sistema reproductivo y tampoco si

las alteraciones descriptas se deben a la falta de Ins o a-los

efectos de la iérdida de peso, catabolismo proteico, hinerglucg
mia, vasculonatía eonadal, etc., asociados a1 estado diabético.

or otra parte no se conocen las alteraciones bioquímicas pre

cisas responsables de los trastornos ováricos descrirtos. lor
esta razón en el presente trabajo se realizaron estudios "in

vivo" acerca de diversos parámetros reproductivos en ratas hem

bras diabéticas. lor otro lado, otro enfoque del trabajo fue

la realización de estudios "in vitro" que proveen la oportuni
dad de evaluar los efectos directos de 1a Ins sobre el ovario

y evitan las comïlejas variables sistémicas asociadas a la dig
betes "in vivo".

A.6.l.1 La diabetes por STRcomo modelo experimental

La STR (2 deoxi -2—(3-metil—3nitrosourea)-D-glucopirg

nosa) la cual es extraída de Streptomyces achromogenes, posee

la caracidad de desarrollar en corto tiempo un estado de franca

diabetes. Ta] efecto se detecta plenamente dentro de las 4P hs.,

y se caracteriza por una hipoglucemia e hipoglucosuria iniciales
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(aircdedor de las 10 horas de inyectada). Este efecto es pro
ducjdo por la liberación brusca de Ins al destruirse las células

beta de] cáncreas. luego de este período se produce una hiper

plucemia progresiva y aumento de glucosa en orina, que se esta

biliza a partir del día 8° del tratamiento (263). El área de

acción de la STRsobre el páncreas se limita a las células beta,

donde la droga ejerce una intensa actividad citotóxica actuando

a través de la unión a la membranacelular. El componente de

glucosa de la STRincrementa su incorporación en estas células

de modoque la citotoxicidad de la nitrosourea se concentra en

ellas. Aparentemente 1a STRdisminuye los niveles de NADintra

celulares inhibiendo su síntesis e incrementando su degradación

964), y por consiguiente destruyendo estas células. lor otra

parte la STRestá bastante libre de efectos tóxicos no específi
cos. El aloxano por lo contrario produce 10 veces más mortali

dad y es altamente nefrotóxico (265).

A.7 Fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos ÁLDE)

Las fosfodiesterasas de nucleótidos cíclicos son las

enzimasque catalizan la hidrólisis de nucleótidos cíclicos se

gún la siguiente reacción:
PDE

NNTC---# 5'-NMF

Los nucleótidos cíclicos NMPcson AMIc o GMlc y generalmente

los metales divalentes Mp++y Mn++son estimulantes de la enzima.
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Esta hidrólisis constituye el único proceso degradativc

demostradorara la remoción intracelular de los nucleótidos cí

clicos y la consecuente terminación de sus efectos. Esta enzima

está rresente en casi todos los tejidos de los mamíferos y en

realidad está constituida por un sistema de enzimas, en el que

cada isoenzima posee características físicas y cinéticas diferen
tes y localización celular propia ( 266 - 272 ). La presencia

de formas múltigles de la enzima que no son comrarables de teji

do a tejido ha suscitado gran confusión en la ayroximación al

problema de la ¡DEy en la interpretación fisiológica de los r3

sultados. En otros términos, aunque las publicaciones sobre inE

no son escasas, la comrrensión del sistema lDE y su vinculación

con la acción hormonal es un problema aún no resuelto.

En la mayoría de los casos estudiados existen dos tipos

de TDR: las que poseen afinidad en el orden micromolar para

Akio y otras con afinidad de uno o dos órdenes de magnitud menor.

Las ¡DEdel primer tino correSnonden a enzimas periféricas y eg

tán reguladas Irincipalmente por sustancias biológicamente act;
vas que interactúan con la membranaplasmática celular. Las

iDE del segundo tipo constituyen la principal fracción de IDE

solubles. Estas se han hallado en alta concentración en tejidos

nerviosos y son muy sensibles a Ca++ e hidrolizanGMPc (Km1-2uF)

y AHFC(Km ZOuF). Estos dos tipos han sido separados y caractg

rizados en cerebro, hígado, corazón y músculo (273).
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Comoya ha sido mencionado una de las acciones metabó

licas de la Ins involucra la reducción de los niveles intrace

lulares de ANVCa través de la estimulación de la actividad de

ÉDB, luego de la unión de la hormona a su receptor. Esto ha

sido demostrado en hepatocitos,adipocitos (274), membranasde

hiflado purificadas (275). etc. La activación por Ins parece

ocurrir a través de una fosforilación de la enzima, ya que la

fosfatasa alcalina revierte la estimulación (275). Sin embar

FO todavía no se comprenden los eventos moleculares que ocurren

en lu membranay que nromueven la fosforilación y activación de

1:1 ilinï-¡‘zf- i c.

'bH en células esteroidggénicas:

Los nucleótidos cíclicos están involucrados en la repu

lación de varias funciones de las células esteroidogénicas. D1
ferentes hormonas como ACTHy angiotensina 11 en adrenal, LH en

células de Leydig, FSHen células de Sertoli, FSHo LHen célu

las de la granulosa según su grado de diferenciación, LHen cé
lulas luteales incrementan los niveles intracelulares de ANFCa

través de la estimulación de la adenilato ciclasa (276-281, 119,

120). La importancia de la regulación

del catabolismo del ANlc se ha reconocido recientemente (282 

284).

En tejido testicular se ha descrito la presencia de fo:
mas múltiples de iDE. En testículo de rata inmadura se han ca
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racterizadc tres formas enzimáticas Ca++/ca1modulinadenendien

te (ticos 1-3), además de una forma esrecífica rara AMTCe indg

rendiente de Ca++/ca1modulina. Estas enzimas han sido separadas

tor cromatografía en columna de DEAEcelulosa. El pico 1 de EDE

mostró alta afinidad para AM1c,lo cual señala una diferencia

con las isoenzímas de otros tejidos. Por otra carte esta forma

enzimática no se encontró en el testículo adulto, otra indicación

de su vazel altamente esrecializado (285). Sin embargo otro es

tudio realizado en el mismosistema (testículo inmaduro) descri

be solamente los ricos 2 y 3 donde además demuestra que corres

'onden a una misma isoenzima en dos estados diferentes: asociada

o disociada de calmodulina. Esta isoenzima (pico I) correSponde

la :DH de GMicdenendiente de Ca++/calmodulina descripta en

otros tejidos (273). ¡or otra parte, este trabajo muestra la
grcscncia de don :icos (T1 y 11]) de alta afinidad hacia fPic no

dcrcndicntes de Ca++/ca1modulina. El pico II] corre8nonde a la

UH-Aricde bajo Kmdescripta en otros.tejidos.‘ El nico II re
rresentaría una actividad específica del testículo (282), en

rarticular, de las células germinales ya que está ausente en cg
lulas de Sertoli (286). En estas células ha sido demostrada la

estimulación de la actividad de lDE por FSH, dibutiril AMlc, tg

xina de cólera e isoproterenol. Dicha estimulación está mediada

por un aumento de AMlcy depende de la síntesis de proteínas.

Ha sido sugerido que la inducción del catabolismo de ANPCconse

cuente a la estimulación de la PDEpodría ser responsable de 1a
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desensibilización observada luego de la acción hormonal (370,371).

Se ha demostrado la estimulación selectiva de la isoenzima

¡aP‘ïcde alta afinidad (ym 2uM) mientras que la lDE-Grlec, ¿:a“/

calmodulina dependiente no fue afectada (286).

Son escasos los estudios realizados sobre la FDEde cv:

rio (287,288). Recientemente ha sido caracterizada la ¡DE de

células de la pranulosa de rata y su estimulación nor FSF (284)

derende del tiempo y de la dosis de la hormona. Este

efecto se bloquea cor cicloheximida y está mediado aparentemente
.

LOTun aumento de los niveles de AMTCintracelular ya que el di
hutiril AFECtiene un efecto idéntico al de la FSB. En este

síntoma, a] igual que en células de Sertoli, la estimulación a

fcctn a unn DH-hfiic de alta afinidad (Km= Zur) quo no de:

dc Uu*"/ca1modu]ina, sin modular la actividad de la ¡UE-CF

prcsentc cn las células. Asimismo, la FSHestimula una forma
KDE-AFc de alta afinidad dependiente de la Ca++/calmodulina si

milur a la previamente mencionada de testículo inmaduro (nico 1).

Hasta el {resente no se han realizado estudios sobre la

¡UHde celulas lutcales, nor lo Cual en este trabajo se realizó

la cfiracterización rreliminar de la IDE y se estudió su regula
ción tor Tns.
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A; ACCION DE LA INS SOBRE LA REGULACION ENDOCRINA DE

LA FUNCION LUTEAL

A.1 Alteraciones ováricas en ratas diabéticas por STR

Se utilizaron animales adultos (60 dias) divididos en

tres grupos experimentales: Control (C), diabéticos (D) y

diabéticos tratados con Ins (I). Las ratas fueron sacrifica

das en diestro alrededor de los 90 dias de edad.

a) Los animales diabéticos mostraron hiperglucemia, peso ové

rico reducido y niveles disminuidos de P circulante. Estos

parámetros se restablecieron bajo terapia sustitutiva con in
sulina. (Tabla l). La Figura l muestra la estimulación de la

producción "in vitro" de AMPcutilizando ovarios enteros de r3

tas en diestro, normales y diabéticas, estimulados con gonado

trofina exógena. En estas condiciones experimentales el aumen
to observado en el grupo D no resultó significativo.

La curva dosis respuesta a la estimulación por hCGde

la producción de P realizada con ovarios enteros de ratas en

diestro controles y diabéticas muestra una menorsensibilidad

en este último grupo (Figura 2).

b) Se estudió el receptor de FSH, LHy Prl en la fracción

particulada de ovarios de ratas en diestro, controles (C) y
diabéticas (D). La evaluación de la constante de afinidad Ka
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Fig. 1: Producción de AMPcíclico por ovarios de ratas norma
les y diabéticas. _
Los 8varios intactos fueron incubados durante 3 horas
a 37 C en 2 m1 de Medio 199, con 0,1 mMMIX, suple
mentado con distintas concentraciones de hCG(C: gru
po control, D=grupo diabético). Las incubaciones se
realizaron por triplicado.
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Producción de progesterona por ovarios de ratas endiestro.
Los resultados están expresados en ng de progeste
rona producidos por m1 de medio e incubación, lue
go de 3 horas de incubación a 37 C con distintas
concentraciones de hCG.



TABLAI: Efectos de la diabetes por estreptozotocina y poste
rior tratamiento con insulina sobre peso ovárico, glucosa séri
ca ynrogesterona circulante _

GRUPO EXPERIMENTAL

Parámetro Control Diabético Diabético+
(12) (12) Insulina

(12)

Peso ovárico (mg) 44.012,3 29,8:1,2* 41,3:2,5

Glucosa (mg/100 ml) 98 i 12 420 t 394 110 t 29

Irogesterona sérica (ng/ml) 4,810.2 2,410,2# 4,2:0,6

Los animales fueron sacrificados 4 semanas luego de la
inyección deestreptozotocina o vehículo. Los ovarios fueron
extraídos y pesados. La san re fue recolectada para determi
nar glucosa y progesterona s ricas.

Los resultados se dan como promedios i ES. Los núme
ros entre paréntesis indican númerode animales. Las evalua
ciones estadísticas fueron hechas en relación a valores con
trol (-l p< 0,001).
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y número de sitbs (Q) se realizó por el método de Scatchard

(137).

Las curvas de saturación y gráficos de Scatchard(Fig.

3) para la unión de hCGrevelaron la presencia de una única

clase de sitios de unión de alta afinidad. La Ka no difiere

entre ambos grupos. Grupo D: 1,37 x 101o M-1. Grupo C3 1.13 X

1010 M'1. Sin embargo, se encontró una marcada disminución en

el número de sitios de unión en el grupo de animales diabéti

cos. Grupo D: 8,1 3 0,05 (n: 10) vs Grupo C: 14.0 t 1,3 fmo

les/mg proteína (n: 10)(p <'0,01).

1o -1
D

..
° Fig'.'0,).Ka(C)= 1,63 x 10 MPara 1a unión de Fsa'no hallaron diferencias signi

o - 
ficativas ni en Ka ni en‘.Q

o(c)= 1,3 1 0,2 fmoles/mg oteíná (n: e). Ka (D). 1,37 x 1o1o

14-1 y qua): 1,5 3 0,1 fmo fina proteína (n: a).

Tampocose obse on diferencias en la unión de irl a

la i‘r n particulada.vario (Fig. 5). Ka(C)=0,23 x 101°

14-1,n 84,2 1»4.4 fmoles/mgproteína (n: 8).
c) Considerando que la rata hembra diabética no ovula normal

mente, es lógico suponer que sus ovarios poseen distintas poblg
ciones de células luteales en relación a los controles. Este

hecho podrá ser responsable de la disminución en el número de

sitios de unión a hCGen los estudios en que se utiliza frac

ción de membranade ovario entero. Por esta razón, se estudió

la unión de hCGa células luteales de ratas C, D e I superovu

ladas por inyecciones de PMSGy hCG, a los 80 y 82 días de edad

respectivamente.
Estas células fueron aisladas por tratamiento con co

lagenasa (133).
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Unión de 125I-hCG a fracción de membrana de ovarios
de ratas control y diabéticas por estreptozotocina.
Se incubaron alícuotas de suspensión de membranasde
ovario (400-600 ug de1Bgoteína) en PBS con concentraciones crecientes de I-hCGy una concentración
constante de hCGfsía en un volumen final de 0,25 mldurante 2 hs. a 34 C¡
Se utilizó PBSpara parar la reacción y para los 1a
vados. Con los datos obtenidos se realizó 1a curva
de saturación y el gráfico de Scatchard correspon
diente. Los valores se expresan en 1a curva de saturación.
Cada punto es promedio de muestras por duplicado.o——o
ratas control (n: 10):o—- ratas disbéticas (ns 10).
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Unión de 125I-FSH a fracción de membrana de ovarios
de ratas control y diabéticas por estreptozotocina.
El procedimiento de incubación fue similar a1 des
cripto en la leyenda a la figura 3. Conlos datos
obtenidos se realizó 1a curva de saturación y el
gráfico de Scatchard correspondiente.
Cada punto es promedio de muestras por duplicado,
t-—oratas control (n= 8): r——‘ratas diabéticas
(n: 8).

Fig. 4:
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Fig. 5: Unión de 125I-oPrl a fracción de membranade ovario
de ratas control y diabéticas por estreptozotocina.
El procedimiento de incubación fue similar a1 desd
cripto en la figuga 3. La incubación se realizó durante 16 hs. a 20 C. Con los datos obtenidos se
realizó la curva de saturación y el correspondiente
gráfico de Scatchard.
Cada punto es promedio de muestras por duplicado,

(———ogatas control (n: 10),o———oratas diabéticasn=100
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Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.

Se observó una disminución de alrededor del 50%en el número de

sitios de unión a hCGpor célula en células luteales de ratas

diabéticas C = 5,7 i 0,3 (n = 6), D = 2,80 Í 0,07 (n = 6),

I = 5,1 1 0,2 (n = 6) fmoles/3 x 1o6 células (I>< 0,001). El

tratamiento con insulina restableció este parámetro (Fig. 6).

La Ka fue similar en todos los grupos y aproximadamente de 1,1

x 1010 M'1.

d) Considerando que los cambios en la unión de 125I-hCG fue

ron observados tanto en fracción particulada comoen células

luteales fue de interés determinar si dichas diferencias podían

correlacionarse con cambios en la producción de AMIOy T. Con

este objetivo se aislaron células luteales de ratas superovulg

das y se incubaron a 37° C bajo atmósfera de carbógeno durante

6 células por tubo3 horas. Se incubaron aproximadamente 2 x 10

con MIX0,1 mMen 2 ml de Medio 199 adicionado con distintas

concentraciones de hCG. Se midió la P producida por radioin

munoensayo (143) y el AMICpor la técnica de unión a proteína

quinasa de adrenal bovina (144).

La Figura 7 muestra 1a curva dosis respuesta a hCGpg

ra la producción de AMPc. La máxima producción de AMPcde ra

tas control se obtuvo con 1o ug de hCG/tubo (1,26 x 10'10 M).

La respuesta de las células de ratas diabéticas fue significa

tivamente mayor (40%) que los controles. En nuestras oondicig

nes el tratamiento con insulina no fue capaz de restaurar la
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Unión de1251-hCGa células luteales aisladas de ra
tas control (C), diabéticas parestreptozotocina (D)
y diabéticas tratadas con insulina (I).
Las células luteales obtenidas de ratas pseudopreña
das fueron preparadas por digestión con colagenasï.
Se incubaron alícuotas de la uspensión de células
luteales que contenían 3 x 10 células aproximada
mente, en Medio 199 durante 3 hs. a 34 C.
La cantidad de sitios receptores fue calculada a
partir de gráficos de Scatchard. +
Cada barra representa el promedio - ES. Cada grupo
consta de 12 animales y los ovarios fueron separados
en dos pools diferentes para cada grupo.
Las comparacionesestadisticas fueron calculadas u
tilizando el test-t de Dunnet (#p < 0,001) c: Grupo
control, D: grupo diabético, I= ratas diabéticas
tratadas con insulina.
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Efecto de dosis crecientes de hCGsobre la producción
de AMPCen células luteales aisladas de ratas control,
diabéticas y diabéticas tratadas con insulina.
La preparación de las células luteales, 1a incubación
y el ensayo de AMPcíclico se.describen en la sección
"Materiales y Métodos". Los datos se exp esan como
pmoles de AMPcíclico formados por 2 x 10 células.
Cada barra representa el promedio - ES de determina
ciones por duplicado. 
Las comparacionesestadísticas fueron hechas en rela
ción a los valores control para cada concentración de
hCGmediante el test-t de Dunnet‘ (*p<0.05).
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resruesta normal de ANPc.

La Figura 8 muestra la respuesta de P a dosis crecientes

de hCGen células luteales de ratas control, diabéticas y dia

béticas tratadas con insulina. Aunqueno se detectaron diferen
cias significativas en la estimulación máxima,puede observarse

una pérdida de sensibilidad de las células de animales diabéti

cos que se evidenció por una caída significativa de la DEBO.
¿ste efecto se revirtió por tratamiento con Ins.

e) Ya que uno de los efectos de la Ins es la modulación de la

actividad de YDBse evaluó la actividad de esta enzima en celu

las luteales aisladas de los tres grupos experimentales. Se

realizaron determinaciones en homogenato,fracción citosólica

y fracción particulada (Tabla II). Se observó mayor actividad

en e] citosol y un aumento significativo de dicha actividad en

zimática medida en citosol en el Grupo D respecto al C. El
tratamiento con Ins restablece los valores a los observados en

los controles.

A.II Acción "in vitro" de la Ins sobre células luteales.
Receptores de Ins.

Los resultados anteriores sugieren que la Ins juega un

papel importante en el metabolismo lúteo, ya que su ausencia

en la diabetes induce alteraciones en los parámetros ya descril
tos. Sin embargo, para descartar que estas alteraciones se

deban a efectos secundarios a la ausencia de Ins (hiperglucemia,
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Efecto de concentraciones crecientes de hCGsobre
la producción-de progesterona en células luteales
aisladas de ratas control, diabéticas y diabéticas
tratadas con insulina.
Los detalles experimentales son los mismos que los
descrnxos en la figura 5. Los datos se expresan
comoporcentaje de estimulación de la producción
de progesterona referida a los valores basales ob
tenidos en ausencia de hCG. Los valores basales
fueron: control: 10,9 1 0,1, diabéticos: 11,7 i
0,4, diabéticos tratados con insuli a: 10,4 i 0,2
ng de progesterona formados/ 2 x 10 células.
Los datos se expresan en porcentaje de producción
de progesteronaw o——oratas control (n: 8 ,
ratas diabéticas (n: 8),o——c ratas diabéticas
tratadas con insulina (n: 8).
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TABLAII: Actividad de fosfodiesterasa en células luteales
de ratas controles (C) diabéticas (D) y diabéticas tratadas
con insulina (I).

HOMOGENATO PELLET CITOSOL

0 28 + 1 23 + 2 110 + 6

D 32+2 29+} 323+23*

I 22+} 23:2 194+1o

Las determinaciones se efectuaron con [3H] - AMPc
10 uMen el homogenato total, pellet y sobrenadante de
105.000 xg. Los resultados se expresan como pmoles de AMFc
hidrolizados/mg prot/min. Son promedio de 1 ES de determi
naciones realizadas por duplicado de dos experimentos dis
tintos (*p<0,001)_
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nérdida de neso, etc.) es de fundamental importancia la demos

tración de una acción directa de la Ins sobre estas células.

Los siguientes experimentos se realizaron en ratas control de

25 días, superovuladas por administración de PMSGy hCG.

a) Se realizaron curvas dosis-respuesta de células luteales

en nresencia de hCG, Ins y hCG + Ins 0,02 nM, midiéndose el

AMFCtotal y la P liberada a1 medio de incubación.

La respuesta de AMPca incubaciones con cantidades

crecientes de Ins, hCGo ambas se muestra en la Figura 9. La

1o M hCG, sin emba;rroducción de ANPCllegó al máximo con 10'

"o, 1a lns no estimuló la producción de AMIcni aumentó 1a es

timulación producida por hCG.

La Figura 10 muestra que la Ins estimuló la producción

de nronesterona de células luteales cuando fue agregada al me

uio de incubación en las concentraciones de 0,2 nMa 20nMob

servándose una disminución a mayores concentraciones, mientras

que la hCG produjo máxima estimulación con 0,05 nM. Las incu

baciones con ambas hormonas (ver Fig. 10) se

realizaron utilizando concentraciones crecientes de hCGy una

dosis fija de Ins de OJEIndpor incubación. En estas condicio

nes pudo observarse un efecto sinérgico a dosis submáximasde

hCG. Se realizaron incubaciones de células luteales en pre

sencia de diferentes concentraciones de EGF(0,02 - 200 nM) no

observándose cambios en 1a producción de AMTCo P para ninguna

de las concentraciones utilizadas.
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Efecto de dosis crecientes de hCG, Ins o hCG + 0'02 nm
Ins sobre la producción de AMPcpor células luteales
aisladas. Las células fueron incubadgs con las hor
monas en presencia de 0,1 mMMIX a 37 C bajo una at
mósfera de 95% O , 5% C0 durante 3 hs. Luego de 13
incubación se tomaron alícuotas de 1 ml se hirvie
ron durante 15 min; y se guardaron a-20 C hasta la
determinación del AMPctotal. Cada barra representa
el promedio t ES de determinaciones realizadas por
triplicado de tres experimentos diferentes. Las com
paraciones estadísticas fueron hechas en relación a7
los valores control (# p < 0501) con el test-t de
Dunnet.
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Efecto de dosis crecientes de hCG, Ins, hCG+O'02 n"
Ins ó EGPsobre la producción de progesterona en
células luteales aisladas en presencia de MIX.
Las células fueron incubadas en las condiciones
descriptas en la figura 9. Luegode la incubación
se tomaron alícuotas de 0,5 m1y se centrifugaron
a 800xg durante 10 min. a 4° C. El sobrenadante
se guardó congelado a -20° C hasta la determinación
de 1a progesterona por RIA. Las curvas son resul
tado de incubaciones realizadas por triplicado de
cuatro experimentos diferentes.
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Las incubaciones de células luteales en ausenciade

MIXse observan en 1a Fig. 11. La estimulación por hCGfue

menor que en presencia del inhibidor. En estas condiciones

no se evidenció ni 1a estimulación producida por la Ins, ni

el efecto sinérgico mencionadoanteriormente, lo cual sugig
re la existencia de algún efecto modulatorio de la Ins so
bre la actividad de PDE.

b) Con el fin de evaluar algunos de los posibles mecanismos
involucrados en el efecto estimulatorio de 1a Ins se realizaron

incubaciones en presencia o ausencia de dos dosis estimulato

rias de Ins (0,2 y 2 nM) con el agregado o no de los siguien

tes inhibidores: aminoglutetimida (10 ug/ml), cicloheximida

(1 ug/ml) y actinomicina (10 ug/ml). En todos los casos los

valores basales disminuyeron significativamente. No se obser
vó estimulación por Ins en presencia de cualquiera de estos

inhibidores (Fig. 12).

c) Actividad de PDEde células luteales.

Se evaluó la acción de Ins sobre 1a actividad de PDE

en células luteales de ratas prepúberes superovuladas. Para

ello se preincubaron las células 10 minutos con diferentes con

centraciones de Ins en Medio 199 a 37° C. Se observó un aumen

to de actividad de la PDE-AMPcmedida en la fracción sobrenadag

te siendo la concentración óptima de la hormona de 0,2 nM(Fig.13).

La actividad de PDEdepende del tiempo de preincubación.

La Fig. 14 muestra que la actividad enzimática es máximacuando
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ProducdóndeP (nqx106céhflos)

HORMONA (hM)

Fig. 11: Efecto de dosis crecientesde Ins, hCG o hCG + 0,02 nM
Ins, en ausencia de MIX.

Las células fueron incubadas en las mismas condi
ciones desmnptas para la figura 10 excepto que fug
ron realizadas en ausencia de MIX. Las curvas son
resultado de incubaciones realizadas por triplica
do de dos experimentos diferentes.
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Efecto de la amino lutetimida (1 mM)(AG), actino
micina D (10 ug/ml% (AC) y cicloheximida (1 ug/ml)
(CX) sobre 1a producción de progesterona en respues

ta a)dos-concentraciones estimulantes de Ins (0,2 í2 nM .
Se realizaron incubaciones de células luteales en
las mismascondiciones descriptas para la figura 10
en presencia o ausencia de los inhibidores. Las ha
rras representan el promedio i BSde determinacio
nes realizadas por triplicado de tres experimentos
diferentes. '
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13: Efecto de concentraciones crecientes de Ins (0-200
nM) sobre la actividad de PDEde células luteales.
Las células fueron aisladas por digestión con cola
genosa y preincubadas en Medio 199, 0,1% BSAa 37U
C durante 10 min. en presencia de diferentes concen
traciones de Ins. Los valores son promedio t ES de
preincubaciones realizadas por triplicado de dos e;
perimentos diferentes.
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Fig. 14: Efecto del tiempo de preincubación sobre la act;
vidad de PDEestimulada con Ins 0,02 y 0,2 nM.
Las células fueron aisladas e incubadas en pre
sencia o ausencia de dos concentraciones de Ins
óptimas para la estimulación de la enzima, deter
minadas en el experimento de la Figura 13. Los
valores se expresan comopromedio t ES de prein
cubaciones realizadas por triplicado de dos expe
rimentos diferentes. —
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las células se preincuban durante 5 minutos. Con concentracio

nes menores de Ins el efecto estimulatorio de la hormona dismi

nuye cuando la preincubación se prolonga a 10 minutos.

El efecto de Ins sobre la actividad de PDEde fracción

soluble determinó la purificación de dicha fracción a través de

una columna de DEAE-celulosa. La Fig. 15 muestra el perfil de

elución de la PDE-AMPCobtenida del sobrenadante de células lg

teales tratadas o no con Ins 0,2 nMdurante 10 minutos. A pa;

tir de células luteales no tratadas se obtuvieron dos picos

(I y II) de actividad de PDE-AMPcutilizando AMPc1 uM como sus

trato. Cuandose utilizaron células tratadas con Ins se obsers

v6 un aumento de la actividad en ambos picos.

Cuando se utilizó GMPccomo sustrato se observó hidró

lisis del nucleótido solamente en el pico I. Esta actividad
también aumentó en células tratadas con Ins.

Se caracterizó la dependencia de sustrato de los picos

I y II. Ambasformas enzimáticas presentan gráficos de Lineweg

vor-Burk no lineales, con un Km1=3-5 uM (alta afinidad) y Km2c
60-66 uM (baja afinidad) para AMPcen células tratadas o no con

la hormona. (Fig. 16) La Tabla IV resume los valores de los

parámetros cinéticos de las actividades de ambasformas de la

PDEde células luteales. La Ins aumentó la V máx de ambas for

mas alrededor de 2 a 8 veces sin afectar la afinidad de la enzi

ma por su sustrato (Fig. 16).
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Ferfil de elución (DEAE-celulosa) de la PDEde frag
ción sobrenadante de 100.000 xg de células luteales.
Puntos blancos: células control
Puntos negros: células preincubadas con Ins 0,2

nMdurante 10 minutos.
La elución se realizó mediante un gradiente discon
tinuo de NaCl 0,05 a 0,5 M en buffer A. Se tomaron
alícuotas de estas fracciones para el ensayo de ac
tividad de PDE con 10'6 M de 3H - AMPccomo sustra
to (A) o 10-6 M de GMI‘ccomo sustrato (B). En la
parte B se observa además el perfil de proteínas en
presencia ———-- o ausencia ----- -- de Ins.
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Efecto de las variaciones de sustrato (AMPc)sobre
los picos I (circulos) y II (cuadrados) obtenidos
en cromatografía de DEAE-celulosa (Fig.
Puntos blancos: células control
Puntos negros: células tratadas con Ins 0,2 nM
Las velocidades iniciales se calcularon a partir
de curvas de tiempo obtenidas para cada concentra
ción de AMPc. _
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TABLAIV: Parámetros cinéticos de las actividades de PDEde
nucleñïiaos cíclicos de células luteales.

ALTA AFINIDAD BAJA AFINIDAD

Km Vmax Km Vmax
(uM) (nmol/min)/ (uM) (nmol/min)/

mg prot. mg prot.

PICO I
CONTROL 4 0,22 66 1,12

INSULINA 5 1,3 61 8

PICC II
CONTROL 5 0,3 46 1,05

INSULINA 3 0,7 49 6,5

Los datos obtenidos fueron obtenidos de gráficos de
Lineweavor-Burk mostrados en la Figura 16.
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¡a actividad de Ea forma] medida con 3H-AMTcse inhibe

en :rnscncin de Ccm (10'4 10'6M) mientras que la actividad

de la forma l] no se modifica, lo cual muestra ccmrortamientos

diferentes de ambas formas.

d) heceytores de insulina en células luteales.

nn el mecanismo de reconocimiento de hormonas proteicas

está involucrado un receztor de membranaasociado a un sistema

de hmhlifjcación de la rcsïuesta hormonal.

En base a esto se encaró la caracterización del receptor

de insulina cr células luteales aisladas de ovarios de ratas su

perovuladas. Se utilizó 125I-Ins marcada por el método de lactg
reroxidasa de acuerdo a Thorell y Johansson (134) con algunas

modificaciones (ver Métodos).

La ïir.17 muestra la curva de tiempo y temperatura de
25la unión de 1-]ns a células luteales. Los valores máximos

me unión fueron lonrcdos luego de 30 minutos de incubación a
0?0 U Estas fueron, por lo tanto, las condiciones utilizadas

en los siguientes exyerimentos.

El gráfico de Scatchard para Ins utilizando concentracig

nes crecientes de Ins fría se muestra en la Fig. 18. La natura

leza curvilínea del gráficozngiere la presencia de dos clases de
sitios de unión con distintas afinidades.

Los valores de las constantes de afinidad y números de
8 6

sitios resyectivos fueron: Ka1 = ?,1 x 10 M'1, Ka2 = 5,2 x 10

¡'1 v (¿1= 35.000 sitios/célula, Q2 = 900.000 sitios/célula“n
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Fig. 17: Efecto de tiempo y temperatura sobre la unión de1251
Ins a células luteales aisladas de ratas normales su
perovuladas.
Se incubó 100 ul de suspensi
células) con 0,3 pmoles de 125I-Ins durante diferen
tes tiempos a 200 C, 37° C ó a 0° C. Se realizaron
incubaciones paralelas con 5 ug de insulina fria para
evaluar la unión no específica. La reacción se detu
vo por el agregado de 2 m1 de Medio 199 frío y se cen
trifugaron los tubos a BOOxgdurante 20 minutos a 4°U.
Se contó la radiactividad remanente en el pellet. Los
valores son promedio + ES de determinaciones realiza
das por duplicado en 303'experimentos diferentes.

ón de células (0,7-1,8x1o6
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Gráfico de Scatchard para la unión de insulina acélula luteales.
Se incugó alícuotas de 1a suspensión de célu}gg(2 x 10 células/100 ul) con 0,04 pmoles de I
Ins y concentraciones crecientes de insulina fría
(0,1-5000 ng) durante 30 minutos a 20° C. en un
volumen final de 0,5 m1. Las incubaciones fueron
realizadas por duplicado. El experimento fue re
petido tres veces.



125I-Ins inSe estudió la es-ecificidad de la unión de

eubnndo células luteales con hormonaradioactiva en yresencja
de diferentes concentraciones de insulina fría o bien hormonas

heterólogas, hCG, hGh, hLH, olrl, EGF, (Fig. 19). Con la ex

cepción de insulina ninguna de las hormonas fue capaz de des

}lazar la insulina unida, lo que demuestra que la unión a insu
lina, es esiecífica.

rara verificar si la formación de los complejos hormo

na-reccgtor producían la alteración o destrucción de la hormona,

se midió el porcentaje de radiactividad precipitable nor TCA10%

en la 1TDT-Msrecuperada luego de la incubación con células lu

teales. La Hormonaasí obtenida fue 88%precipitable por TCA10A.

La degradación de 0.05 ug/tubo de insulina en el buffer de incu
bación libre de células fue de un 5%a los 30 minutos.

jor otro lado habia que descartar que la unión encontra
da fuera por pegada ines;ecífica a tubo o a células. Para ello
se realizó el ensayo de unión de insulina con células luteales

que habían sido destruidas por hervor durante 15 minutos. En

este caso hubo un 95%de reducción de la capacidad de unión.

Se estudió la naturaleza química del receptor exponien
dolo a la acción de enzimas durante 30 minutos a 37° C. En la

Tabla III se observa que hay un 91%de decrecimiento de la unión

esyecífica luego de la acción de la tripsina. No se detectaron

efectos luego del tratamiento con RNAsao DNAsa. La fosfolipasa

C aumentó levemente la unión específica de insulina.
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Especificidad de la unión de I - Ins a célulasluteales.
Células lutealeízgisladas fueron incubadas durante30 minutos con I-Ins (0,4 pmoles) y con concen
traciones crecientes (0-500 nM) de Ins’ihCG' pGHo
hLH x,o-Pr1 o, y EEF‘A. 125
La unión fue calculada comoporcentaje de I-Ins
unida en ausencia de hormona fría. Cada punto re
presenta el promedio 3 ES de, por tres
observaciones.

lo menos,
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TAB III: Efectos de tratamientos enzimáticos sobre 1a unión
He ¡í5l-[ns a células luteales.

ENZIMA CONCENTRACION UNION ESPECIFICA DE

125I-INS(% de control)

- - 1oo

TRIPSINA 50 8,9

FOSFOLIIASA C 50 118,6

DESOXIRIBONUCLEASA 50 89.6

RIBONUCLEASA 50 94.1

Se incubó alicuotas de sgspensión de células, igual quepara los estudios de unión, a 37 C en presencia de enzimas du
rante 30 minutos en PBS. Lue o de centrifugar las células se
lavaron tres veces con PBSfr o. En las incubaciones con trip
sina se agregó 200 ug de inhibidor de brotes de soja ante? ecentrifugar. La determinación de 1a unión específica de 2 I
Ins fue idéntica a la descripta en la Figura 17.



120.

na Figura 20 muertra la localización subcelular del re

CBïtOP de insulina. Qe observa mayor unión en el pellet de

10H.OOOg, aunque también hay una unión significativa en 1a frag

ción de 12.000 P.

A.]Jl Alteraciones en el eje hipotálamo hipofisario en ratas
diabéticas por STR

¿ara completar el panoramaacerca de la influencia de

la Ins sobre la función reproductiva se realizaron estudios adi

cionales con el fin de evaluar el funcionamiento del eje hipoté
lamo-hipofisario en ratas diabéticas.

Se utilizaron ratas adultas (60 días) ovariectomizadas

de los grupos C, D e I determinándose los siguientes parámetros:

a) los niveles circulantes de LHmedidos por RIA (I-LH) y acti

vid:1 biológica (H-LH) en ratas C, D e J. Los mismos paráme

tros lueyo de la administración aguda de LNRHcon o sin trata

miento con benzoato de estradiol (Eb) (10 ug Eb/rata 48 y 24 hs.

antes del experimento).

b) Los niveles circulantes de lrolactina (1rl) basales, luego

de la administración de Fb y TRUen ratas C, D e I.
c) Los niveles de receptor nuclear y citoplasmático de estra

diol en hipotálamo y en hipófisis de ratas C, D e I, tratadas

no con Eb (10 ug Eb/rata 48, 24 y 1 hora antes de] experimento).
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Distribución de 1a unión de 125I-Ins en fracciones
subcelulares aisladas de homogenatode cuerpo lúteo
de rata.
Los ovarios fueron cortados, colagenizados y homoge
neizados en PES (buffer fosfato salino,pH 7,4). EI
homoganto fue luego centrifugado a 4° C en una cen
trífuga international B-20 a 800xg durante 15 min.,
12.000 xg durante 30 min. y una ultracentrífuga
Beckman LS-SO a 105.000 xg durante 60 minutos. Los
diferentes pellets fueron resuspengédos en PBSy sedeterminó la unión específica de 1 I-Ins en 100 ul
de las suspensiones que contenían 400-700 ug de pro
teina. La unión del sobrenadante de 105.000 xg (c:
tosol), se midió por precipitación con 12,5%de po
lietilenglicol
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a) I-LH y B-LHen ratas ovariectomizadas (ovx) tratadas o no
con Eb en los grupos QLÍD e I.

La tabla V muestra los valores de I-LH y B-LHen ratas

ovx. El estado diabético se asocia a una marcada reducción (63%)

en los valores de I-LH. El tratamiento con Eb (10 ug/rata 48

y 24 hs. antes del sacrificio) indujo una disminución en I-LH

en todos los grupos experimentales (50%) sin embargo los anima

les diabéticos mostraron niveles menores aún después del trata

miento con Eb. Los valores de I-LH se normalizaron completamen

te luego de la terapia insulínica. Se obtuvieron resultados si
milares en las mediciones de B-LHobservándose una disminución

aún mayor en la bioactividad de LH (73%) (Tabla v).

La Tabla VI muestra los cocientes entre B-LHe I-LH en

estos grupos. El cocientes es significativamente menoren el

grupo D mientras que el grupo I muestra valores similares al

grupo C. Los animales D tratados con Eb no presentaron cam

bios en los cocientes B-LH/I-LH(Tabla VI).

Se determinaron asimismo los valores de FSHcirculan

tes por RIA (Fig. 21). Dichos valores mostraron alteraciones
similares a los valores de I-LH en los animales diabéticos. Se

observó un restablecimiento en el grupo I. El tratamiento de

los tres grupos con E indujo un efecto de feedback negativo

que hizo descender los niveles de FSHaproximadamente a la mi

tad en todos los grupos, manteniéndóse en los animales estro

genizados la disminución significativa del grupo D respecto al C.
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TABLAV: Efecto de 1a diabetes inducida por estreptozotocina
y ae la terapia insulínica sobre los valores de I-LH y B-LH
en ratas hembra ovariectomizadas (ovx).

I-LH SERICA B-LH SERICA
(ng/m1) (nU/ml)

-———- Eb -- Eb

ovx-c 545:67 243118 44.617 14,110.9

ovx-n 2o2t37* 1063:10" 12,0:3 a: 7,610,6 a

ovx-1 495149 208177 44,034 15.914

Los valores de LHséricos fueron determinados en ratas
ovx que recibieron o no tratamiento con benzoato de estradiol
(Eb) 48 y 24 hs. antes del experimento (10 ug/rata). Las com
paraciones estadísticas se hicieron con respecto a1 grupo con
trol (* p<.0,005) (n: 6). Los valores se expresan comoprome
dio + ES
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TABLAVI: Efecto de 1a diabetes inducida por estreptozotocina
y de Ia terapia insulínica sobre los cocientes B-LHI-LH.

LHRH

Eb Eb

ovx-c 2,38:O,28 gasto, 16 2,19:0,28 1,96¿0,23

OVX-D 1,7oto,1o* 2,191052 1,47:o,12 «v 22230,34

ovx-1 2,69¿«o,24 2,14¿0,09 1,48:0,15 » 3,64:O,87

Ratas hembra ovx fueron tratadas con vehículo o benzoato
de estradiol (Eb) (10 ug/rata durante dos días). Se administró
LHRH100 ng/O,25 Kg peso). Los valores de B-LHfueron transfor
madosutilizando los equivalentes apropiados. Las comparaciones
estadísticas se hicieron con respecto al grupo control (#1? (0,05)
(n: 6). Los datos se expresan como promedio r ES.
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Efecto de la diabetes inducida por STRy de la
terapia insulínica sobre los valores de FSHen
ratas hembra ovariectomizadas (ovx). ‘
Los valores séricos de FSHfueron medidos por
RIA en ratas ovx que recibieron o no tratamien
to con Eb 48 y 24 hs. antes del experimento —

Las comparaciones estadisticas
se hicieron con respecto al grupo C (*})< 0,05).
Los valores son promedio + ES (n: 6 .
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Respuesta hipofisaria a la administración de LHRHen ratas ql

D e I.

En condiciones basales, tanto los valores de I-LH como

los B-LHse encontraron disminuidos en el grupo D y se restau

raron por terapia insulínica (Fig. 22). No se observaron difg
rencias en la respuesta hipofisaria a la LHRHentre los grupos

cuando se determinaron los niveles de I-LH (Fig. 22, panel su

perior). Sin embargo el grupo D mostró valores de B-LHsigni

ficativamente disminuidos. El tratamiento con Ins no fue capaz

de restituir esta respuesta.
Los valores de B-LH/I-LH (Tabla VI) muestran cocientes

significativamente menores en los grupos D e I tratados con

LHRHrespecto al control.

ReSpuesta hipofisaria a LHRHen animales C, D e I tratados con Eb.

El tratamiento con estradiol indujo un feed back positivo

sobre la sensibilidad hipofisaria a la LHRH. La Figura 23 mues

tra que la administración de LHRHprovocó incrementos similares

en I-LH y B-LHen todos los grupos experimentales. Esto indica

que el tratamiento con Eb restauró la bioactividad de la LHli

berada en respuesta a la LHRHen ratas del grupo D.

La Tabla VI muestra los cocientes B-LH/I-LHcorrespon

dientes. Mientras que no se observaron cambios en el grupo D,

el cociente se encontró un poco aumentado en el grupo I.
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Respuesta hipofisaria a la LHRHen ratas ovx C, D e
I. El panel superior muestra los niveles de I-LH y
el inferior los niveles de B-LH. El experimento
fue repetido tres veces y los asteriscos indican di
ferencias significativas (i! p <0,05,! 1‘p <0,001)
con respecto al control por el test-t de comparacio
nes múltiples de Dunnett (n: 6). —
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Respuesta hipofisaria a la LHRHen ratas C, D e I
tratadas con Eb. El Eb se administró 48y’24 ¡5‘
antes de 1a inyección de LHRH(10 ug/rata sc). El
panel superior muestra los valores de IoLHy el in
ferior los de B-LH. El experimento fue repetido
dos veces y los asteriscos indican diferencias sig
nificativas (II)<O,C05) con respecto al control
por el test-t de comparaciones múltiples (método
Qe Dunnett) (n: 6).
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b) Frl sérica en ratas Cl D e I tratadas o no con Eb.

La mitad de las ratas de cada grupo C, D e I fue tratada

con 10 ug/rata sc 48, 24 y 1 hora antes del sacrificio. Este

tratamiento indujo en las ratas C un aumento de 10 veces en la

concentración circulante de Prl (medida por RIA). Este aumento

no se observa en las ratas D y se recupera parcialmente en el

grupo I (Fig. 24).

Respuesta prolactinica a la TRHgg grupos C, D e I.

La Figura 25 muestra que esta respuesta también se en

cuentra alterada en el grupo D y parcialmente recuperada en el

grupo I. Estas alteraciones podrian deberse a defectos en la
síntesis o liberación de Prl o bien a deficiencias en la acción

de estradiol a nivel hipotalámico o hipofisario. Para compro

bar la segunda hipótesis se encaró el estudio de los niveles

de receptor de estradiol en ambostejidos.

c) Receptores hipotalámicos e hipofisarios de Estradiol en ratas
Cl D e I.

La Figura 26 muestra el gráfico de Scatchard para 1a

unión de [ZHJ - E a citosol de hipófisis e hipotálamo de ratas
control ovx. El número de sitios Q fue de 214 fmoles/mg pro

teína y 98,8 fmoles/mg proteína y los valores de Kd fueron de

3,7 y 2,9 nMpara hipófisis e hipotálamo respectivamente. Los

gráficos de Scatchard para 1a unión de [BHJ- E a fracción
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48, 24‘? 1 h antes del exp . El experimento fue repeti o tres veces y LOSastericos indican diferen
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Gráficos de Scatchard de 1a unión específica
H] - E a fracción citosólica de hipófisis e
hipotálamo de ratas ovx. La determinación de los
sitios de unión se realizó mediante una técnica
de intercambio(ver Métodos). Kd = 3,7 nM y Q=214
fmoles/mg.proteína para hipófisis y Kd = 2,9 nMy
Q = 98,8 fmoles/mg. proteína para hipotálamo.
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nuclear de hipófisis e hipotálamo (realizados en ratas trata

das con Eb, 48, 24 y 1 hora antes del experimento) se muestran

en la Fig. 27. Se obtuvieron valores de Q de 456 fmol/mg ADN

y 385 fmoles/mg ADNy de Ka de 2,94 y 7,14 nM para hipófisis e

hipotálamo respectivamente. En los experimentos siguientes se

realizaron incubaciones con 10 nMde[?É]- E para hipófisis y 5 nM

para hipotálamo en citosol y núcleos ya que dichas concentracio
nes fueron saturantes.

La Figura 28 muestra los niveles de receptor nuclear

de Hen hipófisis de ratas tratadas con Ebuen los tres grupos

experimentales. Se observó una disminución significativa de

dichos receptores expresados en fmoles/mg ADNen los grupos D e

I. Estos resultados se pueden correlacionar con los bajos valg

res de Prl sérica observados en los animales diabéticos estrogg

nizados. Se realizaron asimismo determinaciones de los receptg

res citoplasmáticos en animales ovx no inyectados (Fig. 29). Se

observó también un menor tenor de receptores en los animales dig

bétiflos y una recuperación parcial en los animales tratados con I.

La Figura 30 muestra la unión del[?H]- E a fracción nu

clear hipotalámica en animales tratados con E. Se observó una

disminución de los niveles de receptores de E en animales diabé

ticos y una aparente recuperación de este parámetro en el grupo
I. En este caso también la determinación de los niveles de re

ceptor citoplasmático de E indica una disminución significativa

en el grupo D y una recuperación por el tratamiento insulínico

(Fig. 31).
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Fig. 27: 3Gráficos de Scatchard de 1a unión específica deL H]- E por la hipófisis anterior e hipotálamo de
ratas ovx tratadas con Eb (10 ug/rata,48, 24 y
l h antes del experimento). Kd: 2,94 y Q- 456
fmol/rnh ADNpara hipófisis y Kd: 7,14 nM y
Q = 385 fmol/mg ADNpara hipotálamo.
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Fig. 28: Receptores de E nuclear en pituitarias de animales
C, D e I. Las ratas fueron inyectadas con Eb (10
ug/rata sc) 48, 24 y 1 h. antes del experimento.
Los niveles de receptor fueron determinados por tec
nica de intercambio (ver Métodos). El experimento
fue repetido tres veces y los asteriscos indican d;
ferencias significativas (f p (0,05) con respecto

.al control por el test—t de comparaciones múltiples
(método de Dunnett).
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animales C, D e I, ovx. El experimento fue repe
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Fig. 30: Receptores de E nucleares hipotalámicos de animales
c, D e I. La administración de Eb y la determina
ción de los receptores se describen en 1a Fig. 28.
El experimento fue repetido tres veces y los asteriscos indican diferencias significativas (x p (0,05)
con respecto al grupo C por el test-t de Dunnett.
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cias significativas (* p< 0,05) con respecto al
grupo C por el test - t de Dunnett.
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D I S C U S I 0 N

¿L ACCION DE LA INS SCÉBE LA REGULACION ENDOCRINA DE LA

FUNCION REPRODUCTIVA

A.I Alteraciones ováricas en ratas diabéticas por STR

Los resultados expuestos muestran claramente una dismi

nución de la capacidad esteroidogénica ovárica y especificamen

te de las células luteales de ratas diabéticas por STR, comose

evicencia por los bajos niveles plasmáticos de P y por la menor

sensibilidad en cuanto a respuesta esteroidogénica al estímulo

gonadotrófico. La terapia sustitutiva con Ins recuperó estos

parámetros.

Los bajos niveles circulantes de P en animales diabéti
cos pueden deberse o bien a una disminución en la síntesis o

secreción de P ovárica o bien a un elevado ritmo de metaboliza
ción de 1a hormona. En este sentido cabe destacar un estudio

reciente de Ekka y col. (289) acerca de la aceleración de la

metabolización pentérica de estradiol en ratas diabéticas por

STR. Sin embargo los resultados obtenidos "in vitro" con ova

rio entero mostrando una menorrespuesta esteroidogénica en ra
tas diabéticas dan apoyoa la primera hipótesis. Esta asimis

morespaida los estudios preliminares de Liu y col. donde
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describen valores plasmáticos normales de LHen ratas diabéti

cas por aloxano. Dichos autores sugieren que las alteraciones
ováricas estarian relacionadas con una menorsensibilidad a las

gonadotrofinas (253).

En el ovario de rata han sido identificados receptores

a gonadotrofinas y Prl con alta afinidad y especifidad (290).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican asimismo la pre

sencia de una sola clase de sitios específicos de unión para ca
da hormonacon alta afinidad.

Los menores niveles de receptor de LH en membranas de

ovario de ratas diabéticas en diestro podrían explicar, al menos

en parte, la menorsensibilidad al estímulo gonadotrófico. La

diabetes redujo en un 43%el valor normal de número de sitios

de unión a LH (8,1 en ratas D vs. 14,0 fmoles/mg de proteina en

ratas C). No se evidenciaron cambios significativos en la cong

tante de asociación (Ka del orden de 1010 M-1). No se encontra

ron diferencias ni en Ka ni en Q en los receptores de Prl y FSH,

lo cual descarta que las alteraciones observadas se deban a un

efecto inespecífico sobre el ovario.

Sin embargo, los datos obtenidos en ovario entero de ra

tas en diestro podrian atribuirse a la heterogeneidad celular
característica de cualquier estadio del ciclo estral. Los ova

rios de ratas control en diestro puedenposeer varios foliculos

en diversos grados de madurez, folículos atrésicos y cuerpos lg
teos en regresión. Los ovarios de ratas diabéticas poseen fun
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damentalmentefolículos pequeños, folículos atrésicos y numero

sos cuerpos lúteos pero es poco probable que posean algún folí

culo preovulatorio (249). Por lo tanto resulta dificil establg
cer'ammaraciones entre ambosgrupos experimentales. El modelo

utilizado de superovulación por tratamiento con gonadotrofinas,

evita la heterogeneidad de poblaciones celulares. Mediante es
te artificio se induce la luteinización de todas las células

foliculares presentes obteniéndose ovarios con poblaciones celu
lares homogéneas (más del 90%son células luteales)(133).

En este punto es importante destacar el éxito del trata
miento con gonadotrofinas en cuanto a la inducción de superovu

lación en las ratas diabéticas. Esto indica que la disminución

observada en los receptores a LHy en la sensibilidad a esta

hormonano fue obstáculo para la respuesta ovulatoria y de difg

renciación celular inducida por la administración de PMSGy hCG.

Se continuaron por lo tanto los estudios en células lu

teales aisladas por tratamiento con colagenasa de los tres gru

pos experimentales: C, D e I. Se observó también en estas cé

lulas un menor número de receptores de LH en ratas diabéticas

(disminución de alrededor del 50%)y una recuperación de este

parámetro en el grupo diabético tratado con Ins, menteniéndose

inalterada la Ka (1,1 x 101° M'1).

Las incubaciones'de células luteales de los tres grupos

experimentales mostraron una menor sensibilidad de las células
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del grupo D al estimulo gonadotrófico en cuanto a la producción

de P aunque a concentraciones mayores de hCG (10 ng) se obtiene

una estimulación máximasimilar a los controles. Las células

de los animales del grupo I no mostraron diferencias con los
controles.

Cuando se midió el AMPctotal producido en las incuba

ciones "in vitro" en respuesta a hCG, tanto en ovario entero

comoen células luteales se observó un aumento de la producción

de AMPcen el grupo D. El tratamiento con Ins no logró normali

zar totalmente esta hiperrespuesta.En higado, riñón y pulmónde

ratas diabéticas por STRha sido descripto también un aumento

en los niveles de AMPc(291, 292). Este fenómeno podria atri

buirse a una estimulación de la adenilato ciclasa en ratas dig

béticas. En este sentido es importante mencionar que las medi

ciones preliminares de esta enzima en células luteales han evi

denciado un marcado aumento de esta actividad enzimática en ra

tas diabéticas respecto a los controles (293). Esto permite

suponer que en principio una de las acciones de la Ins en cé

lulas luteales seria la de regular, mediante una acción inhi
bitoria, la actividad de la adenilato ciclasa. El descenso en
los niveles de Ins en la diabetes sería causante del desenfreno

de esta enzima, resultando en niveles más altos del nucleótido

cíclico. Por otra parte hay que tener en cuenta que las incu

baciones se realizaron en presencia de un inhibidor de fosfodieg
terasa, el MIX,lo cual permite correlacionar correctamente el



143.

aumento de AMPccon el aumento de la actividad de ciclasa.

Sin embargono es posible atribuir la menor sensibili
dad en cuanto a producción de P de células luteales u ovarios

de ratas diabéticas solamente a la disminución observada en los

receptores LHdado que está demostrado en ciertos tejidos este
roidogénicos que para producir la estimulación máximade este

roides basta con la ocupación del 1%de los receptores de LH

(294). La ausencia de una disminución en los niveles de AMlc

en el grupo D dentro del rango de concentraciones de hCG (entre

O y 1 ng) en el que se observan las diferencias en cuanto a prg

ducción de P, podria indicar también que ambos parámetros alte

rados, receptores y respuesta, no están vinculados. Sin embargo

1a discrepancia entre las curvas dosis-respuesta para AMPcy P

ha sido atribuida a la existencia de cambios en pooles especi

ficos de AMPc(295) o en el AMPcunido a la proteina quinasa (296)

que no pueden detectarse can los métodos corrientes.

Los estudios de Charreau y col. realizados en ratas ma

cho diabéticas (149) describen una disminución en el número de

receptores para LHsin alteraciones en la Ka ni en los coeficien
tes de sedimentación de los complejos LH/hCG-receptor. Se ha

postulado que la marcada alteración en el metabolismohidrocar

bonado del animal diabético podria provocar un cambio en la re

gión de hidratos de carbono de la molécula del receptor de LH.

Comoconsecuencia el receptor podria estar en parte inactivado
o disminuida su sintesis. Se podría suponer que este mecanismo
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ocurre en ambos sexos.

Los resultados de las determinaciones de la actividad de

PDEovárica de animales de los grupos C, D e I señalan un aumen

to de dicha actividad enzimática en el grupo D. Esto puede ex

plicarse teniendo en cuenta la estimulación previamente mencio

nada de la adenilato ciclasa ovárica de ratas diabéticas respon

sable de la incentivación de la producción lútea de AMPcen reg

puesta al estimulo con hCG(Fig. 7). El aumento de los niveles
del nucleótido cíclico induce necesariamente a una activación

por sustrato de la PDE, comoha sido descripto para la estimula

ción por FSHvia AMPcde la PDEde células de 1a granulosa (284).

Este fenómenoexplicaría, al menosen parte, la mayor actividad

de esta enzima en los ovarios de los animales diabéticos. Estu
dios realizados sobre la actividad de PDEde ratas diabéticas

en adipocitos describen asimismo una activación de esta enzima

(297). Estas evidencias y las anteriores descriptas en este pug
to sugieren que mecanismossemejantes tienen lugar en distintos

tejidos en el estado diabético.

A.II Acción "in vitroh de la Ins sogre células luteales.Recepto
res de Ins

Los resultados obtenidos en ratas diabéticas demuestran

1a presencia de alteraciones bioquímicas ováricas, en particular

en células luteales de animales superovulados. Se ha sugerido
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en elestado diabético. Sin embargo es claro que en dicho estado

se evidencian diversas fallas metabólicas secundarias a 1a ausen

cia de Ins, que podriancausar por sI mismas los efectos observa

dos. El hecho comprobadode que la administración de Ins resta

blece, en muchoscasos a normalidad, los parámetros alterados en

el estado diabético, podria indicar una acción directa de la ho;

mona sobre el ovario. No obstante nuevamente no puede descartar

se que la acción primaria se ejerza sobre el estado diabético en

general y que sea este restablecimiento lo que provoque la mejo
ría a nivel ovárico.

De ser cierta la hipótesis de la acción directa de la

Ins sobre células luteales. consecuentemente con el postulado de

que toda hormonapeptidica para ejercer su acción debe unirse a

un receptor especifico ubicado en la membranaplasmática,debería

encontrarse un sitio de unión para esta hormona.

Estudios previos han demostrado que la Ins posee recep

tores de alta afinidad en células de la granulosa (177). Sin

embargono existen evidencias acerca de 1a presencia de estos

receptores en células luteales. En el presente trabajo se ha

demostradoque la Ins posee receptores específicos de alta afini

8 1con 35.000 sitios por célula para el pridad (Ka de 2,1 x 10 M'

mer sitio). Este hallazgo es el primer paso en la elucidación
del mecanismode acción de esta hormonaa nivel de las células

luteales. Por otra parte es importante destacar la naturaleza
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curvilinea del gráfico de Scatchard para la unión de Ins. Esta

caracteristica del receptor de Ins ha sido observada en casi tg

dos los tejidos efectores de esta hormona ( 372). Se ha sugerido

comocausa de ello la heterogeneidad de sitios de unión, es de

cir, la presencia de dos sitios, uno de alta afinidad y baja ca
pacidad (primer sitio) y otro de menorafinidad y alta capacidad

(segundo sitio). Mediante un programa de computadora diseñado

por Thakur y col. (152) que permite calcular los valores de Ka

y Q de ambos sitios se han obtenido los valores de ambas Ka y Q

(Ka1 = 2,1 x 108 M'1 y Ka2 = 5,2 x 1o6 m‘1; Q1 = 35.000 y

Q2 = 900.000 sitios por célula). Sin embargo no puede descar
tarse la hipótesis de la existencia de un solo sitio de unión

cuya afinidad disminuye con la unión de la hormona (cooperativi

dad negativa) (298). Se ha determinado asimismo la especifidad

de la unión frente a hormonas heterólogas (hCG, hGH, hLH, oPrl,

EGF).

La curva de tiempo de la unión de Ins a diferentes tem

peraturas se utilizó para determinar las condiciones óptimas de

incubación: 30 minutos a 20° C. La menor unión observada a

37° C respecto a 20° C fue descripta en tros sistemas celulares

(176, 299). Esto se atribuye a una aceleración de los procesos

degradativos ya sea de la hormona (300) y/o del receptor (301)

a 37° C.

Las restantes características del receptor de Ins: nata
raleza proteica y distribución subcelular son análogas a las



descriptas para este receptor en otros tejidos (302). Es inte

resante observar el leve aumentode la unión específica de Ins

provocado por la incubación con fosfolipasa C (Tabla III). Es

te fenómenoha sido previamente descrito y se debería a un de

senmascaramiento de receptores provocado por alteraciones en la

membrana (303).

La demostración de las propiedades de alta afinidad, ba
ja capacidad, especificidad, saturabilidad, con las que cumple

la molécula ligadora de Ins no son suficientes para que dicha

molécula sea considerada comoun verdadero receptor de Ins. La

condición imprescindible para que un receptor sea considerado
verdaderamente comotal es la asociación del mismocon una res

puesta biológica. Por esta razón revisten fundamental importan
cia las evidencias presentadas relacionadas con la capacidad de

la Ins de producir acciones biológicas especificas. En relación

a esto, los resultados presentados indican que la Ins estimula

la producción de progesterona "in vitro" en ausencia de estimu

lo gonadotrófico alguno, y que dicha hormonaamplifica la acción

estimuladora de hCGa concentraciones que inducen una respuesta

submáxima. Esta acción se ejerce sin aumentos detectables en
los niveles de AMPc. Esto no es de extrañar ya que es conocida

la acción inhibitoria de esta hormonasobre la enzima adenilato

ciclasa (304). Sin embargo, nuevamente no puede descartarse la

intermediación de un pequeño aumento del AMPcintracelular, no

detectado por el métodoutilizado para su determinación (295,296).
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Es posible asimismo, que un cierto nivel de dicho nucleótido Sea

necesario para que la estimulación por Ins tenga lugar, a juzgar

por los resultados obtenidos en ausencia de MIX(Fig. ll).

La estimulación de la producción de P por Ins podria ser

consecuencia o bien de la inducción de enzimas del camino biosig
tético de I, salteando una elevación intermedia de AMPco bien

de una estimulación de la accesibilidad de los precursores endó

genos a las enzimas biosintéticas. Nopuede descartarse en prin
cipio un efecto de la Ins comoinhibidora del catabolismo de la
i o comoestimuladora de su secreción a través de una modifica

ción de la permeabilidad de membrana(305). Por otra parte esta

acción es especifica de la Ins, ya que el EGF,factor que al igual

que la Ins actúa estimulando la proliferación celular, no produjo

efecto alguno sobre la producción luteal de P.

Es importante resaltar que la concentración de Ins requg

rida para la estimulación de la respuesta máximade P ( 1 ng/ml)

se encuentra dentro del rango fisiológico normal (1 a 4 ng/ml).

Otros trabajos que describen efectos estimulatorios de la Ins en

células gonadales sólo muestran acciones de la hormona a mayores

concentraciones que las fisiológicas (181, 180, 195). Estos ag

tores atribuyen las altas dosis de Ins necesarias para producir

la respuesta biológica a la absorción de la hormonaal tubo o a

su degradación durante la incubación. En el presente trabajo

las incubaciones de células luteales se realizaron en presencia

de BSA0,5%, que impide la pegada a tubo de la hormona.
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Por otra parte se ha descripto que la velocidad de degradación

de la hormona es proporcional a su concentración (373), lo cual

invalidaria en principio el segundo argumento empleado por dichos
autores.

La ausencia de la acción estimulatoria de Ins sobre la

producción lútea de P en presencia de los inhibidores utilizados

indica que dicho efecto depende de síntesis de RNAy proteínas.

Por otro lado estos resultados descartan que la acción de la Ins

esté mediada por: a) un estimulo de la secreción de P presinte

tizada; b) una inhibición del catabolismo de P; o c) una acti

vación de 1a 3/) HSD,por ser estos eventos posteriores a la enzi
ma SCCque hubieran persistido en presencia de un inhibidor

(aminoglutetimida).

Los trabajos de Veldhuis y col. recientemente publicados

(306, 307) apoyan estos resultados. Estos autores describen 1a

estimulación por Ins de la producción de P de células de la gra
nulosa porcina en cultivo, que también se inhibe por ciclohexi

mida y actinomicina. En este estudio se muestra que la Ins au

menta el contenido mitocondrial de citocromo P-450 y que activa

la enzima SCCy los autores atribuyen a ello el requerimiento de

síntesis proteica y de ARN. Por otro lado estos estudios mues

tran 1a acción sinérgica de la Ins con FSH, LH, epinefrina, etc.

y describen asimismoefectos estimulatorios sobre la producción
de 2Qx-OHP. La disminución de la estimulacón observada a ma



yores concentraciones de Ins en este trabajo (Fig. 10) podria

deberse a un posible efecto estimulatorio de la Ins, sobre la

actividad de la 2Qx-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Se han publicado estudios caracterizando la acción y

los receptores de IGF I y II (somatomedina C y factor estimula

dor de la multiplicación) en células de la granulosa porcinas

(306, 308). Sin embargo, teniendo en cuenta los recientes ha

llazgos de Veldhuis y col. (309) en estas células, sobre la in
hibición producida por un antisuero anti-receptor de insulina

del efecto estimulatorio de la Ins y la inducción por Ins de la

fosforilación de la subunidad/Z de su propio receptor, las accig
nes de esta hormonaen células de la granulosa porcinas, ocurrian

a través de la unión a su propio receptor y no a receptores de

los IGF No obstante, en células de la granulosa no puede des

cartarse que cieros efectos tengan lugar a través de la acción

de los IGF, dada su alta concentración en el fluido folicular.

Las células luteales, por el contrario, reciben las señales ho;
monales de lacirculación, donde los IGF se encuentran unidos a

proteinas transportadoras siendo por lo tanto su concentración

libre plasmática prácticamente nula (310).

Los experimentos de estimulación por Ins en células lu

teales fueron realizados en presencia de MIX,inhibidor de la

lDE ya que, en su ausencia, no se evidencia estimulación alguna

(Fig.11). Esto sugiere un posible efecto de la hormonasobre la
actividad de la enzima PDE.



Las determinaciones de la actividad de PDEen células

luteales luego de la preincubación con Ins, demuestran una acción

estimulatoria de esta hormonasobre la enzima. Dicha estimula

ción es dependiente de la concentración de Ins y del tiempo de

incubación y'es máximaa 0,2 nM, concentración que se encuentra

dentro del rango fisiológico.

La Ins estimula dos formas enzimáticas de PDE-AMPc(pi

cos I y II) de alta afinidad observadas en la fracción citosóli
ca y separadas por cromatografía en columna de DEAE. En tejidos

esteroidogénicos se han caracterizado previamente actividades de

IDE y su regulación por hormonashipofisarias (ver Introducción).

Sin embargohasta el presente no había sido estudiada la regula
ción por Ins de dicha enzima en células esteroidogénicas, siendo

los resultados presentados en este trabajo, las primeras eviden
cias existentes sobre este efecto.

La mayor proporción de la actividad enzimática se encuen

tra en citosol, concordandoestos datos con los resultados de

Webery col. (311) obtenidos en tejido adiposo. Estos autores

describen dos formas enzimáticas de alta afinidad para AMPccon

cooperatividad negativa a altas concentraciones de sustrato. Una

de estas formas fue estimulable por Ins. Los trabajos de Houslay

y col. (275) realizados en hepatocitos describen 1a actividad de

PDEestimulable por Ins en fracción particulada aunque aclaran

que dicha actividad se encuentra "débilmente unida" a 1a membrana

plasmática y que puede extraerse fácilmente mediante un buffer



hipotónico, comoel utilizado en este trabajo.

Los resultados obtenidos indican que ambas formas enzi

máticas son diferentes, ya que sólo el pico I hidroliza GMIC.

Asimismo la actividad de PDE-AMPces inhibida por el agregado

de GMIcprobablemente por un efecto de competencia, mientras que

la forma II no se modifica.

Los valores de Kmpara ambos picos son similares a los

obtenidos en células de 1a granulosa (284). E1 pico I podría

asimilarse al pico I obtenido en dicho trabajo por la semejanza

en cuanto a su afinidad por el sustrato AMPcy por su capacidad

de hidrolizar asimismo GMlc.

La estimulación de la actividad de IDE por Ins a concen

traciones fisiológicas podria estar incluida entre las posibles
causas de la menorrespuesta de las células luteales frente a

los estímulos gonadotróficos (en ausencia de MIX)comparada con

la gran sensibilidad de las células de la granulosa. Seria ne

cesario encarar un estudio detallado sobre las variaciones cuan

titativas del AMPcunido a proteina quinasa con los diferentes

estímulos hormonales para poder comprender cabalmente el signi

ficado fisiológico de la acción de la Ins sobre estas células.

A.III Alteraciones en el eje hipotálamo-hipofisario en ratas

diabéticas por STR.

Se ha demostrado que la Ins juega un rol determinado en
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el metabolismo luteal y que, en el estado diabético se producen

alteraciones ováricas que,al menosen parte, se deberian a la

ausencia de esta hormona. Sin embargo estas evidenciasno pueden

ser consideradas comolas únicas causantes de los serios distur
bios sexuales y reproductivos asociados al estado diabético.

Teniendo en cuenta estudios previos describiendo alteraciones a

nivel hipotálamo-hipofisario en ratas machoy hembra, se encaró

el estudio del funcionamiento de este eje en el modelo experimen

tal de la diabetes por STR.

Los datos presentados en este trabajo demuestran que la

liberación de LHpost-castración está disminuida en ratas diabéti
cas por STRy queesta respuesta se restablece por tratamiento con

Ins. Por otra parte se ha demostrado que el feedback negativo

por administración de E fue efectivo en todos los grupos experi

mentales, aunque los valores de LHluego del tratamiento con E

fueron menores en el grupo D. Esta disminución podría deberse

a alteraciones en la síntesis, liberación y/o degradación de la
hormona o bien a alteraciones en la liberación de LHRH. Por o

tra parte la reducción de los valores de B-LHpost-castración

es mayor que la de las determinaciones de I-LH. Esto indicaria

que la LHliberada a mayor amplitud y frecuencia luego de la
castración está alterada en las ratas diabéticas. Por otro la

do, con fines comparativos, se realizaron determinaciones de

FSHcirculante por RIA. Los resultados fueron esencialmente

idénticos a los presentados para I-LH; lo cual sugiere en prin
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cipio, la existencia de alteraciones similares para ambasgona
dotrofinas. El desarrollo de la técnica de bioensayo para FSH

seria necesario para comprobaresta hipótesis.

La región de hidratos de carbono de 1a molécula de LH

parece ser esencial para su reconocimiento por las células blan
co (312-314). Las marcadas alteraciones del metabolismo hidro

carbonado asociadas al estado diabético podría afectar el procg
so de glicosilación de 1a LH. En este sentido es importante

destacar que la disminución en la liberación de la I-LH luego
de la castración en los animales diabéticos no estuvo asociada

a deficiencias en la sensibilidad hipofisaria a LHRHexógena,

ya que al administrarla no se observaron diferencias en I-LH.

Sin embargo nuevamente se evidencia una deficiencia en la LHli

berada por este estímulo cuando se determina su actividad bioló

gica. Estos resultados sugieren la existencia de serias altera
ciones en la calidad de las glicoproteínas sintetizadas en el
estado diabético.

Es un evento conocido que los estrógenos regulan la ac

tividad biológica en ratas machoy hembra (315,316). En este
caso se evidencia una restauración de la bioactividad de la LH

por tratamiento con Eb que puede observarse analizando los co

cientes B/I para ratas ovx con o sin administración de LHRH.

Es posible entonces que las alteraciones observadas en el estado
diabético se relacionen con la modulaciónesteroidea de la bio

sfntesis de LH. Esta acción protectora del E sobre el estado
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diabético fue observada ya en 1954 por Houssay y Foglia (317).

Luegode estas observaciones se podrian replantear las
causas de la disminución en la LHobservada en ratas diabéticas

ovx. Por los resultados obtenidos con la administración de LHRH

queda eliminada la posible alteración en la secreción de LHo

en 1a sensibilidad hipofisaria a LHRH. La cantidad de hormona

sintetizada (o bien el pool de LHintracelular liberable por

LHRH)es idéntica en los tres grupos experimentales. Restan en

tonces tres posibles explicaciones a las diferencias en I-LH a
post-castración: 1) una mayordegradación periférica debido a

la alteración cualitativa de la gonadotrofina en el grupo D;

2) una secreción tónica de LHRHdisminuida, y 3) una combina

ción de ambos efectos. Un nuevo análisis de los datos de anima
les ovx tratados con E arrojan algunas conjeturas. Si fuera

cierta la posibilidad "1" el mejoramiento de la B-LHpor trata

miento con E impediría la mayor degradación de la LHen las dia

béticas y los valores de I-LH deberían ser idénticos. Sin embar
go no puede descartarse del todo esta posibilidad ya que 1a ma

yor degradación periférica en los diabéticos podría ser indepen
diente de las alteraciones de la molécula.

Kirchick y col. muestran la ausencia del pico de LHen

ratas prepúberes, diabéticas por aloxano, luego de la administra

ción de PMSG(318) debido a una respuesta disminuida de la hipófl

sis a la administración de LHRHen el día del posible proestro (261).

Contrariamente, los resultados presentados en este estudio, asi
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como los de Katayamay col. (319) describen una sensibilidad no;

mal al estimulo de LHRH. Las discrepancias pueden deberse a la

diferente sensibilidad hipofisaria de la rata inmadura(319) así

comoal diferente modeloexperimental utilizado. Por otra parte

se ha demostrado la presencia de picos preovulatorios de LHdis

minuidos o retrasados en animales diabéticos (319, 320). Tenien

do en cuenta estos resultados Katayamay col. sugieren que la

infertilidad asociada al estado diabético, se produce a causa

de un impedimento en la liberación de LHRH,en concordancia con

la hipótesis sustentada por el presente estudio.

La Ins fue efectiva en la normalización de la mayoría

de los parámetros estudiados, lo cual constituye otra evidencia

acerca del papel que juega la Ins en la regulación de la función

reproductiva en la hembra (262, 180). Sin embargo, la Ins no

fue capaz de restablecer la actividad biológica de la LHsecreta

da luego de la estimulación con LHRHen ratas diabéticas ovarieg
tomizadas.

Se podria considerar que la terapia insulinica recupera

las lesiones reSponsables de la disminución de los valores de

I-LH y B-LHcomorespuesta a la castración, mientras que no logra

restablecer la actividad biológica de la LHliberada frente al

estimulo de LHRH. Esto se podria atribuir a la dificultad en

establecer valores fisiológicos y constantes de Ins mediante la

terapia insulínica. Ello podria redundar en un mejoramiento re

lativo de las anormalidades metabólicas asociadas al estado dia
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de hidratos de carbono, grasas y proteínas podría ser un factor

que contribuye parcialmente a ocasionar los disturbios menciona
dos.

Por lo tanto queda demostrado que: a) el estado diabé

tico induce una disminución en los valores de B-LH, probablemen

te debido a alteraciones en la biosíntesis de la región hidro

carbonada de la molécula; b) que el E mejora la B-LH(posiblg

mente actuando sobre su biosíntesis); c) que la terapia insu

linica no restablece la bioactividad de la LHliberada por LHRH

en ratas diabéticas y d) que probablemente existan alteracio

nes en la secreción hipotalámica de LHRHen ratas diabéticas y/

o una mayor metabolización periférica de la LH, parámetros estos

recuperables en su mayoría por tratamiento con Ins.

El estradiol estimula la secreción y síntesis de Prl

actuando tanto a nivel hipofisario comohipotalámico. La dismi
nución de la liberación de Prl en respuesta al tratamiento con

E y a 1a administración de TRHen ratas diabéticas sugiere la

existencia de alguna alteración en la acción del E a nivel hipg

fisario o hipotalámico. Las posibles fallas son numerosas: ral
ta de inducción de los receptores de TRH,ausencia de la dismi

nución de la sensibilidad hipofisaria a la dopamina, impedimento

de la acción estimulatoria del E sobre la síntesis de Prl hipofi
saria, ausencia del antagonismo dopaminérgico a nivel hipotalá
mico.
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La persistencia de una respuesta a la TRHcuatro veces

superior a los valores basales en el grupo D, al igual que en

los animales control, sugiere que los animales diabéticos poseen

la capacidad de respuesta hipofisaria a la TRH. Sería, por lo

tanto, probable que la causa de la menorcantidad de Prl libe

rada frente al estímulo de TRHse debe a una alteración en la

sintesis de la Prl almacenada en los pools de bajo turnover, que

es la que se libera en respuesta a la TRH(321). Este defecto

podría atribuirse a los menoresniveles de receptor de E halla
dos en hipófisis de animales diabéticos. La disminución de los

receptores observada en la fracción nuclear, confirmandoresul

tados previos de Weisenberg y col. (256), ha sido menos marcada

que la de los receptores citoplasmáticos. Esto puede justificar
se mediante la hipótesis de un efecto mejorador o compensatorio

del E sobre hipófisis, que previamente se mencionó en relación

al restablecimiento inducido por el E de la B-LHen respuesta a

la administración de LHRH.La terapia insulínica no restableció

la disminuciónhipofisaria de los niveles de receptor nuclear

de E, expresados en fmoles/mg ADN. Esto puede deberse a que la

Ins ejerce un efecto trófico a nivel hipofisario (aumentanlos

valores de ADN)sin inducir un mejoramiento concomitante en los

niveles de receptor de E. Por otra parte esta falta de recupera

ción se correlaciona con el parcial restablecimiento de los nivg
les de Prl liberados en respuesta a la TRH.

La falla en la acción del E a nivel hipofisario podría
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explicar de por si los menoresvalores de Prl sérica observados

en respuesta al tratamiento con E. Sin embargo las determinacig
nes de los niveles de receptor hipotalámico indican que existe

asimismouna alteración hipotalámica en los animales diabéticos.

Esta alteración, sin embargo, se restablece por tratamiento con

Ins, al igual que los valores circulantes de Prl en respuesta
al E.

Los trabajos de De Herthog y col.(289) describen una

intensificación del metabolismoperiférico del E en ratas dia

béticas que es responsable de los cambios en el reciclado del

complejo estradiol-receptor observados por dichos autores en É

tero de ratas diabéticas. Estas alteraciones también podrían
ocurrir en hipófisis e hipotálamo y podrian ser en parte res
ponsables de los trastornos observados.

Por último, es necesario aclarar que actualmente está

en discusión la localización subcelular de los receptores de hor
monasesteroides. Algunosestudios recientes sugieren la exis

tencia de dichos receptores únicamente en el núcleo de la célu

la pero en un estado susceptible o no de ser transferidos a la

fracción citoplasmática mediante la homogeneizacióndel tejido

según se encuentren libres o unidos a la hormona (322).

Finalmente, es conveniente tener en cuenta que las deter
minaciones de receptor hipofisario de E se realizaron en frac

ciones nucleares o citoplasmáticas de hipófisis enteras. Es
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posible que las alteraciones en los receptores de E sean más

acentuadas en los lactotropos que en los gonadotropos, a jug
gar por los parámetros afectados. Sería necesario repetir

las determinaciones aislando lactotropos y gonadotropos para

poder sacar conclusiones más precisas.

En resumen estos resultados indican: a) que existen

fallas en la acción del E a nivel hipofisario que probablemen

te redunden en una menor sintesis de la Prl liberada comoreg

puesta a TRHy que no son recuperables totalmente por trata

miento con Ins y b) que existen alteraciones a nivel hipotg

lámico recuperables por Ins que provocan, al menos en parte,

los trastornos en la respuesta prolactínica al E.
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B P R O L A C T I N A

I N T R O D U C C I O N

B.1 Sintesis, estructura y secreción hipofisaria de la Prl

La Irl es una hormonahipofisaria proteica sintetizada

en las células lactotropas (o mamotropas)del lóbulo anterior

de la hipófisis. La hormonase sintetiza en el reticulo endg
plasmático rugoso (RER) como un precursor de mayor peso mole

cular que contiene una secuencia líder hidrofóbica que inserta

1a cadena polipeptidica naciente a la membrana(175). Jste pre
cursor es rápidamente clivado en las cisternas del RER. Luego

la hormona pasa a1 sistema de Golgi y finalmente se acumula en

gránulos secretorios (332). La extrusión hormonal se produce

por fusión de la membranadel gránulo con 1a plasmática. Exig

ten por lo menos dos pools o componentes intracelulares de Prl:

la Prl recientemente sintetizada que a su vez es rápidamente

liberada y Prl que se acumula en un pool de bajo turnover (186).

Los estudios estructurales sobre la molécula de Prl han

mostrado que la Prl, la GHy la hormonalactógeno-placentaria

derivan de un gen ancestral común(58). Sin embargo la Prl

difiere de las otras dos en que posee un puente disulfuro cerca
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de la parte amino terminal de la molécula.

Se ha descripto una familia de moléculas de Prl (Prl

"pequeña", "grande" y "muygrande") con diferentes pesos mole

culares. La "pequeña" corresponde al monómero(198 aminoácidos),

la "grande" a un dimero-trimero y la restante a un agregado de

alto peso molecular. Las tres formas son reconocidas por los

anticuerpos anti-Prl pero las formas polimóricas no son bien r3
conocidas por los receptores de membranade los tejidos blanco

(58) lo cual sugiere una limitada actividad biológica. La li

beración preferencial de las formas poliméricas ocurre sólo en

estados patológicos (333).

El patrón de secreción tónica de Prl es pulsátil. Di

chos pulsos se originan aparentemente en la hipófisiaa través

de una red de comunicación entre los lactotropos (por medio de

uniones estrechas) (334). Existe un ritmo circadiano de libera

ción de Prl (175). Los estrógenos son estimulantes de la secrg

ción de Prl, por lo cual se producen cambios en los niveles de

esta hormonaasociados a los niveles de estrógenos circulantes

durante el ciclo estral y la preñez. Se produce un aumento de

Frl asociado al parto, la lactancia y la ovulación y en otras
situaciones comoel stress.

B.2 Acción de la Prl

La Prl posee un espectro de acciones biológicas enorme
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mente variado. Contrariamente a otras hormonashipofisarias

que se especializan en la regulación de una o algunas pocas fun

ciones, la Prl está involucrada en una amplia variedad de procg

sos fisiológicos de diversos sistemas de órganos.

Los efectos metabólicos de la Prl en los mamíferos están

en su mayoria relacionados con el control endócrino de la reprg
ducción. Varios órganos implicados ey la función reproductiva

son blancos de la Prl: ovario, cuerpo láteo, testículo, glándu
la mamaria. Aunquela Prl no parece indispensable en el proceso

ovulatorio propiamente dicho, ella interviene de forma decisiva

en el mantenimiento del cuerpo lúteo en algunas especies. En

la rata la Prl favorece la secreción de P del cuerpo lúteo, inhi
biendo sus enzimas de degradación (335). Inversamente, durante

la lactación, las intensas secreciones de Prl contribuyen a re

ducir 1a actividad ovárica de la madre. En el machola Prl par

ticipa en la síntesis de andrógenos, manteniendoaltos niveles

de colesterol esterificado en células de Leydig (58 ) y a través

de otros mecanismos aún no dilucidados. Asimismo la Prl modifi

ca el contenido de receptores de andrógenos en próstata y esti

mula los niveles de andrógenos y LHséricos (340). La acción de

la Prl sobre la glándula mamaria quele da el nombrede lactogéni

ca a esta hormona, es la función más importante. En efecto,en tg
das las especies, el crecimiento del tejido mamarioepitelial
secretor y la inducción de la secreción de leche se encuentran
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bajo la estricta dependencia de la Prl (175). En la mayoria de

las especies, la Prl es también necesaria para el mantenimiento
de lalactancia.

B.2.1 Acción de la Prl sobre el ovario

El mantenimiento del cuerpo lúteo en la rata, es otra

función importante de la Prl en los mamíferos, ya que este efeg

to le asigna un segundo nombre a 1a hormona: hormona luteotrófi

ca (LTH) (175). En la rata hembra se puede inducir el estado

de pseudopreñez elevando los niveles séricos de I’rl, ya sea median
te un implante de hipófisis anterior bajo la cápsula renal o

mediante la administración de ciertas drogas antidopaminérgicas.

Esta situación puede interrumpirse Suprimiendo la secreción de

Prl, comenzandoun nuevo ciclo ovárico. .En la rata inseminada,

la supresión de 1a Prl antes de la implantación del huevo, in

terrumpe la preñez e induce un nuevo ciclo. El funcionamiento

de éste depende por lo tanto de la Prl durante la preñez temprg

na y durante la pseudOpreñez (341). La Prl actúa manteniendo

los niveles del receptor de LH(342) y de la adenilato ciclasa

estimulada por LH(343) en células luteales. Por otro lado la

prl antagoniza las acciones luteolíticas de la PGFZ‘I(344). DE
rante la preñez la Prl asimismo actúa manteniendo los niveles

de receptor de estrógenos luteales (345). Ambos,la Prl y el

estradiol, son los componentesdel complejo luteotrófico en las
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ratas preñadas (346).

Ha sido descripta la inhibición por Prl de la enzima

20a.HSDque interviene en el catabolismo de P (335). Por otro

lado la Prl aumentala incorporación de ésteres de colesterol

(347), estimula la actividad de colesterol esterasa (348) y
aumentala sintesis de colesterol en cuerpo lúteo (347). Estas

acciones a su vez, aumentanla disponibilidad de sustrato para
la SCC.

La Prl en la rata no sólo presenta acciones luteotrófi
cas, sino también luteoliticas, durante los ciclos normales.

El bloqueo de la secreción de Prl durante el ciclo estral re

sulta en la acumulación de cuerpos lúteos que no logran involu

cionar normalmente (349). Las elevaciones de la Prl sérica du

rante el proestro y estro podrian servir para inducir la luteó
lisis de los cuerpos lúteos formadosen el ciclo anterior (350).

Este rol luteolitico de la Prl parece ser único en los roedores

(351).

La Prl, por otra parte, inhibe la producción de estró

genos (352) y la estimulación de dicha producción por gonadotrg

finas (353) a través de una inhibición de la actividad de aro

matasa (353)y’de un antagonismo de los efectos estimulatorios

de la LHsobre la biosintesis de andrógenos tecales e intersti

ciales (354). Asimismola Prl estimula la actividad de fix-redug

tasa de ovario de rata, con el concomitante aumento de los an

drógenos Sec reducidos, lo cual, Junto con la menor producción
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de estrógenos, favorece 1a atresia (355).

En células de la granulosa humanas"in vitro" la Prl

inhibe la producción de P (356). Esto también ha sido de

mostrado en folículos pequeños porcinos (357, 358). La suprg

sión de la secreción de estrógenos por Prl también ha sido og

servada en humano (359), produciéndose por lo tanto un menor

número de células de la granulosa y un concomitante decrecimien
to en el potencial esteroidogénico del cuerpo lúteo, es decir,

un cuerpo lúteo deficiente (351) asociado a estados hiperpro
lactinémicos.

B.3 Receptores de Prl

El receptor de Prl existe en un gran númerode tejidos:

glándula mamaria, hígado, riñón, cerebro, adrenal, ovario, ve

sícula seminal, etc., aunque algunos de ellos no son considera

dos comotejidos blanco de la hormona (58 ). El receptor pare

ce ser una molécula proteica de unos 220.000 dalton de peso mg

lecular y estaría constituido por un conjunto de moléculas asg
ciadas entre las que algunas estarían más implicadas en la

unión con la hormonay otras en la transmisión del mensaje ho;

monal. Resultados recientes han demostrado que la porción del

receptor implicada en la unión hormonal es de tamaño pequeño

(34.000-43.000 daltons), de acuerdo a determinaciones realiza
das por electroforesis en presencia de SDS. La existencia e
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importancia de residuos de hidratos de carbono en esta porción

del receptor está en discusión (58).

10El receptor es de alta afinidad (Ka = 3 x 10 M'1) y

la unión se torna irreversible con el tiempo (58).

Los receptores del Prl no sólo se localizan en las mem

branas periféricas celulares sino que también han sido encontra
dos en las membranas de Golgi hepáticas y mamarias, en una pro

porción de hasta el 80%. El rol de estos sitios intracelulares

podría estar relacionado con los flujos salientes y entrantes

de porciones de membranaque resultan respectivamente.de la endg
citosis de los complejos hormona-receptor (58).

El númerode receptores de Prl en los diversos tipos cg
lulares y en las diferentes especies es extremadamentevariable.

En un tipo celular dado, el númerode receptores prolactinicos

también varia de acuerdo a la situación fisiológica y está con
trolado por diversas hormonas, en primer lugar, por la mismaPrl.

Esta regulación es compleja ya que hace intervenir dos fenómenos

superpuestos y opuestos: regulación negativa y positiva. En

glándula mamaria e hígado se han observado ambos: una rápida re

gulación negativa reversible que corresponde a la endocitosis
del complejo hormona-receptor y a su degradación lisosomal (58)

y por otro lado, una regulación positiva, lenta y estable, que

se asocia a una acumulación de membranaen el aparato de Golgi

y en el RER.
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En otros tejidos, comola próstata, adrenal y páncreas,

ha sido únicamente observada la regulación negativa.

Asimismo, los receptores de Prl están regulados por ho;
monasheterólogaszestrógenos, tiroxina y glucocorticoides en

glándula mamaria; en hígado por esteroides ováricosy'suprarena

les, hormona de crecimiento y tiroxina, en testículo por LHRHy

LH, etc. ( 58). El papel de estas modulaciones podría ser el de

contribuir a que la célula blanco sea más o menossensible a la

hormonacirculante, aunque esta es una hipótesis aún controver
tida (58).

El mecanismode acción de la Prl aún no ha sido diluci

dado. Sin embargo los trabajos del grupo de Houdebine realiza

dos en glándula mamaria postularon la existencia de un mediador

intracelular proveniente de un clivaje proteolítico sobre las

membranasque contienen el receptor de la Prl y que es capaz de

entrar al núclo de la célula donde activa ciertos genes especí

ficos (58 ). Sin embargoesta teoría aún no ha sido completa
mente confirmada.

B.3.1 Receptores de Prl en ovario

La maduración de las células de 1a granulosa y su eventual

transformación a células luteales está acompañadapor un marcado

aumento en el número de receptores de Prl (360). La FSH, vía
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AMPc,parece ser la principal hormona involucrada en la regula

ción del contenido de los receptores de Prl (360, 361). La LHRH

y sus análogos disminuyen el número de receptores de Prl en cé

lulas luteales (362) y bloquean el aumento estimulado por FSH

en células de la granulosa (363). El tratamiento con LH"in ví
vo" e "in vitro" de células de la granulosa en presencia de FSH

produce un aumento adicional de la unión de Prl (363, 360).

Por otra parte los ovarios de ratas superovuladas por administra
ción de gonadotrofinas contienen aproximadamente tres veces más

receptores de Prl/mg proteina que los ovarios normales (364).

Un estudio reciente de Bonifacino y Dufau (365) realiza

do en ovario de rata pseudopreñada, ha caracterizado el receptor

de rrl como un dimero de peso molecular 80.000, formado por una

subunidadci (40.000 daltons) que une a la hormona y una o , apg
rentemente no expuesta a la superficie exterior de la membrana.
Estos estudios se realizaron mediante técnicas de "cross-linking".
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R E S U L T A D O S

B.I Influencia de la Prl en la regulación endócrina de la
función luteal

Se utilizaron ratas hembras prepúberes superovuladas

experimentalmente por tratamiento con gonadotrofinas, ¡separa

das en cuatro grupos experimentales: C; ratas control,1rl tra

tadas con prolactina ovina (oPrl) (1mg/kgpeso/día), S: trata
(Bacon Sulpirida (antagonista dopaminérgico (30 mg/kgpeso/dia),

Br: tratadas con bromocriptina, agonista d0paminérgico (3 mg/kg

peso/dia). Los tratamientaáfueron realizados durante 7 dias.

Los animales fueron sacrificados por decapitación.

a) La Tabla VII muestra los efectos de los tratamien

tos con Prl, sulpiride y bromocriptina sobre el peso ovárico y

los niveles circulantes de progesterona, Prl y LH. Los pesos

ováricos de los diferentes grupos no difieren significativamen
te. Los niveles séricos de progesterona se encontraron reduci

dos en los animales del grupo Br e inalterados en los grupos S

y Prl.

Por otro lado, comoera de esperar la sulpiride aumentó

significativamente los niveles de Prl séricos mientras que la
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TABLAVII: Efecto de los tratamientos con S, o}r1 y Br sobre
peso ovarico y sobre los niveles de progesterona, LHy Trl sé
ricas en ratas inmaduras pseudopreñadas.

Peso Proges- LH lrl
Ovarico terona

(mg) (ng/ul) (ng/ml) (ng/ml)

Control (salina)(16) 65:4 6837 10,6:3,2 12:1

Sulpiride (zomg/kg peso)(13) 6536 761-11 14,2:1,5 4813*

o Trolactina
(1mg/kg peso)(12) 61:5 56:4 11,411,6 

Bromocriptina * no de
(3mg/kgpeso)(16) 60:5 5.510,8 6,9:2,1 tectable

Los números entre paréntesis indican 1a cantidad de ani

males por grupo. Los valores muestran como promedios 3 ES (f p< 0,001 .
Los animales fueron sacrificados luego de 7 días de tratamiento.



bromocriptina produjo valores no detectables. Los niveles sé

ricos de LHde todos los grupos no difieren significativamente

de los valores del grupo C.

b) Se realizaron incubaciones de células luteales aig

ladas de ovarios de los cuatro grupos experimentales en presen
cia o ausencia de hCG(1 nM). Esto se realizó para verificar si

se podia correlacionar esta respuesta "in vitro" con los valo

res séricos de F. La Figura 32 muestra la producción de progeg
terona y AMPcen incubaciones de células luteales de los cuatro

grupos experimentales en presencia de 10'9 Mde hCG. Los datos

fueron expresados comoprocentajes de estimulación referidos al

aumento sobre los valores basales. Estos fueron C=8,0: 0,2,

S: 15,6 t 0,5, P: 18,9 3 1,0, Br: 9,7 I 0,4 ng progesterona/

2x106 células. Los grupos S y P poducen valores de P basal sig

nificativamente mayores que los controles (P (0,001). Los valg
res basales de AMPcno difieren significativamente entre los

grupos experimentales y oscilan entre 9-12 pmoles/2x106 células.

La capacidad de hCGde estimular la producción de P y

AMTcse encontró marcadamente reducida en el grupo Br y signifi

cativamente aumentada en los grupos Prl y S.

La posible acción directa de la sulpirida o bromocripti
na sobre la respuesta de la célula luteal se determinó mediante

incubaciones "in vitro" con dichas drogas. Ninguna de ambas,

dentro del rango de 0,03-3 ug/ml tuvo efecto alguno sobre la
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producción basal de P o AMPcluego de 3 horas de incubación en

ausencia de hormonasestimulatorias.

En una aproximación inicial al intento de explicar las

diferentes capacidades de respuesta "in vitro" de células luteg
les de animales hipo o hiperprolactinémicos se determinaron los

sitios de unión a LHen membranasde ovario de los cuatro grupos

experimentales. La figura 33 muestra un incremento significati
vo en los grupos S y Prl (95 y 60%respectivamente), de los si

tios de unión a h-LH mientras que en el grupo Br se manifesta

una marcada disminución (4 veces). El análisis de Scatchard de

estos datos no muestra diferencias significativas en los valores

de las constantes Ka entre los grupos (el valor promedio entre

ellos es Ka: 3,8 i 0,3 x 109 M'1).

c) Acción"in vitro" de la Prl en células luteales.

Para evaluar la posible acción directa de la Prl sobre

células luteales se realizaron incubaciones en presencia de dire
rentes concentraciones de hCG(0,001-10 nM) o-Prl (0,002-20 nM)

6 hCG+ o-Prl (0,2 nM). Se determinó la P liberada al medio de

incubación y el AMPctotal. La figura 34 muestra los porcenta

jes de estimulación sobre los valores basales del AMPcproducido.

Los niveles del nucleótido cíclico llegan al máximocon 10'10 M

hCG. Sin embargo 1a o-Prl no estimuló la producción de AMPcni

aumentó 1a respuesta de la hCG. La producción "in vitro" de P

se muestra en la figura 35. La o-Prl estimuló la producción
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máxima de Peconcentraciones mayores de 10 nMmientras que 1a hCG

produjo estimulación máximacon 0,1 nM. Por otra parte, se ob

servó un efecto sinérgico cuando se agregó oPrl «L2nM) a las

incubaciones con hCG, en concentraciones tales que la hCGno prg

duce máxima estimulación. La respuesta máxima no aumentó, aún

en presencia de altas concentraciones de ambas hormonas.
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D I S C U S I O N

Los resultados presentados demuestran que la modificación

de los niveles periféricos de Prl induce una variación en la sen
sibilidad de las células luteales al estimulo de LH/hCG. E1

estado hiperprolactinémico incrementa la producción "in vitro"

de AMPcy P en células luteales estimuladas por LH/hCGmientras

que las condiciones de hipoprolactinemia producen el efecto opueg
to. Esto podria explicarse, al menosen parte, por los cambios

observados en los niveles del receptor de LH/hCG,los cuales a

su vez confirman para el modelo de rata superovulada 1a regula

ción descripta de los receptores de LHpor Prl 660, 342). Por

otra parte, ha sido sugerido que el aumento en el receptor de LH

y la producción de P podrían ser eventos independientes, ambos

mediadospor la acción luteotrófica de la Prl (342). Los datos

presentados en este trabajo en ensayos realizados "in vitro" de
mostrando una capacidad estimulatoria aguda directa de la Prl

sobre la producción de P en células luteales, respaldan dicha

hipótesis. Estos resultados refuerzan, además, la dependencia

de la Prl comoluteotrofina en la preñez temprana y pseudopre

ñez (341).

La acción directa de la Prl se manifiesta sin una eleva
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ción detectable de los niveles de AMPc. Esta disociación es

coherente en relación a la ya descripta acción inhibitoria de

la Prl sobre la actividad de la 20 M - HSD(335), los efectos

estimulatorios sobre la colesterol esterasa y sobre la biosin
tesis del colesterol en cuerpo lúteo (347. 348). que aumentan

la disponibilidad de sustrato para la SCC.

La Prl y hPL (y no FSH, rGH o hLH) son capaces de in

ducir la luteinizacidn completa (observada por microscopía

electrónica) de las células de la granuosa y de aumentar la

secreción de P (366). En este estudio el dibutiril AMPcno

mimetiza los efectos de la Prl o hPL, sugiriendo la interven
ción de otro mecanismo mediador de la acción de la hormona.

Veldhnis y col (367) demostraron que la Prl ejerce un efec

to inhibitorio sobre las células de la granulosa porcinas de

folículos pequeños inmaduros mientras que estimula la produg

ción de P de folículos maduros "in vitro", en concordancia,

aunque con otro modelo experimental, con los resultados pre

sentados en este estudio. Aparentemente, la Prl tendría una

función dual, siendo inhibitoria de la esteroidogénesis en cg
lulas inmaduras de la granulosa y estimulatoria en células de

la granulosa maduras o luteales.

La posible acción directa de las drogas utilizadas
(sulpiride y bromocriptina) sobre el ovario quedan descartadas

ya que se observó una respuesta de producción de P y AMPc"in
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vitro" inalterada en presencia de cualquiera de ellas. La si
militud entre los resultados obtenidos mediante el tratamiento

con sulpiride o o-Prl también descartaria la posible acción di
recta de esta droga.

La posibilidad de una contaminación con LHde la Prl

utilizada fue descartada utilizando un ensayo radio-receptor pa
ra la determinación de LHy adicionalmente por la inhabilidad

de la Prl,en las concentraciones utilizadas en este estudio/pg
ra estimular la producción "in vitro" de testrosterona en celu
las de Leydig.

Los valores de P circulantes en los grupos hiperprolac

tinémicos no difieren de los controles. Sin embargola I basal

producida por células luteales aisladas "in vitro" es superior

a 1a liberada por células de animales control. Por otro lado
se observan valores de P basales idénticos al C en incubaciones

con células luteales aisladas del grupo Br, a pesar de que este

grupo posee valores circulantes disminuidos de P. Esto sugiere

la intervención de otro/s factor/es "in vivo" que regulan la

secreción/producción de P.

Otro factor remarcable es la obtención de valores sé

ricos de LHmedidos por RIA en los grupos hipo-hiperprolaotiné

micos que no difieren significativamente del grupo C. Sin em

bargo es conocido el efecto de la Prl comoinhibidora de la

secreción de LH. Se ha sugerido que esto ocurre a través de un

incremento a nivel hipotalámico del turnover de dopamina (368)
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que a su vez inhibe la secreción de LHRHmediante de un mecanig

mode sensibilización del hipotélamb'a la retroalimentación ne

gativa de los esteroides. Habría que profundizar estos estudios

para la elucidación de este punto en el modelo experimental uti
lizado. Por otro lado sería importante realizar estudios acer
ca de la bioactividad de la LHen estos grupos experimentales.

En la Introducción (sección B) ha sido descripta la in

bición producida por el estado de hiperprolactinemia sobre 1a

producción de estrógenos en células de la granulxa humanasy

de rata que conlleva a la formación de una fase lútea inadecua

da (369). Por otro lado la ausencia completa de Prl inhibe la

esteroidogénesis en células de la granulosa humanas(369).

Existe por lo tanto, un efecto bifósico de la Prl dependiendo

de la dosis (estimulatorio a bajas concentraciones e inhibitg
rio a altas concentraciones). Sin embargo, tanto en humanoco

mo en numerosas especies (vaca, oveja, mono, etc.) la hiperpro

lactinemia no es inhibitoria de la esteroidogénesis luteal, en
concordancia con los resultados presentados en la rata. Estas
consideraciones, unidas a las-observacionesen células ováricas

porcinas y a los resultados presentados en este trabajo, confie

ren a la Prl un papel modulador del normal funcionamiento ová
rico.
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C O N C L U S I O N E S

Los resultados presentados han demostrado que la in

sulina juega un papel fundamental en la fisiología de la cé

lula luteal, ya que esta hormona:

a) Posee receptores especificos y de alta afinidad en células
luteales.

b) Estimula la producción de P de células luteales en pre

sencia de MIXy amplifica la estimulación producida por la

hCGa concentraciones de Ins dentro del rango fisiológico.

c) Estimula la enzima PDEde células luteales a dichas con

centraciones (dos formas enzimáticas diferentes).

El papel de la Ins en el funcionamiento ovárico se
evidencia asimismo en los trastornos observados en el estado

diabético inducido por STRya que:

d) Las células luteales de animales diabéticos son menos

sensibles al estímulo gonadotrófico.

e) Los valores de P circulantes son menores en estos anima
les.

f) Los receptores de LHen ovario y células luteales están
disminuidos.

g) Estas alteraciones se revierten por tratamiento de los
animales diabéticos con Ins.
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Por otro lado se ha demostrado serias alteraciones a

nivel del eje hipotálamo - hipofisario en ratas diabéticas:

a) Reducción de la LHplasmática liberada en respuesta a la
castración.

b) Sensibilidad normal al estímulo con LHRHen cuanto a la

LH medida por RIA.

c) Disminución de la actividad biológica de la LHen anima

les diabéticos (tanto en respuesta a la castración comola

administración de LHRH).

d) Restablecimiento del cociente B- LH/ I - LHpor trata

miento con Eb.

e) Reducción de los valores de Prl circulantes basales en

respuesta al tratamiento con Eb.

f) Disminución de 1a reapuesta prolactinica a la TRH(en ra

tas estrogenizadas).

g) Disminución de los receptores de E citoplasmáticos hipo

fisarios e hipotalámicos en ratas ovx.

h) Disminución de los receptores nucleares de E en hipófisis

(menos marcada) e hipotálamo en ratas ovx tratadas con Eb.

Por otro lado la terapia insulínica:

i) No restablece la B - LHen respuesta a LHRH.

j) Nonormaliza los niveles de receptor nuclear hipofisario
de E en ratas estrogenizadas, mientras que se recuperan los

hipotalámicos.
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k) Restablece en hipófisis e hipotálamo los receptores de E

citoplasmáticos en ratas ovx.

l) Nologra recuperar totalmente la respuesta de Prl a la ad
ministración de TRH.

Los resultados presentados en la sección B de este

trabajo muestran:

a) Quela Prl circulante regula la esteroidogénesis ovárica

en ratas pseudopreñadas, observándose un aumento de la produc

ción de P en células luteales de ratas hiperprolactinémicas y

una disminución asociada a la hipoprolactinemia.

b) Este efecto podría estar mediado por los cambios observa

dos en los niveles de.receptor de LH, los cuales se correlacio

nan positivamente con la Prl circulante.

c) Los experimentos "in vitro" demuestran que la Prl tiene un

efecto directo sobre la estimulación aguda de la esteroidogéne

sis luteal. Este efecto podría también explicar en parte los

datos indicados en el punto a.

Las evidencias presentadas hacen incuestionable el pa

pel que juega la Ins y la Prl sobre el normal funcionamiento

del sistema reproductivo. Dentro de la compleja red de seña

les involucradas en el desarrollo de la función ovárica, las

gonadotrofinas tienen una acción fundamental, sin embargo, di
cha acción se encuentra modulada por las hormonas objeto de es

te estudio, cuya precisa acción queda por dilucidar.

\? ¿WM
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