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RESUMEN

Los ovarios son la principal fuente de estradiol (E2). Este funciona a traves de la union a sus
receptores, los receptores de estrogenos (RE) o y P, principalmente. En mujeres
postmenopausicas, la produccion de E2 se desplaza desde el ovario a una serie sitios
extragonadales. EI musculo esquelético es un tejido con capacidad de sintesis extragonadal. En
la coneja (Oryctolagus cuniculus), dos musculos estriados involucrados en la miccion son el
musculo pubococcigeo (mPc) y el musculo bulboesponjoso (mBe). En este contexto resulta
atil conocer si en el mPc y en el mBe existe sintesis de E2 ya que podrian funcionar como
blanco para terapias hormonales. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la
reduccion de hormonas esteroides sobre la expresion del enzima aromatasa y los RE"s en los
musculos pubococcigeo y bulboesponjoso. Se utilizaron 18 conejas divididas en 3 grupos:
control (C) y ovariectomizadas (OVX) por 3.5 meses, y suplementadas (OVX+BE) o no con
benzoato de estradiol durante 1.5 meses la concentracion sérica de E2 y testosterona (T) se
cuantific6 mediante ELISA. La expresion de ambos subtipos de RE se realizd por
inmunohistoquimica y la expresion del enzima aromatasa se realiz6 por Western Bloot. Los
resultados muestran que la concentracion sérica de E2 es similar en los grupos C y OVX en el
grupo OVX+BE es mayor. La concentracion sérica de T es menor en los grupos OVX y
OVX+BE. En el mPc la expresion de ambos subtipos del receptor de estrogenos aument6
después de la ovariectomia y el remplazo con benzoato de estradiol (BE) no revirtio tal efecto,
en el mBe no hubo cambios. En el mPc la expresion del enzima aromatasa aumenta después
de la ovariectomia el remplazo con BE revierte tal efecto en cambio en el mBe hay una
disminucion en los grupos OVX y OVX+BE. En conclusion la expresion diferencial de los
RE’s y del enzima determinante para la sintesis de estradiol en los musculos pubococcigeo y
bulboesponjoso muestran evidencia de su sensibilidad estrogénica y de su capacidad para
funcionar como 6rganos blancos en tratamientos hormonales relacionados con disfunciones

del piso peélvico.
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1. INTRODUCCION

En mujeres después de la menopausia los niveles séricos de hormonas gonadales se reducen
drasticamente y el esteroide sistémico mas abundante es la dehidroepiandosterona (DHEA)
que puede ser convertida a estradiol (E2) y testosterona (T) en tejidos periféricos que expresen
los enzimas esteroidogénicos. La cantidad de E2 sintetizado por sitios extragonadales alcanza
concentraciones que ejercen una influencia biolégica a nivel local. Las regiones periféricas
son capaces de la sintesis de estrégenos debido a que expresan aromatasa, el enzima limitante
de biosintesis de estrdgenos. Este enzima se expresa en diversos tejidos entre ellos
encontramos al musculo estriado.

La musculatura estriada pélvica y perineal es determinante para la fisiologia del
aparato urogenital femenino en el humano y varias especies de mamiferos. En la coneja
doméstica (Oryctolagus cuniculus), los musculos pubococcigeo (mPc) y bulboesponjoso
(mBe) expresan los subtipos de receptores a estrogenos (RE) o y B debido a esto el E2 impacta
sobre ellos. Es posible que la respuesta ante los niveles circulantes de estradiol en estos
musculos pudiera estar modulada no solo por la concentracion de E2 producida por los
ovarios, sino también de aquella que pudiera estar siendo producida en el muasculo, razén por
la cual se pretende esclarecer la influencia de los estrogenos sobre la maquinaria enzimatica en

el mPc y en el mBe.



2. ANTECEDENTES

2.1 Sintesis de esteroides sexuales

Las hormonas esteroides incluyen los esteroides sexuales, corticosteroides, vy
mineralocortocoides. Todos ellos derivan del colesterol. Los principales lugares de produccion
de esteroides sexuales en el ovario son fundamentalmente las células de la granulosa, las
células de la teca y las células del cuerpo lUteo estas poseen el sistema enzimatico requerido
para la formacion de hormonas esteroides sexuales.

La sintesis de esteroides gonadales es controlado en gran parte por el aromatasa
(Conley y Hinshelwood 2001). EI aromatasa es un enzima que cataliza la conversion de los
androgenos en estrogenos, y se localiza en el reticulo endoplasméatico de varios tejidos
incluyendo el cerebro, las gonadas, la placenta y el tejido adiposo (Silandre y col. 2007). El
aromatasa es codificada por el gen CYP19 (Cruz y Canario 2000) en la especie humana
durante el embarazo la placenta es la principal fuente de expresién de CYP19. La rata y el
raton no expresan CYP19 en placenta (Kamat y col. 2002).

En el ovario, la hormona foliculo estimulante (FSH) induce la transcripcién del gen
aromatasa, se han identificado dos regiones en el promotor de la aromatasa que median el
efecto estimulador el Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la proteina kinasa A (PKA)
(Fitzpatrick y col. 1993; 1994). Se ha demostrado que existen 2 sitios de union en el control de
la expresion del aromatasa en las células de la granulosa. Las interacciones hormonales con
FSH regulan la expresion de aromatasa activando el AMPc / PKA que son conocidos para
mediar efecto estimulador sobre la expresion de aromatasa. Los andrdgenos y el E2 potencian
este efecto de la FSH. Los andrdgenos tienen efectos directos mediados por la activacion de
los receptores de andrégenos y los efectos indirectos por su conversion a E2. EI E2 también
aumenta el efecto estimulante de la FSH (Stooco 2008).

El enzima P450 aromatasa se expresa en los foliculos preovulatorios y cuerpos IUteos
de mujeres ovuladoras por medio de un promotor proximal de inicio de la traduccion (Means
2005). Mientras que en la granulosa, la expresion de aromatasa esta principalmente bajo el
control de la gonadotropina FSH, cuya accion estd mediada por AMPc (Simpson y col. 2002).

En células de la granulosa la expresion esta regulada principalmente por el promotor I, FSH


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%2522silandre%2520d%2522%255bauthor%255d

se une a su receptor y activa adenil ciclasa, que resulta en la formacién de AMPc y la
activacion de PKA (Simpson y col. 2002).

Las hormonas esteroides sexuales son principalmente producidas y secretadas por los
ovarios, los testiculos y la corteza suprarrenal. Afectan a diversos procesos fisiologicos a
organos Yy tejidos: huesos, higado, corazdn, vasos, cerebro y mdasculos esqueléticos (Labrie y
col. 1995, Labrie y col. 2004, Labrie y col. 2005). Los estrégenos ejercen una gran variedad de
efectos sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciacion de diversos tejidos. La accién
primaria de su regulacion estaba enfocada principalmente a Organos reproductivos, sin
embargo trabajos recientes muestran que pueden regular diversos procesos en tejidos como
hueso, higado, el sistema cardiovascular, cerebro y musculo (Katzenellenbogen y col. 2000).
Los estrogenos son relevantes para la regulacion de energia y sustratos metabolicos, por lo que
las alteraciones enzimaticas que pudiera ocasionar sobre algunas rutas de sefializacion
implicadas en la oxidacion de lipidos y metabolismo de la glucosa pueden ocasionar un dafio
serio sobre la fisiologia de la musculatura estriada (Brown y col. 2008). EI E2 funciona
principalmente a través de la union a sus receptores, el REa (Glenmark y col. 2004) y el REp
(Krege y col. 1998). EI E2 inhibe la apoptosis en la linea celular C2C12 de musculo
esquelético a través de PI3K/Akt, MAPKs, HSP27 y receptores estrogénicos con localizacion
no clésica. El E2 puede inhibir la apoptosis a través de las MAPKSs en cultivos primarios de
musculo esquelético de raton (Pronsato y col. 2010). Ademas se ha demostrado que los
estrégenos promueven la proliferacion y diferenciacion de mioblastos esqueléticos (Pronsato y
col. 2010).

Recientemente se demostré que el REa puede estimular la transcripcion de los genes
de aromatasa, asi como de otros enzimas claves en la esteroideogénesis (Stein y col. 2006). La
importancia de los androgenos en las mujeres se dio después de encontrar que eran
precursores de los estrdgenos, estos son el sustrato del aromatasa el enzima que produce

estrogenos (Pettersson y col.2001).



2.2 Aromatizacion extragonadal

En mujeres postmenopausicas, la produccion de estrégenos se desplaza desde el ovario a una
serie sitios extragonadales (Zhao y col. 2004). La glandula suprarrenal es el principal 6rgano
para secretar hormonas sexuales fuera del ovario en mujeres (Meikle y col. 1991). Simpson ha
desarrollado el concepto de aromatizacion extragonadal. Esto implica que los androgenos se
pueden convertir en estrégenos en sitios extragonadales. Estos estrogenos sefializan en una
forma paracrina o intracrina, aunque puede entrar en la circulacion y aumentar los niveles
circulantes de estrogeno. Los sitios de aromatizacion extragonadal incluyen las células
mesenquimales de tejido adiposo, los osteoblastos y los condrocitos de los huesos, el endotelio
vascular y las células musculares lisas de aorta y numerosos sitios en el cerebro, incluyendo el
area preoptica media / anterior hipotdlamo, el hipotalamo basal medial, y la amigdala
(Cornelia y col. 2011). Por lo tanto en mujeres postmenopausicas los niveles circulantes se
limitan a reflejar la suma de la formacidn local en distintos lugares (Simpson y col. 2001).

La menopausia se asocia con una disminucion natural de estrégenos que aumenta la
grasa visceral, disminuye la densidad de la masa 6sea, la masa muscular y la fuerza (Maltais y
col. 2009). La expresion del enzima aromatasa humana juega un papel clave en la produccion
extragonadal de estrogenos, especialmente en mujeres posmenopausicas en las que la
expresion ovérica de aromatasa disminuye (Bulun y col. 2005).

La sarcopenia es la pérdida de masa y fuerza del musculo esquelético, es una condicién
frecuente durante el envejecimiento. Conduce a incapacidad motora resultando en internacién
y mortalidad. Puesto que los niveles de estrdgenos y/o testosterona disminuyen con la edad, la
sarcopenia se ha asociado al déficit de ambas hormonas (Pronsato y col. 2010). Las mujeres
postmenopausicas incrementa el riesgo para el desarrollo de los dolorosos trastornos musculo-
esqueléticos como la artritis y la osteoporosis (Loren y col. 2007).

En las mujeres, postmenopausicas, todos los estrogenos y casi todos los andrdgenos se
sintetizan localmente en los tejidos periféricos a partir de DHEA que indirectamente ejerce
efectos, entre otros, en la formacion de hueso, la grasa, el masculo, la insulina y la glucosa el
metabolismo, la piel y el libido (Labrie y col. 2004). Los seres humanos, junto con los otros

primates, son los Unicos entre especies animales en las que las glandulas suprarrenales que



secretan grandes cantidades del precursor inactivo esteroides DHEA vy especialmente sulfato
de DHEA (DHEA-S) se convierte en androgenos potentes y/o estrogenos en los tejidos
periféricos (Labrie y col. 2005). La biosintesis de andrdgenos y estrogenos activos
provenientes de DHEA se logra por tres enzimas relacionadas con la esteroidogénesis (Labrie
y col. 2004). La T es sintetizada a través del metabolismo de DHEA por 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33-HSD) y 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD) y a su vez los
estrdgenos se convierten a partir de androgenos catalizado por el citocromo P450 aromatasa
(Aizawa y col. 2006). De hecho, la formacion de esteroides sexuales no se detiene en la
menopausia; sin embargo, se hace exclusivamente especifica del tejido y depende de la
disponibilidad de DHEA (Labrie 2010). La DHEA es la fuente exclusiva de esteroides
sexuales después de la menopausia, proporciona estrégenos o androgenos (0 ambos) soélo a los
tejidos que poseen las enzimas requeridas para transformarla (Labrie y col. 2005).

La generacién de ratones knockout aromatasa (ArKO) ha dado lugar a varias ideas en
los maltiples roles que desempefian los estrégenos en el desarrollo y mantenimiento de
sistemas fisioldgicos en mamiferos (Nemoto y col. 2000). La ovariectomia (OVX) puede
promover la sintesis periférica de estrégenos (Davidge y col. 2000). En ratas se encontré que
la OVX incrementa gradualmente los niveles de estrogenos circulantes y la expresion del
MRNA del aromatasa en tejido adiposo (Zhao y col. 2005). En baboons (Papio anubis) en el
que la actividad aromatasa mamaria se midié de forma secuencial durante la fase folicular y la
fase lutea, la actividad de la aromatasa fue significativamente superior después de la OVX 'y se
redujo hasta el nivel en el animal intacto por tratamiento posterior con benzoato de estradiol
(BE) (Nakamura y col. 1999). Thordarson y col. (2001) mostraron que la expresion del enzima
aromatasa aumenta en tumores mamarios de ratas OVX. Sin embargo en cabras la OVX
reduce la expresion de este enzima en tejido de la glandula mamaria (Dessauge y col. 2009).
Los estrogenos producidos en la glandula mamaria por la aromatizacion de la T tienen un
papel funcional en el tejido mamario. ElI aromatasa que se expresa en la glandula mamaria
puede ser importante en el mantenimiento de concentraciones locales de estrdgenos, en

particular después de la menopausia (Nakamura y col. 1999).



2.3 Papel de los estrogenos en el masculo estriado

Con la pérdida de E2, a través de la eliminacién de tejido ovarico, la capacidad de generacion
de fuerza de los musculos de los miembros posteriores en ratones disminuye (Moran y col.
2006). Después de la sustitucion de E2, este decremento en la fuerza se recupera totalmente,
mostrando que el E2 es una hormona que afecta la funcién del musculo esquelético y la
calidad (Moran y col. 2007). EI musculo esquelético posee capacidad esteroidogénica (Sato y
col. 2007) ya que expresa el enzima aromatasa localizada en el citoplasma de las células
musculares (Aizawa y col. 2006). La grasa y el musculo debido a su gran masa en el cuerpo
se puede esperar que contribuyan como fuente principal en la formacion total de los
estrogenos periféricos (Larionov y col. 2003). Sato (2007) demostrd6 que el masculo
esquelético es capaz de sintetizar testosterona y estrogenos a través de la circulacion local de
la DHEA. La testosterona y estradiol afectan el crecimiento, la fuerza y el metabolismo en el
musculo esquelético (Aizawa y col. 2006). Se ha encontrado que una modificacion en la
concentracion sérica de E2 afecta la fisiologia de sus 6rganos blanco, incluida la musculatura
estriada (Alonso y col. 2006, Moréan y col. 2006, Moran y col. 2007). Aizawa y col. (2006)
demostraron que las células del musculo esquelético expresan tres enzimas androgénicas, (3[3-
HSD, 17p-HSD y P450arom) y que estos enzimas se expresan diferencialmente dependiendo
del tipo de fibras que componen al musculo. Las diferencias sexuales en la regulacion de estas
enzimas puede contribuir a la sintesis a nivel local de las hormonas esteroides sexuales en el
musculo esquelético de cada sexo (Aizawa y col. 2008).

Se ha observado que la musculatura estriada es un érgano diana de las hormonas
gonadales (Brown y col. 2008). Los estrogenos aumentan la fuerza del musculo esquelético,
ya que se han observado variaciones en la fuerza muscular durante el ciclo menstrual humano
(Glenmark y col. 2004). Al comparar la fuerza de los masculos de mujeres que reciben terapia
de reemplazo hormonal vs mujeres que no tienen terapia de reemplazo hormonal, se encontrd
que la fuerza es mayor en el primer grupo (Phillips y cols. 1993). Se ha demostrado que en
ratas OV X con atrofia muscular por desuso, la falta de estrégenos modifica el peso huimedo y
el contenido de proteinas contractiles y que el reemplazo de estrégeno a dichas ratas atenta la

atrofia 6sea y la atrofia muscular, pero no impide dichos procesos (McClung y col. 2006). Los



musculos estriados pélvicos y los perineales estan asociados con el aparato urogenital inferior
(AUI) de machos y hembras de distintas especies de mamiferos. (Netter 2002).

2.4 Musculatura estriada del &rea pélvica y perineal

Los musculos de la regién pélvica se clasifican en dos grupos. Los pélvicos son aquellos
que estan dentro de la cavidad pélvica el coccigeo, el iliococcigeo, el pubococcigeo, el
obturador externo, el obturador interno, el constrictor vulvar y el bulboglandular (Netter
2002). Los perineales se localizan fuera de la cavidad pélvica, como el constrictor
vestibular, el isquiocavernoso, el bulboespojoso, el esfinter externo de la uretra
(rabdoesfinter uretral) y el esfinter anal (Netter 2002).

En la mujer, el masculo pélvico pubococigeo (mPc) forma parte del complejo muscular
elevador del ano (levator ani), también llamado como musculos del piso pélvico, junto con los
musculos puborrectal e iliococcigeo (Barber 2005). El levator ani participa en la miccion, la
defecacion y algunas funciones sexuales como la cépula y el parto (Barber 2005). Con su
origen en la rama pubica postero-inferior el mPc se inserta en linea media de los 6rganos
viscerales y cresta anococcigea. (Barber 2005). EI mBe, uno de los muasculos perineales del
triangulo urogenital, es inervado por el enlace neurovascular pudendal (Barber 2005). Este
musculo es importante para el soporte de la vagina distal donde su fisiologia es importante en
procesos como la reproduccién y la miccion (Barber 2005).

En la coneja doméstica (Oryctolagus cuniculus), dos de los musculos estriados
involucrados en la fisiologia de la miccién son el mBe y el mPc (Corona-Quintanilla y col.
2009). En la coneja, el mPc se origina en la espina ciatica del isquion donde la mayoria de sus
fibras se insertan sin apariencia tendinosa en la sexta vértebra coccigea. El resto de las fibras
se insertan mediante tendon en las vértebras coccigeas 7 y 8 (Martinez-Gémez y col. 1997); el
(mBe) se encuentra situado justo debajo del constrictor vestibular, y estd constituido por dos
pares de musculos que convergen con el muasculo isquiocavernoso para unirse con el tendon

de la linea media ventral de la vagina (Martinez-Gémez y col. 1997, Cruz y col. 2002; fig. 1).
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Figura 1. Anatomia de la musculatura estriada del area pélvica y perineal de la coneja doméstica. La localizacién

de los musculos mBe, mPc y mls, (Modificado de Martinez-Gémez y col. 1997).

En nuestro grupo de investigacion se ha encontrado que la multiparidad trae cambios
en la secrecion de E2 asociados con el niumero de partos, que ha impactado diferencialmente
en la histologia del masculo puboccocigeo y el bulboesponjoso de la coneja (Lopez Garcia y
col. 2013). Pero la multiparidad también incluye modificaciones hormonales asociadas con la
copula, la gestacion y la lactancia. (Matt y cols. 1986; Gonzéalez-Mariscal y col. 1994; Ubilla 'y
Rebollar 1995; Bridges y Byrnes 2006; Alonso y col. 2006). Para conocer el efecto de
hormonas ovaricas sobre estos musculos en nuestro grupo de investigacion se disefié un
modelo artificial de ovariectomia cronica y reemplazo con BE. Trabajos previos muestran que
el area transversal de las fibras del mPc se modificaba al igual que el nimero de mionucleos
periféricos, pero estas variables no se vieron modificadas en el mBe. Lo anterior sugiere que
existe una regulacion independiente de los niveles séricos de estradiol en estos masculos y que
la regulacion es por una sintesis local, razon por la cual se pretende esclarecer si existe sintesis

de testosterona a estradiol por aromatizacion.



3. JUSTIFICACION

La fluctuacion hormonal es un factor de gran importancia que modifica diversos procesos
fisiologicos. Los musculos pubocoocigeo y bulboesponjoso expresan ambos subtipos o y  del
receptor de estrdgenos por lo que es claro que el estradiol influye sobre ellos. Es posible que la
respuesta ante los niveles circulantes de estradiol en estos musculos pudiera estar modulada no
solo por la concentracion de E2 producida por la fuente principal (ovarios), sino también de
aquella que pudiera estar siendo producida en el musculo y utilizada mediante un tipo de

comunicacion paracrina que pudiera estar influyendo en su fisiologia.



4. HIPOTESIS

La reduccidn de los niveles hormonales debido a la OVX crénica promueve un aumento en la
expresion del enzima aromatasa y de los RE o y B en los musculos pubococcigeo y

bulboesponjoso de la coneja.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la reduccion de hormonas esteroides sobre la expresion del enzima
aromatasa y los RE en los musculos pubococcigeo y bulboesponjoso de conejas control (C),
ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas mas reemplazo de benzoato de estradiol
(OVX+BE).

5.2 Objetivos particulares

En conejas C, OVX 'y OVX+BE.
a. Cuantificar la concentracion sérica de estradiol y testosterona.

b. Determinar la expresion del enzima aromatasa en los musculos pubococcigeo y

bulboesponjoso.

C. Evaluar la expresion de los subtipos a y B del RE en los musculos pubococcigeo y

bulboesponjoso.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Mantenimiento de los animales

Las conejas fueron mantenidas en condiciones estandar de bioterio con un ciclo luz-
oscuridad de 16h / 8h, respectivamente. Los animales fueron alojados en jaulas individuales de
acero inoxidable de 50 x 60 x 40 cm, con alimento Purina y agua ad libitum y a una
temperatura de 22 £ 2 °C. El uso y manejo de los animales de experimentacion se realiz6 bajo
los lineamientos establecidos por los protocolos de bioética del Instituto de Investigaciones
Biomédicas (UNAM) y el Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (UATX).

Grupos experimentales

Control (C). Conejas virgenes de once meses de edad.

Ovariectomizadas (OVX). Conejas virgenes a las cuales a los seis meses de edad se les realiz6
ovariectomia. Para la ovariectomia, las conejas fueron anestesiadas con una combinacion de
ketamina (20 mg/kg) y xilazina (20 mg/kg) via intramuscular. Una vez anestesiada se les hizo
incisiones bilaterales para posteriormente extirpar ambos ovarios, ligando venas y arterias que
irrigan el plexo venoso para evitar hemorragias. 3.5 meses después de la ovariectomia se les
implantaron cépsulas de Silastic vacias por un lapso de 1.5 meses.

Ovariectomizadas mas reemplazo de benzoato de estradiol (OVX+BE). Conejas virgenes a las
cuales a los seis meses de edad se les realizd ovariectomia. 3.5 meses después de la
ovariectomia se les dio reemplazo hormonal con benzoato de estradiol mediante la
implantacion quirargica de capsulas de Silastic (aproximadamente 70 mg de benzoato de

estradiol) por 1.5 meses.

Las conejas fueron sacrificadas a los once meses de edad con una sobredosis de
pentobarbital sédico, al dia del sacrifico se registrd el peso corporal y el peso himedo del

Utero.



6.2 Cuantificacion de estradiol y testosterona séricos

Las muestras sanguineas (1.5 mL) se obtuvieron por puncién de una de la vena central
de la oreja, las muestras se obtuvieron cada seis dias después de la cirugia y al dia del
sacrificio. El suero fue separado por centrifugacion (a 10,000 rpm, 15 min) y se almaceno para
su analisis a -80 °C. Para la extraccion de esteroides totales se colocaron 100 pL de suero en
un tubo de vidrio. Se agregd a cada tubo un mL de éter etilico y se agité durante 30s.
Posteriormente, se colocaron las muestras en el congelador hasta la separacion de fases. La
fase organica fue recolectada y el éter etilico se evaporé en bafio Maria a 40°C en una
campana de extraccion. A continuacion se agregé 1 mL de metanol a cada tubo, se agité por
10 s, y se centrifugd (a 5000 rpm, 5 min). El etanol se evapord en bafio Maria a 80°C en una
campana de extraccion. El extracto fue resuspendido en 55 pL de buffer de ELISA (PBS
50Mm/ 0.1% gelatina). Se centrifugaron las muestras a 10000 rpm por 1 min. Posteriormente,
las muestras se incubaron por 10 min a 37°C en bafio Maria. La cuantificacion se hizo por la

técnica de ELISA siguiendo las indicaciones contenidas en los Kits de los fabricantes.

6.3 Marcaje inmunohistoquimico anti-receptor de estrogenos

Se utilizaron cortes transversales (7 um) obtenidos en un microtomo Leica (RM2135).
Posteriormente fueron sometidos a un tratamiento para exponer los antigenos de la
preparacion (citrato de sodio 10 mM pH 6, durante 72 ha 4 °C y 5 min a 90 °C). Con el fin de
bloquear las peroxidasas enddgenas, los cortes se incubaron en una solucion de peroxido de
hidrégeno al 3 % en PBS (Na2HPO4 7.6 mM, NaH2PO4 2.66 mM y NaCl 0.15 M, pH 7.4)
durante 30 min. Después de la incubacion los cortes se lavaron con PBS. Posterior al lavado,
los cortes se incubaron en una solucién de bloqueo de uniones inespecificas (5 % de suero
normal de cabra (NGS) en PBS / triton X100) durante 1 h. A continuacién los cortes fueron
incubados (72 h, 4°C) con el primer anticuerpo (anti-RE a, Abcam, 1:250; anti-RE 3, Novus
Biologicals, 1:250) diluido en PBS / triton X100. Transcurrida esta incubacion se hicieron tres
lavados con PBS / triton X100 para posteriormente incubar con el anticuerpo secundario (anti-
IgG de raton hecho en cabra y biotinilado, diluido 1:250 en PBS / triton X100) durante 2 h a
temperatura ambiente. EI marcaje inmunohistoquimico fue revelado con el kit ABC (Vector

Lab) utilizando diaminobencidina como sustrato. Al término de la inmunohistoquimica, los



cortes fueron deshidratados en alcohol etilico de 60, 80, 96, 100 %, aclarados con una solucion
de etanol-xileno y xileno. Las preparaciones fueron cubiertas con un medio de montaje
(Cytoseal 60) y un cubreobjetos. Estas fueron observadas con el objetivo de 40X en un
microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600®) y fotografiadas con una camara Olympus
a una resolucion de 5.1 megapixeles. Se analizaron cincuenta fibras por musculo para cada una

de las conejas.

6.4 Analisis de la expresion del enzima P450 aromatasa

La diseccion de los masculos pubococcigeo y bulboesponjoso se hizd como
describieron Martinez-Gomez y cols. (1997). Posterior a su extraccion, cada musculo se
congeld inmediatamente y fue almacenado a -80° C hasta su procesamiento. El tejido fue
homogenado con un homogenizador electronico en bufer de lisis (0.02M tris HCI pH 7.4,
0.1m NaCl, 0.1M glicina y Tx 0.1%) adicionado con un coctel de inhibidores de proteasas
(Sigma), ImM PMSF y 1 mM ditiotreitol. Los homogenados obtenidos fueron centrifugados
durante 30 min a 15000g, a 4°C. Se recupero6 el sobrenadante y se determind la concentracion
de proteinas mediante el método de Bradford. La separacion electroforética de las proteinas se
realizd utilizando geles de poliacrilamida y dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acuerdo
al método de Laemmli (1970). Las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa usando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad). Las membranas fueron
incubadas con una solucion de 15% de leche descremada y 0.1% tween-20 en TBS (Tris-HCI
pH 7.4, NaCl 150 mM) por 30 min a temperatura ambiente, para evitar uniones inespecificas
de los anticuerpos. Las membranas se incubaron durante 16-18 h a 4°C, con el anticuerpo
primario (Aromatase Antibody cat. NB100-1596 Novus biologicals) diluido 1:200 en leche
descremada al 1% y 0.1% tween-20 en TBS. Después fueron incubadas con el anticuerpo
secundario (anti rabbit IgG acoplado a peroxidasa, Santa Cruz Biotechnology) diluido en 1%
de leche descremada y 0.1% Tween 20 en TBS, durante 2 h a temperatura ambiente. Las
bandas inmunorreactivas se revelaron utilizando un kit de quimioluminiscencia (SuperSignal
West Pico,Pierce) y la exposicion de placas radiogréficas a las membranas. La expresion de

GAPDH se cuantifico como control de expresiébn en la misma membrana, previa



deshibridacion. Se midi6 mediante densitometria con el programa ImageJ. Los resultados
obtenidos fueron expresados en densidad Optica de la banda aromatasa sobre GAPDH para

cada uno de los grupos experimentales.

6.5 Andlisis de resultados

La comparacion de la expresion del enzima P450 aromatasa y el estradiol muscular se
hizo mediante un analisis de varianza de una via. Para identificar las diferencias estadisticas
(P<0.05) entre los grupos control, OVX y OVX + BE se utiliz6 una prueba post-hoc de
Tukey-Kramer. En todos los casos se uso el programa de analisis estadistico Prism 4 para
Windows (GraphPad).



7. RESULTADOS

7.1 Parametros morfométricos

En la tabla 1 se muestra el peso de los animales al dia de sacrificio y el peso himedo del Gtero.

Los pesos de los animales fueron similares en los tres grupos (4.68 + 0.23 vs 4.49 £ 0.14 vs
4.11 + 0.19 Kg). El peso del utero es menor en el grupo OVX (4.25 £+ 0.49 g, P > 0.05)
respecto a los otro dos grupos experimentales (C 14.58 + 1.18, OVX+BE 16.43 + 1.44 g). El
peso del tero fue similar en los grupos C y OVX+BE (14.48 + 1.18 vs 16.43 £ 1.44 g).

A. Peso de los animales al dia del sacrificio

C

@ OVX OVX+BE
(kg) (kg)
4.68+0.23 4.49+0.14 411+.19
B. Peso humedo del Utero
C
o OVX OVX+BE
@) @)

Tabla 1. Pardmetros morfométricos tomados el dia del sacrificio. A) Peso de conejas C, OVX y OVX+BE.
B).Peso del ttero de conejas C, OVX y OVX+BE. Los datos muestran la media + e.e. ANOVA de una via, post

hoc Tukey—Kramer, P>0.05.



7.2 Concentracion sérica de estradiol

En la figura 2 se observa que la concentracion sérica de E2 para el dia del sacrificio fue similar
en el grupo OVX (17.82 + 2.32 pg/mL) y el grupo C (21.14 + 1.53 pg/mL). La concentracion
del grupo OVX+BE (160.6 + 43.03 pg/mL, P>0.05) es mayor que en el grupo C y OVX.
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Figura 2. Concentracién sérica de estradiol de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas
con restitucion de benzoato de estradiol (OVX+BE). Las muestras se obtuvieron el dia del sacrificio por puncién
cardiaca. Las muestras fueron cuantificadas por duplicado. Los datos representan la media + e.e. ANOVA de una

via, post hoc Tukey—Kramer, P>0.05.



7.3 Concentracion sérica de testosterona

En la figura 3 se observa que los niveles séricos de testosterona disminuyeron en el grupo
OVX (74.13£3.22 pg/mL) y OVX+BE (94.93+6.51 pg/mL) con respecto al grupo control
(132.8+12.31 pg/mL).
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Figura 3. Concentracion sérica de testosterona de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y
ovariectomizadas con restitucién de benzoato de estradiol (OVX+BE). Las muestras se obtuvieron el dia del
sacrificio por puncién cardiaca. Las muestras fueron cuantificadas por duplicado. Los datos representan la media
* e.e.. ANOVA de una via, post hoc Tukey—Kramer, P>0.05.



7.4 Expresion de receptores a.y  en el mPc
La figura 4 muestra que la expresion de niicleos inmunoreactivos anti RE a en el mPc es
mayor en el grupo OVX y OVX+BE con respecto al grupo C. Un resultado similar se observo

para el nimero de ndcleos inmunorreactivos anti-RE f el grupo OVX y OVX+BE con

respecto al grupo C.

C ovx OVX+BE C ovx OVX+BE

Figura 4. Expresion del receptor de estrogenos (RE) oy B en el mPc de conejas control (C), ovariectomizadas
(OVX) y ovariectomizadas con reemplazo de benzoato de estradiol (OVX+BE). Cortes transversales (7 pm) de
conejas C (A, D), OVX (B, E) y OVX+E2 (C, F). Inmunorreactividad anti-RE- a (A-C) y anti-RE-p (D-F).
Escala 50um. Los datos muestran la media + e.e. de 50 fibras por coneja. ANOVA de una via, post hoc Tukey—
Kramer, P>0.05.



7.5 Expresion de receptores o.y f en el mBe

La expresion de ndcleos inmunoreactivos anti RE o y B en el mBe no difiere entre grupos C,

OVX 'y OVX+BE (figura 5).
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Figura 5. Expresion del receptor de estrogenos (RE) a y B en el mBe de conejas control (C), ovariectomizadas
(OVX) y ovariectomizadas con reemplazo de benzoato de estradiol (OVX+BE). Cortes transversales (7 pm) de
conejas C (A, D), OVX (B, E) y OVX+E2 (C, F). Inmunorreactividad anti-RE- a (A-C) y anti-RE-p (D-F).
Escala 50um. Los datos muestran la media + e.e. de 50 fibras por coneja. ANOVA de una via, post hoc Tukey—
Kramer, P>0.05.



7.6 Expresion del enzima aromatasa en el mPc y mBe

La expresion del enzima aromatasa es mayor en el mPc vs el mBe el contenido de proteinas en

ambos musculos es de 80 g y del ovario es de 20ug (Figura 6).
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Figura 6. La placa a) muestra la expresion del enzima aromatasa, en el mPc, en el mBe y en el ovario, la placa
b) muestra la expresién del enzima ATPasa como control de expresién.



7.7 Expresion del enzima aromatasa en el mPc

En el mPc la expresion del enzima aromatasa en el grupo OVX la expresion del enzima en

grupo OVX+BE fue similar al grupo C (figura 7).
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Figura 7. Expresion del enzima aromatasa en el mPc de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) y
ovariectomizadas con reemplazo de benzoato de estradiol (OVX+BE). ANOVA de una via, post hoc Tukey-
Kramer, P>0.05.



7.8 Expresion del enzima aromatasa en el mBe
En el mBe la expresion del enzima aromatasa disminuyo en los grupos OVX y OVX+BE con

respecto al grupo C (figura 8).
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Figura 8. Expresion del enzima aromatasa en el mBe de conejas control (C), ovariectomizadas (OVX) vy
ovariectomizadas con reemplazo de benzoato de estradiol (OVX+BE).ANOVA de una via, post hoc Tukey—

Kramer, P>0.05.



8. DISCUSION

Los resultados de esta tesis muestran que la concentracion sérica de E2 fue similar entre el
grupo C y el OVX en el grupo OVX+BE fue mayor que en los anteriores. Se observo una
disminucion en la concentracion sérica de T después de la OVX y el reemplazo con BE no
revierte el efecto. La expresion de ndcleos inmunoreactivos para ambos subtipos del RE
aumentan en los grupos OVX y OVX+BE en el mPc pero no en el mBe, la expresion del
enzima P450 aromatasa es mayor en el mPc vs el mBe, en el mPc la expresion del enzima
aumenta 5 meses después de la OVX y el reemplazo con BE revierte tal efecto sin embargo en
el mBe la expresion del enzima disminuye con respecto al grupo C. Estos datos sugieren que
existe una sintesis local de E2 en el mPc que puede estar actuando de manera autocrina y que

pudiera estar influyendo en la expresion de sus receptores no asi en el mBe.

8.1 Parametros morfométricos

El peso corporal de las conejas no difiere entre grupos datos mostrados en la tabla 1 en
otros trabajos bajo un modelo de ovariectomia no se encontré diferencias en el peso corporal
(Aikawa y col. 2003; Galmiche y col. 2006) a diferencia de lo reportado por trabajos en los
gue se menciona existe un aumento en gran medida del peso corporal después de haber
realizado ovariectomia (Davidge y col. 2000, Shinoda y col. 2006). En el grupo de conejas
OVX se observé un aumento de grasa corporal, este aumento se ha reportado constituye una
fuente considerable de estrdgeno, ya que el tejido adiposo es un tejido periférico capaz de
convertir precursores de andrégenos suprarrenales en estrégenos (Simpson y col. 2000y Zhao
y col. 2006).

La menopausia se asocia con una disminucion natural de estrégenos. EI modelo de
OVX conduce a la privacion de esteroides gonadales y nos permite conocer los efectos de
estas hormonas en sus organos blanco (Kim y col. 2004). Evidencia de la disminucion de las
hormonas ovaricas es el peso himedo del Gtero en la tabla 1 se muestra una atrofia del Utero
en el grupo OV X que al parecer es revertida con la administracién de BE, en la rata se reportd

una disminucion en el peso del atero después de la OVX efecto que es revertido por



administracion de E2 (Davidge y cols 2000; Kim y col. 2004). En esta misma especie Shinoda
(2006) reporta una disminucion del 67% en el peso del utero y el reemplazo con E2 aumenta
el peso respecto al grupo sham. En la mujer, se ha reportado atrofia de Utero posterior a la
menopausia cambio morfologico asociado con una reduccion del 50% en la concentracion
sérica de E2 (Berman 1999). En mujeres premenopausicas la produccion de E2 es de
400g/24h, después de la menopausia disminuye a 6g/24h (Purohit y Reed 2002).

El peso humedo del utero es evidencia del efecto de los estrogenos sobre sus tejidos blanco.
En el dtero de la coneja, el reemplazo con BE revierte el efecto de la OVX lo cual indica la

importancia de los estrdgenos en la fisiologia de sus tejidos blanco.

8.2 Concentracion sérica de estradiol y testosterona

La mayoria de estudios con animales OV X muestran una disminucion muy marcada en
la concentracion sérica de E2 en especies como la rata hay una disminucion de un 63%
posterior a la OVX (Kim y col. 2004). Shinoda (2002) reporta que cuatro semanas posteriores
a la OVX la concentracion sérica de E2 en la rata disminuye en un 27%. En el raton, Moran
(20007) reporta una disminucion del 50% en los niveles séricos de E2 60 dias después de la
cirugia, en la coneja Nueva Zelanda se reportd una disminucion del 50% en los niveles séricos
de E2 (Sanchez Ortiz y col. 2002) en esta misma especie se muestra que 2, 4 y 6 semanas
después de la cirugia hay una disminucion del 53%, 33% y 49% respectivamente (Aikawa y
col. 2003). Sin embargo nuestros resultados no muestran diferencias entre el grupo C vy el
grupo OVX (Fig.4). Un factor que influye en nuestros resultados es el tiempo después de
haber realizado la OVX ya que los resultados al medir las concentraciones séricas de E2 un
mes después muestran una disminucion del 55% (datos no mostrados). Kim (2004) reportd
que los cambios histolégicos promovidos por la OVX se observan de 4 a 8 semanas
posteriores a la cirugia. El dato de la disminucion de los niveles séricos de E2 posterior a la
cirugia sugiere que el tiempo induce un cambio en la sintesis extragonadal que podria estar
relacionado con un aumento en la expresion del enzima aromatasa después de la OVX al
respecto en especies como la rata se demostrd que despues de la OVX las concentraciones
séricas de E2 aumentan con el paso del tiempo debido al aumento en la expresion del enzima

aromatasa en tejidos periféricos (Zhao y col. 2006).



En el grupo OVX+BE hay un aumento de aproximadamente 8 veces en la
concentracion de E2 sérico con respecto a los otros grupos en nuestra metodologia utilizamos
una capsula de 70 mg de benzoato de estradiol durante un periodo de 45 dias, el aumento que
se observa en el grupo OVX+BE se debe al tiempo y a la dosis utilizada ya que fue una dosis
suprafisiologica para conocer el efecto real de los estrogenos. Algo similar sucedié en la
coneja Nueva Zelanda donde se usaron pellets con una dosis de 250 mg de E2 y aumento once
veces respecto al grupo sham en esta misma especie a diferentes tiempos después de la OVX 'y
con una semana con reemplazo de 1 mg/kg de E2 se observo un aumento 5 veces con respecto
al grupo sham (Aikawa y col. 2003). En la rata se ha observado un incremento del doble en la
concentracion sérica de E2 después de 60 dias de tratamiento utilizando una capsula de 1.5 mg
de E2 con una liberacion de 0.025 mg/dia (Shinoda y col. 2002). En el ratén 30 dias después
del tratamiento con una capsula de 18 mg de E2 los niveles séricos aumentan al doble.

Nuestros resultados muestran que la concentracion sérica de testosterona disminuye en
el grupo OVX y OVX+BE. En la rata la OVX reduce los niveles séricos de E2 y T, (Zhao
2004; 2006). La T funciona como sustrato del enzima P450 aromatasa, probablemente la
disminucion en el grupo OV X ademas de la reduccion por la falta de ovarios se deba a que la
T este siendo convertida a E2 por accion del enzima P450 aromatasa la cual aumenta después
de la OVX en algunos tejidos como el adiposo, (Zhao 2006) la hipofisis (Galmiche y col.
2006) y la glandula mamaria (Thordarson y col. 2001). Por otra parte, la T se convierte en Sa-
dihidrotestosterona (DHT) por accion del enzima 5a-reductasa y ejerce sus efectos a través de
la union a los receptores de androgenos (Sato y cols. 2007). Para ejercer acciones
biofisioldgicos a través de la union a los receptores de andrégenos, la testosterona se convierte
en So-dihidrotestosterona (Brodie y cols. 2001). Zhao (2006) mostré un incremento de E2
después de seis meses de haber realizado la OV X pero las concentraciones séricas de T siguen
disminuidas con respecto al grupo C después de este tiempo, similar a lo que sucede en
nuestros resultados que muestran una disminucion de los niveles séricos de T cinco meses
después de la cirugia y se mantienen bajos y los niveles de E2 aumentan 5 meses después de la
OVX. Los niveles de globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG) también pueden
influir en el efecto biolégico de la T y el E2, los esteroides también regulan las

concentraciones de SHBG (Shifren y col. 2000). En las mujeres posmenopausicas, los



cambios en la concentracion enddgena de andrégenos y estrogenos, afecta la circulacion de
SHBG vy, por lo tanto, las concentraciones de hormonas libres (Castelo y col. 1995).

En el grupo OVX+BE existe una disminucion de T debido al efecto de la OVX (Zhao
y col. 2004; 2006) ya que el tejido ovarico es la fuente principal de andrégenos y estrogenos.
La regulacién hormonal de andrdgenos y estrégenos se da por retroalimentacion negativa en la
que altos niveles de T y E2 inhiben la liberacion de GnRH. En la rata el reemplazo por 5 dias
con BE, 21 dias después de la OVX disminuye la concentracion de GnRH en la pituitaria
(Kraser y col. 1993). El aumento del 80 % en los niveles séricos de E2 podria estar actuando
en la inhibicion de la liberacion de GnRH y de esta forma mantener las concentraciones
séricas de T disminuidas.

Las variaciones en nuestros resultados en los niveles séricos hormonales
probablemente es por nuestro modelo de estudio, la edad de las conejas, el tiempo de OVX 'y
de reemplazo, estos datos sugieren que la coneja tiene una eficiente maquinaria de sintesis

extragonadal.

8.3 Expresion de receptores oy f en el mPc y mBe

Existe evidencia que la musculatura pélvica (mPc) y perineal (mBe) de la coneja son
blanco directo para los estrégenos porque expresan ambos subtipos del RE (Lopez Garcia y
col. 2013). En la coneja doméstica, se ha encontrado que los masculos mPc y el mBe son
importantes para la copula, el parto (Cruz y col. 2002) y la miccién (Corona-Quintanilla y col.
2009). La expresion del RE es modulada por la fluctuacion hormonal aunque esta puede
ocurrir a la alza o a la baja dependiendo del tejido y/o del subtipo de receptor en cuestion
(Alonso y col. 2006). EI E2 modula de manera diferencial la sensibilidad estrogénica para los
mPc y mBe de la coneja (L6pez Garcia 2013).
Los datos presentados en esta tesis muestran que el mPc y el mBe presentan una sensibilidad
estrogénica (REa y REP) diferente. Ambos musculos son capaces de responder de manera
distinta a las variaciones de la concentracion sérica de E2 circulante y posiblemente local. La
concentracion sérica de estradiol no cambid con la OVX cronica pero el numero de nucleos
inmunoreactivos antireceptor de estrogenos a y  en el mPc aumento tres veces con respecto al

grupo control, no asi en el mBe ya que en este musculo no se observo ningln cambio después



de la OVX. Es probable que no solo el E2 sérico esté influyendo sobre la modulacion de sus
receptores sino aquel que pudiera estar siendo producido en sitios fuera del ovario el que esté
involucrado en modular la expresion de sus receptores. Al respecto, Larionov y col. (2003)
reportaron que el musculo estriado es capaz de sintetizar E2 mediante una aromatasa misma
que podria estar influyendo directamente sobre la modulacién de la expresion de sus
receptores en éste 6rgano blanco.

En nuestros resultados mostramos un aumento en la expresion del REa y del REP del
grupo OVX en el mPc similar a lo que muestra Baltgalvis (2010) en musculo soleo y en el
musculo extensor largo de los dedos (EDL) de raton, en ambos musculos se observd un
incremento de la expresion del REa después de la OVX en cambio en la expresion del REP no
se muestran diferencias en el musculo soleo. Asimismo nosotros mostramos un aumento en la
expresion del enzima aromatasa este dato sugiere que la modulacion de los RE’s esta
determinada por las concentraciones locales, en tumor de mama de rata OV X se encontr6 un
aumento en la expresion del REa y un aumento en la expresion del enzima aromatasa
(Thordarson y col. 2001) otro trabajo en donde se analiza la expresion del REa y la expresion
del enzima aromatasa es el que realizé Dessauge (2009) en cabra donde se utilizé un protocolo
de OVX y se mostro una reduccion del REa en la glandula mamaria y al mismo tiempo una
reduccion en la expresion del enzima aromatasa lo que sugiere que la expresion del enzima
aromatasa influye sobre la expresion del REa, en el mBe no hay un cambio en la expresion de
nacleos inmunorreactivos para ambos subtipos del RE en este musculo encontramos una
disminucion en la expresion del enzima aromatasa en los grupos OVX y OVX+BE esto datos
sugieren que en el mBe existe una regulacion androgénica.

En la expresion de nucleos inmunoreactivos anti-RE o y B del grupo OVX+BE del
mPc se observa un aumento con respecto al grupo control a diferencia de los datos obtenidos
por Baltgalvis y col. (2010) ya que sus resultados muestran que en mausculos de las
extremidades en los cuales después de la ovariectomia se encontré un aumento del REa al
hacer el reemplazo con 17B-E2 el efecto se revierte y la expresion es similar que en el grupo
control sin embargo en el masculo EDL hay una disminucion en el grupo con reemplazo de E2
con respecto a los otro grupos. Un resultado a considerar en nuestros datos es el aumento en

las concentraciones séricas de E2 ya que son 80% mayores con respecto a los otros grupos y



es probable que las concentraciones tan elevadas en los niveles séricos puedan influir en la
expresion de los RE"s en este muasculo ya que se ha observado que los niveles séricos de E2
influyen en la expresion de los RE’s, Wang (2000) mostr6 que ¢l REa aumenta durante el
proestro y disminuye durante la etapa del metaestro en cambio en el REB no se observaron
cambios, entre los efectos del REP.

En los mPc y mBe encontramos una diferencia en el metabolismo de las fibras que los
componen, el mBe tiene un fenotipo de fibras glucoliticas a diferencia del mPc el cual es
considerado con un metabolismo oxidativo (LOpez Garcia, sometido) caracteristica que
pudiera estar influyendo sobre la expresion de los RE’s. En el mutsculo el REa es un
regulador positivo de la expresion de GLUT4, mientras que ERp tiene un papel supresor
(Barros y cols. 2010). Se observé que durante el ciclo menstrual, existen fluctuaciones en la
homeostasis de la glucosa y la diabetes se hace mas resistente al tratamiento durante la fase
lutea (Case 2001). La resistencia a la insulina se asocia con una disminucion de la captacion
de glucosa en los tejidos sensibles a la insulina entre ellos el tejido esquelético (Capbell 2002).
En estos tejidos, la captacion de glucosa es mantenida por una de las isoformas del
transportador de glucosa familia, GLUT4 (Song 2002). La expresion de genes que codifican
para insulina también estd influenciada por los niveles de E2. En proestro, cuando se
encuentra el pico en los niveles de estrogeno, la expresion de ARNm de insulina se redujo en
el pancreas (Morimoto 2001).

En la rata, la OVX reduce la fuerza de contraccion muscular y la restitucion hormonal
la restablece mediante un mecanismo que involucra la fuerza de los enlaces de miosina
(Moran y cols. 2006). El patron de las cadenas pesadas de miosina (MHC) define la velocidad
de contraccion del masculo esquelético y por lo tanto es un factor importante en la funcion del
musculo esquelético la composicion de MHC se ve afectada por los estrégenos y el ejercicio
de una manera especifica del tipo de fibra y estos efectos estan mediados principalmente por
ER-B (Velders y col. 2010).

En nuestro grupo de investigacion se ha descrito que el mPc estd compuesto en su
mayoria por fibras lentas (tipo ) y el mBe tiene mayor proporcion de fibras de tipo rapido de
tipo lla (intermedias) y lIx (répidas) (Lopez Garcia sometido). Se ha demostrado que los

musculos compuestos en su mayoria por fibras de tipo | presentan una mayor concentracion



del RE (Gustafsson y cols. 1984). Esto concuerda con los datos obtenidos en esta tesis en la
que se muestra que ambos subtipos del RE tienen una expresion mayor en el mPc con respecto

al mBe.

8.4 Expresion del enzima aromatasa en el musculo mPcy mBe

La expresion del enzima aromatasa es mayor en el mPc vs el mBe. Esta diferencia
posiblemente se deba al tipo de fibras que componen a cada musculo al respecto. Aizawa
(2006) mostr6 una diferencia en la expresion del enzima aromatasa en musculos de la
extremidades constituidos por diferentes tipos de fibras en el musculo soleo (fibras tipo lento)
la expresion es mayor en comparacion con el plantar (fibras tipo rapido) el tipo de fibras que
constituyen al mBe es de tipo rapido (Lopez Garcia sometido) en este musculo la expresion
del enzima es menor comparado con el mPc.

La diferencia en la expresion del aromatasa en el mPc y en el mBe posiblemente
ademas del tipo de fibras que componen a cada musculo esté dada a nivel del promotor que
codifica para la expresion del gen cypl19. Un tejido en el que la regulacion sobre la expresion
del aromatasa se ve modulada diferencialmente a nivel de los promotores es en el tejido
mamario ya que en el tejido normal los niveles de aromatasa se mantienen bajos
principalmente a través del promotor 1.4 (Agarwal y col. 1996). Sin embargo en el cancer de
mama los aumentos significativos en la actividad del promotor 11 y 1.3 aumentan el ARNm de
aromatasa en este este tejido (Zhou y col. 1996). En tumor de mama los promotores 1.3 y 1l
son los principales promotores que impulsan la expresion de aromatasa (Tong y Shiuan
1998). Seely (1998) identifico un elemento silenciador (SI) que se encuentra entre los
promotores 1.3 y Il y que regula a la baja la accion de estos promotores. Larionov (2003)
mostro que en el tejido muscular el ARNm de la aromatasa se deriva de diferentes promotores,
en diversas muestras musculares se mostré la expresion de los promotores 1.3, 1.4 y 1l. Es
posible que la diferencia en la expresion del enzima aromatasa este regulada diferencialmente
dependiendo de la accion de los promotores para regular la expresion del enzima aromatasa ya
que existe evidencia que en el masculo esquelético hay expresion 1.3, 14 y Il ademés de

mostrar que en tejido de la glandula mamaria la regulacion en los niveles de aromatasa es a la
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alta 0 a la baja dependiendo del promotor en cuestion, nosotros sugerimos una regulacion
diferente dependiendo del promotor que codifica para el gen cypl19 en el mPc y en el mBe.

Los resultados de esta tesis mostraron que en el mPc hay un aumento en la expresion
del enzima aromatasa después de la OV X dato similar a lo que sucede en tejido adiposo (Zhao
y col. 2006) en la hipofisis (Galmiche y col. 2006) y en la glandula mamaria (Thordarson y
col. 2001). En el grupo OVX+BE la expresion del enzima no muestra diferencias con respecto
al grupo control similar a lo que se observa en el trabajo de Galmiche (2006) en el cual se
utiliza un tratamiento con E2 y este revierte el efecto en el aumento sobre la expresion del
enzima aromatasa en la en la hipofisis de la rata. La expresion del enzima aromatasa es
diferente dependiendo del tejido (Stocco 2008). El valor similar en la concentracion de los
niveles séricos de E2 entre el grupo C y el OVX sugiere una sintesis de E2 de manera
extragonadal en tejidos periféricos, Zhao (2006) mostré un incremento de E2 al igual que un
aumento en la expresion del enzima aromatasa en el tejido adiposo misma que sugiere una
sintesis extragonadal de E2 en tejidos periféricos. Se ha sugerido que factores como las
citoquinas y prostaglandinas participan en la estimulacién de la sintesis de estrogenos en
tejidos periféricos. Las concentraciones plasmaticas de citoquinas incrementan con el
envejecimiento. Es posible que este incremento en los niveles de citoquinas se deba a que el
cuerpo esta tratando de corregir el déficit de estrogenos que se produce en la menopausia,
incrementando asi la produccién de factores que pueden estimular la sintesis periférica de
estrdgenos (Purohit y Reed 2002).

La expresion del enzima aromatasa en el mBe disminuye en el grupo OVX 'y OVX+BE
es posible que la regulacion en este muasculo este bajo el control en las concentraciones de
testosterona al respecto se mostrd existe un potencial elemento de respuesta a andrégenos
(ARE) en el promotor que codifica para cypl9alb (Tong 2003) también se inform6 que los
andrégenos aumentan la expresion de cypl19alb en cerebro de peces y aves mientras tanto en
mamiferos se encontraron efectos estimulantes e inhibitorios (Resko. 1997). De hecho, existen
datos que indican que los tratamientos con androgenos o altos niveles circulantes de
androgenos estimulan actividad de la aromatasa y/o su expresion (Abney y col. 1999).
Nuestros resultados muestran que las concentraciones en los niveles séricos de testosterona

tienen un comportamiento similar a lo que sucede en la expresion del enzima aromatasa en el



mBe ademas nosotros no observamos cambios en la expresion de nucleos inmunorectivos de
ambos subtipos de los RE’s razén por la que nosotros sugerimos en este musculo la regulacion

en la expresion del enzima podria estar dada por los niveles séricos de T.

8.5 Aporte biomédico

Nosotros utilizamos a la coneja OV X como modelo de estudio para simular las condiciones de
una mujer postmenopausica y de esta forma conocer los efectos en la disminucion de los
estrogenos sobre un musculo pélvico el mPc y uno perineal el mBe. En mujeres
postmenopausicas cuando los niveles séricos de E2 disminuyen se ha reportado existe casos de
incontinencia urinaria por esfuerzo (IUE). En la coneja domeéstica, se ha encontrado que los
musculos mPc y el mBe son importantes para la copula, el parto (Cruz y cols. 2002) y la
miccion (Corona-Quintanilla y col. 2009) estos musculos son sensibles a estrogenos y es
posible que la disminucion en los niveles séricos de E2 influya en esta patologia nosotros
determinamos la expresion del enzima aromatasa para saber si en estos musculos podrian
funcionar como blancos en terapias de reemplazo hormonal (HRT) al sintetizar de manera
local E2 a partir del precursor DHEA, andrégeno secretado por las glandulas suprarrenales el
cual funciona como sustrato de E2 y T después de la menopausia el grupo de conejas
OVX+BE fue para conocer el efecto directo de los estrogenos en la musculatura pélvica y
perineal.

En la rata se ha reportado que la administracion de DHEA posterior a la OVX tiene
efectos sobre la morfologia e histologia de 6rganos reproductivos como Utero y vagina. Tal
efecto se debe a la transformacion local de este metabolito a E2 (Sourla y col. 1998).De la
misma forma Labrie (2010) mostr6 que al utilizar terapia de reemplazo hormonal usando
DHEA de manera vaginal la sintesis de estrogenos y androgenos “formados localmente”,
actian de forma intracelular (localmente), de manera que sélo actia sobre el epitelio vaginal
(Labrie 2010).

Los resultados de esta tesis confirman la participacion del tejido muscular en la
formacion periférica de estrogenos y sugieren que la formacion de estrégeno en el musculo

puede tener efectos sistémicos y fisioldgicos que contribuyen a patologias dependientes de



estrdgenos en mujeres post-menopausicas. El dato en la expresion diferencial del enzima
aromatasa sugiere que estos musculos pueden ser utilizados como blancos de terapias
hormonales dependiendo de las necesidades en cada musculo utilizando la administracion

considerando la maquinaria de sintesis local en cada uno.



9. CONCLUSIONES

a. Los resultados de esta tesis muestran que la ovariectomia cronica en la coneja no afecta
los niveles circulantes de estradiol pero si los niveles séricos de testosterona lo que

sugiere una sintesis local mas que sistémica.

b. Alun cuando los niveles circulantes de estradiol no cambiaron en conejas

ovariectomizadas los RE a y B se modificaron en el mPc.

c. El incremento en el enzima aromatasa y el aumento en los RE a y B apoyan la idea de

una sintesis local de E2 en el mPc.

d. La disminucion del enzima aromatasa y la expresion similar de los RE oy 3 en el mBe

sugiere una regulacién androgénica en este musculo.

e. La expresion diferente en los musculos pobococcigeo y bulboesponjoso muestran
evidencia que pueden ser blancos para tratamientos relacionados con la disfuncion del

piso pélvico.



10. PERSPECTIVAS

Los resultados del presente trabajo mostraron informacion sobre un posible mecanismo
de regulacion local en el mPc y en el mBe idea que se surge debido a la expresién del
enzima aromatasa en estos muasculos y al aumento en los niveles séricos de E2 posterior a 5
meses de OV X, ademas del cambio en la modulacién de los RE"s. Al mismo tiempo que esta
informacidn permite contestar algunas preguntas, también genera nuevas dudas que se podrian

abordarse considerando otras variables como:

a. Utilizar tiempos mas cortos de OV X para conocer el efecto sobre la histologia de los
musculos pubococcigeo y bulboesponjoso cuando los niveles séricos de E2 se

encuentran disminuidos.

b. Evaluar la participacion de otras hormonas esteroides sobre la organizacion histologica
de los musculos utilizando reemplazo con T o DHT ademas de esta forma también
determinar si la T se aromatiza a E2 o es metabolizada a DHT ya que este metabolito

de la T no es aromatizable.

c. Enel mPcy en el mBe determinar la expresion de los enzimas 3-BHSD, 17-BHSD y

aromatasa, enzimas responsables de sintetizar la DHEA a Ty a E2.

d. Evaluar la expresion del receptor de androgenos (RA) en los musculos pubococcigeo

y bulboesponjoso para conocer si en los musculos existe un impacto de andrdgenos.

e. Evaluar la regulacion de los promotores 1.3, 1.4 y 11 que codifican para el gen cyp19 en

los musculos.
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12. ABREVIATURAS

ArkKO Ratones knockout de aromatasa

AMPc  Adenosin Monofosfato ciclico

AUI Aparato urogenital inferior
BE Benzoato de estradiol
C Control

DHEA Dehidroepiandosterona

DHEA-S Sulfato de dehidroepiandosterona

EDL Mdsculo extensor largo de los dedos

E2 Estradiol

FSH Hormona Foliculo Estimulante

HSP27  Proteina de choque térmico 27

GLUT 4 Transportador de glucosa tipo 4

MAPKS Proteinas Kinasas activadas por mitdgenos
mBe Musculo bulboesponjoso

mPc Musculo pubococcigeo

OVvX Ovariectomia y/o ovariectomizadas
OVX+BE Ovariectomizadas mas reemplazo con benzoato de estradiol
PI3K Fosfoinositol 3-Quinasa

PKA Proteina Kinasa A

RE Receptores a estrogenos

SHBG Globulina fijadora de hormonas sexuales

T Testosterona

3p-HSD 3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
17B-HSD 17p-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
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La musculatura estriada pélvica y la perineal participan en conductas reproductivas y de miccion. En la
coneja hemos encontrado que la ovariectomia cronica (OVX) reduce el area transversal de la fibra e
incrementa el numero de miontcleos periféricos de un musculo pélvico, el pubococcigeo (mPc); estas
variables no se modifican en uno perineal como el bulboesponjoso (mBe). El tratamiento con
benzoato de estradiol (BE) no fue efectivo para revertir los efectos sobre el mPc. Debido a que la
concentracidn sérica de estradiol (E2) del grupo con OVX fue similar a la del grupo control,
suponemos que la OVX pudo haber influido sobre la sensibilidad (expresion de subtipos del receptor
de estrogenos) y/o sintesis estrogénica en el mPc pero no en el mBe. El enzima aromatasa (CYP19)
limita la sintesis de estrogenos a partir de testosterona. Considerando que este enzima se expresa en
la musculatura estriada, el objetivo de este proyecto es cuantificar la expresion del CYPI9 en el mPcy
el mBe de congjas intactas (C), OVX y OVX+BE. Con tal fin s utilizaran congjas de seis meses de edad
a las que se extirparan ambos ovarios. Catorce semanas después se les realizard otra cirugia para
implantar capsulas porosas vacias (OVX) o conteniendo BE (OVX4BE). Después de seis semanas, los
animales serdn sacrificados y se obtendran los musculos mPc y mBe; los del grupo C, cuando tengan la
misma edad que la de los otros grupos. La expresion del CYP19 se cuantificara mediante Western
blot. Los datos obtenidos seran analizados con una ANDEVA de una via seguido de una prusba post-
hoc de Tukey Kramer.
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Durante la menopausia, la concentracion sérica de estrogenos se ve disminuida. En esta etapa, la
concentracion de estas hormonas se mantiene principalmente por sintesis en tejidos periféricos. La
musculatura estriada es uno de los tejidos periféricos capaz de sintetizar estrogenos por accion de
enzimas esteroidogenicas. 5e ha demostrado que los estrogenos son importantes para €l aparato
urogenital inferior y la musculatura del piso pélvico. Esta musculatura estriada, pélvica y perineal, es
determinante para la fisiologia del aparato urogenital femenino en el humano y varias espedes de
mamiferos. En este contexto, conocer si en un misculo del piso pélvico como el pubococcigeo (mPc)
y en uno perineal como el bulboesponjoso (mBe) existe sintesis de estradiol (E2) seria de gran
relevancia para determinar si pueden funcionar como organos blanco durante la aplicacion de
terapias hormonales en mujeres. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la reduccion
de hormonas esteroides sobre la expresion del enzima aromatasa y los receptores de estrogenos en
los misculos pubococcigeo y bulboesponjoso. Se utilizaron 18 conejas divididas en 3 grupos: control
(C) v ovariectomizadas (OVX) por 3.5 meses, y suplementadas (OVX+BE) o no con benzoato de
estradiol durante 1.5 meses. La concentracion sérica de E2 y testosterona se cuantifico mediante
ELSA. La expresion de ambos subtipos de receptores de estrogenos (RE) se realizo por
inmunohistoquimica y la expresion del enzima aromatasa se realizd por Western Bloot. Los resultados
mostraron que la concentracion de E2 fue similar entre los grupos C y OVX; la del OVX+BE fue mayor
gue ambos. La concentracion de testosterona disminuyd en los grupos OVX y OVX4BE, los RE
aumentaron en €l mPc después de la ovariectomia y el reemplazo con BE no revirtio tal efecto en el
mBe no hubo cambios. El anélisis en la expresion de aromatasa mostrd aumento en el mPc y el
reemplazo con BE revirtio tal efecto, en el mBe la expresion de aromatasa disminuyd en los grupos
OVX y OVX+BE. En conclusion la expresion diferente en los misculos pubococcigeo y bulboesponjoso
muestran evidencia que pueden ser blancos para tratamientos relacionados con la disfuncion del piso
pélvico.

Financiamiento de PROMEP-SEP (UATLX-PTC-109 @ FC) y COMACYT (105882 a MMG); y becas
CONACYT a MACR (261596) y KLG (218156).
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