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RESUMEN

Se conoce que la leptina es una hormona que predominantemente juega un papel muy
importante en el balance energético del organismo ya que la falta de ésta provoca una serie de
disturbios en diferentes eventos reproductivos (infertilidad, retraso en la pubertad) de
mamiferos, incluyendo al ser humano. Actualmente, no se conoce si la leptina es capaz de
inducir conducta de lordosis (CL) y proceptividad en el modelo de ratas desprovistas de
ovarios, pretratadas con estrégenos y alimentadas ad libitum, por tal motivo, en la presente
tesis se plantearon tres experimentos con los siguientes objetivos. El primer objetivo es
realizar curvas dosis respuesta para conocer las dosis de leptina capaces de inducir la CL y
proceptividad a ratas hembras en las condiciones experimentales antes descritas. Asi, las dosis
de leptina que se inyectaron directamente en el ventriculo lateral derecho fueron de 0.33, 1, 3
y 9 ug/ul. La evaluacion del cociente de lordosis, mostr6 que las dosis de leptina de 1 y la de
3 pg/ul fueron las més efectivas en inducir la CL desde los 60 minutos, siendo el nivel
méaximo encontrado a los 120 minutos después de la inyeccién intracerebroventricular de
leptina. Sin embargo, la intensidad de lordosis inducida por leptina fue muy baja, mientras que
el rechazo fue alto y practicamente este péptido no indujo proceptividad en las hembras
probadas. Nuestro segundo objetivo fue el de evaluar si la CL inducida por leptina involucra la
activacion del receptor tipo 1 de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH-1 de sus
siglas en inglés), ya que se conoce que la leptina tiene la capacidad de liberar hormona
liberadora de gonadotrofinas (HLGT o GnRH de sus siglas en inglés) desde el hipotalamo.
Para tal propdsito, se administro por via intracerebroventricular al Acetil-d-Ala (2-naphtil)-d-
Lys (N-nicotinoil)-d-Lis (N-nicotinoil)-Leu-Lis (N-isopropil)-Pro-d-Ala-NH2 (antide), un
antagonista del GnRH-1 y se evalud su efecto contra la CL inducida por 1y 3 pg/ul de leptina
que fueron las dosis mas efectivas para inducir lordosis. Los resultados muestran que la CL
inducida por la dosis de 1pg de leptina fue significativamente inhibida tanto a los 60 como a
los 120 minutos después de la administracion previa del antide, en cambio, la CL inducida
por 3ug de leptina fue inhibida a los 60, 120 y 240 minutos, después de la administracion
previa del antide. Finalmente, en el tercer experimento exploramos la participacion del RP

sobre la CL inducida por leptina, mediante la aplicacion del 17B-hidroxi-11p-(4-dimetil-



aminofenil)-17a-(prop-1-inil) (RU486), un antagonista del receptor a progesterona. Los
resultados muestran que la administracion del RU486 disminuyd significativamente el
cociente de lordosis inducido por 1 y 3 pg/ul de leptina a los 60 y 120 minutos. Con estos
resultados podemos concluir que la leptina pudiera estar estimulando la CL a través de la
liberacion de GnRH y la subsecuente activacion del GnRH-1, ya que el antide inhibié dicho
comportamiento. Ademaés, el hecho de que la antiprogestina RU486 haya bloqueado la
lordosis inducida por leptina apoya la participacion del receptor a progesterona. Sin embargo,
debido a que la leptina no estimulo la proceptividad e indujo una baja intensidad de la lordosis
y que existe alto rechazo, contrasta con los resultados anteriores obtenidos tanto con la
progesterona 0 con otros agentes no esteroidales capaces de estimular una completa conducta
de estro, lo cual apoya la participacion de mecanismos alternativos por los cuales la leptina
pudiera estimular la CL y de rechazo, pero a su vez mecanismos que estuvieran bloqueando la
expresion de las conductas proceptivas.

En conclusidn, la leptina puede tener efectos membranales a través de los cuales estimula

las neuronas hipotalamicas que contienen GnRH.



1. INTRODUCCION

La conducta de estro en roedores (CE) se manifiesta en la fase del ciclo estral donde la hembra
despliega su conducta sexual para establecer contacto con un macho sexualmente activo y
copular con €l (Beach 1976). Esta conducta se presenta al final del proestro y se acompafia de
una serie de aspectos definidos como atractividad, proceptividad y receptividad, los cuales son
necesarios para que el macho detecte el estado reproductivo de la hembra. El aspecto de
atractividad comprende cambios morfologicos y fisiolégicos como la coloracion del area
genital y la produccion de feromonas (Beach 1976). Por otro lado, la proceptividad se refiere a
una serie de conductas estereotipadas que la hembra realiza y que son dirigidas hacia el macho
para motivarlo a copular con ella. Dentro de estas conductas se encuentran; a) el brincoteo, la
hembra realiza pequefios saltos con sus cuatro patas; b) carreras cortas, la hembra corre en
forma de zig-zag terminando abruptamente de forma agazapada para permitir ser montada por
el macho y c) orejeo, consiste en un movimiento de las orejas, debido al movimiento de alta
frecuencia de la cabeza de la hembra cuando es montada por el macho (Beach 1976).

Por otro lado, la receptividad es la conducta mas representativa del estro la cual consiste en
que la hembra adopte la postura de lordosis. Esta conducta se caracteriza por la dorsiflexién de
la region lumbar de la columna vertebral acompafiada por un movimiento lateral de la cola
(Komisaruk y Diakow 1973), lo que permitira la intromision del pene en la vagina (Hardy y
DeBold 1972b, Beach 1976, Morali y Beyer 1979).

La expresion de esas conductas tiene un componente hormonal ya que requiere de la accion
secuencial de dos hormonas esteroides como son; los estrogenos y la progesterona, las cuales
son secretadas por los ovarios y las glandulas suprarrenales (Beach 1942). Ambas hormonas
modulan la actividad de diversas estructuras cerebrales como el area predptica (APOm), el
nacleo ventromedial del hipotdlamo (HVM de sus siglas en inglés), la amigdala y el
hipocampo (Edwards y cols. 1968, Beyer 1980). Por ejemplo, se ha propuesto que los
estrdgenos preparan a esos sustratos nerviosos induciendo la sintesis de una variedad de
moléculas, entre ellas, a los receptores a progesterona (RPs), para que posteriormente la
progesterona (P4) ocupe dichos receptores y sea la encargada de producir la expresion de la
CE (Blaustein y Feder 1980).



Los mecanismos celulares por los cuales las hormonas sexuales como el estradiol (E;) y la
P, inducen la expresién de la CE en roedores se han estudiado. Sin embargo, debido a la gran
variedad de neuromoduladores o mediadores de los efectos celulares, con diferentes
estructuras quimicas capaces de inducir CE en roedores, como la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH de sus siglas en inglés), la prostaglandina E, (PGE_), la oxitocina, la
noradrenalina etc., se ha propuesto que dos mecanismos celulares podrian estar participando
en la regulacion de la CE: a) el clasico mecanismo gendmico (Jensen y cols. 1968) en donde
se requeriria de la sintesis de proteinas para que se produzca la CE. Este mecanismo se
activaria con una latencia de varias horas después de haberse administrado la progesterona
(Edwards y cols. 2003) ya que requeriria que la hormona (progestinas naturales o sintéticas) se
uniera a su receptor intracelular, el receptor a progesterona (RP) y asi activar a la maquinaria
transcripcional involucrada en la expresion de la CE, a nivel del &cido desoxirribonucleico
(ADN). La participacion del RP en este fendmeno ha sido posible gracias a la utilizacion de la
antiprogestina 17p-hidroxi-11p-(4-dimetil-aminofenil)-17a-(prop-1-inil) (RU 486), la cual
muestra mayor afinidad por el RP que la P4 evitando sus efectos progestacionales como la
induccion de la CE en la rata (Brown y Blaustein 1984, Beyer y cols. 1995) y b) el membranal
0 extragendmico (Beyer 1980, Beyer y Canchola 1981), que es producido por una variedad de
compuestos como la GnRH, la PGE2, la oxitocina, la noradrenalina, etc., que debido a su
naturaleza lipofébica, no penetran en la célula sino que sus efectos los generan al actuar con
sus receptores localizados en la membrana celular provocando la sintesis de nucle6tidos
ciclicos que actian como segundos mensajeros, como el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) o el guanosin monofosfato ciclico (GMPc). Por su parte, estos compuestos al unirse a
su correspondiente proteina cinasa (proteina cinasa A; PKA, proteina cinasa G; PKG), llevan a
cabo la fosforilacién de proteinas que pudieran estar relacionadas con el despliegue de la
lordosis, como por ejemplo al RP (Gonzalez-Flores y cols. 2004, Acosta-Martinez y cols.
2006, Gonzalez-Flores y cols. 2006, Ramirez-Ordufia y cols. 2007). La participacion de este
mecanismo, sobre la regulacion de la CE, ha sido apoyada gracias a las observaciones en
donde la induccion de la CE se presenta con un intervalo de tiempo muy corto de 15 minutos
después de la administracion de alguno de los agentes inductores de lordosis. Sin embargo,

actualmente se ha propuesto que tanto el mecanismo genomico como el membranal pueden



tener una comunicacion cruzada, en donde el RP actuaria como el mediador molecular comudn
involucrado en la regulacion de la induccion de la CE (Mani y Portillo 2010).

Actualmente se ha descrito que compuestos producidos principalmente en las células
adiposas, como la leptina, también podrian estar relacionados con diversos procesos
reproductivos. Esta hormona es un péptido compuesto por 167 aminoécidos que regula la
ingesta de alimentos, el gasto energético, el peso corporal (Campfield y cols. 1995, Ahima y
Flier 2000) y funciones reproductivas involucradas principalmente con el inicio de la pubertad
y la secrecion de la GnRH en una variedad de hembras de roedores (Mantzoros 2000). Por
otro lado, los efectos de la leptina se producen a través de su unidén con sus receptores
membranales localizados en diferentes ndcleos hipotalamicos, siendo més abundante su
distribucion en el nicleo arqueado (Narc), el hipotalamo dorsomedial (DMH de sus siglas en
inglés), el hipotdlamo ventromedial (HVM) y el nacleo premamilar ventral; una moderada
expresion de estos receptores se encuentra en el nucleo periventricular (PMV de sus siglas en
inglés), asi como en el &rea hipotaldmica lateral; ain menores niveles existen en el nucleo
paraventricular (PVN de sus siglas en inglés; Mercer y cols. 1996, Chen y cols. 1997,
Elmquist y cols. 1997, EImquist y cols. 1998). Actualmente hay controversia en cuanto si las
neuronas GnRHérgicas contienen receptores a leptina (Magni y cols. 1999), sin embargo, lo
que es claro es que la administracién tanto sistémica como intracerebral de leptina induce la
liberacion de la GnRH (Yu 1997). Por otro lado, existe abundante literatura que sefiala que la
liberacion de este péptido por leptina, puede ser producida de manera indirecta, ya que la
leptina se puede unir a la isoforma larga de su receptor (Ob-Rb), la cual se encuentra en la
membrana de neuronas kisspeptinérgicas. Estas neuronas secretan a la kisspeptina, hormona
que actla directamente sobre su receptor, el receptor a proteina G54 (GPR54), localizado en
neuronas GnRHérgicas y asi provocar su liberacion (Aparicio 2005).

La mayoria de los datos que actualmente se han generado sobre la participacion de la
leptina en la induccion de la CL, han utilizado modelos con hembras obesas que carecen del
gen productor de la leptina o del gen productor de su receptor (Ob-R; Wade y cols. 1997,
Schneider y cols. 2008, Fox y Olster 2000). Por lo tanto, un modelo animal que podria ser
atractivo para estudiar los efectos de la leptina sobre la expresion de la CE, es el utilizado en

esta tesis como lo es la rata ovariectomizada (ovx) pretratada con estradiol (E;) y alimentada



ad libitum. En estas condiciones experimentales se podré explorar el mecanismo celular por el
cual la leptina estaria regulando la CE y asi poder establecer los mecanismos intracelulares

involucrados durante la expresion de dicha conducta.



2. ANTECEDENTES

2.1. El ciclo estral de la rata

El ciclo estral se define como el periodo comprendido entre la aparicion del estro (receptividad
sexual) y el comienzo del siguiente, o bien, el intervalo de tiempo comprendido entre dos
ovulaciones. Durante el ciclo estral de la rata se presentan cuatro etapas (proestro, estro
metaestro y diestro), caracterizadas por cambios a nivel endocrinoldgico, histoldgico y
conductual, a pesar de ser un ciclo de corta duracion (4 6 5 dias), debido a que el cuerpo lGteo

en esta especie dura muy poco tiempo (Freeman 1994).

Proestro

Este periodo tiene una duracion de 12 a 14 horas y es la fase del ciclo estral en donde la
GnRH se libera desde el hipotadlamo hasta la hipdfisis, provocando la secrecion de la hormona
foliculo estimulante (FSH de sus siglas en inglés). Esta hormona, a su vez, al llegar a los
ovarios induce el crecimiento de foliculos para que secreten grandes cantidades de estrogenos,
principalmente 17p-estradiol (Figura 1). Esta hormona al actuar directamente en el
hipotalamo, inducira la concentracion de la GnRH en la hipdéfisis anterior para que se
produzca la liberacion de la hormona luteinizante (LH de sus siglas en inglés), la cual al llegar
al ovario provocara la ovulacion asi como la formacién de un cuerpo liteo para que se secrete
P, (Eto y cols. 1962, Hashimoto y cols. 1968).

Estro

Durante esta etapa la hembra muestra un maximo nivel de receptividad sexual (Long y
Evans 1922, Mandl 1951), con una duracion de 13 a 15 horas. Ademas, los niveles
plasmaticos de P, se incrementan (Freeman 1994) provocando el bloqueo de la liberacion
hipotalamica de GnRH y la inhibicion de la secrecion hipofisiaria de la FSH y la LH, por lo

que se evita el crecimiento folicular y la ovulacion.

Metaestro

Este es un periodo en el cual la receptividad sexual en la hembra no se presenta. Al final de
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Figura 1. Patron de secrecion hormonal durante el ciclo ovérico de la rata. Se puede
observar el periodo en el cual ocurre la receptividad sexual y la ovulacién en relacion a las
concentraciones hormonales. (Tomado de Baulieu y Robel, 1990). B) Citologia vaginal
observada a través de frotis vaginales. Los cambios en la citologia vaginal corresponden a los
cambios hormonales de la hembra. Durante el proestro se pueden observar células epiteliales
basales con nucleo bien definido. En el estro se observan células epiteliales cornificadas con
citoplasma granular. Durante el metaestro se puede ver leucocitos, células cornificadas y
bacterias. Finalmente en el diestro predomina una gran cantidad de leucocitos. (Modificado
de Nelson, 1995). E,= estradiol; P,= progesterona; LH= hormona luteinizante.

este periodo se observa un segundo pico en las concentraciones de P, provenientes del cuerpo
luteo recién formado (Eto y cols. 1962, Hashimoto y cols. 1968). Sin embargo, no es
suficiente para mantener su actividad, por lo que esta fase es relativamente breve ya que

muestra una duracion de 6 a 8 horas.



Diestro

Durante este periodo, las hormonas producidas por los ovarios se encuentran elevadas, por lo
que se produce un periodo de reposo con una duracion de entre 55 y 57 horas. La actividad
hipofisiaria es baja debido a la accién inhibitoria producida por la P4. Si al final del diestro no
se ha producido la implantacion embrionaria, las concentraciones de P, generadas por el
cuerpo lateo disminuyen, lo que provoca que la hipéfisis anterior ya no se encuentre inhibida y
por lo tanto se reinicie la liberacion de FSH y se comience un nuevo ciclo estral en los

ovuladores espontaneos (Long y Evans 1922, Mandl 1951).

2.2. Conducta de estro (CE) en roedores

La CE se presenta en el periodo en el cual la hembra despliega su conducta sexual con el
propdsito de establecer suficiente contacto con un macho sexualmente experto y copular con
él (Beach 1976, Erskine 1989). La expresion de la CE depende de la secrecion secuencial de
estrogenos y la P4 desde el ovario, lo que provoca que la hembra despliegue una variedad de
patrones motores que sean detectados por el macho para que lleve a cabo el apareamiento
sexual. Ademas, durante este periodo, también ocurre la ovulacion debido a la accion de la LH
sobre el ovario (Freeman 1994).

Los patrones motores caracteristicos de la CE se presentan al final del proestro y han sido
definidos como: atractividad, proceptividad y receptividad, comportamientos necesarios para
que la hembra en estro sea detectada por el macho.

La atractividad comprende cambios a nivel morfoldgico y fisiolégico; como; cambios en la
coloracion del area genital y la produccion de feromonas (Beach 1976). Las hembras de
roedores proceptivas, despliegan tres tipos de conductas a) el brincoteo (0 hopping en ingleés),
el cual consiste en pequefios brincos efectuados por la hembra sobre sus cuatro patas; b)
carreras cortas (o darting en inglés), que consiste en carreras en forma de zig-zag que terminan
abruptamente cuando la hembra adopta una postura agazapada para permitir ser montada por
el macho y c) orejeo (o ear-wiggling en inglés), el cual consiste en un movimiento de las
orejas, debido al movimiento de alta frecuencia de la cabeza de la hembra a consecuencia de la
monta del macho (Beach 1976). Finalmente, en la rata como en un gran nimero de mamiferos,

el patron conductual mas representativo de la receptividad sexual es la adopcion de la postura



de lordosis cuando el macho monta a la hembra (Figura 2). Este reflejo consiste en la
dorsiflexion de la columna lumbar que se acompafia de la elevacion de la region perigenital y
seguida por un movimiento lateral de la cola (Komisaruk y Diakow 1973), que permitira la
intromision del pene dentro de la vagina (Hardy y DeBold 1972b, Beach 1976, Morali y Beyer
1979, Pfaff y Sakuma 1980).

La receptividad sexual de la rata hembra se evalla a través del cociente de lordosis (Hardy
y DeBold 1972, Beach 1976), que resulta al dividir el nimero de lordosis producidas por la
hembra entre diez montas realizadas por el macho y el resultado multiplicarlo por cien.
Ademas, Hardy y DeBold (1972), con el propdsito de evaluar la intensidad de lordosis,
propusieron una escala de 0 a 3, dependiendo del grado de dorsiflexién de la columna
vertebral que manifieste la hembra durante la monta del macho (Figura 2). Ademas, durante
este periodo las hembras también pueden manifestar algunas conductas de rechazo. El rechazo
se define como la resistencia que la hembra opone al intentar ser montada por un macho. La
conducta de rechazo se considera hormona-dependiente y tiene una correlacion negativa con la
conducta de lordosis (CL), siendo maxima durante el diestro y minima durante el estro (Beach
1976). Este ha sido denominado resistencia activa por Kuehn y Beach (1963), postura erguida
de defensa por Grant y Mackintosh (1963) y combate por Dewsburry (1967). Esta resistencia
puede manifestarse ya sea por a) vueltas, que consisten en giros del tronco hacia el macho
cuando este intenta montar a la hembra, b) huidas, que son pequefias carreras que la hembra
realiza una vez que el macho intenta montar a la hembra, c) boxeo, que consta de movimientos
rapidos de las patas anteriores de la rata en contra de un macho, d) chillido, que son
vocalizaciones realizadas por el animal y e) patadas realizadas con las patas traseras de la rata

hembra.

2.3. Regulacion hormonal de la CE en la rata

Las hormonas sexuales, principalmente el E, y la P4 activan diversas estructuras cerebrales
involucradas en el despliegue de la CE en roedores (Beach 1942, Edwards y cols. 1968, Beyer
1980). Por ejemplo, en la rata se origina un incremento gradual en la secrecion de E; por los
ovarios durante las primeras horas del ciclo estral, alcanzando su nivel maximo en la tarde del

proestro (Figura 1). Unas horas después del pico de E;, el ovario comienza a secretar, por las



celulas de la teca interna, a la P4, que alcanza su nivel mas alto en la noche del proestro
(Edwards y cols. 1968, Ichikawa y cols. 1974, Clemens y Weaver 1985), coincidiendo con el
inicio de la receptividad sexual.

Se ha propuesto que los estrogenos actuan inicialmente sensibilizando al sustrato nervioso
(APOm, HVM, sustancia gris central mesencefalica, habénula etc.) relacionado con la
activacion de la CE, mientras que la P4 es quien dispara su expresion (Edwards y cols. 1968,
Yanase y Gorski 1976, Beyer 1980).

Lordosis grado 0

Lordosis grado 1

Lordosis grado 2

Lordosis grado 3

(et

Figura 2. Intensidad de la lordosis en la rata. La Figura muestra la intensidad de la lordosis
cuando la hembra en estro es montada por un macho. Modificada de Pfaff y cols. (1994).

Esta idea es apoyada por el hecho de que al realizar la ovariectomia (ovx), en la tarde del
proestro, es decir, antes del pico preovulatorio de P4, la hembra no desplegara la CE a pesar de
haber estado expuesta a niveles maximos de E, (Powers 1970). Por otro lado, si la ovx se
realiza después de que ocurrié el pico de P, (Moreines y Powers 1977), la rata mostrara el

repertorio normal de la CE, como es la lordosis y proceptividad (Powers 1970, Clemens y



Weaver 1985). Por otro lado, la CE en ratas ovx, puede ser inducida a través de la inyeccion
de dosis repetidas de diferentes estrogenos, por ejemplo, estudios sistematicos realizados por
Beyer y colaboradores en la década de los 70s (Beyer y cols. 1971, Morali y Beyer 1979),
demostraron que el E; es el estrégeno mas potente para inducir CE en la rata ovx, seguido de
la estrona y el estriol. Otros estudios han revelado que la dosis de E, se encuentra relacionada
con la expresion de los componentes de la CE, como la intensidad de la dorsiflexion de la
lordosis y la frecuencia con que la hembra presenta las diferentes conductas proceptivas,
aunque estas conductas han sido mayormente atribuidas a los efectos de la P, (Hardy y
DeBold 1972a, b). Ademas, en ratas ovx tratadas con dosis crecientes de E,, la latencia para
responder con lordosis a la monta del macho se acorta, mientras que la duracion de la lordosis
se prolonga y la intensidad de la lordosis aumenta (Zemlan y Adler 1977).

Si bien, la CE es estimulada por la sola administracion de estrogenos a ratas (Beyer y cols.
1971) y cuyos ovx (Pfaff y Sakuma 1980), como se menciond en secciones anteriores, la
administracion de P4 incrementa el nivel de receptividad en comparacion con el obtenido por
la sola administracion de estrogenos (Beach 1942, Zucker y Goy 1967, Edwards y cols. 1968).
No obstante, para que la P, induzca la CE es de crucial importancia que las hembras hayan
sido expuestas a estrogenos por un periodo minimo de tiempo, entre 12 y 18 horas para la
sintesis de proteinas (Dempsey y cols. 1936, Boling y Blandau 1939).

Por otro lado, la latencia para que las ratas ovx pretratadas con E; inicien la CE después de
la administracion de la P4, depende de la via y la forma de administraciéon utilizada. Por
ejemplo, si la P4 se administra por via subcutanea (sc), la receptividad aparecera entre 2 'y 6
horas despues (Glaser y cols. 1983), mientras que la inyeccion por via intravenosa (iv) de esta
hormona (Lisk 1960, Kubli-Garfias y Whalen 1977) produce que la latencia de la lordosis sea
menor y comience a observarse alrededor de los 30 minutos post-inyeccion. Ademas, cuando
la P4 es administrada directamente al sustrato nervioso relacionado con la lordosis en forma de
cristales (Ross y cols. 1971, Rubin y Barfield 1983b, Glaser y cols. 1985), se acorta
significativamente la latencia de aparicion de esta respuesta, en relacion al efecto que se
produce cuando la P4 es administrada por via sc, ya que se han reportado latencias mas largas
en la expresion de la lordosis que van de entre una y cuatro horas (Powers 1972, Rubin y

Barfield 1983). Ademas, Beyer y cols. (1988), encontraron que la administracion de diferentes
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progestinas (P4, 0 algunos de sus metabolitos como la Sa-pregnandiona, la 20a- y 203-OH-
pregnanona, la 58,3f; 5a,3f y la So,3a -pregnanolona) en microdepositos oleosos directamente
en el HVM o el APOm, facilitan la lordosis con latencias muy cortas, ya que en esta forma los
compuestos pueden difundirse mas facilmente que los administrados en cristales, aln
utilizando el mismo sustrato nervioso (Beyer y cols. 1988). Por ejemplo, se ha reportado que
el metabolito de la P4, la 5B, 3p pregnanolona, es muy efectivo para inducir la CL tanto
implantado en forma de cristales en el APOm (Rodriguez-Manzo y cols. 1986) como
administrado en microdepdsitos oleosos. Ademas, la administracion en soluciones oleosas
directamente en el APOm y en el HVM de progestinas Sa reducidas (50, 3a pregnandiona y
5B, 3B pregnanolona), también producen intensa CL en ratas ovx pretratadas con E, (Beyer y
cols. 1988). Sin embargo, se ha reportado que algunas progestinas administradas en cristales
en el APOm son muy poco efectivas en inducir la CL (Ross y cols. 1971, Rubin y Barfield
1983b, Rodriguez-Manzo y cols. 1986). Este efecto se puede deber a problemas de difusion ya
que las progestinas disueltas en aceite pueden difundirse mas rapidamente y tener una mayor
area de absorcion que las que se encuentran en forma de cristales (Hirano y cols. 1982). Estos
factores pueden explicar la falta de respuesta que se tiene con la aplicacion de cristales en el
APOm en donde sus neuronas relacionadas con la expresion de la lordosis tienen una
distribucion muy separada (Warembourg 1985, Morrell y cols. 1986). Una estrategia
ampliamente utilizada en nuestro laboratorio y que consideramos que nos permite asegurar
que el compuesto utilizado llegara a las areas cerebrales relacionadas con la expresion de la
CE, es realizar implantes en el ventriculo lateral derecho (vid) ya que con ello el liquido
cefalorraquideo llevara los compuestos a esas areas cerebrales. Ademas, esta técnica también
nos permite realizar curvas dosis respuesta para conocer cuéles son las dosis mas adecuadas de

la droga en cuestion para inducir la CE.

2.4. Centros nerviosos relacionados con la regulacion de la CE en roedores

El sistema nervioso se divide en sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP). El sistema
nervioso se desarrolla a partir del ectodermo dorsal que posteriormente formara a la placa
neural, que al invaginarse y cerrarse origina al tubo neural. La porcion rostral del tubo neural

origina al encéfalo; la posterior, a la médula espinal. Se describen tres vesiculas encefalicas
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llamadas: a) prosencéfalo (cerebro anterior); b) mesencéfalo (cerebro medio) y c)
rombencéfalo (cerebro posterior; Carlson 1998).

Posteriormente, estas vesiculas se diferencian para dar origen a diferentes estructuras del
sistema nervioso, por ejemplo, del prosencéfalo se deriva la corteza cerebral, los ganglios
basales, el sistema limbico, el talamo y el hipotdlamo. Del mesencéfalo surge el tectum y el
tegmentum. Finalmente, del rombencéfalo se originan el cerebelo, el puente de Varolio y el
bulbo raquideo (médula oblonga; Carlson 1998).

Ahora bien, por medio de la estimulacion eléctrica, lesiones cerebrales e implantes
hormonales se han identificado diferentes areas cerebrales relacionadas con la facilitacion y la
inhibicion de la CE en diferentes especies de roedores (ver Tablas 1 y 2). Por otro lado, en la
Figura 3 se muestra un esquema simplificado de las areas cerebrales y conexiones nerviosas
involucradas con la expresion de la CL en la rata. Este esquema divide al sistema nervioso en
varios madulos que incluyen al cerebro anterior, hipotdlamo, cerebro medio, el tallo cerebral y

a la meédula espinal.

Modulo del cerebro anterior

En esta region cerebral se localizan el &rea APOm, el septum, el bulbo olfatorio, etc., areas
que se conoce que ejercen efectos inhibitorios sobre la CL, ya que la lesion en el APOm de la
rata hembra adulta ovx, facilita la receptividad sexual (Law y Meagher 1958, Malsbury y cols.
1981). Ademas, las hembras que han sido lesionadas en esta area, requieren menor cantidad de
estrdgenos para exhibir CL que las hembras ovx que no han sido lesionadas (Singer 1968,
Powers y Valenstein 1972). Por otro lado, estimulos eléctricos producidos en esta area,
provocan una inhibicion del reflejo de lordosis y un aumento de las conductas de rechazo,
tanto en ratas intactas u ovx previamente tratadas con E, y P, (Sakuma y Pfaff 1979a). Por
otro lado, con el uso de técnicas de autorradiografia e inmunocitoquimica se ha encontrado
que las neuronas del APOm poseen receptores a estrogenos y P, (Pfaff y Sakuma 1979b), ya
que implantes de E, en forma de cristales, directamente en esta area, restauran el reflejo de
lordosis en hembras ovx (Sakuma y Pfaff 1979b, Wilcox y cols. 1984). Ademas, este mismo
efecto se manifiesta cuando la P, se administra en forma de cristales o disuelto en aceite

dentro del APOm de ratas ovx pretratadas con inyecciones sc de BE (Rodriguez-Manzo y cols.
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1986, Beyer y cols. 1988, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1991). El septum y el bulbo olfatorio,
también han sido areas relacionadas con la inhibicion de la CE en diferentes especies de
roedores. Por ejemplo, la lesion eléctrica, sobre todo en el septum lateral en la rata, claramente
induce la expresion de la CL, mientras que en el hamster provoca el efecto contrario,
aparentemente por incrementar la sensibilidad al E; y la P4 (Nance y cols. 1974, Nance y cols.
1975). Por otro lado, la remocién del bulbo olfatorio en ratas ovx tratadas solo con estroégenos
(Moss 1971) o con estrogenos mas P, (McGinnis y cols. 1978), provoca un incremento en la
CL (Zasorin 1975).

APOm Modulo

_K@ —HAM L hipotalamico del

Estradiol == R 1\ M cerebro anterior
Sustancia gria “‘,’_‘Il,'“l = 3 _Formacién reticular Médulo

mesencefalica  se ] "~ mesencefilica mesencefalico

Nicleo vestibular Modulo del
/lat;ml

Formacion reticular
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Estimulo espinal Méodulo
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Flancos -
. Q '/ - o o
Piel de la grupa, . 2 . M e g
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base de la cola Musculos \ S A, )
l.ufm.m l(mgls,w(nu.\ > . f
Iransversoespinal %f.‘ . L
ST ‘\

Figura 3. Circuito nervioso de la lordosis en la rata. Las neuronas hipotalamicas son
estimuladas por sefiales sensoriales y los niveles hormonales circulantes en la sangre.
Explicacién en el texto. APOm = &rea predptica media; HAM = hipotalamo anteromedial;
HVM = hipotalamo ventromedial. Modificado de Pfaff y cols. (1994).
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Moadulo hipotaldmico del cerebro anterior

En este mddulo cerebral, a diferencia del anterior, se localizan diversos ndcleos involucrados
en la facilitacion de la CL. Uno de ellos, y quiza el mas importante, es el ndcleo hipotalamico
ventromedial y lateral (Pleim y Barfield 1988), ya que lesiones bilaterales realizadas en estas
regiones disminuyen la expresion de la CL tanto en ratas (Singer 1968, Malsbury y cols. 1977,
Pfaff y Sakuma 1979), hamsters (Malsbury y cols. 1977) y cuyos (Brookhart y cols. 1941, Dey
y cols. 1942) con ciclos estrales normales. Por el contrario, la estimulacion eléctrica del HVM
facilita la lordosis en ratas pretratadas con dosis bajas de BE (Pfaff y Sakuma 1979). Sin
embargo, ni la estimulacion eléctrica o la lesién de este ndcleo cerebral muestran efectos
inmediatos, ya que se requieren periodos prolongados para evaluar su efecto sobre la
induccion o la inhibicion de la lordosis.

Estudios inmunocitoquimicos y auto-radiograficos también han mostrado un papel
preponderante del HVM en la regulacion de la CE, ya que se ha mostrado que las células de
este ndcleo poseen receptores a E, y P, (Pfaff y Sakuma 1979). Al administrar pequefias
cantidades de P, directamente en el HVM se facilita la expresién de la CE en ratas ovx
pretratadas con BE (Blaustein y cols. 1987).

Otras areas relacionadas con la expresion de la CL en roedores han sido el &rea tegmental
ventral (ATV), ya que al igual que en el HVM los implantes de P, 0 P4 conjugada con suero de
albimina facilitan la lordosis en el hdmster y la rata (DeBold y Malsbury 1989, Frye y cols.
1996), mientras que por otro lado, las lesiones del nucleo habenular reducen las conductas
proceptivas y la receptividad en ratas ovx tratadas con E, (Rodgers y Law 1967, Modianos y
cols. 1975).

Modulo mesencéfalico

En esta region se localizan la sustancia gris central mesencefalica (SGCM) y la formacion
reticular mesencefalica (FRM; ver Figura 3), las cuales reciben sefiales provenientes de las
fibras descendentes del HVM vy se extienden hasta las neuronas reticulo-espinales de la parte
mas baja del tallo cerebral (Kow y cols. 1977, 1979). La lesion de la SGCM provoca la
pérdida inmediata de la CE en ratas ovx pretratadas con estrogenos, (Corodimas y Morrell

1990) y P4 (Hennesey y cols. 1990). Sin embargo, la estimulacion eléctrica de la SGCM
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facilita la expresion de dicha conducta en ratas ovx pretratadas con E, (Sakuma y Pfaff
1979a). En contraste con el HVM, la estimulacion de la SGCM provoca una clara e inmediata

aparicion de la CE.

Modulo del tallo cerebral

En este modulo se procesa la informacion relacionada a la postura de lordosis y su intensidad,
es por eso, gque esta estructura es indispensable para que la hembra realice con éxito el reflejo
de lordosis durante la monta del macho (Modianos y Pfaff 1976). Las fibras del tallo cerebral
descienden a la médula espinal a traves de los tractos vestibulo-espinal y reticulo-espinal
(Zemlan y cols. 1979). Es por eso que la ablacion completa de estos tractos provoca que la rata

sea incapaz de realizar el reflejo de lordosis (Modianos y Pfaff 1976).

Modulo espinal

La médula espinal recibe la mayor parte de la informacién somatosensorial que la hembra
recibe en la region perianal, la grupa y los flancos cuando es montada por el macho durante la
copula (Kow y cols. 1979). De tal manera que las hembras con lesiones en los cordones
espinales dorsales no pueden realizar la CL (Labombarda y cols. 2000). Asimismo, el tamafio
de los campos receptivos de las neuronas sensoriales de estas regiones se incrementa cuando
las hembras son tratadas con estrdgenos (Komisaruk y cols. 1972), ya que se ha encontrado
que las neuronas sensitivas de las astas dorsales de la médula espinal poseen receptores a
estrégenos. Ademas, diversos grupos de investigacion también han reportado la presencia del

RP en motoneuronas de la lamina 1X de las astas ventrales (Kow y cols. 1977).

Control diferencial de la lordosis y la proceptividad

La proceptividad y la receptividad pudieran ser controladas por diferentes poblaciones
neuronales. Asi, en roedores, las neuronas sensibles a E; y P4 activan el reflejo de lordosis a
través de axones descendentes hacia la SGCM, el tallo cerebral y la médula espinal (Figura 3).
En cambio, la proceptividad es un acto voluntario en respuesta a estimulos provenientes del
medio ambiente (Hudson y Vodermayer 1992, Chirino y cols. 1993), que probablemente

involucra la activacion de neuronas de la corteza cerebral. Estas neuronas estimulan a las
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motoneuronas de la médula espinal involucradas en el despliegue de las diferentes conductas
proceptivas como son; hopping, darting y ear wiggling (ver Figura 4). Al parecer, las neuronas
hipotaldmicas que facilitan la proceptividad envian proyecciones ascendentes a las regiones
rostrales del cerebro anterior. Ademas, las neuronas involucradas en la integracion de estos
patrones voluntarios estereotipados se han encontrado en la region lateral del HVM en la rata,
las cuales tienen conexiones con el septum, el nicleo del lecho de la estria terminal, el area

predptica, la amigdala y la corteza prefrontal (Millhouse 1973).

2.5. Control neuroquimico de la CE en roedores

Como fue mencionado en secciones anteriores, la CE es inducida por la accion secuencial de
E, y P4, sin embargo, también puede ser facilitada o inhibida por una amplia variedad de
neurotransmisores o neuromoduladores. Entre los diferentes agentes que se han descrito como
facilitadores de la CE se encuentran: 1) péptidos y proteinas, €j., la GhnRH (Moss y McCann
1973, Moss y Foreman 1976, Beyer y cols. 1982), oxitocina (Harlan y Pfaff 1983, Caldwell y
cols. 1986, Schumacher y cols. 1990), prolactina (Harlan y Pfaff 1983), sustancia P (Dornan y

cols. 1989), colecistocinina (Dornan y cols. 1989), leptina (Wade y cols. 1997); 2) aminas
biogénicas, ej., noradrenalina (Ferndndez-Guasti y cols. 1985, Etgen 1990), dopamina
(Foreman y Moss 1979, Kaufman y cols. 1988, Apostolakis y cols. 1996); 3) acetilcolina
(Dohanich y cols. 1984, Kaufman y cols. 1988); 4) prostaglandina E; (PGE;; Hall y cols.

1975, Dudley y Moss 1976, Rodriguez-Sierra y Komisaruk 1978); 5) aminoacidos, como el
acido gama amino butirico (GABA; Agmo y cols. 1989, McCarthy y cols. 1991, Frye y
DeBold 1992) y 6) algunos segundos mensajeros, como el AMPc y el GMPc (Beyer y cols.
1981, Fernandez-Guasti y cols. 1983, Chu y Etgen 1997).

Por otro lado, existen agentes que dependiendo de los receptores con los que interactdan

pueden tener acciones opuestas sobre la CE. Por ejemplo, la serotonina al actuar sobre los
receptores 5SHT1A inhibe la CE, mientras que al ocupar los receptores tipo 5HT2 la facilita
(Wilson y Hunter 1985, Mendelson y McEwen 1992).

El despliegue de la CL también depende de la via de administracion utilizada para los
diferentes agentes, por ejemplo, la administracion icv de hormona adrenocorticotrofa (ACTH;

de Catanzaro y cols. 1981) y la hormona estimulante de melanocitos (MSH; Raible y Gorzalka
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1986) inhiben la CE; mientras que su inyeccion sistémica la facilita (Wilson y Endersby 1979,
Raible y Gorzalka 1986). Compuestos como la prolactina y el GABA al ser administrados via
icv, inhiben la CE (Dudley y cols. 1982, Qureshi y Eriksson 1988), mientras que al ser
administrados directamente en la sustancia SGCM la facilitan (Harlan y Pfaff 1983, McCarthy
y cols. 1991).
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Figura 4. Diagrama que muestra posibles circuitos nervisos sensibles a E, y P4 que
participan en el control de la lordosis y la proceptividad. E, = Estradiol; P, = Progesterona;
SGCM = sustancia gris central mesencefalica. Modificado de Melo y cols. (2008).
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Para los propdsitos de esta tesis, a continuacion se describen las acciones fisioldgicas
involucradas en la regulacion de la CE tanto por la GnRH como por la leptina.

2.6. Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH)

La GnRH fue inicialmente aislada en el hipotdlamo de los mamiferos como un decapéptido
(pGlu-His-Trp-Ser-Tir-Gli-Leu-Arg-Pro-Gli-NH2; Baba y cols. 1971, Matsuo y cols. 1971,
Schally y cols. 1971), caracterizandose al menos dos formas diferentes de GnRH en diferentes
poblaciones de neuronas; la GnRH-1 y la GnRH-II (Gestrin y cols. 1999, Latimer y cols.
2000). La GnRH-I es producida en el area predptica y el hipotdlamo mientras que las células
que producen GnRH-1I se encuentran en el cerebro medio, pero no en centros hipofisiotréficos
del hipotdlamo y el hipocampo de ratones (Gestrin y cols. 1999), ratas, humanos, monos
(Millar 2005) y pollos (Miyamoto y cols. 1982). Ademas, estudios inmunohistoquimicos
(Lehman y cols. 1986) y de radioinmunoensayo (Wheaton y cols. 1975), han mostrado que la
eminencia media de los mamiferos es el area que contiene la mayor cantidad de GnRH, ya que
aqui es donde se almacena para posteriormente ser liberada hacia la circulacion portal y actuar

en la adenohipdfisis liberando a la LH y la FSH.

2.6.1. El receptor de la GhRH

Los receptores de GnRH (GnRHr) son receptores acoplados a proteinas G, constituidos por un
dominio NH, terminal, seguido por siete dominios transmembranales (TMs) de tipo alfa
hélices conectados por tres dominios extracelulares (DE) y tres dominios intracelulares (Dl;
ver Figura 5). Los dominios extracelulares y las regiones superficiales de los TMs son
generalmente los sitios de union de la GnRH, mientras que los dominios intracelulares

interaccionan con proteinas G para llevar a cabo la sefializacion intracelular (Millar 2005).

2.6.2. Efecto de la GnRH sobre la CE

La GnRH tiene efectos importantes sobre la ovulacion y la regulacion de la CE (Moss y
McCann 1975, Zadina y cols. 1981). Por ejemplo, se conoce que los niveles basales de GnRH
se mantienen constantes desde el diestro hasta la mafiana del proestro, ya que en la tarde de

éste se produce un dramatico aumento de sus niveles, motivo por el cual se ha propuesto que
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contribuye en la facilitacion de la CE (Moss y McCann 1973). Ademas, la inyeccidn sistémica
de GnRH facilita la lordosis en ratas hembras pretratadas con estrogenos de manera
independiente a su efecto sobre la liberacion de gonadotrofinas o corticoides suprarrenales
(Moss y McCann 1973, Pfaff 1973). Ademas, la administracién de fragmentos de GnRH
directamente en el tercer ventriculo también se ha encontrado que facilitan la expresion de la
CL (Moss y McCann 1973). Por otro lado, se han estudiado las regiones cerebrales en donde

la GnRH ejerce su efecto facilitador sobre la CE.
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Figura 5. Representacion bidimensional del receptor a GnRH, la cual muestra los
aminoacidos conservados entre diversas especies de vertebrados (amarillo) y las
sustituciones conservadas (azul). Se indican los presuntos sitios de union al ligando y los
residuos importantes en la configuracion del receptor asi como la activacion del
acoplamiento a proteinas G. Tambien se muestran sitios de fosforilacion y unién a puentes
disulfuro. Tomado de Millar (2005).
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Asi, la administracion de GnRH directamente en el APOm (Rodriguez-Sierra y Komisaruk
1982), en el HVM (Moss y Foreman 1976, Rodriguez-Sierra y Komisaruk 1982) y en la
SGCM (Riskind y Moss 1979, Sakuma y Pfaff 1979b) induce la expresion de la CE en ratas
previamente tratadas con Ej, sin embargo, la aplicacion de un antisuero para la GnRH
directamente en la SGCM, bloquea dicha conducta (Riskind y Moss 1983). No se conoce si la
GnRH activa directamente a las neuronas de las areas involucradas en la expresion de la CE o
si modula la transmision aferente a esas células. Sin embargo, estudios electrofisiologicos
apoyan una accion de este péptido sobre dichas células, ya que la inyeccién iontoforética de la
GnRH, in vivo, provoca tanto una respuesta tanto inhibitoria como excitatoria en las neuronas
del HVM (Chan y cols. 1983), pero en las neuronas de la SGCM se ha observado
principalmente una respuesta excitatoria (Samson y cols. 1980, Pan y cols. 1986).

Por otro lado, se ha descrito que la CE inducida por la GnRH pudiera deberse a la
liberacion de la noradrenalina, 5-hidroxiptamina, o bien al GABA en neuronas del APOm
(Pan y cols. 1986, Pan y Gala 1988, Pan y cols. 1988) y de la SGCM (Ogawa y cols. 1992) y
no por la accion directa de éste péptido. Esta idea ha sido apoyada debido a que el efecto
facilitador de la GnRH sobre la lordosis en ratas pretratadas con estrégenos fue bloqueado por
la administracion de antagonistas a y § adrenérgicos (Gonzalez-Mariscal y Beyer 1988).

El mecanismo celular involucrado en la facilitacion de la CL por GnRH probablemente
difiere del relacionado con la secrecion de gonadotrofinas (Zadina y cols. 1981, Conn y cols.
1987). Por ejemplo, algunos analogos y fragmentos de la GnRH que inhiben la ovulacion
pueden facilitar la CE (Zadina y cols. 1981, Leung y Wang 1989). Ademas, la GnRH provoca
la hidrolisis del fosfatidil inositol (PI; Leung y Wang 1989) y la activacion de la proteina
cinasa C (PKC) en células del hipotdlamo (Conn y cols. 1987), lo cual podria sugerir la
participacion de este sistema en la facilitacion de la CE por la GnRH. También, la GnRH
estimula la secrecion de gonadotrofinas al interactuar con receptores membranales acoplados
al sistema de la adenilato ciclasa (Fraser 1979). Por consiguiente, es posible que la GnRH
facilite la expresion de la lordosis aumentando los niveles de AMPc en neuronas relacionadas
con la CL.

En apoyo a esta idea, nuestro laboratorio probd el efecto de dos inhibidores de

fosfodiesterasas (enzima responsable de la inactivacion del AMPc), la teofilina y la metil
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isobutil xantina, sobre la lordosis inducida por la administracion de diversas dosis de GnRH a
ratas ovx pretratadas con E, (Beyer y cols. 1982). Asi, ninguna de las dos xantinas, por si
solas, facilitd la CE en ratas pretratadas con BE. No obstante, la combinacion de la GnRH (1 o
5 ug) con 2 mg de metil isobutil xantina, incremento significativamente los niveles de AMPc y
la CE. Por lo tanto, estos datos apoyan la idea de que la GnRH induce lordosis incrementando
los niveles de AMPc en neuronas relacionadas con la expresion de la CE. Ademas, Beyer y
cols. (1997) encontraron que la CE inducida por una dosis de 5 ug de GnRH era mediada por
el receptor a progesterona, ya que la inyeccion sc de 5 mg de la antiprogestina RU486 bloqueo

dicho efecto conductual.

2.6.3. Antide, antagonista del receptor a GnRH-1
El antide es un decapéptido antagonista del receptor GnRH-1, denominado de tercera
generacion (Figura 6; Schally y Varga 1999). Este antagonista contiene un aminoécido
ureidoalkyl-D en la posicién 6, ausente en los demas antagonistas de la GnRH, que le permite
mantener su potencia de inhibicidn y eliminar los efectos secundarios asociados a la liberacion
de histamina (Schally y Varga 1999). Su composicion quimica es Acetil-d-Ala (2-naphtil)-d-
Lys(N-nicotinoil)-d-Lis(N-nicotinoil)-Leu-Lis(N-isopropil)-Pro-d-Ala-NH2, con un potente
efecto antiovulatorio y escasa liberacion de histamina (Danforth y cols. 1991). El antide
muestra gran afinidad por el receptor GnRH-1, impidiendo la activacion de los procesos
intracelulares inducidos por la GnRH (Kauffman y Rissman 2004).

El antide causa inmediata y reversible supresion de la liberacion de gonadotrofinas sin
inducir un efecto estimulatorio inicial (Reissmann y cols. 1995). EI mecanismo de accion de
los antagonistas de la GnRH (Figura 7) se lleva a cabo por inhibicion competitiva con la

GnRH por su receptor (Huirne y Lambalk 2001).

2.6.4 Utilizacion del antide como herramienta farmacologica para explorar la
participacion del GnRH-1 sobre la expresion de la CE

El antide ha sido utilizado para estudiar si el receptor GnRH-1 participa en la regulacién de la
CE. Asi, experimentos realizados en por Kauffman y Rissman (2004) mostraron que la

administracion icv de antide a hembras de ratones ovx pretratadas con estrogenos, bloqued la
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CE inducida por GnRH, lo que demuestra la participacion del GnRH-1. Posteriormente,
Gomora-Arrati y cols. (2008) utilizando el modelo de la rata ovx pretratada con BE
demostraron que la CE inducida por la estimulacion vaginocervical, asi como de algunas
progestinas reducidas en el anillo A (5a-DHP, 5a, 3a-Pgl y la 5B,3B-Pgl) era mediado por la
liberacion de la GnRH, ya que la administracion del antide bloqued dicho efecto conductual.

Nal - Arg Ira Generacion
Liberacion
de
histamina
Nal = Glu 2da Generacion
Cetrorelix A“hd‘? Ganirelix 3ra Generacidn
Nal - Lis

Figura 6. Evolucion de los antagonistas de la GnRH. EIl progreso en las generaciones de
antagonistas del receptor a GnRH permitié incrementar su efecto inhibidor de gonadotrofinas
mientras que se disminuyo la liberacién de histamina.

GuRH GoRH

\utide

Figura 7. Mecanismo de accion del antide. El antide compite con la GnRH por la unién con
su receptor ubicado en la membrana celular.
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2.7. El receptor intracelular de la Progesterona (P,)
Diversos estudios realizados en el Utero, la hipofisis y posteriormente en estructuras
cerebrales, han mostrado que la P4 ejerce la mayoria de sus efectos a través de unirse con el
RP (Philibert y Raynaud 1973, Blaustein y Feder 1979, O'Malley y cols. 1991). La
caracterizacion y distribucion tisular de este receptor se ha realizado mediante la utilizacion de
la progestina sintética, R5020 (17, 21-dimetil-19-nor-2,9-pregnandien-3-20 diona), la cual es
una hormona que se disocia mas lentamente del RP que la propia P4 (Philibert y Raynaud
1973, Philibert y cols. 1977) por lo que forma un complejo hormona-receptor mas estable.

Ademas, con el uso del 3H R5020 se ha detectado la presencia de RPs citopldsmicos en una
variedad de o6rganos (Mobbs y Liu 1990, Boivin y cols. 1994) como; Utero, hipdfisis,
hipotalamo, area preodptica, amigdala, corteza cerebral y mesencéfalo en diferentes especies de
mamiferos (Kato y Onouchi 1977, Moguilewsky y Raynaud 1979, McLusky 1980). Sin
embargo, en el SNC, el RP no s6lo ha sido detectado en las neuronas, sino también en células
gliales, principalmente en oligodendrocitos (Jung-Testas y cols. 1992) y en meningiomas
cerebrales (Carroll y cols. 1993). Con métodos bioquimicos e inmunocitoquimicos se han
caracterizado dos poblaciones del RP en el sistema nervioso central (SNC) de roedores
(MacLusky y McEwen 1978); una localizada en el hipotdlamo la cuél es regulada por
estrogenos y otra ampliamente distribuida en la amigdala, cerebelo y corteza cerebral
(McLusky 1980, Camacho-Arroyo y cols. 1994) y no modificada por los estrogenos. Por otro
lado, se conoce que los estrogenos inducen la sintesis del RP en varios tejidos (MacLusky y
McEwen 1978, Kastner y cols. 1990) ya que se ha detectado un aumento considerable en las
concentraciones del RP uterino a las 24 horas después de haber administrado E; a cuyos ovx.

Cabe sefialar que en la coneja adulta los estrogenos inducen la transcripcion de RPs en el
utero, hipotalamo y corteza cerebral (Camacho-Arroyo y cols. 1994). Sin embargo, no existe
una relacion directa entre la expresion del gen y la sintesis de los RPs en respuesta a los
estrogenos, lo cual sugiere la existencia de un control diferencial a nivel postranscripcional en
diferentes tejidos (Shughrue y cols. 1997).

Estudios iniciales mostraron que la P4 al unirse con su receptor en el citoplasma se podia
translocar hacia el nucleo (Blaustein y Feder 1980, McGinnis y cols. 1981, Rainbow y cols.

1982) para unirse a la cromatina y modificarla (Perrot-Applanat y cols. 1986). Sin embargo,
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estudios méas recientes con métodos inmunocitoquimicos en células del estroma uterino,
demostraron que los RPs, incluso en ausencia de su ligando natural (la P4), se encuentran
unidos laxamente a la cromatina nuclear, y no en el citoplasma como inicialmente se pensaba
(Lange 2004, Mani y Portillo 2010). Sin embargo, los receptores de glucocorticoides y de
androgenos se encuentran exclusivamente en el citoplasma y el hecho de que en esos estudios
iniciales se hayan encontrado a los RPs en el citoplasma se debié a un problema artefactual
debido a que los RPs pueden moverse del nucleo al citoplasma durante el proceso de

homogenizado de las células.

2.7.1. Caracteristicas estructurales y farmacoldgicas del RP

El RP posee las mismas propiedades fisico-quimicas que los receptores clasicos de esteroides,
como son; alta afinidad, saturabilidad y especificidad, ademas de que pertenece a la familia de
los receptores intracelulares que median los efectos nucleares de hormonas esteroidales,
tiroideas y de las vitaminas A y D (Figura 8). Actualmente, se han clonado tres isoformas del
RP, tanto en células de humanos como de pollos; la isoforma A (RP-A) la B (RP-B) y la C
(RP-C), con 94, 114 y 60 Kkilodaltones, respectivamente (Horwitz y Alexander 1983,
McDonnell 1995).

La clonacion y caracterizacion de los ADNs complementarios de cada uno de estos tipos de
receptores, indican que la RP-B contiene un fragmento adicional de 164 aminoacidos en el N-
terminal ausente en la RP-A (Kato y Onouchi 1979, Misrahi y cols. 1987), por lo que, la RP-A
es esencialmente una version truncada de la RP-B ya que se origina del mismo gen. A través
de esta misma técnica, en el RP humano y del pollo (Conneely y cols. 1987, Misrahi y cols.

1987) se pudieron caracterizar diferentes regiones del receptor como: a) el dominio de unién al

ADN, que muestra de 99-100% de conservacidn entre los receptores a esteroides y consta de
70 aminoacidos aproximadamente, en donde se localizan dos pliegues de aminoacidos
denominados dedos de zinc. Este dominio interacciona con secuencias de ADN especificas

conocidas como “elementos de respuesta a la Py; b) el dominio de unién del ligando, el cual

contiene alrededor de 250 aminoéacidos y se ubica en el extremo carboxilo terminal de la
molécula. Este dominio, ademas de unirse con la hormona, interacciona con un complejo

oligomérico de proteinas de alto peso molecular denominadas proteinas de choque térmico
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(HSPs de sus siglas en inglés) 90,72 Y 59. Cabe sefialar que en esta region se producen los
procesos de transactivacion y dimerizacion que son dependientes de la union con la hormona;

c) la regidn de la bisagra, es una zona que muestra pobre homologia entre los distintos

receptores a esteroides, se localiza entre el dominio de union al ligando y el dominio de union
al ADN, y es una region en donde se encuentran las sefiales de localizacion nuclear; d)_la

region del amino terminal, esta zona varia mucho en su tamafio y composicion de aminoécidos

entre los receptores a esteroides. En esta region se llevan a cabo la mayoria de las
fosforilaciones que se producen en los residuos de serina del receptor (en las posiciones 102,
294, 345) y que son a través de diferentes proteinas cinasas, incluyendo la cinasa activada por
mitégeno (MAPK; serina 294), la caseina cinasa Il (CKII; ser 81) y la cinasa dependiente de
ciclina (cdK2; serina 25, 162, 190, 213, 400, 554, Y 676; Lange 2004, Hagan y cols. 2009).
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Figura 8. Representacion esquematica de los receptores nucleares en donde se muestra un
extremo carboxilo terminal que contiene; un dominio de unién al acido desoxirribonucleico
(ADN; cuadriculado) conservado que tiene 70 aminoacidos que forman dos dedos de zinc. Un
dominio de union al ligando (lineas diagonales) con 250 aa., que en ausencia del ligando se
une a diversas proteinas de choque térmico (HSPs). La region de la bisagra (negro) muy
variable en el contenido de aa. La regién del N terminal (en blanco) con propiedades de
transactivacion de genes. La region del carboxilo terminal (C). Triyodotironina (Ts).
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Por otro lado, la diseccion molecular de la estructura del RP ha permitido detectar la
presencia de una region dentro del dominio de unién al ligando denominada funcion de

activacion dependiente del ligando 2 (AF-2 de sus siglas en inglés), la cual permite la

interaccion del RP con la maquinaria transcripcional. Otro dominio ha sido localizado en el

extremo carboxilo terminal denominado funcion de transactivacion 1 (AF-1 de sus siglas en

inglés) y otro en el extremo N terminal denominado funcion de activacion 3 (AF-3 de sus
siglas en inglés), solo presente en la isoforma B. La AF-1 modula la especificidad del receptor
con los sitios promotores del ADN ya que interactia con componentes del complejo
transcripcional del nucleo y proteinas correguladoras (Bai y Weigel 1995). Mientras que la
AF-3 puede funcionar de manera independiente o sinergizar con la activacién o desactivacion
de la AF-1 y AF-2 (Horwitz y cols. 1996). La isoforma C no contiene el dominio N terminal,
por lo que no contiene a la AF1, la AF3 y el primer dedo de zinc del dominio de union al ADN
(Wei y cols. 1990).

Estudios realizados en ratones carentes del gen (knock out) para las diferentes isoformas
del RP sugieren que la RP-A desempefia un papel crucial para que se lleve a cabo el fendmeno
de la decidualizacion del estroma uterino antes de la implantacion (Mulac-Jericevic y cols.
2000). Ademas, inhibe la hiperplasia del Gtero inducida por estrégenos, quiza por impedir los
efectos proliferativos que se conocen que pueden ser inducidos por la RP-B (Mulac-Jericevic
y Conneely 2004). En el endometrio humano la expresion de estos receptores cambia a lo
largo del ciclo menstrual (Feil y cols. 1988).

Por otro lado, se han descrito efectos diferenciales de estas isoformas en algunos eventos
reproductivos, por ejemplo, utilizando a ratones knock out para la RP-B (Conneely y cols.
2003, Mulac-Jericevic y Conneely 2004), se ha encontrado que la ovulacion no se ve afectada,
por lo que se puede interpretar que la RP-A es quien regula este efecto, mas sin embargo, las
glandulas mamarias que expresan la RP-B muestran una proliferaciéon de dicha glandula para
que se produzca un adecuado desarrollo de la misma.

Esta observacion se ve apoyada en los ratones que no expresan la isoforma A, ya que en
ellos se produce un desarrollo normal de esa estructura (Mulac-Jericevic y cols. 2000). En
cuanto a los efectos producidos por la RP-C, se sabe que no funciona como un factor de

transcripcion independiente, pero puede interactuar con las otras dos isoformas para modular
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su actividad transcripcional (Wei y cols. 1996).

Anteriormente, se pensaba que en ausencia de la hormona, el RP se localizaba en el nucleo
de la célula blanco unido a las HSPs y probablemente a otras proteinas (Bagchi y cols. 1991,
Pratt y cols. 1992). Sin embargo, con estudios de gradientes de sacarosa se ha mostrado que el
RP migra como un complejo heteroligomérico (8S) unido a las, HSP 90, HSP 57, otra HSP 72
y quizas algunas otras (Smith y cols. 1990), condicion que hace que el receptor sea incapaz de
unirse al ADN e inducir la transcripcion de genes responsivos a P4. Ademas, se sabe que la
RP-B se encuentra dinamicamente viajando del nucleo al citoplasma y viceversa, mientras que
la RP-A preferentemente se mantiene en ndcleo celular (Lange 2004, Lange y cols. 2007,
Lange 2008).

La unidn de la P4 con el RP provoca los siguientes eventos: 1) disociacién de las proteinas
HSP 90 y HSP 57, que interfieren con la union del RP al ADN; 2) cambio del coeficiente de
sedimentacion, de 8S a 4S, lo que demuestra la pérdida de algunos componentes que estaban
asociados a la forma 8S; 3) Cambio alostérico, que es inducido Gnicamente por la P de manera
independiente a la liberacion de las HSPs; 4) Cambio covalente, como consecuencia de la
fosforilacion de sitios especificos y 5) dimerizacidn con diferentes mondémeros.

Finalmente, en células donde la RP-B y la RP-A son coexpresadas, tres distintos tipos de
dimeros pueden formarse (A:A, A:B y B:B). Estos dimeros, cuando no estan asociados a las
HSPs, son capaces de interactuar con gran afinidad sobre elementos especificos que responden
a la P4 dentro de los sitios promotores en los genes blanco (Ariens 1964, Beato y Sanchez-
Pacheco 1996).

2.7.2. EI RP como una fosfoproteina

La fosforilacion de proteinas consiste en la incorporacion de grupos fosfatos en residuos de
aminoacidos que contienen en su cadena lateral radicales hidroxilo (OH), como la serina,
treonina y tirosina. Los receptores de esteroides, como la mayoria de las proteinas, muestran
esa caracteristica y pueden ser fosforilados en mdltiples sitios en donde se localicen dichos
aminoéacidos, por lo que han sido considerados como fosfoproteinas, que al ser fosforiladas se
producen modificaciones covalentes que provocan la regulacién de la mayoria de los procesos

metabdlicos.
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La fosforilacion del RP se ha demostrado en sistemas libres de células (Denner y cols.
1990, O'Malley y cols. 1991, Poletti y cols. 1993) y tejidos en una variedad de condiciones
fisioldgicas. En estos sistemas, actualmente se ha mostrado que el RP es fosforilado en 14
residuos de serina por diversas proteinas cinasas (Denner y cols. 1990, O'Malley y cols. 1991).
Una de estas fosforilaciones se ha localizado en la serina 211 y 260 del dominio N-terminal
del RP del pollo, atn en ausencia de la hormona. Otros sitios de fosforilacion se localizan en
las serinas 367 y 530 de la region de la bisagra, los cuales son hiperfosforilados en presencia
de la hormona.

Por otro lado, el RP humano es fosforilado al menos en siete residuos de serina localizados
en el dominio N terminal del receptor (Weigel y cols. 1995, Zhang y cols. 1995, Zhang y cols.
1997). Tres sitios de serina (81, 102 y 162) se encuentran en el segmento completo del N
terminal de la RP-B, mientras que los otros se localizan en las serinas (190, 294, 345 y 400) de
la RP-B y N terminal truncada de la RP-A.

La fosforilacion del RP provoca los siguientes efectos: a) contribuye en diferentes procesos
transcripcionales como en la interaccion con proteinas correguladoras (Rowan y O'Malley
2000, Rowan y cols. 2003); b) Regula la activacion transcripcional del RP tanto ligando
dependiente como ligando independiente (Labriola y cols. 2003); ¢) La migracion del receptor
(Lange y cols. 2000); d) La fosforilacion de la serina 294 del RP, independiente del ligando,
por la MAPK, induce la translocacién del receptor al nicleo, ademas de servir de sefial para
que se ubiquitinice y se provoque la degradacién del RP por medio del proteosoma 26S (Qiu y
Lange 2003); e) La fosforilacion del RP independiente del ligando puede regular a los genes
por una via de mecanismos no clasicos, por ejemplo, el grupo de Bamberger y cols. (1996)
demostro que existe actividad transcripcional ligando independiente del RP.

2.7.3. Correlacion entre la concentracion del RP y la expresion de la CE en roedores

Se conoce que la administracion de estrogenos induce la expresion de RP en las éareas
cerebrales (HVM y APOm) relacionadas con la expresion de la CE en roedores (MacLusky y
McEwen 1978, McEwen y cols. 1978, Moguilewsky y Raynaud 1979, Etgen 1984). Existe
abundante informacion en donde se ha investigado la existencia de una posible correlacion

temporal entre la induccion del RP por estrogenos y la aparicion de la CE disparada por la
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inyeccion de P4 (Ahdieh y cols. 1986). Asi, Moguilewsky y Raynaud (1979) demostraron que,
en ratas ovx tratadas con E,, los niveles maximos de CE inducida por la inyeccién de Py
coincidian con los del RP hipotaldamico, mientras, que la exposicion al BE por sélo 12 horas
era inefectiva tanto para inducir lordosis como para aumentar los niveles del RP. Sin embargo,
alargando el periodo de tiempo de 24 a 48 horas, después del pretratamiento con BE, se
encontrd una alta concentracion de RPs sintetizados.

Otros estudios mostraron que tanto en el HVM, el APOm asi como en la hipofisis, existe
una correlacion temporal entre la induccién del RP y la aparicion de la CE en la rata. Asi, en
estudios realizados mediante la utilizacion del 3H R5020 como marcador de union con el RP
(Parsons y cols. 1982), se encontr6 que tanto el inicio como la desaparicion de la CE inducida
por P4, coincidia con la aparicion y desaparicion del RP después del implante y la remocion de
E, respectivamente. En otro estudio realizado por Blaustein y Feder (1980), se encontr6 que la
aparicion del RP en el HVM y en el APOm precede al inicio de la CE inducida por P4 en
hembras de cuyos pretratadas con estrdgenos, habiendo una reduccién de los RPs nucleares
durante la inhibicion secuencial de la CE. También se mostrd que altas concentraciones de Py
se translocan de los RPs del citoplasma hacia el nucleo celular de las neuronas del APOm y
del HVM. De este modo, se demostré la existencia de una correlacion entre la activacion del
receptor (uniéndose a la cromatina) y el disparo de la CE inducida por P4 (Blaustein 1982).

La utilizacion de oligonucleétidos antisentidos para el RP ha sido una herramienta
molecular para poder demostrar la participacion de esta proteina en diferentes procesos
reproductivos. Estos compuestos pueden tener diferentes mecanismos de accion, por un lado,
interferir con la sintesis del RP blogueando la transcripcion de los ARNS mensajeros que
llevan la informacion que codifica para estos receptores, o bien utilizando oligonucleotidos
dirigidos para bloquear a la traduccion del ARN para el RP. Asi, la inyeccién de estos
compuestos directamente en el HVM de hembras ovx, inhibe significativamente la CE
inducida por P4 (Pollio y cols. 1993). Ademas, este oligonucledtido antisentido también fue
muy efectivo en reducir la CE cuando se aplico a las 12 pero no a las 24 horas despues del E,
concomitantemente, las conductas proceptivas, que se ha propuesto que son fuertemente
dependientes de P4, también fueron suprimidas (Pollio y cols. 1993). Mani y cols. (1994b),

administraron directamente en el tercer ventriculo de ratas pretratadas con estrogenos, tanto
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los oligonucledtidos antisentido como los sentido, para la secuencia de ADN que codifica al
RP, encontrando que tanto la proceptividad como la receptividad inducidas por P, fueron
suprimidas en animales tratados con oligonucleétidos antisentido. Sin embargo, los animales
que recibieron el oligonucle6tido sentido continuaron expresando CE normal.

Ensayos in vitro, mostraron que la administracion del antisentido redujo en un 52.2% la
concentracion del RP en el HVM, sugiriendo que los niveles umbrales del RP hipotalamico
inducido por estrogenos son cruciales en la regulacion de la CE disparada por P4 en roedores.

Recientemente, datos obtenidos por nuestro grupo de investigacion (Guerra-Araiza y cols.
2009), indican que la administracion tanto de oligonucle6tidos antisentido como sentido para
las isoformas A y B del RP, muestran un papel diferencial de dichas variantes del RP sobre la
conducta de estro inducida por progesterona y por las progestinas reducidas en el anillo A (5a-
DHP y 5B,3p-Pgl). Los resultados mostraron un efecto diferencial de la RP-B con respecto a la
RP-A sobre la expresion de la CE inducida por progesterona y sus metabolitos reducidos en el
anillo A, ya que la administracién de oligonucledtidos antisentido para la RP-B, bloquearon la

induccion de la CE.

2.7.4. Caracteristicas estructurales y farmacoldgicas del RU486

En la década de los 80s se descubri6 un antagonista del RP con alta actividad
antiglucocorticoide denominado RU486 (Herrmann y cols. 1982, Moguilewsky y Philibert
1984, Rauch y cols. 1985). Este compuesto es derivado de la 19-nortestosterona (Larner y
cols. 2000), su estructura es 11p-(-4-dimetil-amino fenil)-17p-hidroxi-17a-(prop-1-inil)-estra-
4-9-dien-3-ona (mifepristona es su nombre genérico), que no presenta el grupo metilo en el
carbono 19 (C19) presente en la molécula de P4 y glucocorticoides (Figura 9).

El RU486 muestra gran afinidad por el RP, impidiendo que ésta proteina inicie el proceso
de transcripcién (Baulieu 1991). Dicha antiprogestina se une con gran afinidad al receptor de
glucocorticoides (Baulieu 1991, Beck y cols. 1993), siendo ampliamente utilizada para
explorar la participacion del RP sobre la expresion de la CE en roedores (Brown y Blaustein
1984, 1986).
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Figura 9. Estructura quimica del RU486. 17-hidroxi-114-(4-dimetil-aminofenil)- 1 7a-(prop-
1-inil). Nétese que no presenta el grupo metilo en el carbono 19 (C19) presente en la
molécula de P,.

2.7.4.1. Mecanismo de accién del antagonista RU486

A continuacion se describen los mecanismos que se han propuesto para explicar los efectos
antagénicos del RU486 que ejerce sobre el RP: a) compite con la P4 por unirse al RP, sin
embargo, lo hace en distintos sitios del dominio de union al ligando que el ligando natural
(Vegeto y cols. 1992); b) se ha observado que el RU486 puede inducir dimerizacion del RP asi
como una mayor union del RP con el ADN que los agonistas del RP (Skafar 1991, DeMarzo y
cols. 1992), haciendo contacto en bases especificas con los elementos de respuesta a la Py
(PREs; Chalepakis y cols. 1988, Kuhnel y cols. 1989).

A pesar de que el RU486 promueve la union del RP a los PRES tanto in vitro como in vivo
no se ha encontrado que promueva la sintesis de proteinas de la misma manera en que los hace
la propia P, (Edwards y cols. 1993); c) alteracion en la conformacién del dominio de union al
ligando, el RU486 inhibe el reclutamiento de coactivadores en el extremo carboxilo terminal
del RP. Este cambio de conformacion inactiva a la AF-2 y no permite la interaccion con
coactivadores (Onate y cols. 1995). Sin embargo el cambio conformacional inducido por el
RUA486, provoca el reclutamiento de una serie de correpresores como el correpresor receptor
nuclear, el cual interactda con el complejo RU486-RP (Jackson y cols. 1997) impidiendo la
union de este complejo con los sitios de union en el ADN; d) bloquea la interaccion de los
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dominios amino y carboxilo terminal del RP. La activacion del RP requiere una accion
sinérgica entre la AF-1y la AF-2 del RP (Meyer y cols. 1990). Asi, mediante experimentos in
vitro se ha demostrado que el RU486 impide la interaccién entre el dominio N terminal y la
region de la bisagra del RP (Tetel y cols. 1999). Estos datos sugieren que, adicionalmente al
blogueo de la unién a la AF-2, la conformacion alterada en el dominio de union al ligando
inducida por el RU486 puede contribuir a la inactivacion del receptor por interferir con la

asociacion fisica entre los dominios amino y carboxilo terminal.

2.7.4.2. Antiprogestinas como herramientas farmacoldgicas utilizadas para explorar la
participacion del RP sobre la expresion de la CE

El RU486 ha sido utilizado para estudiar el posible mecanismo de accion de la P4 y de otros
agentes capaces de inducir CE. Por ejemplo, experimentos iniciales, mostraron que el RU486,
administrado por via sistémica o icv a ratas y cuyos estrogenizados, bloqued la CE inducida
por P, (Brown y Blaustein 1984, Gonzalez-Mariscal y cols. 1989, Beyer y cols. 1995). Este
efecto inhibitorio del RU486 se produce en las mismas areas cerebrales involucradas en la
expresion de la CE inducida por P4 (el HVM y el APOm) ya que la administracién de cristales
de RU486 en el HVM, una hora antes de la inyeccién sistémica de 200 ug de P4, redujo la
respuesta de lordosis en la mayoria de las hembras de cuyos probadas. Ademas, implantes del
RUA486 en la habénula, también inhibieron la lordosis inducida por P4, pero con menos
efectividad que la administracion intrahipotaldmica. Sin embargo, implantes de la
antiprogestina en la region interpeduncular o en el APOm, no mostraron un efecto claro
(Etgen y Barfield 1986). Por otro lado, microdepdsitos oleosos de RU486 en el APOm,
bloguearon la CE inducida por la administracion de P, y algunos de sus metabolitos reducidos
en el anillo A (Gonzélez-Mariscal y cols. 1989). La inyeccién por via icv del RU486 o del
ZK98299 (antagonista del RP) una hora antes que la P, también suprime la respuesta
conductual normalmente observada a los 30 y 180 minutos después de la administracion de la
P, (Mani y cols. 1994a). Ademas, la inyeccién por via sc de RU486 también bloquea la CE,
por ejemplo, datos obtenidos en nuestro laboratorio indican que la administracion sc de
RUA486 inhibe la CE inducida por GnRH, PGE, y AMPc (Beyer y cols. 1997). Asi también,

Gonzalez-Flores y cols. (2008) demostraron que la administracion sc de RU486 bloquea la
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CE inducida por la estimulacion vagino-cervical y por progestinas reducidas en el anillo A.

2.8. Leptina

La leptina es una hormona de naturaleza proteica sintetizada por el gen Ob y secretada
principalmente por el tejido adiposo (Zhang y cols. 1994). El gen Ob fue descubierto en el
cromosoma 6 en el raton y en el cromosoma 7 en humanos (Zhang y cols. 1994), mediante la
técnica de clonacion posicional, en donde se encontré una secuencia de transcripcion del
ARNmM de 4.5 kb con una lectura abierta altamente conservada de 167 aa (Zhang y cols. 1994).
Ademas, este gen contiene 650 kilobases y consiste de tres exones separados por 3 intrones.
La region que codifica para la leptina se localiza en los exones 2 y 3.

Por otro lado, diferentes andlisis estructurales indican que la leptina posee caracteristicas
moleculares similares a los miembros de la familia de las citocinas helicoidales de cadena
larga (Madej y cols. 1995, Fruhbeck y cols. 1998). Por lo tanto, la estructura tridimensional de
los 167 aminoécidos de su molécula forma cuatro hélices alfa antiparalelas conectadas por dos
grandes cruzamientos y un asa corta en el lado izquierdo de la hélice empacada en una bicapa.
También, contiene un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina del carbono terminal de
la leptina y el comienzo de una de las asas. Esta estructura es de crucial importancia para el
plegamiento y la unién a su receptor (Madej y cols. 1995, Kline y cols. 1997, Fruhbeck y cols.
1998).

2.8.1. Regulacién de la expresion de leptina

La expresion de leptina es influenciada por la cantidad de energia almacenada en el tejido
adiposo. Por ejemplo, en humanos y otros mamiferos obesos, existe un incremento del ARNm
de los Ob-R en el tejido adiposo y de los niveles séricos de leptina (Lonngvist y cols. 1995,
Maffei y cols. 1995). Ademas, el tamafio de los adipocitos es determinante para la sintesis de
leptina, ya que los adipocitos mas grandes contienen mas leptina (Hamilton y cols. 1995). Por
lo tanto, los niveles de leptina en sangre estan correlacionados con las reservas totales de grasa
corporal (Maffei y cols. 1995). Asimismo, en humanos y roedores se ha observado que los
niveles de leptina aumentan a las pocas horas después de comer y de varios dias de

sobrealimentacion (Saladin y cols. 1995), sin embargo, los niveles de leptina disminuyen a las
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pocas horas después del inicio del ayuno en ambas especies (Frederich y cols. 1995, Saladin y
cols. 1995, Boden y cols. 1996). Asi, la leptina sirve como un indicador del almacenamiento
de energia y como un mediador del balance energético, ya que los cambios en la expresion de
leptina en respuesta al ayuno y a la alimentacién no son proporcionales a los cambios
correspondientes en el peso o grasa corporal (Frederich y cols. 1995, Boden y cols. 1996).

La secrecion de leptina puede ser mediada por las concentraciones de insulina, ya que la
leptina aumenta después del pico de secrecion de insulina durante el ciclo de la alimentacion
(Saladin y cols. 1995, Sinha y cols. 1996). Ademas, los niveles de leptina son regulados por
otros factores hormonales, como los glucocorticoides, quienes estimulan directamente la
sintesis de leptina en cultivos de adipocitos (Murakami y cols. 1995). Cabe resaltar que en
humanos la expresion de leptina se incrementa en respuesta a la elevacion cronica de cortisol
(Cizza y cols. 1997), sin embargo, en animales esta relacion es inversamente proporcional
(Ahimay cols. 1996, Licinio y cols. 1997). Otros de los mediadores quimicos de la leptina son
las hormonas tiroideas (T3 y Ty4), las cuales disminuyen los niveles de leptina en roedores
(Escobar-Morreale y cols. 1997).

Por otro lado, la sintesis de leptina es estimulada por infeccion, endotoxinas y citocinas, por
ejemplo, factor de necrosis tumoral o (TNF-a de sus siglas en inglés), factor inhibidor de
leucemia (LIF de sus siglas en inglés) e interleucina 1 (IL-1) (Grunfeld y cols. 1996, Bornstein
y cols. 1998). Ademas, la alimentacion y la administracion de colecistocinina o gastrina
disminuyen la sintesis de leptina en el fundus gastrico e incrementa la leptina plasmatica
(Bado y cols. 1998, Wang y cols. 1998a). Por dltimo, la infusién de glucosamina incrementa
dicha expresion en el tejido adiposo e induce nuevamente la sintesis de leptina en el musculo

esquelético (Wang y cols. 1998a).

2.8.2. Receptores de leptina

Existen diferentes isoformas de los receptores de leptina que pertenecen a la familia de los
receptores a citocinas tipo | (Bazan 1990, Tartaglia y cols. 1995). Los miembros de esta
familia tienen regiones extracelulares caracteristicas de cuatro residuos de cisteina (Bazan
1990) y un namero diferente de dominios de fibronectina tipo IlI.

Se han clonado seis isoformas del Ob-R producidas por el gen db (gen que codifica para la
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sintesis de las distintas isoformas del receptor a leptina), estas son; 1) Ob-Ra, 2) Ob-Rb, 3)
Ob-Rc, 4) Ob-Rd, 5) Ob-Re y 6) Ob-Rf (Lee y cols. 1996, Wang y cols. 1998Db), que tienen en
comudn un dominio extracelular de 800 aa, asi como un dominio transmembranal de 34 aa y
con un dominio intracelular variable (Figura 10). Estas isoformas pueden ser divididas dentro
de tres clases; cortas, largas y secretadas. Las secretadas contienen un dominio extracelular y
transmembranal idéntico, mientras que las isoformas cortas y largas presentan similitudes en
los primeros 29 aa. Las formas cortas del receptor, ej., Ob-Ra, OB-Rc, OB-Rd, OB-Rf
contienen de 30 a 40 residuos citoplasmaticos. Sin embargo, la forma larga del receptor poseé
un dominio intracelular de aproximadamente 300 aa, con secuencias necesarias para la
interaccion con otras proteinas y sus subsecuentes vias de activacion (Tartaglia y cols. 1995).

Por otro lado, existe una variacion en la distribucion de las diferentes isoformas del Ob-R
en el hipotalamo, asi, la isoforma Ob-Ra y la OB-Rc se expresan principalmente en el plexo
coroideo y en las microvénulas, en donde se ha sugerido que pueden transportar la leptina
hacia el liquido cerebroespinal (Hileman y cols. 2000, Bjorbaek y Kahn 2004). En cambio, la
Ob-Re, la cual carece de dominio intracelular, puede ser una isoforma soluble y por lo tanto se
encuentra en la circulacion (Lee y cols. 1996), por lo que existen reportes, en ratones, de que
esta isoforma es producida en cantidades suficientes para actuar como un buffer de la leptina
libre circulante (Lollmanny cols. 1997).

2.8.3. Via de sefializacién intracelular activada por leptina

Diversos estudios han mostrado que solo la Ob-Rb contiene las secuencias especificas para la
activacion de la via de sefializacion de las proteinas Janus cinasa (JAK)/Sefiales transductoras
activadoras de la transcripcion (STAT; Bjorbaek y Kahn 2004, Myers 2004). Esta via
comprende una familia de cuatro tirosina cinasas JAK, y siete factores de transcripcion de 85 a
95 Kilodaltones STAT, que son regulados al ser fosforilados en diferentes residuos de serina 'y
tirosina. Funcionalmente, los receptores a citocinas contienen una secuencia conocida como
“box1”, rica en prolina, que es requerida para la interaccion y activacion de la JAK (lhle y
Kerr 1995), y una secuencia menos conservada llamada “box2”, que también juega un papel

en la interaccion con la JAK y la selectividad de la isoforma.
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Figura 10. Estructura de las diferentes isoformas de los receptores a leptina. Todas las
isoformas del Ob-R poseen un dominio extracelular comin de union al ligando, pero difieren
en el extremo carboxilo terminal (dominio intracelular). Unicamente la Ob-Rb, la isoforma
larga, tiene todos los motivos proteicos intracelulares necesarios para la via de sefializacion
de la Janus cinasa (Jak)- Sefales transductoras activadoras de la transcripcion (STAT). Los
residuos de los aa terminales de las distintas isoformas Ob-R estan denotadas por el cddigo
alfabético. La Ob-Re carece de un dominio transmembranal™ asi como de los motivos
proteicos intracelulares. los dominios intracelulares Box1 y Box2 estan indicados por los
cuadros con diagonales. Tomada de Bjorbaek y cols. (2004).

Debido a que las distintas isoformas del Ob-R no contienen un dominio intrinseco a
tirosina cinasas, estas se pueden unir a cinasas citoplasmaticas, principalmente la JAK2
(Ghilardi y Skoda 1997). Las regiones Box1 y Box2 son conocidas por reclutar y unirse a las
JAKs (Murakami y cols. 1991). Sin embargo, para la sefializacion de leptina, se ha reportado
que solo box1 y los aminoacidos circundantes son esenciales para la activacion de la JAK
(Bahrenberg y cols. 2002, Kloek y cols. 2002).

Ademas, se ha demostrado que box1 y los aminoacidos 31-36 del dominio intracelular, son
indispensables para esta interaccion, mientras que los aa 37-48 estan involucrados en la
potenciacion de la sefializacion (Kloek y cols. 2002). Cabe destacar que los dominios

intracelulares de las isoformas del Ob-R contienen en su region yuxtamembranal al dominio
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de union a la JAK, es decir el box1, mientras la Ob-Rb también incluye la region box2 y los
sitios de union a la STAT.

Por otro lado, debido a que la Ob-Rb no tiene actividad enzimatica intrinseca, esta se
produce con la activacion no covalente producida por su autofosforilacion en numerosos
residuos de tirosina por la JAK2, o por su fosforilacion en residuos de tirosina en el sitio de
union al ligando. Por lo tanto, estos dominios intracelulares fosforilados, proveen un sitio de
union para las proteinas STAT (STAT3, STAT5 y STAT6) las cuales son activadas y
translocadas al nacleo donde estimulan la transcripcion (Sweeney 2002).

Abundantes datos han mostrado que la via de sefalizacion JAK/STAT se encuentra
regulada bajo control negativo por las proteinas intracelulares denominadas sefiales supresoras
de citocinas (SOCS3; Sahu 2004, Muller y cols. 2005), las cuales son activadas por la propia
leptina (Eyckerman y cols. 2000, Sahu 2004). Por lo que la expresion enddgena de SOCS3
inhibe la fosforilacion de tirosina de la Ob-Rb, siendo un importante mecanismo de
retroalimentacion de la sefializacion del receptor a nivel transcripcional (Bjorbaek y Kahn
2004). Sin embargo, se han relacionado los cambios en la expresion de SOCS3 con el
fendmeno de resistencia a la leptina cuando existe hiperleptinemia (Munzberg y Myers 2005),
el cual se debe a un mecanismo de retroalimentacion negativa (Banks y cols. 2000). Ademas,
cuando existen deficiencias de la SOCS3 también pudiera haber una elevacion en la
sensibilidad a leptina en donde se provocara obesidad inducida por la dieta (Howard y cols.
2004, Mori y cols. 2004).

2.8.4. Acciones fisioldgicas de la leptina
La leptina regula diferentes funciones corporales, por ejemplo, interviene en la maduracion del
eje hipotalamo-hipdéfisis-gonadas (Bornstein y cols. 1997, Heiman y cols. 1997), ya que
participa en el re-establecimiento de la pubertad y la fertilidad en ratones carentes del gen
productor de leptina (ob/ob). Ademas, acelera la pubertad en ratones normales y facilita la CE
en ratones (Wade y cols. 1997) y ratas obesas (Ahima y cols. 1997, Chehab y cols. 1997).

Por otra parte, la leptina ejerce efectos agudos en el metabolismo de roedores
disminuyendo los niveles de glucosa e insulina en ratones ob/ob antes de manifestar pérdida

de peso (Ahima y cols. 1998). Otro efectos de tipo metabdlico inducidos por la leptina, es que
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estimula la gluconeogénesis y el metabolismo de la glucosa en roedores normales (Kamohara
y cols. 1997), regula la lipdlisis, y altera el fraccionamiento de los lipidos en el musculo
esquelético, asi como también, produce un incremento en la sintesis de los acidos grasos en el
higado (Pelleymounter y cols. 1995, Siegrist-Kaiser y cols. 1997).

Algunos de los procesos fisioldgicos regulados por leptina son: a) aumenta la actividad
nerviosa simpaética en el tejido adiposo, glandulas adrenales, rifion, y musculo esquelético de
las extremidades posteriores (Haynes y cols. 1997); b) regula las funciones cardiovasculares y
renales via SNC (Haynes y cols. 1997); c) ejerce un papel importante en el desarrollo fetal
debido a que se han encontrado sus receptores en tejidos fetales y la formacion de leptina en la
placenta (Hoggard y cols. 1997) y d) estimula la hematopoyesis y la angiogénesis (Bjorbaek,
2002).

El desarrollo cerebral también es afectado por leptina ya que los ratones ob/ob y los que
carecen del receptor de leptina (db/db), muestran un bajo peso cerebral con defectos
estructurales de las neuronas, la mielinizacion es anormal y con deficiencia en varias proteinas
gliales y neuronales (Bereiter y Jeanrenaud 1979, Ahima y cols. 1999, Steppan y Swick 1999).
En cambio la administracion cronica de leptina en el ratdén ob/ob, incrementa el peso cerebral
y restaura el contenido de proteinas cerebrales y los niveles de algunas proteinas neuronales,
como de la proteina asociada al crecimiento GAP-43, sintaxina 1 y la SNAP-25 (Ahima y
cols. 1999, Steppan y Swick 1999).

2.8.5. Participacion de la leptina sobre diferentes procesos reproductivos
Estudios pioneros realizados por Yu y cols. (1997), en segmentos de la pituitaria anterior de
ratas macho adultas incubados con leptina, encontraron que se producia la liberacion de la
FSH, la LH y la prolactina de manera dosis dependiente después de 3 horas de incubacién. Sin
embargo, la administracién de dosis bajas de leptina en el nicleo arqueado (Narc) y la
eminencia media, provoco la liberacion de GnRH y no asi a las dosis altas (Yu 1997).
Posteriormente, se demostro que diversos factores hormonales regulan la concentracion
sérica de leptina, ya que en hembras con la misma grasa corporal que los machos, sus niveles
de leptina son mayores, a pesar de existir una correlacion entre los niveles séricos de ésta y la

grasa corporal (Considine y Caro 1997, Rosenbaum y Leibel 1999). Estas diferencias se deben
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al hecho de que los estrégenos aumentan la produccién de leptina (Shimizu y cols. 1997),
mientras que los androgenos la suprimen (Mantzoros y cols. 1997), tan es asi, que en la rata
ovx se inhibe la expresion de leptina en el tejido adiposo blanco y por lo tanto disminuye los
niveles séricos (Yoneda y cols. 1998, Chu y cols. 1999, Machinal y cols. 1999), mientras que
la administracion de E; revierte los efectos de la ovx.

Otros estudios han relacionado a la leptina como una hormona ligada estrechamente con el
inicio de la pubertad, ya que la administracion de este compuesto directamente en el ventriculo
cerebral de la rata inicia este fenédmeno reproductivo (Gruaz y cols. 1998). Ademas, en ratones
prepuberales la administracién de leptina puede acortar el tiempo de inicio de la pubertad
(Ahima y cols. 1997, Chehab y cols. 1997). Este dato es fuertemente apoyado al utilizar
ratones ob/ob que nunca han entrado a la pubertad, ya que la administracion de la leptina
adelanta el inicio normal de este fendmeno (Farooqi 2002). Sin embargo, la leptina puede
tener un papel permisivo en el inicio de este fendmeno reproductivo, (Cheung y cols. 1997) ya
que la administracion de leptina en ratas con restriccion alimenticia severa no es capaz de
inducir el inicio de ésta.

En mujeres se han observado incrementos en los niveles de leptina en la fase folicular
temprana, alcanzando un pico a la mitad de la fase lutea y regresando a niveles basales durante
la menstruacion (Riad-Gabriel y cols. 1998). Ademas, la administracion de E; seguido de P,
provoca un incremento en sus niveles séricos (Messinis y cols. 2000), mientras que la
administracion de leptina en ratones ob/ob infértiles, restaura dicho fenémeno reproductivo
(Chehab y cols. 1996), y en el hamster revierte la anovulacion inducida por el ayuno, aun
cuando los recursos alimenticios no son una limitante (Schneider y cols. 1998).

Por otro lado, los niveles de leptina regulan el funcionamiento de los ovarios ya que se ha
observado que en sujetos obesos al producir altos niveles de este péptido se reduce el
funcionamiento ovarico (Imani y cols. 2000). Los mismos efectos se muestran en mujeres
obesas, hiperandrogénicas y ameorreicas en donde los niveles de leptina son muy elevados y
provocan un fendmeno de resistencia a la leptina ya que estas mujeres permaneceran en
anovulacion aun después de un tratamiento con citrato de clomifeno (farmaco que provoca la
ovulacion; Imani y cols. 2000).

Se ha reportado que la leptina también juega un papel importante durante la gestacion, ya
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que existe un incremento en las concentraciones séricas de esta hormona durante esta etapa
reproductiva, sobre todo se han encontrado receptores de leptina en el sincitiotrofoblasto
(Hoggard y cols. 1997, Masuzaki y cols. 1997). Estos hallazgos sugieren un papel autocrino y

paracrino especifico de la leptina en la interface materno-fetal.

2.8.6. Efecto de la leptina sobre la induccion de la CE en roedores

Pocos son los trabajos que se han realizado con el proposito de estudiar los efectos de la
leptina sobre la regulacion de la CE en diferentes condiciones y especies de roedores. Asi,
Wade y cols. (1997), mostraron que en hembras de hamsters tratadas con leptina y en
condiciones de ayuno se potenciaba la inhibicion de la CE. Por el contrario en los animales
alimentados ad libitum, la leptina facilitaba la CE. Por lo que con estos resultados podemos
concluir que la leptina facilita la CE solo en esas condiciones en donde los animales se
mantienen con un balance energético adecuado.

En otro estudio Fox y Olster (2000) investigaron los efectos de la administracion icv de
leptina en el modelo de las ratas obesas Zucker (fa/fa), en donde la leptina no tiene efectos, ya
gue muestran una mutacion en el receptor de la leptina. Estos investigadores encontraron que
la administracion de leptina redujo la ingesta de alimento pero no incrementé la CE inducida
por el BE y la P4, sin embargo, se inhibieron las conductas proceptivas en estas ratas
alimentadas ad libitum (Fox y Olster 2000).

Finalmente, Schneider y cols. (2007) estudiaron el efecto de la leptina sobre la eleccién por
parte de las hembras a interactuar sexualmente con un macho o elegir la ingesta de alimento en
hembras de hamsters Sirios en condiciones seminaturales, de ayuno y con alimento ad libitum.
Asi, las hembras con libre disposicion de alimento mostraron una alta preferencia por los
machos en los dias 3 y 4 de su ciclo estral (dias en los que ocurre la ovulacion y se manifiesta
la CE). Sin embargo, en las hembras que fueron sometidas a un periodo de ayuno por 48 hrs,
se disminuyé significativamente la CE e incrementd la preferencia por la ingesta y el
acaparamiento de alimento en el dia 3 del estro. Otro grupo de animales fue sometido a ayuno
y el otro alimentado ad libitum pero tratados con leptina o su vehiculo. Los resultados
mostraron que en las hembras que mostraron inicialmente una baja preferencia por el sexo

debido al ayuno, la administracion de leptina significativamente incremento su deseo sexual
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sin embargo, no hubo diferencias significativas entre este grupo y aquellos animales
alimentados ad-libitum y tratados con leptina (Schneider y cols. 2007).

2.9. Mecanismos celulares involucrados en la induccion de la CE en roedores
En esta seccion se describen los diferentes mecanismos que han sido propuestos para explicar
la manera por la cual las progestinas y compuestos no esteroidales estimulan al SNC para

disparar la expresion de la CE en roedores.

2.9.1. Mecanismo gendmico
En la década de los 60s se creia que el efecto de las hormonas esteroides era en la membrana
celular, facilitando el transporte de iones al interior de la célula. Posteriormente, Jensen y cols.
(1968) encontraron que el E, marcado radioactivamente se unia con alta afinidad y
especificidad a su receptor en células del utero. Ademas, observaron que el complejo
esteroide-receptor era capaz de unirse al ADN. Estos hallazgos les permitieron postular su
clasico mecanismo de accion de esteroides, de dos pasos (Figura 11). Este modelo consiste en
gue una vez que el E; llega a la célula, atraviesa por difusion pasiva la membrana de la célula
blanco y se une a su receptor citoplasmico. La union de la hormona con su receptor forma un
complejo estable “activo” que es translocado al ntcleo, en donde actia como un factor de
transcripcion, uniéndose a sitios aceptores en el ADN para activar la maquinaria
transcripcional y la subsecuente sintesis de proteinas especificas (Jensen y cols. 1968).
Actualmente este modelo ha sido ligeramente modificado para el caso de los receptores a P, y
estrdgenos.

Numerosos trabajos apoyan la participacion del mecanismo gendmico propuesto por Jensen
y cols. (1968), para la activacién de la CE en roedores, ya que:1) se ha observado que el E;
provoca la sintesis del RP (O'Malley y cols. 1991); 2) existe una latencia considerable (varios
minutos), entre la administracion sistémica de P4 y la induccién de la CE (Whalen y Gorzalka
1972, Glaser y cols. 1983, Pleim y DeBold 1984); 3) la accion lordogénica de la P4 es
bloqueada por inhibidores de sintesis de proteinas (Glaser y Barfield 1984, Meisel y Pfaff
1985); 4) existe una correlacién positiva entre la concentracion del RP en el hipotdlamo y la
expresion de la CE (Blaustein y Wade 1978, McGinnis y cols. 1981, Ahdieh y cols. 1986); 5)
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la accion lordogeénica de la P4 es bloqueada por la antiprogestina RU486, que compite por el
RP (Brown y Blaustein 1984, Etgen y Barfield 1986, Gonzalez-Mariscal y cols. 1989); 6) la
inhibicidn secuencial (efecto facilitador de la CE inducido por P4, seguido por un periodo en el
cual las hembras son refractarias a la reactivacion de la lordosis por una segunda
administracion de P,4), coincide con una “regulacion a la baja” del RP en el HVM y el APOm
(Czaja y cols. 1974, Blaustein y Feder 1980, Gonzalez-Mariscal y cols. 1993); 7) algunas
progestinas sintéticas (como el R5020, el Norgestrel), que muestran mayor afinidad por el RP
que la P4 (Kincl 1964, Moguilewsky y Raynaud 1979), tienen una potencia lordogénica mayor
que la P4 y 8) la administracion de antisentidos para el RP tanto en ratas como ratones, asi
como en ratones Knockout, evita el despliegue de la CE aun después de ser tratados con
estrogenos y P4 (Mani y Portillo 2010).

2.9.2. Mecanismo extragenomico

Este es un modelo alternativo al mecanismo gendmico que se ha propuesto para la facilitacion
de la CE por la P, (Beyer 1980, Beyer y Canchola 1981, Etgen 1984, Beyer y Gonzélez-
Mariscal 1986), sobre todo por agentes que debido a su lipofobicidad, ejercen preferentemente
su accion sobre la membrana celular y que ha sido apoyado por los siguientes eventos: 1)
cortas latencias para inducir la CE en ratas ovx pretratadas con E; (Lisk 1960, Ross y cols.
1971, Kubli-Garfias y Whalen 1977), es decir, la CE ha sido observada dentro de los primeros
5 0 10 minutos después de la inyeccion iv de P4 (200 a 400 pg), o de algunos metabolitos de la
P4, como la 20a-OHP, o la Sa-pregnan-20a-ol-3-ona (Czaja y cols. 1974, Kubli-Garfias y
Whalen 1977). Latencias similares (alrededor de 15 minutos) fueron encontradas después de la
administracion intracerebral de P4 en ratas ovx y estrogenizadas, (Powers 1972); 2) agentes no
esteroidales que no atraviesan la membrana celular (GnRH, péptidos, proteinas, aminas
biogénicas, acetilcolina, prostaglandinas, aminoacidos y segundos mensajeros), son capaces de
inducir intensa CE en ratas ovx-pretratatdas con E,. Esta idea es apoyada por el hecho de que
la PGE, y la GnRH al ser administradas en tercer ventriculo facilitan la CE a las 2 horas
después de la inyeccidn de estos agentes y por la capacidad del RU486 para interferir con el
efecto facilitador de la PGE; y la GnRH (Beyer y cols. 2003, Mani y Portillo 2010); 3) la

aplicacion de segundos mensajeros, como el AMPc o el GMPc son capaces de disparar la
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expresion de la CE. En estudios iniciales realizados en nuestro laboratorio, se exploro el efecto
del AMPc y el GMPc sobre la expresion de la CE de la rata pretratada con estrégenos (Beyer y
cols. 1981, Fernandez-Guasti y cols. 1983, Beyer y Gonzalez-Mariscal 1986). Se encontr6 que
el dibutiril AMPc, tanto infundido en el APOm (50 pg) como inyectado sistémicamente,

facilitaba la lordosis, al menos en el 50% de las hembras.
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Figura 11. Mecanismo clasico de activacion del RP por medio de la P4. La P, atraviesa la
membrana celular y se une a su receptor ubicado en el citoplasma o en el nicleo. Una vez que
los receptores se unen a su ligando, son translocados al nucleo, donde acta como un factor
de transcripcion. Este dimero se une a elementos de respuesta a la hormona en el ADN e
interactla con proteinas correguladoras de los receptores nucleares para llevar a cabo la
transcripcion. PRE = elementos de respuesta a progestinas; P = sitios fosforilados.
Modificado de Auger y cols. (2001).

Ademas, la teofilina (un blogueador de fosfodiesterasas), administrada simultaneamente

con el AMPc, incrementd y prolongo la accion facilitadora del nucleétido en hembras tratadas
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con 2 ug de BE (Beyer y Canchola 1981); 4) el uso de la P4 conjugada con suero de albumina,
el cual impide que la P4 penetre en la célula, provoca clara CE en ratas y en hdmsters ovx. La
administraron de esta combinacion farmacoldgica directamente en el APOm induce
significativa CE a los 5 minutos en ratas y hamsters ovx pretratadas con E, (Frye y cols.
1996).

2.9.3. Modelo de la comunicacién cruzada entre los mecanismos genomico Yy
extragendmico para la estimulacion de la CE

En la década de los 80s, se propuso que la accién facilitadora de la P4, asi como de otros
compuestos lordogénicos, por ejemplo la GnRH, sobre la CE en roedores era mediada por la
fosforilacion de proteinas (Beyer y Canchola 1981, Beyer y cols. 1982, Beyer y Gonzalez-
Mariscal 1986). Este modelo se presenta con detalle en la Figura 12. Como se muestra en este
diagrama, los estrogenos inicialmente atraviesan por difusion pasiva la membrana celular de la
neurona blanco y se une a un receptor intracelular en el citoplasma, formando un complejo
hormona-receptor activo. Este compuesto es translocado al nucleo, donde actia como un
factor de transcripcién al unirse a sitios aceptores del ADN y estimula la sintesis de ARNm. A
partir del ARNm recién generado se sintetizan proteinas, las cuales se encuentran en estado
inactivo. La activacion de estas proteinas inactivas inducidas por estrégeno (PIEi), se lleva a
cabo al ser fosforiladas por proteinas cinasas dependientes de AMPc, o algunas otras reguladas
por otros segundos mensajeros. EI AMPc puede ser producido por la interaccion de diversos
agentes que actlan sobre receptores de membrana acoplados al sistema de adenilato ciclasa
(como la P4, GnRH, PGE; 0 NA). El efecto final de esta fosforilacion da como resultado la
induccion de la CE. Esto explicaria la capacidad de numerosos agentes lordogénicos como la
GnRH, PGE2 o la NA, para estimular la CE sin unirse directamente al RP.

Por otra parte, es posible que la P, también provoque la fosforilacion de las PIEi. Al actuar
directamente sobre ellas (union directa) o de manera indirecta al incrementar los niveles de
NA en terminales vecinas al HVM y que, a su vez, este compuesto active a sus receptores
membranales que se encuentran acoplados al sistema de la adenilato ciclasa. Cabe resaltar que
nuestro grupo propuso que las PIEi pudieran ser los RPs (Beyer 1980, Beyer y Gonzalez-

Mariscal 1986), mismos que se sabe son inducidos por estrogenos (Moguilewsky y Raynaud
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1977, McGinnis y cols. 1981), ademas de ser fosfoproteinas (Denner y cols. 1990, O'Malley y
cols. 1991, Poletti y cols. 1993).

LORDOSIS

Figura 12. Modelo Propuesto por Beyer y colaboradores para explicar la activacion de la
conducta de lordosis inducida por agentes que actian sobre la membrana celular. La Figura
muestra la activacién de cascadas de segundos mensajeros para la activacion del receptor a
progesterona intracelular (Beyer y cols., 1981). P, = progesterona; PGE, = prostaglandina E3;
GnRH = hormona liberadora de gonadotropinas; NA = noradrenalina; AMPc = adenosina
monofosfato ciclcico; E= estrdgenos, E-R= complejo estrdgenos-receptor a estrogenos;
ARNm= 4&cido desoxirribonucléico mensajero; RP= receptor a progesterona; RP-PO4=
receptor a progesterona fosforilado.
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Este fue el primer modelo in vivo propuesto para explicar la importancia de una
comunicacion cruzada entre el mecanismo gendémico y el membranal en donde el AMPc y una
variedad de agentes que actlan sobre sus receptores membranales pueden sustituir el efecto

lordogeénico de la P, en hembras de roedores ovx Yy estrogenizadas.
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3. JUSTIFICACION

Actualmente, la mayoria de los experimentos disefiados para explorar el papel de la leptina
sobre la CE han utilizado modelos de ratas y ratones privados de alimento o sometidos a
ayuno, mutantes del gen productor de leptina o el de su receptor (Schneider y cols 2007, Fox y
Olster 2000, Wade y cols 1997). Sin embargo, no se sabe si la leptina es capaz de inducir la
conducta de estro (lordosis y proceptividad) en un modelo de ratas ovx pretratadas con
estrdgenos y alimentadas ad libitum. Por otro lado, el mecanismo celular por el cual la leptina
induce CE, no ha sido bien estudiado. Se conoce que la leptina tiene la capacidad de liberar a
la GnRH, un péptido capaz de facilitar la CE en la rata, por lo que cabria la posibilidad que
este fuera uno de los mecanismos por los cuales la leptina facilitaria dicha conducta. Ademas,
se conoce que la CE inducida por la GnRH puede ser mediada a través de la activacion del RP,
ya que la administracion de la antiprogestina RU486, bloquea la CE inducida por ese péptido
(Beyer y cols. 1997), por lo que favorece la idea de que en la CE inducida por leptina también

podria estar participando el RP.

49



4. HIPOTESIS

La leptina induce la conducta de lordosis en hembras alimentadas ad libitum y esta puede ser
mediada a través de los receptores a GnRH-1 y a progesterona en ratas ovariectomizadas,

pretratadas con estradiol.

5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar si la leptina es capaz de inducir la expresion de la conducta de lordosis y la
proceptividad en ratas ovx-pretratadas con benzoato de estradiol y alimentadas ad libitum, y

de ser asi, determinar si en esta conducta participan los receptores a GhnRH-1 y a progesterona.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar curvas dosis respuesta de la leptina administrada en el ventriculo lateral
derecho, para establecer la concentracion capaz de inducir conducta de lordosis y

proceptividad en ratas pretratadas con 5 ug de benzoato de estradiol.

b) Explorar la participacién del receptor a GnRH-1, a través de la administracion icv de
su antagonista (antide), sobre la conducta de lordosis inducida por 1 y 3 ug de

leptina.

c) Determinar la participacion del receptor a progesterona sobre la conducta de lordosis
inducida por 1 y 3 pg de leptina, mediante la administracion de la antiprogestina
RU486.
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6. METODOLOGIA

6.1. Metodologia general

6.1.1. Animales

81 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley, criadas en el bioterio del Centro de
Investigacion en Reproduccion Animal del laboratorio ubicado en Panotla-Tlaxcala, fueron
utilizadas en esta tesis. Al inicio de los experimentos, las hembras pesaron entre 230y 270 g y
fueron mantenidas bajo condiciones controladas de temperatura (23+2 °C) y con ciclo de luz
oscuridad invertido (14 h de iluminacion por 10 h de oscuridad). Las hembras fueron

alimentadas con alimento balanceado para rata (nutricubos Purina) y agua ad libitum.

6.1.2. Procedimientos quirdargicos

Ovariectomia

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina (4 mg/kg) y ketamina (80 mg/kg) y
rasuradas en el abdomen, desde el xifoides hasta el pubis. Posteriormente, se desinfectd dicha
region con cloruro de benzalconio al 25% y se realizo una incisién de 1 cm de longitud en el
tercio medio del abdomen caudal a la altura de la linea media. Enseguida se identifico el
cuerno uterino derecho y con un pequefio tirdén se extrajo el ovario derecho; inmediatamente
este Gltimo fue ligado con sutura de seda del No. 2 y posteriormente se cortd con una tijera
Mayo. EI mismo procedimiento fue seguido para la extraccién del ovario izquierdo; los
cuernos uterinos fueron recolocados en el abdomen. Finalmente, la capa muscular fue suturada
con un punto en “U” mediante el uso de sutura de algodon del No. 2 y la piel con un punto en
“U” con hilo de seda del No. 2.

Implante de canula en el ventriculo lateral derecho

Las ratas ovx fueron anestesiadas con una mezcla de xilazina (4 mg/kg) y ketamina (80
mg/kg) y colocadas en un instrumento estereotaxico Kopf (Tujunga, CA, USA) con el
propdsito de implantarles una canula de acero inoxidable (calibre 22 por 17 mm de longitud)

en el ventriculo lateral derecho del cerebro, por medio de las coordenadas del atlas de Paxinos
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y Watson (2006; antero-posterior + 0.80 mm, mediolateral 1.5 mm, dorsoventral -3.5 mm
respecto a bregma). Posteriormente, se colocé un tornillo de acero inoxidable en el craneo para
fijar la canula con cemento dental, asi como un tapén de acero inoxidable dentro de la canula
con el proposito de evitar alguna obstruccion o contaminacion. Finalmente, se les suturo la
piel con puntos separados mediante el uso de un hilo de seda del No. 2. Inmediatamente
después las hembras fueron inyectadas con penicilina a una dosis de 22000 Ul/kg.

Todos los procedimientos usados en estos experimentos siguieron los procedimientos de la
Reglamentacion de la Ley General de Salud Relacionados con la Investigacion en Salud
(Leyes y Codigos de México 1995), y fueron aprobados por el comité institucional para el uso
y cuidado de los animales de laboratorio del CINVESTAV.

6.1.3. Drogas

Los compuestos utilizados en esta tesis se enlisan en la Tabla 3. La leptina, el BE, la
antiprogestina RU486 y el antagonista del receptor GnRH-1 (antide) fueron obtenidos de
Sigma (St. Louis MO, EUA).

6.1.4. Evaluacion de la CE

Las pruebas de CE (proceptividad y receptividad) y rechazo se realizaron en una arena circular
de Plexiglas (60 cm de didmetro), en donde previamente se habia colocado a un macho
sexualmente experto. La prueba durd hasta que la hembra fue montada diez veces por el
macho. La receptividad se evalud a través del cociente de lordosis [(nimero de lordosis / 10
montas) (100)] y la intensidad de lordosis. Esta ultima fue cuantificada de acuerdo al puntaje
de lordosis propuesto por Hardy y De Bold (1972). El rango de intensidad va de 0 a 3 para
cada respuesta individual y consecuentemente de 0 a 30 para cada hembra que recibié diez
montas por el macho. La férmula matematica para la determinacién de la intensidad de la
lordosis fue [(grado de dorsiflexion / 10 montas) (10)]. La proceptividad se evalu6 registrando
la incidencia de brincoteo, carreras cortas y orejeo mostrado por las hembras. Asi, la
proporcion de sujetos que mostraron al menos dos de esos patrones conductuales fue asignada

como hembra proceptiva. Por otro lado, el rechazo fue medido registrando la incidencia de los
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5 patrones motores asociados a este comportamiento como: boxeo, patada, chillido, huida y

vuelta. Una hembra se considero con rechazo si presentd al menos dos de las conductas antes

mencionadas durante cada sesion experimental.

Tabla 3. Nomenclatura y Abreviaturas de las drogas utilizadas.

Nombre quimico

Nombre comun

Abreviatura

1,3,5 (10)-estratien-3, 17p-diol 3 benzoato

Benzoato de estradiol

BE

MHWGTLCGFLWLWPYLFYVQAVPIQ
KVQDDTKTLIKTIVTRINDISHTQSVS
SKQKVTGLDFIPGLHPILTLSKMDQTL
AVYQQILTSMPSRNVIQISNDLENLRD
LLHVLAFSKSCHLPWASGLETLDSLG
GVLEASGYSTEVVALSRLQGSLQDM
LWQLDLSPGC

Leptina

Leptina

2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

TRIS

TRIS

17B-hidroxi-11p-(4-dimetil-aminofenil)-
17a-(prop-1-inil)

RU38486

RUA486

Acetil-d-Ala(2-naphtil)-d-Lys(N-
nicotinoil)-d-Lis (N-nicotinoil)-Leu-
Lis(N-isopropil)-Pro-d-Ala-NH2

Antide

Antide

6.2. Metodologia experimento 1

Evaluacion de la curva dosis-respuesta de la leptina sobre la CE en ratas ovx-pretratadas

con BE y alimentadas ad libitum

a. Tratamiento hormonal

Cuarenta y dos hembras recibieron una inyeccion subcutanea (sc) de 5 pg de BE en 0.1 ml

(disuelto en aceite de cartamo a una concentracion de 50 pg/ml), 40 horas antes de la

administracion de las diferentes dosis de leptina o su vehiculo (TRIS 10 mM, pH = 8) (2-

Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol). En este experimento la leptina fue inyectada por via

icv a las dosis que se muestran en la Tabla 4. El rango de dosis de la leptina fue obtenido del
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trabajo publicado por Fox y cols. (2000), en ratas obesas Zucker tratadas con E, y Pg.

Tabla 4. Dosis de leptina.

Grupo Tratamiento Dosis NuUmero de ratas
1 TRIS 1ul 9
2 Leptina 0.33 ug 8
3 Leptina 1ug 8
4 Leptina 3ug 9
5 Leptina 9 ug 8

b. Prueba conductual
La cuantificacion de la receptividad y proceptividad se llevo a cabo de acuerdo a los criterios

descritos en la metodologia general.

c. Analisis estadistico

Debido a nuestro disefio experimental se utilizé una prueba inicial de analisis de varianza
(ANOVA) para datos no paramétricos de una via (Kruskal Wallis), con el proposito de
conocer si existian diferencias entre los tratamientos a todos los tiempos probados.
Posteriormente, se realizd una prueba post hoc para comparar la respuesta de los grupos que
recibieron diferentes tratamientos. Debido a que la respuesta del cociente de lordosis en el
mismo grupo no muestra una distribucion normal, se empled la prueba de U-Mann-Whitney,
para comparar dos grupos independientes. Esta prueba es una excelente alternativa de la
prueba t de Student con un poder de eficiencia del 95.5 % de la prueba paramétrica (Siegel y
Castellan 1995). Para analizar la proporcion de sujetos que mostraron proceptividad y rechazo,
se utilizd, bajo el mismo esquema de comparacion, la prueba de probabilidad exacta de Fisher
(Siegel y Castellan 1995).
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6.3. Metodologia experimento 2
Evaluacion de la participacion del receptor GnRH-1 mediante la administracion de su

antagonista, el antide, sobre la CE inducida por leptina

a. Tratamiento hormonal
La Tabla 5 muestra los tratamientos que recibieron diecinueve ratas hembras inyectadas por
via icv con 1 ug/ul de antide, treinta y nueve horas después de la administracion sc de 5 pg de
BE. Una hora después las hembras recibieron una inyeccion icv de 1 pg/pl (9 animales) o 3
pg/ul (10 animales) de leptina. Los resultados de este experimento se compararon contra 10S
datos de la CE inducida por 1 y 3 ug de leptina del experimento 1. La dosis de antide fue
seleccionada de acuerdo al estudio de Kauffman y Rissman (2004), donde el antide bloqueoé el

efecto conductual inducido por la GnRH.

Tabla 5. Tratamientos para explorar la participacion del receptor GnRH-1 sobre la CE
inducida por leptina.

Grupo Tratamiento Dosis NuUmero de ratas
1 Leptina + antide lug+1pg 9
2 Leptina + antide 3ug+1pug 10

b. Prueba conductual
La cuantificacion de la receptividad y proceptividad se llevé a cabo de acuerdo a los criterios

descritos en la metodologia general.

c. Andlisis estadistico
Se utilizd la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney para comparar los grupos tratados contra el
control. Esta prueba es una excelente alternativa de la prueba t de Student con un poder de
eficiencia del 95.5 % de la prueba paramétrica (Siegel y Castellan 1995). Para analizar la
proporcion de sujetos que mostraron proceptividad y rechazo, se utilizd, bajo el mismo
esquema de comparacion, la prueba de probabilidad exacta de Fisher (Siegel y Castellan
1995).

55



6.4. Metodologia experimento 3
Evaluacién de la participacion del RP sobre la CE inducida por leptina por medio de la

administracion de la antiprogestina RU486

a. Tratamiento hormonal
La Tabla 6 muestra los tratamientos realizados a diecinueve ratas hembras inyectadas con 5
pg de BE por via subcutanea. 39 horas después del tratamiento con BE, las hembras recibieron
una inyeccion de 5 mg de la antiprogestina RU486 por via subcutanea. Una hora después a 9
ratas se les administro, por via icv, una dosis de 1 pg/ul de leptina y a otro grupo de 10 ratas se
les inyecto 3 ug/ul de leptina por la misma via. Los resultados con el RU486 fueron
comparados contra los datos de la conducta de lordosis inducida por 1 y 3 ug/ul de leptina del
experimento 1. La dosis de RU486 fue tomada de estudios previos realizados en nuestro

laboratorio (Beyer y cols. 1997).

Tabla 6. Tratamientos para explorar la participacion del receptor a progesterona sobre la
CE inducida por leptina.

Grupo Tratamiento Dosis NuUmero de ratas
1 RUA486 + Leptina 5mg+1pug 9
2 RU486 + Leptina 5mg+3pug 10

b. Prueba conductual
La cuantificacion de la receptividad se llevo a cabo de acuerdo a los criterios descritos en la

metodologia general.

c. Anadlisis estadistico
Se utilizo la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney para comparar el efecto lordogénico de los
grupos tratados con RU486 contra aquellos grupos tratados Unicamente con leptina. Esta
prueba es una excelente alternativa de la prueba t de Student con un poder de eficiencia del
95.5 % de la prueba paramétrica (Siegel y Castellan 1995). Para analizar la proporcion de
sujetos que mostraron proceptividad y rechazo, se utilizd, bajo el mismo esquema de

comparacion, la prueba de probabilidad exacta de Fisher (Siegel y Castellan 1995).
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7. RESULTADOS

Experimento 1.

La Figura 13 muestra la curva dosis-respuesta para la CL inducida por la infusion icv de varias
dosis de leptina en ratas pretratadas con BE a los 60, 120 y 240 minutos. EI grupo control que
solo recibié una inyeccion de BE y el vehiculo de la leptina, mostré muy bajos niveles de
lordosis a los tres intervalos de tiempo estudiados, sin mostrar conductas proceptivas. Las
hembras que recibieron la combinacion de BE y leptina, expresaron CL a los tres intervalos de
tiempo probados a las diferentes dosis utilizadas (de 1 a 9 pg/ul). Aunque los niveles de
respuesta no fueron lineales ya que la dosis més alta de 9 pg produjo respuestas similares a la
dosis de 3 pg/ul, si existid una porcion lineal en la respuesta con las 3 primeras dosis

utilizadas (0.3, 1 y 3 pg/ul) a los 60 y 120 minutos.
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Figura 13. Efecto de la inyeccion icv de 0.33 (n=8), 1 (n=8),3 (n=8) y 9 ug/ul (n =9) de
leptina en ratas hembras ovx y pretratadas con BE en el cociente de lordosis. Las hembras
fueron probadas a los 60, 120 y 240 minutos despues de recibir la administracion icv de
leptina o el vehiculo (control). *P < 0.01, *P < 0.05.
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En la Figura 13 se observa un incremento significativo en el cociente de lordosis a los
60 [P < 0.04 (U = 15)] y a los 240 minutos [P < 0.04 (U = 15)] después de la inyeccion icv de
1 pg/ul de leptina (P < 0.05). La dosis de 3 pg/ul de leptina también indujo clara conducta de
lordosis a los 60 [P < 0.01 (U = 10)] y 120 [P < 0.04 (U = 6.5)] minutos después de su
administracion icv, comparada con el grupo control tratado con el vehiculo de la leptina.

La intensidad de lordosis inducida por leptina (Figura 14) fue muy baja con las dos
primeras dosis probadas, estableciendo un ligero incremento con las dosis de 3 [P < 0.04 (U =
6.5)] y 9 po/ul [P <0.02 (U = 12)] sobre todo a los 60 minutos.
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Figura 14. Intensidad de la lordosis inducida por la inyeccién icv de 0.33 (n =8),1 (n =8), 3
(n=18)y 9 ug/ul (n = 9) de leptina en ratas hembras ovx y pretratadas con BE. Las hembras
fueron probadas a los 60, 120 y 240 minutos después de recibir la administracion icv de
leptina o su vehiculo (control). *P < 0.01, P < 0.05.

La Figura 15 muestra el porcentaje de hembras que mostraron conductas proceptivas a los

58



3 intervalos de tiempo probados después de la administracion de las diferentes dosis de
leptina. Se observa que la leptina solo indujo ligera proceptividad, ya que solo un 20% de las
hembras mostraron algunas de las tres conductas proceptivas evaluadas sobre todo a los 60 y

120 minutos.
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Figura 15. Efecto de la inyeccion icv de 0.33 (n =8),1(n=8),3(n=8) y 9 ug/ul (n =9), de
leptina en ratas hembras ovx y pretratadas con BE en el porcentaje de hembras proceptivas.
Las hembras fueron probadas a los 60, 120 y 240 minutos después de recibir la
administracion icv de leptina o su vehiculo (control). *P < 0.01, P < 0.05.

La Figura 16 muestra el porcentaje de hembras que mostraron conductas de rechazo a los
tres intervalos de tiempo estudiados, después de la administracion de las diferentes dosis de
leptina. Interesantemente, un alto porcentaje de hembras (85%) tratadas con la dosis de 1ug/ul
desplegaron al menos tres conductas de rechazo a los 60 minutos, comparado con los animales
del grupo control (P <0.05). Ademas la dosis de 9 pg/ul indujo rechazo en el 70% de las

hembras a los 120 minutos (P <0.05) respecto al grupo control.
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Figura 16. Porcentaje de hembras que muestran al menos tres conductas de rechazo con el
tratamiento de 0.33 (n =8),1 (N =38),3 (n=8) y 9 ug (n = 9), de leptina en ratas hembras
ovx y pretratadas con BE. Las hembras fueron probadas a los 60, 120 y 240 minutos después
de recibir la administracion icv de leptina o su vehiculo (control). *P < 0.01, P < 0.05.

Experimento 2.

La Figura 17 muestra que la administracion icv de 1 pg/ul de antide bloqued
significativamente la CL inducida tanto por 1 pg/ul (A) alos 60 [P <0.01 (U=9)] y 120 [P <
0.01 (U = 5)] minutos como por 3 pg/ul (B) de leptina en ratas ovx pretratadas con BE a los 60
[P<0.01(U=3)],120 [P <0.01 (U=4.5)]y240 [P < 0.05 (U = 17.5)] minutos. Ademas, el
antide reduce significativamente la expresion de las conductas de rechazo, ya que sélo una

hembra tratada con antide mostrd esta conducta.
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Figura 17. Efecto de la inyeccion icv de 1 ug de antide sobre la CL inducida por 1 (A; n =9)
0 3 ug de leptina (B; n = 10). La CL inducida por I ugl/ul de leptina a los 60, 120 minutos fue
inhibida por la inyeccién previa de antide. En cambio, la CL inducida por 3 ug de leptina a
los 60,120 y 240 minutos fue inhibida por la inyeccion previa del antide. El antide o su
vehiculo fueron inyectados 60 minutos antes de la administracion de la leptina. *P <0.01, *P
<0.05.
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Experimento 3.

La Figura 18 muestra la CL inducida por la administracion icv de 1 (A) y 3 ug/ul (B) de
leptina. La administracion de RU486 disminuyd significativamente la CL inducida por 1y 3
ug/ul de leptina a los 60 y 120 minutos, es decir, con 1 pg/ul a los 60 minutos [P <0.01 (U =
11)] y a los 120 minutos [P <0.01 (U = 11)] y con 3 ug/ul a los 60 [P <0.001 (U =8)] y a los
120 [P <0.001 (U = 10)] minutos. El efecto de la antiprogestina fue transitorio ya que a los
240 minutos después de la administracion de leptina, no se observaron diferencias
significativas entre las hembras tratadas con leptina y aquellas inyectadas con la combinacién
de leptina y el RU486. Ademas, el RU486 también disminuye significativamente tanto la CL

como el porcentaje de hembras que mostraron conductas de rechazo.
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Figura 17. Efecto de la inyeccion sc de 5 mg de RU486 sobre la CL inducida por 1 (A; n = 9)
0 3 ug de leptina (B; n = 10). La CL inducida por 1 ¢ 3 uglul de leptina a los 60 y 120 minutos
fue inhibida por el RU486. ElI RU486 o su vehiculo fueron inyectados 60 minutos antes de la
administracion de la leptina. *P <0.01, *P <0.05.
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8. DISCUSION

Los resultados de esta tesis muestran que la administracion icv de leptina induce clara CL en
nuestro modelo de la rata ovx-pretratatada con BE y alimentada ad libitum. Una interesante
caracteristica de la curva dosis respuesta de la leptina fue que la dosis mayor empleada, 9
ug/ul, no fue la que produjo la mejor respuesta de lordosis sino, como se puede apreciar en los
resultados del experimento 1, las dosis de 1 y 3 pg/ul fueron mas efectivas que la dosis de 0.33
pg/ul y similares a las obtenidas con 9 pg/ul. El hecho de que la leptina haya inducido dicha
conducta concuerda con los resultados obtenidos por Wade y cols. (1997), y es importante
enfatizar que estos investigadores realizaron sus experimentos en hamsters alimentados ad-
libitum y pretratados con BE y P4, encontrando que el tratamiento con leptina potencio la
lordosis inducida por ese tratamiento hormonal, sin embargo, en roedores sometidos a un
ayuno previo no fue asi.

Sin embargo, la leptina no induce un despliegue completo de la CE, ya que la proceptividad
manifestada por las hembras tratadas con leptina no fue estadisticamente diferente con
respecto a las hembras del grupo control. Este resultado concuerda con los datos obtenidos
previamente por Fox y cols. (2000), los cuales reportaron que la administracion de leptina por
via icv inhibe la proceptividad en ratas obesas Zucker y en ratas normales tratadas con BE y
Ps. Es importante sefialar que las ratas obesas Zucker son animales que contienen una
mutacion del gen del receptor de la leptina, por lo que no manifiestan CE a pesar de recibir un
adecuado tratamiento hormonal.

Este resultado, paraddjico, en donde por un lado la leptina facilita la lordosis y por el otro
inhibe la proceptividad, sugiere que la hormona puede, de manera directa o indirecta, disociar
mecanismos nerviosos que bajo situaciones normales funcionan en conjunto y que son
regularmente los activados por la P4. Por otro lado, el mecanismo celular involucrado en la
activacion de las conductas proceptivas por esteroides o agentes no esteroidales no ha sido
bien estudiado. Es claro que los sistemas nerviosos que median la expresion de la lordosis son
diferentes de esos involucrados en los aspectos motivacionales de la CE. Asi, los efectos que
ejerce la leptina en algunas areas del cerebro no son suficientes para reclutar todos los

aspectos que involucran el despliegue de la CE. Una posible alternativa para explicar el

64



porqué la leptina no es capaz de activar las conductas proceptivas, pudiera deberse a sus
efectos modulatorios en diferentes sistemas de neurotransmisores. Por ejemplo, estudios in
vitro muestran que la leptina disminuye la liberacion de noradrenalina (NA) en el hipotalamo
de manera dosis dependiente (Francis y cols. 2004), lo que provoca que Se incrementen
significativamente las conductas de rechazo (Meston y cols. 1996). La inhibicion de este
neurotransmisor no facilita el orejeo (ear wiggling), una de las conductas proceptivas
tipicamente desplegadas por las ratas en estro (Meston y cols. 1996). Ademas, se conoce que
el HVM, el cual es un area relacionada con el despliegue de la CE, se encuentra densamente
inervado por terminales nerviosas noradrenérgicas. Asimismo, se ha observado que la
administracion de E, y P, modifica el recambio de NA en el HVM (Etgen 1992), ya que
estudios realizados a través de microdidlisis directamente en el HVM, han mostrado que el
inicio de la CE inducida por hormonas se asocia a un incremento en la liberacién de NA
(Vathy y cols. 1987, Etgen 1992). De hecho, las drogas que inhiben la sintesis de NA
suprimen la CE inducida por estrogenos y P4 en ratas y cuyos (Everitt y cols. 1975, Crowley y
cols. 1976) y la destruccion de la inervacion noradrenérgica ascendente del hipotalamo,
suprime la expresion de dicha conducta (Hansen y cols. 1980). Por lo tanto, la NA es un
importante mediador de la CE. Un apoyo mas a esta idea, son los datos obtenidos en nuestro
laboratorio en donde encontramos que la proceptividad inducida por la estimulacion
vaginocervical fue blogueada por la administracion de dos antagonistas de los receptores al-
noradrenérgicos, la prazocina y la fenoxibenzamina (Gonzalez-Flores y cols. 2007).

A pesar de lo anteriormente expuesto, con la técnica de hibridacién in-situ, se ha
encontrado que la leptina al ser administrada por via icv activa a las neuronas hipotalamicas
ventromediales que se asocian con la facilitacion de la lordosis (Schwartz y cols. 1996), pero
actualmente son muy pocos los datos en la literatura, que han mostrado la localizacion del
receptor de leptina en alguno de los nacleos hipotaldmicos, sobre todo en los ventromediales o
los laterales (EImquist y cols. 1998, Funahashi y cols. 2003).

Interesantemente, una proporcion significativa de ratas tratadas con leptina mostraron
conducta de rechazo de manera intensa y persistente con la dosis de 1 pg/ul a los 120 minutos,
conductas que raramente son observadas en ratas que despliegan CE normal (lordosis y

proceptividad). Estos resultados nos llevan a reflexionar acerca de que un mecanismo
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inhibitorio, incompatible con la expresion de la CE, es gradualmente activado al aumentar la
dosis de leptina.

Nuestros resultados del experimento dos, sugieren que el efecto de la leptina sobre la
expresion de la CL puede ser mediado a traves de la activacion del receptor GnRH-1, ya que la
administracion icv de antide (antagonista para este receptor), bloqueo significativamente la CL
inducida tanto por 1 ug/ul de leptina a los 60 y 120 minutos, asi como por 3 ug/ul de leptina a
los 60, 120 y 240 minutos. Esta interpretacion es fuertemente apoyada por los datos en donde
se ha reportado que la leptina estimula la liberacion de la GnRH ya que ejerce su efecto tanto a
nivel de los cuerpos celulares del APOm, asi como en las terminales axdnicas de las neuronas
de la eminencia media (EM), de ratas hembras ovx pretratadas con E; y P, y sometidas a
ayuno (Watanobe 2002). Sin embargo, la secrecion de GnRH por leptina en ratas pretratadas
con E, y alimentadas ad libitum puede no involucrar acciones directas de la leptina sobre las
neuronas GnRHérgicas, ya que estudios realizados con las técnicas de hibridacién in situ e
inmunocitoquimica en ratas y monos, muestran que muy pocas, Si no es que ninguna, de estas
neuronas poseen receptores para la leptina (Finn y cols. 1998, Hakansson y cols. 1998,
Quennell y cols. 2009). Esto sugiere que la estimulacion de la liberacion de la GnRH por
leptina es mediada a través de la activacion de neuronas aferentes que proyectan axones a las
celulas secretoras de la GnRH (Cunningham y cols. 1999). Por lo tanto, podemos especular
que existen neurotransmisores intermediarios involucrados en la liberacion de la GnRH
inducida por leptina, ya que las neuronas GnRHérgicas reciben un rico aporte aferente de
axones terminales que contienen una gran variedad de compuestos incluyendo; catecolaminas
como la serotonina, al GABA, al glutamato o bien péptidos y opioides e incluso al
neuropéptido Y, el péptido intestinal vasoactivo (VIP de sus siglas en inglés), la neurotensina,
la sustancia P y la kisspeptina (ver revision; Clarke y Pompolo 2005). Sin embargo, el efecto
de la leptina modulando la liberacion de estos neurotransmisores, no ha sido dilucidado
completamente.

Ademas, en algunos casos la leptina mas que estimular la liberacion de esos
neurotransmisores, los inhibe. Por ejemplo, se conoce que el GABA es un neurotransmisor
inhibitorio, presente en altas concentraciones en el hipotalamo (Mueller 1984), que inhibe la

liberacion de NA a traves de ejercer su efecto sobre su receptor GABA-A localizado en las
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neuronas presinapticas (Fuchs y cols. 1984), ya que la administracion de un antagonista del
receptor GABA-A, la bicuculina, bloque6 la disminucion de NA (Mueller y cols. 1984) en el
hipotdlamo y no asi con el uso del Faclofen, un antagonista del receptor GABA-B (Sakamaki
y cols. 2004).

Uno de los eventos mayormente documentados sobre la liberacion de la GnRH por leptina,
son los efectos que ejerce la kisspeptina en neuronas GnRHérgicas (Smith y cols. 2006,
Kauffman y cols. 2007), ya que claramente se ha establecido que la kisspeptina (hormona que
inicialmente se encontr6 que bloqueaba algunos efectos cancerigenos inducidos por los
estrogenos en la glandula mamaria) induce la liberacion de la GnRH. Asi, se conoce que un
gran nimero de neuronas kisspeptinérgicas en el Narc de la rata y el ratdén expresan receptores
a leptina. Estas neuronas productoras de kisspeptina juegan un papel muy importante en
diferentes eventos reproductivos, ya que proyectan sus axones hacia el cerebro anterior,
particularmente hacia el APOm, area cerebral en donde se localizan las neuronas
GnRHeérgicas (Canteras y cols. 1994, Simonian y cols. 1999), por lo que la liberacion de la
GnRH se produce administrando, por via icv, dosis bajas de kisspeptina (Gottsch y cols. 2004,
Irwig y cols. 2004, Messager y cols. 2005). Por otro lado, experimentos realizados en la rata,
han mostrado que las fibras que contienen Kisspeptina se encuentran traslapadas con las
neuronas GnRHérgicas (Kinoshita y cols. 2005), pero ademas, una gran cantidad de neuronas
GnRHeérgicas expresan al receptor a proteina G54 (GPR54) kisspeptinérgico (Irwig y cols.
2004), lo que sugiere que la kisspeptina puede modular directamente la secrecion de la GnRH
(Irwig y cols. 2004, Messager y cols. 2005).

Otras evidencias de que la leptina, a través de la liberacion de la GnRH, induce CL, es por
el hecho de que la inyeccion sistémica de la GnRH facilita la lordosis en ratas hembras
pretratadas con estrogenos de manera independiente a su efecto sobre la liberacion de
gonadotrofinas o corticoides suprarrenales (Moss y McCann 1973, Pfaff 1973). EI mismo
efecto es obtenido con la sola administracion de fragmentos de la GnRH, directamente en el
tercer ventriculo, que también facilita la expresion de la CL (Edwards y cols. 1968). Ademas
en la tarde del proestro se produce un dramético aumento en los niveles de la GnRH, que se
piensa, contribuyen con la facilitacion de la CE (Moss y McCann 1973). Sin embargo, los

niveles séricos de la leptina no cambian significativamente durante el ciclo estral de la rata
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(Amico y cols. 1998), pero si existen variaciones ciclicas en la expresion de los receptores de
leptina en el sistema nervioso, encontrandose niveles méas bajos durante el proestro que
durante las demaés etapas del ciclo estral (Bennett y cols. 1999), por lo que se puede pensar que
la leptina provoca una regulacion a la baja de sus receptores en esta etapa del ciclo estral,
justamente antes de provocar la liberacion del GnRH.

Ahora bien, actualmente ha tomado una gran relevancia el papel que juega el RP sobre la
expresion de la CE en roedores, proponiéndose a éste como el mediador molecular comdn por
el cual una gran variedad de compuestos inducen la expresion de la CE (Beyer y cols. 2003,
Mani y Portillo 2010). Asi, el uso de antiprogestinas (como el RU486), que ejercen sus efectos
antagonicos sobre este receptor y que se sabe que bloguean la CE inducida por progestinas,
péptidos, nucledtidos ciclicos y hasta prostaglandinas, ha favorecido el fortalecimiento de esta
propuesta (Beyer y cols. 2003, Mani y Portillo 2010). Con los datos obtenidos en esta tesis, en
donde la lordosis inducida por 1 y 3 pg/ul de leptina fue inhibida por el RU486 a los 60 y 120
minutos, se incluye a la leptina en la lista de agentes que ejercen su efecto lordogénico a través
de la activacion del RP, ademas, por el hecho de que una abundante proporcién de neuronas
hipotalamicas que expresan a los RPs contienen receptores de estrogenos (Warembourg y cols.
1989, Turcotte y Blaustein 1993, Greco y cols. 2001) y son también inmunorreactivas para el
receptor a la leptina (Diano y cols. 1998) y la modulacidon de la actividad del RP que resulta en
la facilitacion de la lordosis, puede producirse cuando la leptina se une con su receptor Ob-Rb.

Ademas, el hecho de que el RP sea una fosfoproteina activada por diferentes proteinas
cinasas y que la leptina activa (directa o indirectamente) esas vias de sefializacion (Sweeney
2002, Fruhbeck 2006) favorece la idea de que la leptina, a través de inducir la fosfoforilacion
del RP puede activar la expresion de la CL. Por ejemplo, la GnRH liberada por leptina y
actuando sobre su receptor provoca la hidrélisis del fosfatidil inositol (Wang y cols. 1989) y la
subsecuente activacién de la cinasa C en diversos érganos reproductivos (Conn y cols. 1987).
Este sistema ha sido involucrado en la regulacion de la CE ya que utilizando inhibidores de la
proteina cinasa C se ha logrado bloquear la CE inducida por progestinas y agentes no
esteroidales (Gonzalez-Flores y cols. 2006, Ramirez-Ordufia y cols. 2007). Ademas, la leptina
también estimula a la via de las proteinas cinasas activadas por mitogeno (MAPK), cinasas

que fosforilan al RP en los residuos de serina 20, 294 y 345 (Lange 2004), provocando su
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activacion.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion encontré que bloqueando esta via de la
MAPK, a traves de la administracién icv del PD98059 (inhibidor de la via de la MAPK), se
logré inhibir la CE inducida tanto por progestinas, agentes no esteroidales y por la
estimulacion vagino-cervical (Gonzélez-Flores y Etgen 2004, Gonzéalez-Flores y cols. 2004,
Acosta-Martinez y cols. 2006, Gonzalez-Flores y cols. 2008, Gonzalez-Flores y cols. 2009).

El GnRH liberado por leptina también podria estimular la CL al interactuar con receptores
membranales acoplados al sistema de la adenilato ciclasa-AMPc-cinasa A (Fraser 1979, Arora
y cols. 1998, Ulloa-Aguirre y cols. 1998). Este mecanismo es apoyado por el hecho de que la
inhibicion farmacoldgica de la proteina cinasa A blogquea la CL en ratas ovx pretratadas con
BE (Gonzélez-Flores y cols. 2006, Gonzélez-Flores y cols. 2008). Ademas, el efecto
estimulatorio de la GnRH en la CL es potenciado y prolongado por la administracion
simultanea de inhibidores de fosfodiesterasas (Beyer 1982), los cuales evitan la degradacion
de AMPc. Por lo tanto, es posible que la GnRH facilite la expresién de la lordosis aumentando
los niveles de AMPc en neuronas relacionadas con la CL.

Finalmente, en esta parte de la discusion integraremos el efecto que ejerce la leptina sobre
la liberacion de la GnRH y su posible comunicacion cruzada (cross-talk en inglés) con el RP.
Los trabajos en los cuales se comenzd a proponer a la leptina como una hormona liberadora de
GnRH, fue estudiando los efectos de esta hormona sobre neuronas GnRHérgicas durante el
inicio de la pubertad (Ahima y Flier 2000, Mann y Plant 2002). Asi, bajo condiciones
naturales, en las cuales se intercalan frecuentes periodos de anestro, producidos por las
variaciones en la disposicion de alimento, dentro de la vida reproductiva de la rata (Knuth y
Friesen 1983), la leptina participa en el reinicio de la actividad reproductiva, incluyendo la CL
por la estimulacién directa o indirecta de las neuronas secretoras de GnRH. Esta idea es
apoyada por el hecho de que el anestro inducido por el ayuno, en el hamster Sirio, es revertido
por la administracion de leptina (Schneider y cols. 1998). La leptina participa en el reinicio de
dicha actividad, debido a que el desarrollo sexual y la reproduccion son procesos que
demandan energia ya que se ha propuesto a la leptina como la hormona que informa al SNC
del estado nutricional, la grasa corporal (Vogel 1996), la regulacion del apetito, la ingesta de

alimento y el gasto energético (Campfield y cols. 1995, Halaas y cols. 1995, Pelleymounter y
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cols. 1995). Por lo tanto, para reactivar a las conductas reproductivas es esencial que el SNC
reciba informacion de que las reservas energéticas son suficientes para permitir el desarrollo

de los procesos reproductivos sin afectar la supervivencia del individuo.
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9. CONCLUSION

La administracion central de la leptina puede activar simultaneamente diferentes mecanismos
con respuestas opuestas: (1) Un mecanismo estimulador a través de la liberacion de la GnRH,
que al actuar sobre su receptor membranal provoque la activacion de diferentes proteinas
cinasas que fosforilen al RP. Tal mecanismo podria ser el desencadenador de la conducta de
lordosis y (2) un mecanismo inhibidor de la liberacion de NA, que incrementaria las conductas
de rechazo. Cabe la posibilidad de que, en condiciones naturales, estas conductas se presenten
de manera independiente y lo que las active sean las condiciones nutricionales y metabolicas

que en su momento reciba la hembra.
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10. PERSPECTIVAS

Podrian realizarse estudios para explorar los mecanismos intracelulares por los cuales la
leptina pudiera ejercer la expresion de la CL, ya que se conoce que diferentes vias de
sefializacion como la del 6xido nitrico, la proteina cinasa A, la cinasa C, la MAPK e incluso de
la JAK, son activadas por este péptido y ademés han sido claremente involucradas en la
regulacién de la CL por diferentes compuestos.

Por otro lado, seria de suma importancia realizar experimentos en condiciones del animal
en ayuno, para poder determinar la influencia de la leptina sobre el balance energético y su
regulacion sobre la fisioldgia reproductiva de las hembras ovx pretratadas con BE con o sin Py.
En estas condiciones se podria esperar que la leptina previniera los efectos inhibitorios que se
han observado en otras especies de roedores y que son provocados por el ayuno, sobre el

despliegue de la CE.

72



11. REFERENCIAS

Acosta-Martinez M, Gonzalez-Flores O y Etgen AM. 2006. The role of progestin receptors
and the mitogen-activated protein kinase pathway in delta opioid receptor facilitation
of female reproductive behaviors. Horm Behav 49: 458-462.

Agmo A, Soria P y Paredes R. 1989. Gabaergic drugs and lordosis behavior in the female rat.
Horm Behav 23: 368-389.

Ahdieh HB, Brown TJ, Wade GN y Blaustein JD. 1986. Hypothalamic nuclear progestin
receptor and the duration of sexual receptivity in ovariectomized and ovariectomized-
hysterectomized rats. Physiol Behav 36: 211-215.

Ahima RS, Bjorbaek C, Osei Sy Flier JS. 1999. Regulation of neuronal and glial proteins by
leptin: implications for brain development. Endocrinology 140: 2755-2762.

Ahima RS, Dushay J, Flier SN, Prabakaran D y Flier JS. 1997. Leptin accelerates the onset of
puberty in normal female mice. J Clin Invest 99: 391-395.

Ahima RSy Flier JS. 2000. Leptin. Annu Rev Physiol 62: 413-437.

Ahima RS, Prabakaran D y Flier JS. 1998. Postnatal leptin surge and regulation of circadian
rhythm of leptin by feeding. Implications for energy homeostasis and neuroendocrine
function. J Clin Invest 101: 1020-1027.

Ahima RS, Prabakaran D, Mantzoros C, Qu D, Lowell B, Maratos-Flier E y Flier JS. 1996.
Role of leptin in the neuroendocrine response to fasting. Nature 382: 250-252.

Amico JA, Thomas A, Crowley RS y Burmeister LA. 1998. Concentrations of leptin in the
serum of pregnant, lactating, and cycling rats and of leptin messenger ribonucleic acid
in rat placental tissue. Life Sci 63: 1387-1395.

Aparicio SA. 2005. Kisspeptins and GPR54--the new biology of the mammalian GnRH axis.
Cell Metab 1: 293-296.

Apostolakis EM, Garai J, Fox C, Smith CL, Watson SJ, Clark JH y O'Malley BW. 1996.
Dopaminergic regulation of progesterone receptors: brain D5 dopamine receptors
mediated induction of lordosis by D1-like agonists in rat. J Neurosci 16: 4823-4834.

Ariens EJ. 1964. Molecular basis of drug action. Med Arh 18: 21-38.

Arora KK, Krsmanovic LZ, Mores N, O'Farrell H y Catt KJ. 1998. Mediation of cyclic AMP

73



signaling by the first intracellular loop of the gonadotropin-releasing hormone receptor.
J Biol Chem 273: 25581-25586.

Baba Y, Matsuo H y Schally AV. 1971. Structure of the porcine LH- and FSH-releasing
hormone. Il. Confirmation of the proposed structure by conventional sequential
analyses. Biochem Biophys Res Commun 44: 459-463.

Bado A, Levasseur S, Attoub S, Kermogant S y Laigneau JP. 1998. The stomach is a source of
leptin. Nature 394: 790-793.

Bagchi MK, Tsai SY, Tsai MJ y O'Malley BW. 1991. Progesterone enhances target gene
transcription by receptor free of heat shock proteins hsp90, hsp56, and hsp70. Mol Cell
Biol 11: 4998-5004.

Bahrenberg G, Behrmann |, Barthel A, Hekerman P, Heinrich PC, Joost HG y Becker W.
2002. Identification of the critical sequence elements in the cytoplasmic domain of
leptin receptor isoforms required for Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription activation by receptor heterodimers. Mol Endocrinol 16: 859-872.

Bai W y Weigel NL. 1995. Phosphorylation and steroid hormone action. Vitam Horm 51: 289-
313.

Bamberger AM, Bamberger CM, Wald M, Kratzmeier M y Schulte HM. 1996. Protein kinase
C (PKC) isoenzyme expression pattern as an indicator of proliferative activity in
uterine tumor cells. Mol Cell Endocrinol 123: 81-88.

Banks AS, Davis SM, Bates SH y Myers MG, Jr. 2000. Activation of downstream signals by
the long form of the leptin receptor. J Biol Chem 275: 14563-14572.

Barfield RJ y Chen JJ. 1977. Activation of estrous behavior in ovariectomized rats by
intracerebral implants of estradiol benzoate. Endocrinology 101: 1716-1725.

Barr ML y Kiernan JA. 1994. Desarrollo, Composicion y Evolucion del Sistema Nervioso. En:
el Sistema Nervioso Humano: Un Punto de Vista Anatomico. Barr ML y Kiernan JA
(eds.) Editorial. Harla. México DF. pp. 3-13.

Baulieu EE. 1991. On the mechanism of action of RU486. Ann N Y Acad Sci 626: 545-560.

Bazan JF. 1990. Structural design and molecular evolution of a cytokine receptor superfamily.
Proc Natl Acad Sci U S A 87: 6934-6938.

Beach FA. 1942. Importance of progesterone to induction of sexual receptivity in spayed

74



female rats. Proc Soc Exp Biol Med 51: 369-371.

Beach FA. 1976. Sexual attractivity, proceptivity and receptivity in female mammals. Horm
Behav 2: 105-138.

Beato M y Sanchez-Pacheco A. 1996. Interaction of steroid hormone receptors with the
transcription initiation complex. Endocrine Rev 17: 587-6009.

Beck CA, Estes PA, Bona BJ, Muro-Cacho CA, Nordeen SK y Edwards DP. 1993. The
steroid antagonist RU486 exerts different effects on the glucocorticoid and
progesterone receptors. Endocrinology 133: 728-740.

Bennett PA, Lindell K, Wilson C, Carlsson LM, Carlsson B y Robinson IC. 1999. Cyclical
variations in the abundance of leptin receptors, but not in circulating leptin, correlate
with NPY expression during the oestrous cycle. Neuroendocrinology 69: 417-423.

Bereiter DA y Jeanrenaud B. 1979. Altered neuroanatomical organization in the central
nervous system of the genetically obese (ob/ob) mouse. Brain Res 165: 249-260.

Beyer C. 1980. A Model for Explaining Estrogen Progesterone Interactions in Induction of
Lordosis Behavior. En: Endocrinology. Camnusigs 1A, Fander JW y Mendelshon FAD
(eds.) Editorial. Camberra. Australia. pp. 101-104.

Beyer C y Canchola E. 1981. Facilitation of progesterone induced lordosis behavior by
phosphodiesterase inhibitors in estrogen primed rats. Physiol Behav 27: 731-733.

Beyer C, Canchola E y Larsson K. 1981. Facilitation of lordosis behavior in the
ovariectomized estrogen primed rat by dibutyril cCAMP. Physiol Behav 26: 249-251.

Beyer C, Gémora P, Canchola E y Sandoval Y. 1982. Pharmacological evidence that LH-RH
action on lordosis behavior is mediated throught a rise in cAMP. Horm Behav 16: 107-
112.

Beyer C, Gonzélez-Flores O, Garcia-Juarez M y Gonzalez-Mariscal G. 2003. Non-ligand
activation of estrous behavior in rodents: cross-talk at the progesterone receptor. Scand
J Psychol 44: 221-229.

Beyer C, Gonzélez-Flores O y Gonzalez-Mariscal G. 1995. Ring A reduced progestins
potently stimulate estrous behavior in rats: paradoxical effect through the progesterone
receptor. Physiol Behav 58: 985-993.

Beyer C y Gonzélez-Mariscal G. 1991. Effects of Progesterone and Natural Progestins in

75



Brain. En: Reproduction, Growth and Development. Negro Vilar A y Pérez-Palacios
G. (eds.) Editorial. Raven Press. New York. pp. 199-208.

Beyer C y Gonzalez-Mariscal G. 1986. Elevation in hypothalamic cyclic AMP as a common
factor in the facilitation of lordosis in rodents: a working hypothesis. Ann N Y Acad
Sci 474: 270-281.

Beyer C, Gonzélez-Mariscal G, Eguibar JR y Gomora P. 1988. Lordosis facilitation in
estrogen primed rats by intrabrain injection of pregnanes. Pharmacol Biochem Behav
31: 919-926.

Beyer C, Morali G y Vargas R. 1971. Effect of diverse estrogens on estrous behavior and
genital tract development in ovariectomized rats. Horm Behav 2: 273-277.

Bjorbaek C y Kahn BB. 2004. Leptin signaling in the central nervous system and the
periphery. Recent Prog Horm Res 59: 305-331.

Blaustein JD. 1982. Progesterone in high doses may overcome progesterone's desensitization
effect on lordosis by translocation of hypothalamic progestin receptors. Horm Behav
16: 175-190.

Blaustein JD y Feder HH. 1979. Cytoplasmic progestin receptors in guinea pig brain:
characteristics and relationship to the induction of sexual behavior. Brain Res 169:
481-497.

Blaustein JD y Feder HH. 1980. Nuclear progestin receptors in guinea-pig brain measured by
an in vitro exchange assay after hormonal treatment that affects lordosis.
Endocrinology 106: 1061-1069.

Blaustein JD, Finkbohner R y Delville Y. 1987. Estrogen-induced and estrogen-facilitated
female rat sexual behavior is not mediated by progestin receptors. Neuroendocrinology
45: 152-159.

Blaustein JD y Wade GN. 1978. Progestin binding by brain and pituitary cell nuclei and
female rat sexual behavior. Brain Res 140: 360-367.

Boden G, Chen X, Mozzoli M y Ryan |. 1996. Effect of fasting on serum leptin in normal
human subjects. J Clin Endocrinol Metab 81: 3419-3423.

Boivin G, Anthoine-Terrier C y Morel G. 1994. Ultrastructural localization of endogenous

hormones and receptors in bone tissue: an immunocytological approach in frozen

76



samples. Micron 25: 15-27.

Boling JL y Blandau R. 1939. The estrogen-progesterone induction of mating responses in the
spayed female rats. Endocrinology 25: 359-364.

Bornstein SR, Licinio J, Tauchnitz R, Engelmann L, Negrao AB, Gold P y Chrousos GP.
1998. Plasma leptin levels are increased in survivors of acute sepsis: associated loss of
diurnal rhythm, in cortisol and leptin secretion. J Clin Endocrinol Metab 83: 280-283.

Bornstein SR, Uhlmann K, Haidan A, Ehrhart-Bornstein M y Scherbaum WA. 1997. Evidence
for a novel peripheral action of leptin as a metabolic signal to the adrenal gland: leptin
inhibits cortisol release directly. Diabetes 46: 1235-1238.

Brookhart JM, Dey FL y Ranson SW. 1941. The abolition of mating behavior by
hypothalamic lesions in guinea pigs. Endocrinology 28: 561-565.

Brookhart JM, Dey FL y Ranson SW. 1940. Failure of ovarian hormones to cause mating
reactions in spayed guinea pigs with hypothalamic lesions. Proc Soc Exp Biol Med 44:
61-64.

Brown TJ y Blaustein JD. 1986. Abbreviation of the period of sexual behavior in female
guinea pigs by the progesterone antagonist RU 486. Brain Res 373: 103-113.

Brown TJ y Blaustein JD. 1984. Inhibition of sexual behavior in female guinea pigs by a
progestin receptor antagonist. Brain Res 301: 343-349.

Caldwell JD, Prange AJ y Pedersen CA. 1986. Oxytocin facilitates the sexual receptivity of
estrogen-treated female rats. Neuropeptides 7: 175-1809.

Camacho-Arroyo |, Pérez-Palacios G, Pasapera AM y Cerbon MA. 1994. Intracelullar
progesterone receptors are diferentially regulated by sex steroid hormones in the
hypothalamus and the cerebral cortex of the rabbit. Steroid Biochem Molec Biol 50:
299-303.

Campfield LA, Smith FJ, Guisez Y, Devos R y Burn P. 1995. Recombinant mouse OB
protein: evidence for a peripheral signal linking adiposity and central neural networks.
Science 269: 546-549.

Canteras NS, Simerly RB y Swanson LW. 1994. Organization of projections from the
ventromedial nucleus of the hypothalamus: a Phaseolus vulgaris-leucoagglutinin study
in the rat. J Comp Neurol 348: 41-79.

77



Carroll RS, Glowacka D, Dashner K y Black PM. 1993. Progesterone receptor expression in
meningiomas. Cancer Res 53: 1312-1316.

Carlson NR. 1998. Physiology of Behavior, sixth edition. Editorial. Allyn and Bacon. Boston.

Chirino R, Gonzéalez-Mariscal G, carrillo P, Pacheco P y Hudson R. 1993. Effect of removing
the chin gland on chin-marking nehavior inmale rabbits of the New Zealand race. Z
Saugetierk 58: 116-121.

Cizza G, Lotsikas AJ, Licinio J, Gold PW y Chrousos GP. 1997. Plasma leptin levels do not
change in patients with Cushing's disease shortly after correction of hypercortisolism. J
Clin Endocrinol Metab 82: 2747-2750.

Clarke IJ y Pompolo S. 2005. Synthesis and secretion of GnRH. Anim Reprod Sci 88: 29-55.

Clegg MT y Ganong WF. 1960. The effect of hypothalamic lesions on ovarian function in the
ewe. Endocrinology 67: 179-186.

Clegg MT, Santolucito JA, Smith JD y Ganong WF. 1958. The effect of hypothalamic lesions
on sexual behavior and estrous cycles in the ewe. Endocrinology 62: 790-797.

Clemens LG y Weaver DR. 1985. The Role of Gonadal Hormones in the Action of Feminine
Sexual Behavior. En: Handbook of Behavioral Neuroendocrinology. Adler NT, Pfaff
D y Goy RW (eds.) Editorial. Plenum Press. New York and London. pp. 1833-1858.

Conn PM, McArdle CA, Andrews WV y Huckle WR. 1987. The molecular basis of
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) action in the pituitary gonadotrope. Biol
Reprod 36: 17-35.

Conneely OM, Dobson AD, Tsai MJ, Beattie WG, Toft DO, Huckaby CS, Zarucki T,
Schrader WT y O'Malley BW. 1987. Sequence and expression of a functional chicken
progesterone receptor. Mol Endocrinol 1: 517-525.

Conneely OM, Mulac-Jericevic B y Lydon JP. 2003. Progesterone-dependent regulation of
female reproductive activity by two distinct progesterone receptor isoforms. Steroids
68: 771-778.

Considine RV y Caro JF. 1997. Leptin and the regulation of body weight. Int J Biochem Cell
Biol 29: 1255-1272.

Corodimas KP y Morrell JI. 1990. Estradiol-concentrating forebrain and midbrain neurons
project directly to the medulla. J Comp Neurol 291: 609-620.

78



Crowley WR, Feder HH y Morin LP. 1976. Role of monoamines in sexual behavior of female
guinea pig. Pharmacol Biochem Behav 4: 67-71.

Cunningham MJ, Clifton DK y Steiner RA. 1999. Leptin's actions on the reproductive axis:
perspectives and mechanisms. Biol Reprod 60: 216-222.

Czaja JA, Goldfoot DA y Karavolas H. 1974. Comparative facilitation and inhibition of
lordosis in the guinea pig with progesterone, Sa-pregnane-3-20-dione or 3a-hydroxy-
5a-pregnan-20-one. Horm Behav 5: 201-274.

Chalepakis G, Postma JP y Beato M. 1988. A model for hormone receptor binding to the
mouse mammary tumour virus regulatory element based on hydroxyl radical
footprinting. Nucleic Acids Res 16: 10237-10247.

Chan A, Dudley CA y Moss RL. 1983. Action of prolactin, dopamine and LHRH on
ventromedial hypothalamic neurons as a function of ovarian hormones.
Neuroendocrinology 36: 397-403.

Chehab FF, Lim ME y Lu R. 1996. Correction of the sterility defect in homozygous obese
female mice by treatment with the human recombinant leptin. Nat Genet 12: 318-320.

Chehab FF, Mounzih K, Lu R y Lim ME. 1997. Early onset of reproductive function in
normal female mice treated with leptin. Science 275: 88-90.

Chen L, Sato M, Inoko H y Kimura M. 1997. Molecular cloning and analysis of novel cDNAs
specifically expressed in adult mouse testes. Biochem Biophys Res Commun 240: 261-
268.

Cheung CC, Thornton JE, Kuijper JL, Weigle DS, Clifton DK y Steiner RA. 1997. Leptin is a
metabolic gate for the onset of puberty in the female rat. Endocrinology 138: 855-858.

Chu HP y Etgen AM. 1997. A potential role of cyclic GMP in the regulation of lordosis
behavior of female rats. Horm Behav 32: 125-132.

Chu SC, Chou YC, Liu JY, Chen CH, Shyu JC y Chou FP. 1999. Fluctuation of serum leptin
level in rats after ovariectomy and the influence of estrogen supplement. Life Sci 64:
2299-2306.

Danforth DR, Williams RF, Gordon K, Leal JA y Hodgen GD. 1991. Inhibition of pituitary
gonadotropin secretion by the gonadotropin-releasing hormone antagonist antide. 1.

Development of an in vitro bioassay for characterization of pharmacokinetics and

79



pharmacodynamics of antide in circulation. Endocrinology 128: 2041-2044.

Davis PG, McEwen BS y Pfaff DW. 1979. Localized behavioral effects of tritiated estradiol
implants in the ventromedial hypothalamus of female rats. Endocrinology 104: 898-
903.

de Catanzaro D, Gray DS y Gorzalka BB. 1981. Effects of acute central and peripheral
ACTH1-24 administration on lordosis behavior. Physiol Behav 26: 207-213.

DeBold J y Malsbury CW. 1989. Facilitation of sexual receptivity by hypothalamic and
midbrain implants of progesterone in female hamsters. Physiol Behav 46: 655-660.

DeMarzo AM, Onate SA, Nordeen SK y Edwards DP. 1992. Effects of the steroid antagonist
RU486 on dimerization of the human progesterone receptor. Biochemistry 31: 10491-
10501.

Dempsey EW, Hertz R y Young WC. 1936. The experimental induction of oestrus (sexual
receptivity) in the normal and ovariectomized guinea pig. Am J Physiol 116: 201-209.

Denner LA, Weigel NL, Maxwell BL, Schrader WT y O'Malley BW. 1990. Regulation of
progesterone receptor-mediated transcription by phosphorylation. Science 250: 1740-
1743.

Dewsburry DA. 1967. A quantitative description of the behavior of rats during copulation.
Behaviour 29: 154-178.

Dey FL, Fisher C, Berry CM y Ranson SW. 1940. Disturbances in reproductive functions
caused by hypothalamic lesions in female guinea pigs. Am J Physiol 129: 39-46.

Dey FL, Lenninger CR y Ranson SW. 1942. The effects of hypothalamic lesions on mating
behavior in female guinea pigs. Endocrinology 30: 323-326.

Diano S, Kalra SP, Sakamoto H y Horvath TL. 1998. Leptin receptors in estrogen receptor-
containing neurons of the female rat hypothalamus. Brain Res 812: 256-259.

Dohanich GP, Barr PJ, Witcher JA y Clemens LG. 1984. Pharmacological and anatomical
aspects of cholinergic activation of female sexual behavior. Physiol Behav 32: 1021-
1026.

Dornan WA, Bloch GJ, Priest CA y Micevych PE. 1989. Microinjection of cholecystokinin
into the medial preoptic nucleus facilitates lordosis behavior in the female rat. Physiol
Behav 45: 969-974.

80



Dudley CA, Jamison TS y Moss RL. 1982. Inhibition of lordosis behavior in the female rat by
intraventricular infusion of prolactin and by chronic hyperprolactinemia.
Endocrinology 110: 677-679.

Dudley CA y Moss RL. 1976. Facilitation of lordosis in the ray by prostaglandin E2. J
Endocrinology 71: 457-458.

Edwards DA, Wardell SE y Boonyaratanakornkit V. 2003. Progesterone receptor interacting
coregulatory proteins and cross talk with cell signaling pathways. J Steroid Biochem
83: 173-186.

Edwards DP, Weigel NL, Nordeen SK y Beck CA. 1993. Modulators of cellular protein
phosphorylation alter the trans-activation function of human progesterone receptor and
the biological activity of progesterone antagonists. Breast Cancer Res Treat 27: 41-56.

Edwards DP, Whalen RE y Nadler RD. 1968. Induction of estrus: estrogen-progesterone
interactions. Physiol Behav 3: 29-33.

Elmquist JK, Ahima RS, Maratos-Flier E, Flier JS y Saper CB. 1997. Leptin activates neurons
in ventrobasal hypothalamus and brainstem. Endocrinology 138: 839-842.

Elmquist JK, Bjorbaek C, Ahima RS, Flier JS y Saper CB. 1998. Distributions of leptin
receptor mRNA isoforms in the rat brain. J Comp Neurol 395: 535-547.

Erskine MS. 1989. Solicitation behavior in the estrous female rat: a review. Horm Behav 23:
473-502.

Escobar-Morreale HF, Escobar del Rey F y Morreale de Escobar G. 1997. Thyroid hormones
influence serum leptin concentrations in the rat. Endocrinology 138: 4485-4488.

Etgen AM. 1990. Intrahypothalamic implants of noradrenergic antagonists disrupt lordosis
behavior in female rats. Physiol Behav 48: 31-36.

Etgen AM. 1984. Progestin receptors and the activation of female reproductive behavior: a
critical review. Horm Behav 18: 411-430.

Etgen AM y Barfield RJ. 1986. Antagonism of female sexual behavior with intracerebral
implants of antiprogestin RU 38486: correlation with binding to neural progestin
receptors. Endocrinology 119: 1610-1617.

Etgen AMP, N. 1992. Estradiol and progesterone modulation of norephinephrine

neurotransmission: implications for the regulation of female reproductive behavior.

81



Neuroendocrinology 4: 255-271.

Eto T, Masuda H, Susuki Y y Hosi T. 1962. Progesterone and pregnan-4-en-20a-ol-3-one in
the rat ovarian venous blood at differents stages in reproductive cycle. J Anim Reprod
8: 47-58.

Everitt BJ, Fuxe K, Hokfelt FT y Jonsson G. 1975. Role of monoamines in the control by
hormones of sexual receptivity in the female rat. J Comp Physiol Psychol 89: 556-572.

Eyckerman S, Broekaert D, Verhee A, Vandekerckhove J y Tavernier J. 2000. Identification
of the Y985 and Y1077 motifs as SOCS3 recruitment sites in the murine leptin
receptor. FEBS Lett 486: 33-37.

Farooqi IS. 2002. Leptin and the onset of puberty: insights from rodent and human genetics.
Semin Reprod Med 20: 139-144.

Feil PD, Clarke CL y Satyaswaroop PG. 1988. Progestin-mediated changes in progesterone
receptor forms in the normal human endometrium. Endocrinology 123: 2506-2513.

Fernandez-Guasti A, Larsson K y Beyer C. 1985. Potentiative action of o and B adrenergic
receptor stimulation in inducing lordosis behavior. Pharmacol Biochem Behav 22:
613-617.

Fernandez-Guasti A, Rodriguez-Manzo G y Beyer C. 1983. Effect of guanine derivatives on
lordosis behavior in estrogen primed rats. Physiol Behav 31: 589-592.

Finn PD, Clifton DK y Steiner RA. 1998. The regulation of galanin gene expression in
gonadotropin-releasing hormone neurons. Mol Cell Endocrinol 140: 137-142.

Floody OR, Lisk RD y Vomachka AJ. 1986. Facilitation of lordosis by estradiol in the
mesencephalic central gray. Physiol Behav 37: 587-595.

Foreman MM y Moss RL. 1979. Role of hypothalamic dopaminergic receptors in the control
of lordosis behavior in the female rat. Physiol Behav 22: 283-289.

Fox AS y Olster DH. 2000. Effects of intracerebroventricular leptin administration on feeding
and sexual behaviors in lean and obese female Zucker rats. Horm Behav 37: 377-387.

Francis J, MohanKumar SM y MohanKumar PS. 2004. Leptin inhibits norepinephrine efflux
from the hypothalamus in vitro: role of gamma aminobutyric acid. Brain Res 1021:
286-291.

Fraser HM. 1979. Releasing Hormones. En: Reproduction in Mammals of Hormone Action.

82



Austin CR (eds.) Editorial. Cambridge Univ Press. London/New York Cambridge. pp.
1-54.

Frederich RC, Lollmann B, Hamann A, Napolitano-Rosen A, Kahn BB, Lowell BB y Flier JS.
1995. Expression of ob mRNA and its encoded protein in rodents. Impact of nutrition
and obesity. J Clin Invest 96: 1658-1663.

Freeman ME. 1994. The Neuroendocrine Control of the Ovarian Cycle of the Rat. En: The
Physiology of Reproduction. Knobil E y Neill JD (eds.) Editorial. Raven Press. New
York. pp. 613-658.

Fruhbeck G. 2006. Intracellular signalling pathways activated by leptin. Biochem J 393: 7-20.

Fruhbeck G, Jebb SA y Prentice AM. 1998. Leptin: physiology and pathophysiology. Clin
Physiol 18: 399-419.

Frye CA y DeBold JF. 1992. Muscimol facilitates sexual receptivity in hamsters when infused
into the ventral tegmentum. Pharmacol Biochem Behav 42: 879-887.

Frye CA, Van Keuren KR, Rao PN y Erskine MS. 1996. Progesterone and 3 alpha-
androstanediol conjugated to bovine serum albumin affects estrous behavior when
applied to the MBH and POA. Behav Neurosci 110: 603-612.

Funahashi H, Yada T, Suzuki R y Shioda S. 2003. Distribution, function, and properties of
leptin receptors in the brain. Int Rev Cytol 224: 1-27.

Gastaut H. 1952. Correlations entre le systeme nerveux vegetatif et le systeme de la vie de
relation dans le rhinencephale. J Physiol Paris 44: 431-470.

Gestrin ED, White RB y Fernald RD. 1999. Second form of gonadotropin-releasing hormone
in mouse: immunocytochemistry reveals hippocampal and periventricular distribution.
FEBS Lett 448: 289-291.

Ghilardi N y Skoda RC. 1997. The leptin receptor activates janus kinase 2 and signals for
proliferation in a factor-dependent cell line. Mol Endocrinol 11: 393-399.

Glaser JH y Barfield RJ. 1984. Blockade of progesterone-activated estrous behavior in rats by
intracerebral anisomycin is site specific. Neuroendocrinology 38: 337-343.

Glaser JH, Etgen AM vy Barfield RJ. 1985. Intrahypothalamic effects of progestin agonists on
estrous behavior and progestin receptor binding. Physiol Behav 34: 871-877.

Glaser JH, Rubin BSy Barfield RJ. 1983. Onset of the receptive and proceptive components

83



of feminine sexual behavior in rats following the intravenous administration of
progesterone. Horm Behav 17: 18-27.

Gomora-Arrati P, Beyer C, Lima-Hernandez FJ, Gracia ME, Etgen AM y Gonzéalez-Flores O.
2008. GnRH mediates estrous behavior induced by ring A reduced progestins and
vaginocervical stimulation. Behav Brain Res 187: 1-8.

Gonzélez-Flores O, Beyer C, Lima-Hernandez FJ, Gomora-Arrati P, Gomez-Camarillo MA,
Hoffman K y Etgen AM. 2007. Facilitation of estrous behavior by vaginal cervical
stimulation in female rats involves alphal-adrenergic receptor activation of the nitric
oxide pathway. Behav Brain Res 176: 237-243.

Gonzélez-Flores O y Etgen AM. 2004. The nitric oxide pathway participates in estrous
behavior induced by progesterone and some of rig A-reduced metabolites. Horm
Behav 45: 50-57.

Gonzalez-Flores O, Etgen AM, Komisaruk BK, Gémora-Arrati P, Macias-Jiménez A, Lima-
Hernandez FJ, Garcia-Juarez M y Beyer C. 2008. Antagonists of the protein kinase A
and mitogen-activated protein kinase systems and of the progestin receptor block the
ability of vaginocervical/flank-perineal stimulation to induce female rat sexual
behaviour. J Neuroendocrinol 20: 1361-1367.

Gonzélez-Flores O, Gomora-Arrati P, Garcia-Juarez M, Gomez-Camarillo MA, Lima-
Hernandez FJ, Beyer C y Etgen AM. 2009. Nitric oxide and ERK/MAPK mediation of
estrous behavior induced by GnRH, PGE2 and db-cAMP in rats. Physiol Behav 96:
606-612.

Gonzalez-Flores O, Ramirez-Ordufia JM, Lima-Hernandez FJ, Garcia-Juarez M y Beyer C.
2006. Differential effect of kinase A and C blockers on lordosis facilitation by
progesterone and its metabolites in ovariectomized estrogen-primed rats. Horm Behav
49: 398-404.

Gonzalez-Flores O, Shu J, Camacho-Arroyo | y Etgen AM. 2004. Regulation of lordosis by
cyclic 3',5'-guanosine monophosphate, progesterone, and its 5 alpha-reduced
metabolites involves mitogen-activated protein kinase. Endocrinology 145: 5560-5567.

Gonzélez-Mariscal G y Beyer C. 1988. Blockade of LHRH-induced lordosis by alpha- and

beta-adrenergic antagonists in ovariectomized, estrogen primed rats. Pharmacol

84



Biochem Behav 31: 573-577.

Gonzélez-Mariscal G, Gonzélez-Flores O y Beyer C. 1989. Intrahypothalamic injection of
RUA486 antagonizes the lordosis induced by ring A-reduced progestins. Physiol Behav
46: 435-438.

Gonzélez-Mariscal G, Melo Al, Zavala A, Chirino R y Beyer C. 1993. Sex steroid regulation
of chin-marking behavior in male New Zealand rabbits. Physiol Behav 54: 1035-1040.

Gottsch ML, Cunningham MJ, Smith JT, Popa SM, Acohido BV, Crowley WF, Seminara S,
Clifton DK y Steiner RA. 2004. A role for Kkisspeptins in the regulation of
gonadotropin secretion in the mouse. Endocrinology 145: 4073-4077.

Goy RW y Phoenix CH. 1963. Hypothalamic regulation of female sexual behaviour;
establishment of behavioural oestrus in spayed guinea-pigs following hypothalamic
lesions. J Reprod Fertil 5: 23-40.

Grant EC y Mackintosh JH. 1963. Comparison of the social postures of some common
laboratory rodents. Behaviour 21: 246-259.

Greco B, Allegretto EA, Tetel MJ y Blaustein JD. 2001. Coexpression of ER beta with ER
alpha and progestin receptor proteins in the female rat forebrain: effects of estradiol
treatment. Endocrinology 142: 5172-5181.

Greer MA. 1953. The effect of progesterone on persistent vaginal estrus produced by
hypothalamic lesions in the rat. Endocrinology 53: 380-390.

Gruaz NM, Lalaoui M, Pierroz DD, Englaro P, Sizonenko PC, Blum WF y Aubert ML. 1998.
Chronic administration of leptin into the lateral ventricle induces sexual maturation in
severely food-restricted female rats. J Neuroendocrinol 10: 627-633.

Grunfeld C, Zhao C, Fuller J, Pollack A, Moser A, Friedman J y Feingold KR. 1996.
Endotoxin and cytokines induce expression of leptin, the ob gene product, in hamsters.
J Clin Invest 97: 2152-2157.

Guerra-Araiza C, Gomora-Arrati P, Garcia-Juarez M, Armengual-Villegas A, Miranda-
Martinez A, Lima-Hernandez FJ, Camacho-Arroyo | y Gonzalez-Flores O. 2009. Role
of progesterone receptor isoforms in female sexual behavior induced by progestins in
rats. Neuroendocrinology 90: 73-81.

Hagan CR, Faivre EJ y Lange CA. 2009. Scaffolding actions of membrane-associated

85



progesterone receptors. Steroids 74: 568-572.

Hakansson ML, Brown H, Ghilardi N, Skoda RC y Meister B. 1998. Leptin receptor
immunoreactivity in chemically defined target neurons of the hypothalamus. J
Neurosci 18: 559-572.

Halaas JL, Gajiwala KS, Maffei M, Cohen SL, Chait BT, Rabinowitz D, Lallone RL, Burley
SK'y Friedman JM. 1995. Weight-reducing effects of the plasma protein encoded by
the obese gene. Science 269: 543-546.

Hall NR, Luttge WG y Berry RB. 1975. Intracerebral prostaglandin E2: effects upon sexual
behavior, open field activity and body temperature in ovariectomized female rats.
Prostaglandins 10: 877-888.

Hamilton BS, Paglia D, Kwan AY y Deitel M. 1995. Increased obese mRNA expression in
omental fat cells from massively obese humans. Nat Med 1: 953-956.

Hansen S, Stanfield EJ y Everitt BJ. 1980. The role of ventral bundle noradrenergic neurones
in sensory components of sexual behaviour and coitus-induced pseudopregnancy.
Nature 286: 152-154.

Hardy DF y DeBold JF. 1972a. Effects of coital stimulation upon behavior of the female rat. J
Comp Physiol Psychol 78: 400-408.

Hardy DF y DeBold JF. 1972b. The relationship between levels of exogenous hormones and
the display of lordosis by the female rat. Horm Behav 2: 287-297.

Harlan RE y Pfaff DW. 1983. Midbrain microinfusions of prolactin increase the estrogenn-
dependent behavior lordosis. Science 219: 1451-1453.

Harris GW y Michael RP. 1964. The Activation of Sexual Behaviour by Hpothalamic
Implants of Oestrogen. J Physiol 171: 275-301.

Hashimoto I, Henricks DM, Anderson LL y Melampy RM. 1968. Progesterone and pregn-4-
en-20 alpha-ol-3-one in ovarian venous blood during various reproductive states in the
rat. Endocrinology 82: 333-341.

Haynes WG, Sivitz WI, Morgan DA, Walsh SA y Mark AL. 1997. Sympathetic and
cardiorenal actions of leptin. Hypertension 30: 619-623.

Heiman ML, Ahima RS, Craft LS, Schoner B, Stephens TW y Flier JS. 1997. Leptin

inhibition of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in response to stress.

86



Endocrinology 138: 3859-3863.

Hennesey AC, Camak L, Gordon F y Edwars DA. 1990. Connections between the pontine
central gray and the ventromedial hypothalamus are essential for lordosis in female
rats. Behav neurosci 104: 447-448.

Herrmann W, Wyss R, Riondel A, Philibert D, Teutsch G, Sakiz E y Baulieu EE. 1982. The
effects of an antiprogesterone steroid in women: interruption of the menstrual cycle
and of early pregnancy. C R Seances Acad Sci I11 294: 933-938.

Hileman SM, Tornoe J, Flier JS y Bjorbaek C. 2000. Transcellular transport of leptin by the
short leptin receptor isoform ObRa in Madin-Darby Canine Kidney cells.
Endocrinology 141: 1955-1961.

Hirano K, Ichihashi T y Yamada H. 1982. Studies on the absorption of practically water-
insoluble drugs following injection V: Subcutaneous absorption in rats from solutions
in water immiscible oils. J Pharm Sci 71: 495-500.

Hoggard N, Hunter L, Duncan JS, Williams LM, Trayhurn P y Mercer JG. 1997. Leptin and
leptin receptor mMRNA and protein expression in the murine fetus and placenta. Proc
Natl Acad Sci U S A 94: 11073-11078.

Horwitz KB y Alexander PS. 1983. In situ photolinked nuclear progesterone receptor of
human breast cancer cells: subunit molecular weights after transformation and
translocation. Endorinology 113: 2195-2201.

Horwitz KB, Jackson TA, Bain DL, Richer JK, Takimoto GS y Tung L. 1996. Nuclear
receptor coactivators and corepressors. Mol Endocrinol 10: 1167-1177.

Howard JK, Cave BJ, Oksanen LJ, Tzameli I, Bjorbaek C y Flier JS. 2004. Enhanced leptin
sensitivity and attenuation of diet-induced obesity in mice with haploinsufficiency of
Socs3. Nat Med 10: 734-738.

Hudson R y Vodermayer T. 1992. Spontaneous and odor-induced chin marking in domestic
female rabbits. Anim Behav 43: 329-336.

Ichikawa S, Sawada T, Nakamura Y y Morioka H. 1974. Ovarian secretion of pregnane
compounds during the estrous cycle and pregnancy in rat. Endocrinology 94: 1615-
1620.

Ihle JN y Kerr IM. 1995. Jaks and Stats in signaling by the cytokine receptor superfamily.

87



Trends Genet 11: 69-74.

Imani B, Eijkemans MJ, de Jong FH, Payne NN, Bouchard P, Giudice LC y Fauser BC. 2000.
Free androgen index and leptin are the most prominent endocrine predictors of ovarian
response during clomiphene citrate induction of ovulation in normogonadotropic
oligoamenorrheic infertility. J Clin Endocrinol Metab 85: 676-682.

Irwig MS, Fraley GS, Smith JT, Acohido BV, Popa SM, Cunningham MJ, Gottsch ML,
Clifton DK y Steiner RA. 2004. Kisspeptin activation of gonadotropin releasing
hormone neurons and regulation of KiSS-1 mMRNA in the male rat.
Neuroendocrinology 80: 264-272.

Jackson TA, Richer JK, Bain DL, Takimoto GS, Tung L y Horwitz KB. 1997. The partial
agonist activity of antagonist-occupied steroid receptors is controlled by a novel hinge
domain-binding coactivator L7/SPA and the corepressors N-CoR or SMRT. Mol
Endocrinol 11: 693-705.

Jensen EV, Suzuki T, Stumpf WE, Jungbut P y DeSombre ER. 1968. A two-step mechanism
for the interaction of estradiol with rat uterus. Biochemistry 59: 632-638.

Jung-Testas I, Renoir M, Bugnard H, Greene GL y Baulieu EE. 1992. Demonstration of
steroid hormone receptors and steroid action in primary cultures of rat glial cells. J
Steroid Biochem Mol Biol 41: 621-631.

Kamohara S, Burcelin R, Halaas JL, Friedman JM y Charron MJ. 1997. Acute stimulation of
glucose metabolism in mice by leptin treatment. Nature 389: 374-377.

Kastner P, Bocquel MT, Turcotte B, Garnier JM, Horwitz KB, Chambon P y Gronemeyer H.
1990. Transient expression of human and chicken progesterone receptors does not
support alternative translational initiation from a single mMRNA as the mechanism
generating two receptor isoforms. J Biol Chem 265: 12163-12167.

Kato J y Onouchi T. 1979. Nuclear progesterone receptors and characterization of cytosol
receptors in the rat hypothalamus and anterior hypophysis. J Steroid Biochem 11: 845-
854.

Kato J y Onouchi T. 1977. Specific progesterone receptors in the hypothalamus and anterior
hypophysis of the rat. Endocrinology 101: 902-908.

Kauffman AS, Park JH, McPhie-Lalmansingh AA, Gottsch ML, Bodo C, Hohmann JG,

88



Pavlova MN, Rohde AD, Clifton DK, Steiner RA y Rissman EF. 2007. The kisspeptin
receptor GPR54 is required for sexual differentiation of the brain and behavior. J
Neurosci 27: 8826-8835.

Kauffman AS y Rissman EF. 2004. A critical role for the evolutionarily conserved
gonadotropin-releasing hormone 1I: mediation of energy status and female sexual
behavior. Endocrinology 145: 3639-3646.

Kaufman LS, McEwen BS y Pfaff DW. 1988. Cholinergic mechanisms of lordotic behavior in
rats. Physiol Behav 43: 507-514.

Kincl FP. 1964. Copulatory Reflex Response to Steroids. En: Methods in Hormone Research
Dorfman RI (eds.) Editorial. Academic Press. New York and London. pp. 477-484.

Kinoshita M, Tsukamura H, Adachi S, Matsui H, Uenoyama Y, Iwata K, Yamada S, Inoue K,
Ohtaki T, Matsumoto H y Maeda K. 2005. Involvement of central metastin in the
regulation of preovulatory luteinizing hormone surge and estrous cyclicity in female
rats. Endocrinology 146: 4431-4436.

Kline AD, Becker GW, Churgay LM, Landen BE, Martin DK, Muth WL, Rathnachalam R,
Richardson JM, Schoner B, Ulmer M y Hale JE. 1997. Leptin is a four-helix bundle:
secondary structure by NMR. FEBS Lett 407: 239-242.

Kloek C, Hag AK, Dunn SL, Lavery HJ, Banks AS y Myers MG, Jr. 2002. Regulation of Jak
kinases by intracellular leptin receptor sequences. J Biol Chem 277: 41547-41555.

Knuth UA y Friesen HG. 1983. Starvation induced anoestrus: effect of chronic food restriction
on body weight, its influence on oestrous cycle and gonadotrophin secretion in rats.
Acta Endocrinol (Copenh) 104: 402-409.

Komisaruk BR, Adler NT y Hutchison J. 1972. Genital sensory field: enlargement by estrogen
treatment in female rats. Science 178: 1295-1298.

Komisaruk BR y Diakow C. 1973. Lordosis reflex intensity in rats in relation to the estrous
cycle, ovariectomy, estrogen administration and mating behavior. Endocrinology 93:
548-557.

Kow LM, Malsbury CW y Pfaff DW. 1974. Effects of progesterone on female reproductive
behavior in rats: possible modes of action and role in behavioral sex differences. Adv
Behav Biol 11: 179-210.

89



Kow LM, Montgomery MO y Pfaff DW. 1977. Effects of spinal cord transections on lordosis
reflex in female rats. Brain Res 123: 75-88.

Kow LM, Montgomery MO y Pfaff DW. 1979. Triggering of lordosis reflex in female rats
with somatosensory stimulation: quantitative determination of stimulus parameters. J
Neurophysiol 42: 195-202.

Kubli-Garfias C y Whalen RE. 1977. Induction of lordosis behavior in female rats by
intravenous administration of progestins. Horm Behav 9: 380-386.

Kuehn RE y Beach FA. 1963. Quantitative measurement of sexual receptivity in female rats.
Behaviour 21: 282-299.

Kuhnel B, el-Ashry D, Edwards DP y Nordeen SK. 1989. Mapping contacts between
unpurified human progesterone receptor and the hormone response element of mouse
mammary tumor virus. DNA 8: 703-713.

Labombarda F, Guennoun R, Gonzélez S, Roig P, Lima A, Schumacher M y De Nicola AF.
2000. Immunocytochemical evidence for a progesterone receptor in neurons and glial
cells of the rat spinal cord. Neurosci Lett 288: 29-32.

Labriola L, Salatino M, Proietti CJ, Pecci A, Coso OA, Kornblihtt AR, Charreau EH y
Elizalde PV. 2003. Heregulin induces transcriptional activation of the progesterone
receptor by a mechanism that requires functional ErbB-2 and mitogen-activated protein
kinase activation in breast cancer cells. Mol Cell Biol 23: 1095-1111.

Lange CA. 2008. Integration of progesterone receptor action with rapid signaling events in
breast cancer models. J Steroid Biochem Mol Biol 108: 203-212.

Lange CA. 2004. Making sense of cross-talk between steroid hormone receptors and
intracellular signaling pathways: who will have the last word?. Mol Endocrinol 18:
269-278.

Lange CA, Gioeli D, Hammes SR y Marker PC. 2007. Integration of rapid signaling events
with steroid hormone receptor action in breast and prostate cancer. Annu Rev Physiol
69: 171-199.

Larner JM, Reel JR y Blye RP. 2000. Circulating concentrations of the antiprogestins CDB-
2914 and mifepristone in the female rhesus monkey following various routes of
administration. Hum Reprod 15: 1100-1106.

90



Latimer VS, Rodrigues SM, Garyfallou VT, Kohama SG, White RB, Fernald RD y Urbanski
HF. 2000. Two molecular forms of gonadotropin-releasing hormone (GnRH-I and
GnRH-I1) are expressed by two separate populations of cells in the rhesus macaque
hypothalamus. Brain Res Mol Brain Res 75: 287-292.

Law T y Meagher W. 1958. Hypothalamic lesions and sexual behavior in the female rats.
Science 128: 1626-1627.

Lee GH, Proenca R, Montez JM, Carroll KM, Darvishzadeh JG, Lee JI y Friedman JM. 1996.
Abnormal splicing of the leptin receptor in diabetic mice. Nature 379: 632-635.
Lehman MN, Robinson JE, Karsch FJ y Silverman AJ. 1986. Immunocytochemical
localization of luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) pathways in the sheep
brain during anestrus and the mid-luteal phase of the estrous cycle. J Comp Neurol

244: 19-35.

Leung PC y Wang J. 1989. Inositol lipids and LHRH action in the rat ovary. J Reprod Fertil
Suppl 37: 287-293.

Leyes y Codigos de México. 1995. Reglamentacion de la Ley General de Salud en
relacién con la Investigacion en Salud, 12ava Edicion. Editorial Porrda. México.
Licinio J, Mantzoros C, Negrao AB, Cizza G, Wong ML, Bongiorno PB, Chrousos GP, Karp
B, Allen C, Flier JS y Gold PW. 1997. Human leptin levels are pulsatile and inversely

related to pituitary-adrenal function. Nat Med 3: 575-579.

Lisk RD. 1960. A comparison of the effectiveness of intravenous, as opposed to subcutaneous,
injection of progesterone for the induction of estrous behavior in the rat. Can J
Biochem Physiol 38: 1381-1383.

Lollmann B, Gruninger S, Stricker-Krongrad A y Chiesi M. 1997. Detection and
quantification of the leptin receptor splice variants Ob-Ra, b, and, e in different mouse
tissues. Biochem Biophys Res Commun 238: 648-652.

Long JA y Evans HM. 1922. The estrous cycle in the rat and its associated phenomena. Mem
Univ Calif 6: 1-148.

Lonnqvist F, Arner P, Nordfors L y Schalling M. 1995. Overexpression of the obese (ob) gene
in adipose tissue of human obese subjects. Nat Med 1: 950-953.

MacLusky MJ y McEwen BS. 1978. Oestrogen modulates progesterone receptor

91



concentrations in some rat brain regions but not in others. Nature 274: 276-278.

Machinal F, Dieudonne MN, Leneveu MC, Pecquery R y Giudicelli Y. 1999. In vivo and in
vitro ob gene expression and leptin secretion in rat adipocytes: evidence for a regional
specific regulation by sex steroid hormones. Endocrinology 140: 1567-1574.

Madej T, Boguski MS y Bryant SH. 1995. Threading analysis suggests that the obese gene
product may be a helical cytokine. FEBS Lett 373: 13-18.

Maffei MJ, Halaas J y Ravussin E. 1995. Leptin levels in human and rodent: measurement of
plasma leptin and ob mRNA in obese and weight-reduced subjects. Nat Med 1: 11555-
11561.

Magni P, Vettor R, Pagano C, Calcagno A, Beretta E, Messi E, Zanisi M, Martini L y Motta
M. 1999. Expression of a leptin receptor in immortalized gonadotropin-releasing
hormone-secreting neurons. Endocrinology 140: 1581-1585.

Malsbury CW, Kow LM y Pfaff DW. 1977. Effects of medial hypothalamic lesions on the
lordosis response and other behaviors in female golden hamsters. Physiol Behav 19:
223-237.

Malsbury CW, Pfaff DW y MAIsbury AM. 1981. Suppression of sexual receptivity in female
hamsters: Neuroanatomical projections from preoptic and anterior hypothalamic sites.
Brain Res 181: 267-284.

Mandl AM. 1951. The phases of estrous cycle in the adult white rat. J Exp Biol 28: 576-584.

Mani Sy Portillo W. 2010. Activation of progestin receptors in female reproductive behavior:
Interactions with neurotransmitters. Front Neuroendocrinol 31: 157-171.

Mani SK, Allen JM, Clark JH, Blaustein JD y O'Malley BW. 1994a. Convergent pathways for
steroid hormone- and neurotransmitter-induced rat sexual behavior. Science 265: 1246-
1249.

Mani SK, Blaustein JD, Allen JM, Law SW, O'Malley BW y Clark JH. 1994b. Inhibition of
rat sexual behavior by antisense oligonucleotides to the progesterone receptor.
Endocrinology 135: 1409-1414.

Mann DR y Plant TM. 2002. Leptin and pubertal development. Semin Reprod Med 20: 93-
102.

Mantzoros CS. 2000. Role of leptin in reproduction. Ann N'Y Acad Sci 900: 174-183.

92



Mantzoros CS, Dunaif A y Flier JS. 1997. Leptin concentrations in the polycystic ovary
syndrome. J Clin Endocrinol Metab 82: 1687-1691.

Marrone BL, Rodriguez-Sierra JF y Feder HH. 1979. Intrahypothalamic implants of
progesterone inhibit lordosis behavior in ovariectomized, estrogen-treated rats.
Neuroendocrinology 28: 92-102.

Masuzaki H, Ogawa Y, Sagawa N, Hosoda K, Matsumoto T, Mise H, Nishimura H,
Yoshimasa Y, Tanaka I, Mori T y Nakao K. 1997. Nonadipose tissue production of
leptin: leptin as a novel placenta-derived hormone in humans. Nat Med 3: 1029-1033.

Matsuo H, Baba Y, Nair RM, Arimura A y Schally AV. 1971. Structure of the porcine LH-
and FSH-releasing hormone. I. The proposed amino acid sequence. Biochem Biophys
Res Commun 43: 1334-1339.

McCarthy MM, Masters DB, Fiber JM, Lopez-Colome AM, Beyer C, Komisaruk BR y Feder
HH. 1991. GABAergic control of receptivity in the female rat. Neuroendocrinology
53: 473-479.

McDonnell DP. 1995. Unravelling the human progesterone receptor signal transduction
pathway: insights into antiprogestin action. Trends Endocrinol Metab 6: 133-138.

McEwen BS, Krey LC y Luine VN. 1978. Steroid hormone action in the neuroendocrine
system: when is the genome involved? Res Publ Assoc Res Nerv Ment Dis 56: 255-
268.

McGinnis MY, Nance DM y Gorski RA. 1978. Olfactory, septal and amygdala lesions alone
or in combination: effects on lordosis behavior and emotionality. Physiol Behav 20:
435-440.

McGinnis MY, Parsons B, Rainbow TC, Krey LC y McEwen BS. 1981. Temporal relationship
between cell nuclear progestin receptor levels and sexual receptivity following
intravenous progesterone administration. Brain Res 218: 365-371.

McLusky NJM, B.S. 1980. Progestin receptors in rat brain: distribution and properties of
cytoplasmic progestin-binding sites. Endocrinology 106: 192-202.

Meisel RL y Pfaff DW. 1985. Specificity and neural sites of action of anisomycin in the
reduction or facilitation of female sexual behavior in rats. Horm Behav 19: 237-251.

Mendelson SD y McEwen BS. 1992. Autoradiographic analyses of the effects of

93



adrenalectomy and corticosterone on 5-HT1A and 5-HT1B receptors in the dorsal
hippocampus and cortex of the rat. Neuroendocrinology 55: 444-450.

Mercer LD, Beart PM, Horne MK, Finkelstein DI, Carrive P y Paxinos G. 1996. On the
distribution of cholecystokinin B receptors in monkey brain. Brain Res 738: 313-318.

Messager S, Chatzidaki EE, Ma D, Hendrick AG, Zahn D, Dixon J, Thresher RR, Malinge I,
Lomet D, Carlton MB, Colledge WH, Caraty A y Aparicio SA. 2005. Kisspeptin
directly stimulates gonadotropin-releasing hormone release via G protein-coupled
receptor 54. Proc Natl Acad Sci U S A 102: 1761-1766.

Messinis IE, Kariotis I, Milingos S, Kollios G y Seferiadis K. 2000. Treatment of normal
women with oestradiol plus progesterone prevents the decrease of leptin concentrations
induced by ovariectomy. Hum Reprod 15: 2383-2387.

Meston CM, Moe IV y Gorzalka BB. 1996. Effects of sympathetic inhibition on receptive,
proceptive, and rejection behaviors in the female rat. Physiol Behav 59: 537-542.

Meyer ME, Pornon A, Ji JW, Bocquel MT, Chambon P y Gronemeyer H. 1990. Agonistic and
antagonistic activities of RU486 on the functions of the human progesterone receptor.
EMBO J 9: 3923-3932.

Millar RP. 2005. GnRHs and GnRH receptors. Anim Reprod Sci 88: 5-28.

Millhouse OE. 1973. The organization of the ventromedial hypothalamic nucleus. Brain Res
55: 71-87.

Misrahi M, Atger M, d'Auriol L, Loosfelt H, Meriel C, Fridlansky F, Guiochon-Mantel A,
Galibert F y Milgrom E. 1987. Complete amino acid sequence of the human
progesterone receptor deduced from cloned cDNA. Biochem Biophys Res Commun
143: 740-748.

Miyamoto K, Hasegawa Y, Minegishi T, Nomura M, Takahashi Y, Igarashi M, Kangawa K y
Matsuo H. 1982. Isolation and characterization of chicken hypothalamic luteinizing
hormone-releasing hormone. Biochem Biophys Res Commun 107: 820-827.

Mobbs BG y Liu Y. 1990. Immunohistochemical localization of progesterone receptor in
benign and malignant human prostate. Prostate 16: 245-251.

Modianos DT, Hitt JCy Popolow HB. 1975. Habenular lesions and feminine sexual behavior

of ovariectomized rats: Diminished responsiveness to the synergistic effects of

94



estrogen and progesterone. J Comp Psychol 89: 231-237.

Modianos DT y Pfaff DW. 1976. Brain stem and cerebellar lesions in female rats. I. Tests of
posture and movement. Brain Res 106: 31-46.

Moguilewsky M y Philibert D. 1984. RU 38486: potent antiglucocorticoid activity correlated
with strong binding to the cytosolic glucocorticoid receptor followed by an impaired
activation. J Steroid Biochem 20: 271-276.

Moguilewsky M y Raynaud JP. 1977. Progestin binding sites in the rat hypothalamus pituitary
and uterus. Steroids 30: 99-109.

Moguilewsky M y Raynaud JP. 1979. The relevance of hypothalamic and hyphophyseal
progestin receptor regulation in the induction and inhibition of sexual behavior in the
female rat. Endocrinology 105: 516-522.

Morali G y Beyer C. 1979. Neuroendocrine Control of Mammalian Estrous Behavior. En:
Endocrine Control of Sexual Behavior. Beyer C (eds.) Editorial. Raven Press. New
York. pp. 33-75.

Moreines J y Powers JB. 1977. Effects of acute ovariectomy on the lordosis response of
female rats. Physiol Behav 9: 277-283.

Mori H, Hanada R, Hanada T, Aki D, Mashima R, Nishinakamura H, Torisu T, Chien KR,
Yasukawa H y Yoshimura A. 2004. Socs3 deficiency in the brain elevates leptin
sensitivity and confers resistance to diet-induced obesity. Nat Med 10: 739-743.

Morin LP y Feder HH. 1974a. Hypothalamic progesterone implants and facilitation of lordosis
behavior in estrogen-primed ovariectomized guinea pigs. Brain Res 70: 81-93.

Morin LP y Feder HH. 1974b. Inhibition of lordosis behavior in ovariectomized guinea pigs
by mesencephalic implants of progesterone. Brain Res 70: 71-80.

Morrell JI, Krieger MS y Pfaff DW. 1986. Quantitative autoradiographic analysis of estradiol
retention by cells in the preoptic area, hypothalamus and amygdala. Exp Brain Res 62:
343-354.

Moss RL. 1971. Modification of copulatory behavior in the female rat following olfactory
bulb removal. J Comp Physiol Psichol 74: 374-382.

Moss RL y Foreman MM. 1976. Potentiation of lordosis behavior by intrahypothalamic

infusion of synthetic luteinizing hormone releasing hormone. Neuroendocrinology 20:

95



176-181.

Moss RL y McCann SM. 1975. Action of luteinizing hormone-releasing factor (Irf) in the
initiation of lordosis behavior in the estrone-primed ovariectomized female rat.
Neuroendocrinology 17: 309-318.

Moss RL y McCann SM. 1973. Induction of mating behavior in rats by luteinizing hormone-
releasing factor. Science 181: 177-179.

Moss RL, Paloutzian RF y Law OT. 1974. Electrical stimulation of forebrain structures and its
effect on copulatory as well as stimulus-bound behavior in ovariectomized hormone-
primed rats. Physiol Behav 12: 997-1004.

Mueller AL, Taube JS y Schwartzkroin PA. 1984. Development of hyperpolarizing inhibitory
postsynaptic potentials and hyperpolarizing response to gamma-aminobutyric acid in
rabbit hippocampus studied in vitro. J Neurosci 4: 860-867.

Mulac-Jericevic B y Conneely OM. 2004. Reproductive tissue selective actions of
progesterone receptors. Reproduction 128: 139-146.

Mulac-Jericevic B, Mullinax RA, DeMayo FJ, Lydon JP y Conneely OM. 2000. Subgroup of
reproductive functions of progesterone mediated by progesterone receptor-B isoform.
Science 289: 1751-1754.

Muller P, Kuttenkeuler D, Gesellchen V, Zeidler MP y Boutros M. 2005. Identification of
JAK/STAT signalling components by genome-wide RNA interference. Nature 436:
871-875.

Munzberg H y Myers MG, Jr. 2005. Molecular and anatomical determinants of central leptin
resistance. Nat Neurosci 8: 566-570.

Murakami M, Narazaki M, Hibi M, Yawata H, Yasukawa K, Hamaguchi M, Taga T y
Kishimoto T. 1991. Critical cytoplasmic region of the interleukin 6 signal transducer
gp130 is conserved in the cytokine receptor family. Proc Natl Acad Sci U S A 88:
11349-11353.

Murakami T, lida M y Shima K. 1995. Dexamethasone regulates obese expression in isolated
rat adipocytes. Biochem Biophys Res Commun 214: 1260-1267.

Myers J, M.G. 2004. Leptin receptor signaling and the regulation of mammalian physiology.
Rec Prog Horm Res 59: 287-304.

96



Nance DM, Shryne J y Gorski RA. 1974. Septal lesions: effects on lordosis behavior and
pattern of gonadotropin release. Horm Behav 5: 73-81.

Nance DM, Shryne J y Gorsky RA. 1975. Effects of septal lesions on behavioral sensitivity of
female rats to gonadal hormones. Horm Behav 6: 59-64.

Napoli A, Powers JB y Valenstein ES. 1972. Hormonal induction of behavioral estrus
modified by electrical stimulation of hypothalamus. Physiol Behav 9: 115-117.
O'Malley BW, Tsai SY, Bagchi M, Weigel NL, Schrader WT y Tsai MJ. 1991. Molecular

mechanism of action of a steroid hormone receptor. Rec Prog Horm Res 47: 1-26.

Ogawa S, Kow LM y Pfaff DW. 1992. Effects of lordosis-relevant neuropeptides on midbrain
periaqueductal gray neuronal activity in vitro. Peptides 13: 965-975.

Onate SA, Tsai SY, Tsai MJ y O'Malley BW. 1995. Sequence and characterization of a
coactivator for the steroid hormone receptor superfamily. Science 270: 1354-1357.

Pan JT y Gala RR. 1988. The serotonin 5-HT2 receptor system, but not the alpha 1-adrenergic
receptor system, is involved in the estrogen-induced afternoon prolactin surge in the
rat. Life Sci 42: 1869-1874.

Pan JT, Kow LM, Kendall DA, Kaiser ET y Pfaff DW. 1986. Electrophysiological test of an
amphiphilic beta-structure in LHRH action. Mol Cell Endocrinol 48: 161-166.

Pan JT, Kow LM y Pfaff DW. 1988. Modulatory actions of luteinizing hormone-releasing
hormone on electrical activity of preoptic neurons in brain slices. Neuroscience 27:
623-628.

Parsons B, McEwen BS y Pfaff DW. 1982. A discontinuous schedule of estradiol treatment is
sufficient to activate progesterone-facilitated feminine sexual behavior and to increase
cytosol receptors for progestins in the hypothalamus of the rat. Endocrinology 110:
613-619.

Paxinos G y Watson C. 2006. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Editorial Academic
Press. Australia.

Pelleymounter MA, Cullen MJ, Baker MB, Hecht R, Winters D, Boone T y Collins F. 1995.
Effects of the obese gene product on body weight regulation in ob/ob mice. Science
269: 540-543.

Perrot-Applanat M, Groyer-Picard MT, Logeat F y Milgrom E. 1986. Ultrastructural

97



localization of the progesterone receptor by an immunogold method: effect of hormone
administration. J Cell Biol 102: 1191-1199.

Pfaff DW. 1973. Luteinizing hormone-releasing factor potentiates lordosis behavior in
hypophysectomized ovariectomized female rats. Science 182: 1148-1149.

Pfaff DW y Sakuma Y. 1979. Deficit in the lordosis reflex of female rats caused by lesions in
the ventromedial nucleus of the hypothalamus. J Physiol 288: 203-210.

Pfaff DW y Sakuma Y. 1979b. Facilitation of the lordosis reflex of female rats from the
ventromedial nucleus of the hypothalamus. J Physiol 288: 189-202.

Pfaff DW y Sakuma Y. 1980. Estrogens and Brain Function. Editorial Springer-Verlag. New
York.

Philibert D, Ojasoo T y Raynaud JP. 1977. Properties of cytoplasmic progestin binding protein
in the rabbit uterus. Endocrinol 101: 1850-1861.

Philibert D y Raynaud JP. 1973. Progesterone binding in the immature mouse and rat uterus.
Steroids 22: 89-98.

Pleim ET y Barfield RJ. 1988. Progesterone versus estrogen facilitation of female sexual
behavior by intracranial administration to female rats. Horm Behav 22: 150-159.

Pleim ET y DeBold JF. 1984. The relative effectiveness of progestins for facilitation and
inhibition of sexual receptivity in hamsters. Physiol Behav 32: 743-747.

Poletti A, Conneely OM, McDonnell DP, Schrader WT, O'Malley BW y Weigel NL. 1993.
Chicken progesterone receptor expressed in Saccharomyces cerevisiae is correctly
phosphorylated at all four Ser-Pro phosphorylation sites. Biochemistry 32: 9563-9569.

Pollio G, Xue P, Zanisi M, Nicolin A y Maggi A. 1993. Antisense oligonucleotide blocks
progesterone-induced lordosis behavior in ovariectomized rats. Brain Res Mol Brain
Res 19: 135-139.

Powers JB. 1970. Hormonal control of sexual receptivity during the estrous cycle of rat.
Physiol Behav 5: 831-835.

Powers JB. 1972. Facilitation of lordosis in ovariectomized rats by intracerebral progesterone
implants. Brain Res 48: 311-325.

Powers JB y Valenstein ES. 1972. Sexual receptivity: Facilitation by medial preoptic lesions
in female rats. Science 175: 103-105.

98



Pratt WB, Hutchison KA y Scherrer LC. 1992. Steroid receptor folding by heat-shock proteins
and composition of the receptor heterocomplex. Trends Endocrinol Metab 3: 326-333.

Qiu M y Lange CA. 2003. MAP kinases couple multiple functions of human progesterone
receptors: degradation, transcriptional synergy, and nuclear association. J Steroid
Biochem Mol Biol 85: 147-157.

Quennell JH, Mulligan AC, Tups A, Liu X, Phipps SJ, Kemp CJ, Herbison AE, Grattan DR y
Anderson GM. 2009. Leptin indirectly regulates gonadotropin-releasing hormone
neuronal function. Endocrinology 150: 2805-2812.

Qureshi GA y Eriksson A. 1988. Determination of clenbuterol and mabuterol in equine plasma
by ion-pair liquid chromatography with electrochemical detection. Chromatographic
and electrochemical characteristics. J Chromatogr 441: 197-205.

Raible LH y Gorzalka BB. 1986. Short and long term inhibitory actions of alpha-melanocyte
stimulating hormone on lordosis in rats. Peptides 7: 581-586.

Rainbow TC, McGinnis MY, Krey LC y McEwen BS. 1982. Nuclear progestin receptors in rat
brain and pituitary. Neuroendocrinology 34: 426-432.

Ramirez-Ordufia JM, Lima-Hernandez FJ, Garcia-Juarez M, Gonzélez-Flores O y Beyer C.
2007. Lordosis facilitation by LHRH, PGE2 or db-cAMP requires activation of the
kinase A pathway in estrogen primed rats. Pharmacol Biochem Behav 86: 169-175.

Rauch M, Loosfelt H, Philibert D y Milgrom E. 1985. Mechanism of action of an
antiprogesterone, RU486, in the rabbit endometrium. Effects of RU486 on the
progesterone receptor and on the expression of the uteroglobin gene. Eur J Biochem
148: 213-218.

Riad-Gabriel MG, Jinagouda SD, Sharma A, Boyadjian R y Saad MF. 1998. Changes in
plasma leptin during the menstrual cycle. Eur J Endocrinol 139: 528-531.

Riskind P y Moss RL. 1983. Effects of lesions of putative LHRH-containing pathways and
midbrain nuclei on lordotic behavior and luteinizing hormone release in
ovariectomized rats. Brain Res Bull 11: 493-500.

Riskind P y Moss RL. 1979. Midbrain central gray: LHRH infusion enhances lordotic
behavior in estrogen-primed ovariectomized rats. Brain Res Bull 4: 203-205.

Rodgers CH y Law OT. 1967. The effects of habenular and medial forebrain bundle lesions

99



on sexual behavior. Psychon Sci 8: 1-2.

Rodriguez-Manzo G, Cruz ML y Beyer C. 1986. Facilitation of lordosis behavior in
ovariectomized estrogen primed rats by medial preoptic implantation of 5B, 3p-
pregnanolone: a ring A reduced progesterone metabolite. Physiol Behav 36: 277-281.

Rodriguez-Sierra JF y Komisaruk BR. 1982. Common hyphothalamic sites for activation of
sexual receptivity in female rats by LHRH, PGE2 and progesterone.
Neuroendocrinology 35: 363-3609.

Rodriguez-Sierra JF y Komisaruk BR. 1978. Lordosis induction in the rat by prostaglandin E2
sistemically or intracranially in the absense of ovarian hormones. Prostaglandins 15:
513-524.

Rosenbaum My Leibel RL. 1999. The role of leptin in human physiology. N Engl J Med 341.:
913-915.

Ross J, Claybaugh C, Clemens LG y Gorski RA. 1971. Short latency induction of estrous
behavior with intracerebral gonadal hormones in overiectomized rats. Endocrinology
89: 32-38.

Rowan BG, Narayanan R y Weigel NL. 2003. Analysis of receptor phosphorylation. Methods
Enzymol 364: 173-202.

Rowan BG y O'Malley BW. 2000. Progesterone receptor coactivators. Steroids 65: 545-549.

Rubin BS y Barfield RJ. 1980. Priming of estrous responsiveness by implants of 17 beta-
estradiol in the ventromedial hypothalamic nucleus of female rats. Endocrinology 106:
504-509.

Rubin BS y Barfield RJ. 1983a. Induction of estrous behavior in ovariectomized rats by
sequential replacement of estrogen and progesterone to the ventromedial
hypothalamus. Neuroendocrinology 37: 218-224.

Rubin BS y Barfield RJ. 1983b. Progesterone in the ventromedial hypothalamus facilitates
estrous behavior in ovariectomized, estrogen-primed rats. Endocrinology 113: 797-
804.

Sahu A. 2004. Leptin signaling in the hypothalamus: emphasis on energy homeostasis and
leptin resistance. Front Neuroendocrinol 24: 225-253.

Sakamaki K, Nomura M, Yamato K y Tanaka J. 2004. GABA-mediated attenuation of

100



noradrenaline release in the rat median preoptic area caused by intravenous injection of
metaraminol. Auton Neurosci 111: 7-14.

Sakuma Y y Pfaff DW. 1979a. Facilitation of female reproductive behavior from
mesencephalic central gray in the rat. Am J Physiol 237: 278-284.

Sakuma Y y Pfaff DW. 1979b. Mesencephalic mechanisms for integration of female
reproductive behavior in the rat. Am J Physiol 237: R285-290.

Saladin R, De Vos P, Guerre-Millo M, Leturque A, Girard J, Staels B y Auwerx J. 1995.
Transient increase in obese gene expression after food intake or insulin administration.
Nature 377: 527-529.

Samson WK, McCann SM, Chud L, Dudley CA y Moss RL. 1980. Intra- and
extrahypothalamic luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) distribution in the
rat with special reference to mesencephalic sites which contain both LHRH and single
neurons responsive to LHRH. Neuroendocrinology 31: 66-72.

Sawyer CH. 1959. Effects of brain lesions on estrous behavior and reflexogenous ovulation in
the rabbit. J Exp Zool 142: 227-246.

Schally AV, Nair RM, Redding TW y Arimura A. 1971. Isolation of the luteinizing hormone
and follicle-stimulating hormone-releasing hormone from porcine hypothalami. J Biol
Chem 246: 7230-7236.

Schally AV y Varga JL. 1999. Antagonistic Analogs of Growth Hormone-releasing Hormone:
New Potential Antitumor Agents. Trends Endocrinol Metab 10: 383-391.

Schneider JE, Goldman MD, Tang S, Bean B, Ji H y Friedman MI. 1998. Leptin indirectly
affects estrous cycles by increasing metabolic fuel oxidation. Horm Behav 33: 217-
228.

Schreiner L y Kling A. 1953. Behavioral changes following rhinencephalic injury in cat. J
Neurophysiol 16: 643-659.

Schumacher M, Coirini H, Pfaff DW y McEwen BS. 1990. Behavioral effects of progesterone
associated with rapid modulation of oxytocin receptors. Science 250: 691-694.

Schwartz MW, Seeley RJ, Campfield LA, Burn P y Baskin DG. 1996. Identification of targets
of leptin action in rat hypothalamus. J Clin Invest 98: 1101-1106.

Shughrue PJ, Lane MV y Merchenthaler 1. 1997. Regulation of progesterone receptor

101



messenger ribonucleic acid in the rat medial preoptic nucleus by estrogenic and
antiestrogenic compounds: an in situ hybridization study. Endocrinology 138: 5476-
5484,

Shimizu H, Shimomura Y, Hayashi R, Ohtani K, Sato N, Futawatari T y Mori M. 1997. Serum
leptin concentration is associated with total body fat mass, but not abdominal fat
distribution. Int J Obes Relat Metab Disord 21: 536-541.

Siegel S y Castellan NJ. 1995. Estadistica no Paramétrica Aplicada a las Ciencias de la
Conducta. Editorial Trillas. México.

Siegrist-Kaiser CA, Pauli V, Juge-Aubry CE, Boss O, Pernin A, Chin WW, Cusin I, Rohner-
Jeanrenaud F, Burger AG, Zapf J y Meier CA. 1997. Direct effects of leptin on brown
and white adipose tissue. J Clin Invest 100: 2858-2864.

Simonian SX, Spratt DP y Herbison AE. 1999. Identification and characterization of estrogen
receptor alpha-containing neurons projecting to the vicinity of the gonadotropin-
releasing hormone perikarya in the rostral preoptic area of the rat. J Comp Neurol 411.:
346-358.

Singer JJ. 1968. Hypothalamic control of male and female sexual behavior in female rat. J
Com Physiol Psychol 66: 738-742.

Sinha MK, Opentanova I, Ohannesian JP, Kolaczynski JW, Heiman ML, Hale J, Becker GW,
Bowsher RR, Stephens TW y Caro JF. 1996. Evidence of free and bound leptin in
human circulation. Studies in lean and obese subjects and during short-term fasting. J
Clin Invest 98: 1277-1282.

Skafar DF. 1991. Differences in the binding mechanism of RU486 and progesterone to the
progesterone receptor. Biochemistry 30: 10829-10832.

Smith DF, Faber LE y Toft DO. 1990. Purification of unactivated progesterone receptor and
identification of novel receptor-associated proteins. J Biol Chem 265: 3996-4003.

Smith JT, Acohido BV, Clifton DK y Steiner RA. 2006. KiSS-1 neurones are direct targets for
leptin in the ob/ob mouse. J Neuroendocrinol 18: 298-303.

Steppan CM y Swick AG. 1999. A role for leptin in brain development. Biochem Biophys Res
Commun 256: 600-602.

Sweeney G. 2002. Leptin signalling. Cell Signal 14: 655-663.

102



Takahashi LK y Lisk RD. 1985. Diencephalic sites of progesterone action for inhibiting
aggression and facilitating sexual receptivity in estrogen-primed golden hamsters.
Endocrinology 116: 2393-2399.

Takahashi LK y Lisk RD. 1986. Intracranial sites regulating the biphasic action of
progesterone in estrogen-primed golden hamsters. Endocrinology 119: 2744-2754.

Tartaglia LA, Dembski M, Weng X, Deng N, Culpepper J, Devos R, Richards GJ, Campfield
LA, Clark FT, Deeds J, Muir C, Sanker S, Moriarty A, Moore KJ, Smutko JS, Mays
GG, Wool EA, Monroe CA y Tepper RI. 1995. Identification and expression cloning
of a leptin receptor, OB-R. Cell 83: 1263-1271.

Tennent BJ, Smith ER y Davidson JM. 1982. Effects of progesterone implants in the habenula
and midbrain on proceptive and receptive behavior in the female rat. Horm Behav 16:
352-363.

Tetel MJ, Giangrande PH, Leonhardt SA, McDonnell DP y Edwards DP. 1999. Hormone-
dependent interaction between the amino- and carboxyl -terminal domains of
progesterone receptor in vitro and in vivo. Mol Endocrinol 13: 910-924.

Turcotte JC y Blaustein JD. 1993. Immunocytochemical localization of midbrain estrogen
receptor- and progestin receptor-containing cells in female guinea pigs. J Comp Neurol
328: 76-87.

Ulloa-Aguirre A, Stanislaus D, Arora V, Vaananen J, Brothers S, Janovick JA y Conn PM.
1998. The third intracellular loop of the rat gonadotropin-releasing hormone receptor
couples the receptor to Gs- and G(g/11)-mediated signal transduction pathways:
evidence from loop fragment transfection in GGH3 cells. Endocrinology 139: 2472-
2478.

Vathy 1U, Etgen AM vy Barfield RJ. 1987. Actions of progestins on estrous behaviour in
female rats. Physiol Behav 40: 591-595.

Vegeto E, Allan GF, Schrader WT, Tsai MJ, McDonnell DP y O'Malley BW. 1992. The
mechanism of RU486 antagonism is dependent on the conformation of the carboxy-
terminal tail of the human progesterone receptor. Cell 69: 703-713.

Vogel G. 1996. Leptin: a trigger for puberty?. Science 274: 1466-1467.

Wade GN, Lempicki RL, Panicker AK, Frisbee RM y Blaustein JD. 1997. Leptin facilitates

103



and inhibits sexual behavior in female hamsters. Am J Physiol 272: R1354-1358.

Wang J, Lee V y Leung PC. 1989. Differential role of protein kinase C in the action of
luteinizing hormone-releasing hormone on hormone production in rat ovarian cells.
Am J Obstet Gynecol 160: 984-989.

Wang J, Liu R, Hawkins M, Barzilai N y Rossetti L. 1998a. A nutrient-sensing pathway
regulates leptin gene expression in muscle and fat. Nature 393: 684-688.

Wang M-Y, Zhou YT, Newgard CB y Unger RH. 1998b. A novel leptin receptor isoform in
rat. FEBS Lett 392: 87-90.

Warembourg M, Jolivet A y Milgrom E. 1989. Inmunohistochemical evidence of the presence
of the estrogen and progesterone receptors in the same neurons of the guinea pig
hypothalamus and preoptic area. Brain Res 20: 1-15.

Warembourg M. 1985. Steroid receptors in the brain: Topography and some functional
implications. Neurochem Int 7: 941-952.

Watanobe H. 2002. Leptin directly acts within the hypothalamus to stimulate gonadotropin-
releasing hormone secretion in vivo in rats. J Physiol 545: 255-268.

Wei LL, Gonzélez-Aller C, Wood WM, Miller LA y Horwitz KB. 1990. 5'-Heterogeneity in
human progesterone receptor transcripts predicts a new amino-terminal truncated "C"-
receptor and unique A-receptor messages. Mol Endocrinol 4: 1833-1840.

Wei LL, Hawkins P, Baker C, Norris B, Sheridan PL y Quinn PG. 1996. An amino terminal
truncated progesterone receptor isoform, PRc, enhances progestin induced
transcriptional activity. Mol Endocrinol 10: 1379-1387.

Weigel NL, Bai W, Zhang Y, Beck CA, Edwards DP y Poletti A. 1995. Phosphorylation and
progesterone receptor function. J Steroid Biochem Mol Biol 53: 509-514.

Whalen RE y Gorzalka BB. 1972. The effects of progesterone and its metabolites on the
induction of sexual receptivity in rats. Horm Behav 3: 221-226.

Wheaton JE, Krulich L y McCann SM. 1975. Localization of luteinizing hormone-releasing
hormone in the preoptic area and hypothalamus of the rat using radioimmunoassay.
Endocrinology 97: 30-38.

Wilcox JN, Barclay SR y Feder HH. 1984. Administration of estradiol-17 beta in pulses to

female guinea pigs: self-priming effects of estrogen on brain tissues mediating

104



lordosis. Physiol Behav 32: 483-488.

Wilson CA y Endersby CA. 1979. The stimulatory effect of SHT and the role of the
paraventricular nucleus on PMS induced ovulation in the immature rat.
Neuroendocrinology 28: 415-424.

Wilson CA y Hunter AJ. 1985. Progesterone stimulates sexual behaviour in female rats by
increasing 5-HT activity on 5-HT2 receptors. Brain Res 333: 223-229.

Yanase M y Gorski RA. 1976. Sites of estrogen and progesterone facilitation of lordosis
behavior in the spayed rat. Biol Reprod 37: 597-602.

Yoneda N, Saito S, Kimura M, Yamada M, lida M, Murakami T, Irahara M, Shima K y Aono
T. 1998. The influence of ovariectomy on ob gene expression in rats. Horm Metab Res
30: 263-265.

Yu WH. 1997. Role of leptin in hypothalamic-pituitary function. Proc Natl Acad Sci USA 94:
1023-1028.

Zadina JE, Kastin AJ, Fabre LA y Coy DH. 1981. Facilitation of sexual receptivity in the rat
by an ovulation-inhibiting analog of LHRH. Pharmacol Biochem Behav 15: 961-964.

Zasorin NL. 1975. Suppression of lordosis in the hormone-primed female hamster by
electrical stimulation of the septal area. Physiol Behav 14: 595-593.

Zemlan FP y Adler NT. 1977. Hormonal control of female sexual behavior in the rat. Horm
Behav 9: 345-357.

Zemlan FP, Kow LM, Morrell JI y Pfaff DW. 1979. Descending tracts of the lateral columns
of the rat spinal cord: a study using the horseradish peroxidase and silver impregnation
techniques. J Anat 128: 489-512.

Zhang Y, Beck CA, Poletti A, Clement JPt, Pendergrast P, Yip TT, Hutchens TW, Edwards
DP y Weigel NL. 1997. Phosphorylation of human progesterone receptor by cyclin-
dependent kinase 2 on three sites that are authentic basal phosphorylation sites in vivo.
Mol Endocrinol 11: 823-832.

Zhang Y, Beck CA, Poletti A, Edwards DP y Weigel NL. 1995. Identification of a group of
Ser-Pro motif hormone-inducible phosphorylation sites in the human progesterone
receptor. Mol Endocrinol 9: 1029-1040.

Zhang Y, Proenca R, Maffei M, Barone M, Leopold L y Friedman JM. 1994. Positional

105



cloning of the mouse obese gene and its human homologue. Nature 372: 425-432.
Zouhar RL y DeGroot J. 1963. Effects of limbic brain lesions on aspects of reproduction in
female rats. Anat Rec 145: 358-363.
Zucker 1'y Goy RW. 1967. Sexual receptivity in the guinea pig: inhibitory and faciltatory
actions of progesterone and related compounds. J Comp Physiol Psychol 64: 378-383.

106



12. GLOSARIO DE TERMINOS

Acido desoxirribonucleico
Acido gama amino butirico
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Adenosin monofosfato ciclico
Adiministracion intravenosa
Administracion subcutanea
Aminoacidos

Area predptica media

Area tegmental ventral
Benzoato de estradiol

Caseina cinasa Il

Cinasa activada por mitdgeno
Cinasa dependiente de ciclina
Conducta de estro

Conducta de lordosis

Cuerpo geniculado medio
Dominios extracelulares
Dominios intracelulares

Dominios transmembranales

Elementos de respuesta a la progesterona

Eminencia media
Estradiol
Formacion reticular medular

Fosfatidil inositol

Funcion de activacion dependiente del ligando 2

Funcion de activacion dependiente del ligando 3

Funcién de transactivacion 1

ADN
GABA
ARN
ARNmM
AMPc
iv

sC

aa
APOmM
ATV
BE
Cdkll
MAPK
CKIlI
CE

CL
CGM
DE

DI
TMs
HRP
EM

=
FRM
Pl
AF-2
AF-3
AF-1

107



Guanosin monofosfato ciclico
Hipotalamo anteromedial

Hipotalamo dorsomedial

Hipotalamo ventromedial

Hormona estimulante de los melanocitos
Hormona foliculo estimulante
Hormona liberadora de gonadotrofinas
Hormona luteinizante
Intracerebroventricular

Isoforma A del receptor a progesterona
Isoforma B del receptor a progesterona
Isoforma C del receptor a progesterona
Janus cinasa

Noradrenalina

Nucleo arqueado

Nucleo paraventricular

Nucleo periventricular

Nucleo ventro medial del hipotalamo
Nucleo vestibular lateral

Ovariectomia

Progesterona

Prostaglandina E;

Proteina cinasa A

Proteina cinasa C

Proteina cinasa G

Proteinas de choque térmico

Proteinas inactivas inducidas por estrogeno

Receptor a progesterona
Receptor de Kisspeptina

Receptor de leptina

GMPc
HAM
HDM
HVM
MSH
FSH
GnRH
LH
icv
PR-A
PR-B
PR-C
JAK
NA
Narc
PVN
PMV
HVM
NVL
OVX
P4
PGE;
PKA
PKC
PKG
HSPs
PIEi
RP
GPR54
Ob-R

108



Receptor GnRH-1

Receptores a progesterona

Sefales supresoras de citocinas
Sefiales transductoras activadoras de la
transcripcion

Sistema nervioso central

Sustancia gris central mesencefalica

Ventriculo lateral derecho

GnRH-1
RPs
SOCS

STAT
SNC
SGCM
vid

109



13. PUBLICACIONES

13.1. Articulo publicado

110



Neuropeptides 45 (2011) 6347

Contents lists available ot SclenceDirect

Neuropeptides

ELSEVIER journsl homepage: www, elsavier.com/locate/npeap

Leptin facilitates lordosis behavior through GnRH-1 and progestin receptors
in estrogen-primed rats

Marcos Garcia-Judrez *<, Carlos Beyer*, Alfonso Soto-Sinchez*, Raymundo Dominguez-Ordoiiez ",
Porfirio Gomora-Arrati®, Francisco Javier Lima-Hernandez*, José R. Eguibar®, Anne M. Etgen®,
Oscar Gonzalez-Flores ™*

“Centro de } nigacide on Reproducciin Asimal, 1 A

* Margrla en Gencior BisiGeicar UAT, Movesin, Tiex 20150, Meacn

* lnsrituce de Padologin. Nenemwérita Undversidad Awénoma de Moebio. Apdo, Postad 406 Peebdin. Mue. CF 72000, Mexco
Y 0. Purpors Department of Newroscience F173, Albert Eistein College of Madiome, Srane NY 20457, LS4

de Taxcola CINVESTAY, Apde, £2. Tiawcale, Mexicn

ARTICLE INFO ABSTRACT

Anticle hstory

Recewved 4 Augunt 2000

Accepted 7 November 2010
Available onkne 26 Novermber 2010

Dose response curves for lepom factlitation of estrows behavior {lordasts and procepeivity) were made by
infusing the peptide into the lateral wntride (icv) of ovaniectomized (ovx) of Hbitum-fed rats injected
400 previousty with S pg of estradeol benzoate. Leptin doses of 1 and 3 yg produced sigmficant lordoss
quotient 21 60 min post-injection, with maximal lordosis being displayed ar 120 min Yet the intensity of
lordosis was weak, and a high incideace of rejection behaviors was found. Moreover, leptin did not Induce

Kiywonts significant proceptive bebaviors at any dose. The leptin doses of 1 and 3 pg were selected for determining
Laptia . whether antide, a GnRH-1 receptor antagonist, oc the progestin receggor antagonist RUABE could modify
Proceptive beb the lrdosis response 1o leptin lov injection of either antide or RU486 1 h befare leptin significantly
Rejection behaviar depressed leptin facilication of lordosis. The results suggest That feptn stmulates bordosis by releasing
GaRs-1 receptoe GnRH, which in turn activates CnRH-1 and progestn recepeors. The physiological role of leptin in the
Progesiin sceptor controd of estrous behavior remalns 1o be determined

Antide © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
LU L

1, Introduction in rodents (Wade et al, 1997; Fox et al,, 2000), Thus, leptin facili-

Reproductive behaviors in rodents are stimulated during the es-
trows cycle by the sequential secretion of ovarlan sterolds, estradiol
(Ez) and progesterone (P). Several other non-steroidal agents have
been found to stimulate estrous behavior in estrogen-primed rats
(for review; Beyer and Gonzdlez-Mariscal, 1986; Beyer et al,
2003; Mani and Portillo, 2010). Most of them are neurotransmit-
ters (dopamine, noradrenaline (NA), acetylcholing) or newromodu-
Lators (gonadotropin releasing hormone (GnRH )L prostaglandins, 2-
melanocyte hormone, etc ) involved in the transmission of signals
in the neural crcuits related to the expression of estrous behaviors,

Humoral stimwli oniginating in the periphery may also modu-
late estrous behavior (Bloch et al, 1987} For example, leptin, a
hormone produced by adipocytes (Camplield et al, 1995; Ahina
and Flier, 2000), has been reported to influence estrous behavior
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tated sexual belsavior in ad libium fed female hamsters, but not in
food-deprived animals In this latter condition, leptin treatment
intensified the inhibition of lordosis induced by fsting (Wade
et al, 19971 On the other hand, intracerebral administration of
leptin falled o augment the lordosis response induced by E, and
P and inhibited proceptivity in genetically cbese Zucker rats (fa)
fa; Fox et al, 2000). These results suggest that leptin has complex
effects on the sexual behavior of rodents, cither facilitating or
inhibiting it. probably depending on the metabolic or nutritional
condition of the animals.

To date no studies on leptin modulation of reproductive behav-
iors have been performed in the od libitum fed rat, Therefore, in an
initial experiment we tested the capacity of vanious dosages of lep-
tiy infused into the lateral ventricle (icv), to stimulate estrous
behaviors in ovariectomized (ovx), estrogen-primed rats. The find-
ing that lev leptin significantly Galitated bordosis behavior in ovx,
Ey-primed rats led us to explore the possible mechanism mediating
this response. Because leptin stimulates GniRH release (Yu et al,
1997; Nagatan et al., 1998; Cunningham ct al., 1999; Watanobe,
2002 ; Quennell et al, 2009 ), which can facilitate Jordosis behavior
(Maoss and Foreman, 1976; Sakuma and Plaff, 1980; Beyer et al,
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¥97). 1 was plusihie tha the dehaviord eflect of lepan was
madiared thiourh Sie release of this pepode. Tharefare, Ina second

we tested Sie capacity of ansde, 3 CaRH-1 recepor
ANTAZONET 10 I are with the Qolin ooy eflecrsof kepan on k-
donis Dehavior of owe, esTogen-primed rais Finally, decause CoRH
enhanoes Sordosls befaviar Swouh X Tvation of S pgestin
mooptor(Beyer of 3 1997 we altotestad the capaciy of e po-
0N 100 PANT ATAZONET RULES 10 Miock rhe Sordansl s de havior in-
duced by lepn.

2 Mahods

Z 1. Axdneals

Eghty-seven sevally inexedenced Spragos Dawiey female
Qs bred In our were wed Femalks weighad detween
B0 and 270 g at 2 onces of the expeament. They were main-
Qined under contralied empeanure (23« 24C) and Ngha condl-
sons (14 h Mg 100 dark; Mgws off 3 1100 h) They were fod
Puring rat chow and water af Mhirum.

22. Surgical procadens

ANl femaies wore owe under e anesthe Sl o weeks treg
Dy were anssthesed with (4 m@kgl and lewmine
(SOmgiR) and placed in 2 Kopd stereotaod narament (Tujurga
CA USA) for impilaneagion of 2 stainiess sed canmila (22 gage
17 mm lergeh) inao e right Leera | ventriche Sllow! ng coordinaes
fram e 2le o Poonos and Wason (2005) (antero-poster-
bor =020 mm, medici xeral 1.Smm, dorsovenmal -35 mm with
=5pact 10 Diegma). A stinless sed soew was fived 10 She soull,
and bah cand Ula and sorew were AT ached 10 the Done with deatl
coment. A dummy cannula (30 gauge) povided witha Gp was
inmodoced into the guide cannill 1 prewent og@ng and contam-
inxtion Inmediaely after cannuly Implasg ation famales wee in-
joctad with penicilin (2ZZ000RIAg)

ANiprocedars wad in Dese experiments biiowed o Mexican
Law Sor S Potection of Andmals and wee approwed by the Inss-
nnion 2 Andmal Care and Use Commiteee of CINVESTAV.

2 3. Tesgieg proce deres

Tess for semal Dedaviar (recepovity and proceptiity ) wee
conduced by placing females in 2 drular plexégias aena(53cm
in camewr wah 2 mae. The Jordosis quotient
A0 = (numdsr of lordosts/ 10 maun s} « 100] was wed © 2ot
eceptive Db vior. The intensity of Sardosts wa s guanttisd accard-
g to the lordosts scare (15) proposad by Hardy and DeBold
(1972} This scale ranged from 0 © 3 for each individual response
and, consegquendy, from O 1o 30 Sor each famale Sutrecsved o0
moonts from S male. Proceptiity was studied by detenmining
e Incidence of hopping, ANTing and Aarwig@ing aross e
whole receprity test [ Beach, 1976) We considerad an animal poo-
copthve when It chowedat least two of Baese dedhavion. We ewalu-
&od wpcgon dedavior by dstermining the incidente of mrna
escapes, Doing, Wicking and fight (Corzalia and Gray, 19811 We
considered that an andmal displayed rejecrion tehavior when ot
exhidied ar kg st two ofthese ehaviors In 3l expariments S fo-
maes were aed 2 60, 120, and M0 min after Joprin injection

24. Chomicals ant adeialioaion
Lepon (rat recomiinant, purity of >97X), F, henaoaee (B8), o

PRFSTIO ANTAZON KT RULSS and the CaRH- 1 ®00or anionis
avide  lacetyl S-Na(2-naphveylsd-Ly N - nicosnoyl - S-1yN-

nicotnoyi M leud yUN-Sopropy - Rro-dAL-Ni2 | wee purchased
Pom Sigma (S Lous, Missourd USAL FB was dissohed in sesame
al © 2 concenation of 50 gkl Leprin (1 ang) wids indtially dis-
saived n 111 ywiof Tris{ 10mM, pH « 2} Fromthis osginal conden-
vann(9 urhd), dlution: were made © odQIn B seard loptin
concentrations. Antice was Slsolvad in 28ing 103 conc e on of
Tmgim i while RUSSS was & ssavied in ol Denzy! derzcate Deas-
Nic dooha (20:155) © 2 concenwagon of IZ5mgmi

The leptind and ansde wee infinad thoough 3 plastic Clay
Adams catheser (FE 10 No 7401} fized © 2 Hamilton syvings
(10u1) 201 was insertad into The guide ven wicular cannula.

25 Expodment | Efect of bv injoctass of legtin ov esoous dehaviar
o awx, eTmge s pdnad 1xs

The djective of 1his experiment wai  characerize the offect
o leptin on estraus Deduvior (lordosis and paoce paivity) and to
estabiish 3 doRe (esponce cunve o The hormone. Famales wee
pamed with 5 ug of B (5¢ in 0.1 mi sasame o) 40h defore Soptin
ar wehicle (Tris 10 mW, pH = B) injecian s In this experiment, Tep-
o0 was injecad v & four dose lewels I i erent andm ais: 0.33
a8l ln=83rE)and Iug(ne9) dizadwdin I uicf s
We used 2 range of doee SSmilar 1o tat exgiored by Fax etal,
[2000) who fund 3 dear inhi Btory response to B2 and Padminis-
axion in Tucker odese ras Conmol im s (A= 9 wee injeced
with 1 38 of vehicke (Tris)

26 Experiownr 2. Effect of antide om ssoais behaviar induced by
kpois

This exparime ot was Seuignad 1 04 wierher krdosis hehavor
Induced Yy leptin & mediged by the aaivain o 2w CoRH-1
moeptor Thirty-nane h after 8 20minlsvation nineteen female
Qs woehed an v injection of 1 aglil of antide One hour ey,
Sornales reccived an kv o jaction of ather | gl (9 andmaic) or
3u@la) (10 andmals) of lepin. The dose of antide was stk ied de-
canse it Nocked the Detuviordl effects of CoRH in the study of
auffman and Rissman (2004}

27 Experiaw 3. Effoct of RIKSS on esoous bohavior induced by
kpin

This exparime ot was deuignad 1 04 wihether krdosis hedavor
induced by JepEn K medited Swough the progessn recepear.
NoMeen eszopn-pamed ras were injoctad ¢ with 5 mg of the
atipogestin RULES. One howr Ler, nine fom e s tecehved an kv
injection of | ug and 0 rxs received 3ug of lepon. The dose of
RIKES was Msad on previons saudies In owr QMaraxwy (Beyer
ed 897

2E Hussbgcal confirmason of cannsla plare meat

Twengy-Sowr haurs afer compleson of e experimens, -
males wore anssthatized with arhed and IX meSiylens Mue was
ministered hough the Ganula Ras were idled by
EPXUE D 1he JeaDe T, The rain was removed 3nd secsoned
e transvesse plane to verlly the cannula in the right
Leerd venwicle. Dam fram oo imaks (e 7) with the cannula
anside e venmicle were discanied from the experimant.

23 Rarivicd andyss

The offect of the RS- 1 rocepior antgonis (Antde ) and S
antipogestin RULSS on the Sehavionl acson of leprin was -
sessed by companing the 10x dianed with o pepride Jone vi
Mmose oD Ined When JNTds And RULSS wee added Becaune e
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asyidason of 10 v s Insome @oups wer na namal a Wikco-
o0 Minn-Whithey ©51 wat ciod © Compas ™o independant
Soups (Skgel and Qasian, 1995) This 16 & an excelant ter-
Qe 10 The 31651 with 2 power eMciency of 355X of 2w paames-
o va(Siegd and Caelan, 1995) Rahers exat prada hiliyy test
Was used 10 compare She propartion of poeptve females or fo-
maes showing Te Joction Defa viars Among Superime ntal g

3 Results

31, KVinjacsons of leptin farilityte by dosks Achavior In ovx, SO Ofs-
primed os

Fig 1 shows the LQ (paned AL LS panel B} and the propasions
of Seendes g peceps vty (pand C) or rejection Dedha wiors
(panss D) of ES-primad Q% at 60, 120 and 240 min Sllowing e
fov inf esion of the our doses of lepan. The contmd anim 235 infesed
with vehicle showad Jow levels of lardosis and Gld e display peo-
copihe Dehaviors Rejection fehavior was obaesved in only two
conzol sas Legtin-dnjacted femaies showed significant doze-
dependen: Jrdosts Dedavior 2 all Swee time intorvals Bated A
chear dose tesponce reatonship was obsarved detacen the 03
and 3 ugdose devels 3 60and 20 (p<0.065 and Q01 respectiely)
mEn The hghsst receptivty (10 and LS) was olaened in ras
moenang 3 ux of lepon and o highest e (9g) evoled 2
sigaly lower resporce than 3 ug of kpen As shown in Rg. 1R
e 1S in lepain-infuced foonal & was Jow even a1 The higher dose
levets (3 and 93] Smillarly 3 very low propation of ras dis-
playad proceptive ehawions {alowing lepon adminiszaton, and
D TeSponte was not doe relued (Ag. 10 By cantrast, e jaction
Dedavior was cearly sumalaed by lepon adminisuation atthe |
ad Sug doses (Ag. 1ID) a1 60 and 120 mén, with the LQogest re-
Sponse odservied 60 min afer infution of 1 ux of leptia.

|

EZ3 o3

32. Effect of anside on esooes belaviars Induced by leptia

Asshown InFig. 2, adminiszason of | g of antide signiticangy
prwatad the somuoy eflea of Tug (<001 x 80 and
ROmin) or 3ug (<000 & 60 and 120min; p<005 &
30 min) o leptin on dordosis DeRWor In cStOgen-primed ran
Mogowe ¢ anrise alio Signd Bican Sy reduced S expression of rejec-
Son behaviars In DAt only one ansde-geard fmde duplawd
ese behavion

23 Effect of RUSEES on haridasks be havior iafuced by leptin

Fig 3 shows loasosis Detavior indu ood by the | ov atm inkswation
o | (pand A)and 3 ug(pand B)of leptin Adm inkwason of RULE5
st cantly decreased e LQinduced by | and 3 ugof lepeinat 60
and I20min The efect was tanuitary decause at 240min aftey
Septin 20MENSITATION, N0 Signdfl cant e aces wee odered Do

Tavee 0 fema les rece ving ondy keptin and Shoce rece iving Do leptin
and RUASS RULASS 2 20 shpnifica atly decrea sod bom lordosis soox

and the pacenge of Smdes showing &) Son dehawion

4 Discussion

The precent Stody shives that i v infusion ofie pan o 60 Signil-
s, Ehou g wedk Sordoais Dehawior in owx, ESprimed rats un-
S af bz 00 condit ans. This resullt agrees withdata deined
in ad Mhinow fd hamstes by Wade et 3l (1577 lepan fikd
slich Al esvous dedaviar In eSTOREN-PAMSS TS, proceptiviny
was doent In Mol A% racdving the hommone, and rejaction
e haviors wea fequantly obierved This finding & consistent with
e pon St icv e pin Inhiibits proaceptivity in Tockerodess ras
Teared with EB and P(Foo et al, 2000} This paadooscal fearue of

foprin, Qalinong oo and Inhditing poCepIVEDY SUFIESTS
21 the harmone can dlecaly or indirer Sy o I ¢ newrd medh-

Laptin
CSlwe B8 B
B =1

- 4 )
e W4 "' 0 4 =
- 0 PR = = =
J < = = =
- — = -
. T a ° - : : :
n 2 i ©w 0
Minutes Minutar
& L D%ex of thr kvigeson o033 (n <8 1{n <8 3 n«2) ad 9agin~ 9] of lptiy o 4 o e o loka s qa '(Ar or dosts worw
(WY poewp (€] arxtS regeczing iy (D) Pemgerwers tvewd 3 G0, 1 20 and 240 minafterigecionof leprtnas vwhicle (moerofl. pe 001, p+ 005w ool
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TR 2 D%ce of lcviogecnon of 1 4x of tw Ca -1 mospoe aceapoes e antide oo
the Bacitamon of lordoss by TagiA)and) g¢ of lepeail | Belicgion of o s
Sadoe by | anid (9 awmda) and 3 aglal (10 sk | of lepta a2 G0 ;A
120min war infabioe! by axxie 3 60 ot l.mn. pos<mecion The actxis or
which wa irgeaed G0 min beform. e QOT, 7 «00% vx st plim lpen.

ansms Thar uncer nanmal condition 5 funcson DRether. Interes:-
Ingy, a Sgnaficant proportion of s showed it onse
and peoistent 1ejection Dehavios, whikh 2 Qurdly seen in recep-
overan

The mechantams wiich lepan cxert BN diverse Dehay-
raleSecs( Qalmnion of loasosls and re jaction dehawiors, indidi-
Ton of proceprivty] e not dear. A direct offecr of XpEn on
Typothaia mic newnns relaed D the exguession of lordosis hehav-
A cannot de nuied out. For example, adminisragon of kaptin acti-
ars oy venmtmamediad h Deumns associaed with
fordosis Qollmton SAwaz etal, 1955 howewer, fow o0 no lep-
U0 receprons are expoessad in this region(Le, ventraaeral pas of
e wenyomedidl Mypofulamic nacdees (Funahashi et al, 2008,
Bmguistes i 1998). Our esults syongly suggest tha the ey
o leptin an lordosis Dehavior B medied Swough CoRH miease,
fecause v a0minisracon of antide (an ant it of e CaRH-
1 Teceptar ) priog 1o fepon inhidited the Aty of leotin © Goliae
Sardosis. This iterpee L tion i consistent with e finding tha op-
=0 som e e eiease of GaR H fom hypaeha lamic explana (Yo
o al, 1997, Wannobs, 2002} Stimulagon o CaRH secretion by
foptin may not Gwdive direct actions of lopein on GaRH neunns,
trcame double-Labelling CXPEriments uming in S Mybridization
and immunohistochem STy indicxe oat fow, #f ang GhRH new-
NS Sxpress laptin 2osptos in raes( Hakan soon & Jl, 1996 Quen-
nel &x 2l 2008) or in monkeys (Finn o 21, 998). This suggests
|at leptin stimula ton of CaRH eiease s maded through ativa-
son of aSee e newnns $at projet 1 CaRH secreting celis( Cunn-
Igamezal, 1999

1o
T A 193 Laptn
- m_
s
E
= D4
3
-
S
1 % .
{»
"B 3 #g Leptn
-
: @
i W
-‘ €
o
3 o ; I
H -
§ ]
= 3 g
Mirytos

B 1 D% of i igenion of S myg of he pogersn o tor @ cgpon B R0A MG on
tw facizasion of odots by | ap (A n«0) and Jag of lepea (B e« 10 Tw
Sclizgon of lodond bebuvior by legen o G and 10 mia wgr aagonsed by
RG The RS or whice was lrpeoed Gl min bfore ppen p <005 “pe00l
w MG gt lepen.

2t s only pocsibie 10 Spacula e on The NIt Ty DEUDITANS-
mizes imolved In e samulRary effect of leptin on GaRHrelease
GrRH nrurons receive 2 rich afieeat inpur fram Jxon terminals
CONRINNG 3 Aarge varsey of agents ind loding cate cholaming £, So-
ooin, CABA, gunamate, opiodd pepodes Y. vasoac
ove inesunal pepdde, neuroacin, slstnoe Foand Waspeptin
(see review; Clarke and Fompolo, 2005). The ofiect of lepein on
most of S ese neroanem iTers has not daen expiond Mareovey,
i some cases, Jepon inhidins raher than Simulaees the reexse of
T ie DrwroTQaEmite s, For e vim studies indicane tha
leptin decreases Dl NA reexie fomn the Wypothalamut in 2
Sone -depende ot ma nne 7 (Francis ot al, 2004, In ofher cases, doprin
sSmula s Se actity of e nt fders 1o CoRH neanns, 25 in e
case of Isspeptin( Sm it ez 3l 2006; K man o2 al, 2000 ). A subd-
SRnTal propartion of Kaspe pEn New o0 in The JI0ua % mo ceus ox-
Pomas e pEin fece PGS In mice (Saith et 2l 2006, and in e mouse
and rat hypoehalamus, e Kaspepon receptor CPRSS & expressed
I CofH neuwrons, SUFEesnng that Kisspepda may diecly mody-
i3te CaRH seoretion (Mwig e 2 2004, Measger etal 2005}

Regrding the displiy of T jecSon e haviorns by 1at Teard with
leprin, some daa SagRest Tat inhidition of e noQ drene i Sys-
MM Y PATICPAL In Tis responie. M vido studies show that lep-
on daredses NA reexis flom e dypoftalamus i 3 dose
depen dent manney (Foods e al, 2004) Inhibiton of NA reexe
shgnificamly Increases rejoction hehawars (Meston e 3l 1996
Inhituson of NA miaace aleo dareases car wiggling, 2 pypical ro-
coptive Dedavior Inras (Mestonet al, 955) Theredoae, it & possi-
e that iov admindeQuon o kptin Simuin neously XV TNO
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mechaniame leading T opposing : (1) GhRH misace
mauiung in landosis facliaton and (2) inhditon of NA micace.
iciting the Gsplay of =jecmon dehawiorns and inhiditing procep-
Svity. Undes no cxperimant al condit ons, the serespon ses are My
» x TREed paaerly depanding on modtiond of metabolic
COnMTOns.

Recent studies Segaest 2T pIOZestin Iecoplons ¢ 3 Common
effector for molecules of vasows sructunes St Lrlue cayous
D viors In ovx, etrggenprimed QU (Boyer o Al 2003 Mani
and Postillo, 2010} Ths Mea & supparted by o bty of proges-
TN 7OCOPICr ANTARONERS 10 dnedfare with the facingogy offec s on
Sordioss Dehawior nax onlly of P bat 350 of sng Adeducsd proges-
O, SopAmi Re AgNists, prostagiandin 22 and CoRH (Beyer o a1,
1997, 2003; Mandand Porglio, 2010} The fact that RUKSS inhidard
e ondosl s beh aviar induced by lepain in the present sudy ko
Suggests 1has this peptice madiates aahation of pEgestin recep-
wors, perhaps via GRH miase

The characteristics of the dehavion] ®5ponse © leptin, weak
rdocs e ndity (LS) and dience of proceptve Dedavion, dors
DX SUpPOTT an essential rode of |ils hormone in e display of es-
wous 20 wor Saring the ovarian cycle in o Mbdous Jod ras Lep-
oo esum eyl s Sonot change Sn Mican Sy Guring the rat esyous
cycie (Amico et al, 1998 and lepon recoptar denuites we low
Suang proestous (Beanatt ot A 1999) On e axher hand it &
well cstabiiche d thae leptin paTipates in the indSason of puberty
Swouh the xavaion of CaRH ocurons (ANima and Fller, 2000
Mann and Plant, 2002 ) Thavefooe, (TS 1empang 10 Specul ate tha
undy naturd (non QIoTaofy Condim ans ), in wihich Sraquent anes-
Tows pesods are imexdaed Inte e reproductive Bt of e
(K0 uth andFrissen, 1983} leptin parsc Ipates in rEITARInG e pao-
Soctive activity, Inclading Sardiosis Delha wor, Dy primin g or direc @y
smmeiad ng GhRH peuran s Sapport for this sdel comes from e
e Zon o Syrian ham s Tha Qaring -andi ood e st & re-
wemed by leptin administration (Schossder et al, 1998 Ruther
smdles ye reguied © esudish S physidiogical mis of Jeprin
in e regudaton of eswous Dedavians In o
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Resumen: La leptina, es una proteina producida principalmente por las células adiposas, y es una
hormona que participa importantemente en varios fendmenos reproductivos. Sin embargo, no se
conoce el papel que juega en la regulacién de la conducta sexual femenina en roedores. Por lo tanto,
en el primer experimento decidimos analizar la conducta de estro (lordosis y proceptividad) inducida
por leptina. Se administraron diferentes dosis intracerebroventriculares (icv) (0.33 a 9 ug), para evaluar
si este compuesto es capaz de inducir la conducta de estro en ratas pretratadas con estrogenos. Las
curvas dosis-respuesta muestran que 1 y 3 ug de leptina inducen un incremento significativo en la
lordosis a los 120 minutos (P < 0.01) después de su administracién icv. Sin embargo, estas dosis de
leptina indujeron poca proceptividad. Adicionalmente, la intensidad de la lordosis fue baja, pero con
una alta incidencia de conductas de rechazo (vuelta, boxeo y huida). En el segundo experimento,
exploramos si la conducta de lordosis inducida por leptina involucra la participacion tanto del receptor
a gonadotropinas (GnRH), como del receptor a progesterona (RP). Para tal propdsito, a ratas
estrogenizadas e inyectadas icv con 1 o 3 pg de leptina, se les administré 1 ug icv de antide, inhibidor
del receptor GnRH-1 0 5 mg sc de la antiprogestina RU486, una hora antes de la administracion de
leptina. Tanto el antide como el RU486, disminuyeron la conducta de lordosis inducida por ambas

dosis de leptina. Los resultados muestran que la leptina podria estimular la conducta de lordosis, a
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través de la liberacién de GnRH y ésta a su vez activar a los RPs en el hipotadlamo. Esta hipétesis es
apoyada ya que en trabajos previos realizados por nosotros, encontramos que la conducta de estro
inducida por el GnRH fue bloqueada por el RU486. Financiado por PROMEP 103.5/09/1294 a OGF y
parcialmente por CONACYT 168894 por JRE.
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