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REGULACIÓN DE LA LUTEÓLISIS FUNCIONAL Y 

ESTRUCTURAL. ROL DE LA ESFINGOSINA 1- FOSFATO (S1P) Y 

DEL SISTEMA NOTCH 

 

 

Resumen 

El primer capítulo de esta tesis se diseñó con el objetivo de estudiar si la administración 

local de S1P en el ovario de ratas preñadas bloquea efectivamente la luteólisis inducida por 

prostaglandina F2 alfa (PGF2α).  

Se utilizaron ratas preñadas en el día 19 de la gestación a las cuales se les administró en 

forma local S1P o su vehículo y dos horas después una dosis luteolítica de PGF2α. Los 

animales se sacrificaron a las 0, 4 y 36 hs de la PGF2α. Se midió la actividad de las 

caspasas que contribuyen a los eventos iniciales (caspasa -2, -8 y -9) y finales (caspasa-3) 

de la apoptosis en grupos de CLs de cada animal. Se evaluó también la expresión de las 

formas fosforiladas de AKT y ERK y los niveles del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

α) mediante la técnica de ELISA. Además se estudió la muerte celular por la técnica de ME 

y TUNEL y la funcionalidad luteal midiendo como parámetro la progesterona (P4) luteal. 

La actividad de la caspasas -2, -3 y -8 aumentó significativamente a las 4 horas de la 

inyección de PGF2α, no así la actividad de caspasa -9. Además aumentó el número de 

células apoptóticas. De forma contraria la expresión de pAKT y TNF-α y el contenido de 

P4 luteal disminuyó considerablemente.  

El tratamiento con S1P pudo prevenir el incremento en la actividad de las caspasas -2, -8 y 

-3 inducido por PGF2α, redujo el número de células apoptóticas, restauró la funcionalidad 

luteal y aumentó la expresión de pAKT, pERK y TNF-α.  

El tratamiento con PGF2α incrementó el número de células luteales con signos avanzados 

de apoptosis, (por ejemplo: fragmentación nuclear, condensación de la cromatina y la 

presencia de cuerpos apoptóticos) a las 36 horas de la PGF2α. En cambio S1P pudo 

suprimir estos efectos y además aumentó la densidad vascular en los CL. 
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Estos resultados demuestran, por primera vez, que la administración in vivo de S1P es 

capaz de bloquear la acción luteolítica de la PGF2α en ratas preñadas. 

El segundo capítulo de esta tesis se diseñó con el objetivo de estudiar la expresión y la 

localización celular de los receptores Notch1, Notch4 y el ligando Dll4 en CL de ratas 

durante la gestación y la luteólisis inducida por PGF2α. 

También estudiamos el contenido de P4 sérica y de proteínas luteales relacionadas a la 

apoptosis luego de la administración local de un inhibidor de esta vía llamado DAPT (N-

[N-(3,5-difluorophenacetyl- L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester).  

Se detectó marca específica de los receptores NOTCH1 y 4 principalmente en las células 

luteales grandes y pequeñas. Además la inmunomarcación fue evidente en los núcleos de 

las células luteales, de forma coincidente con el hecho de que el dominio intracelular de 

Notch (NICD) una vez activo se transloca al núcleo. Además, se detectó marca 

citoplasmática difusa para DLL4 en las células luteales grandes y pequeñas, coincidiendo 

con el hecho de que Dll4 se somete a la degradación proteolítica después de unión al 

receptor. 

La expresión del ARNm de Notch1, Notch4 y Dll4 en CL aislados en el día 19 de preñez se 

redujo significativamente después de la administración de PGF2α. En forma coincidente, la 

PGF2α disminuyó el fragmento activo de los receptores NOTCH1 y 4, por el contrario, no 

se detectaron cambios significativos en los niveles proteicos del ligando DLL4. 

La administración intraovárica de DAPT disminuyó los niveles séricos de P4, aumentó los 

niveles del fragmento activo de la caspasa-3 y la relación BAX: BCL2 24 horas después del 

tratamiento.  

También se demostró que la inhibición in vitro de la síntesis de P4 en CL de ratas preñadas 

con aminoglutetimida (inhibidor específico de la enzima P450scc) disminuyó el contenido 

proteico de NOTCH1, pAKT, y pERK. Sin embargo no se observaron diferencias 

significativas en los niveles proteicos de NOTCH4 y el factor de transcripción HES1. 

Estos resultados respaldan el rol luteotrópico de la vía de señalización de Notch para 

promover la viabilidad celular y la esteroidogénesis luteal, y sugieren que la hormona 
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luteolítica PGF2α puede actuar, en parte, disminuyendo la expresión de algunos miembros 

del sistema Notch. 

Palabras claves: Cuerpo lúteo; Luteólisis; Preñez; Apoptosis; Esfingosina 1-fosfato; 
Notch 
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“REGULATION OF FUNCTIONAL AND STRUCTURAL 

LUTEOLYSIS. ROL OF ESPHINGOSINE-1-PHOSPHATE (S1P) 

AND NOTCH SIGNALING” 

 
 
 
Summary 
The first chapter of this thesis was designed to study if local administration of the 

antiapoptotic agent sphingosine 1-phosphate (S1P) to pregnant rats effectively blocks the 

luteolytic action of prostaglandin F-2alpha (PGF2α).  

On day 19 of pregnancy, 2 hr before systemic PGF2α administration, rats were injected 

intrabursa with either S1P or vehicle and euthanized at 0, 4 and 36 hr after PGF2α 

injection. The activity of four caspases, which contribute to the initial (caspase-2, -8, and -

9) and final (caspase-3) events in apoptosis was measured. The expression of the 

phosphorylated form of AKT (pAKT), ERK (pERK) and tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α) was analyzed by ELISA. In addition, cell death was evaluated by TUNEL 

technique and electronic microscopy. We also examined luteal progesterone. 

The activity of caspase-2, -3, and -8 was significantly greater by 4 hr after PGF2α, but not 

the caspase-9 activity and the number of apoptotic cells in CL was higher. In contrast, 

expression of pAKT and TNF-α decreased significantly. Administration of S1P suppressed 

these effects, decreasing caspase activities and increasing pAKT, pERK and TNF-α 

expression. The administration of S1P also significantly decreased the percentage of luteal 

apoptotic cells induced by PGF2α.  

PGF2α treatment increased the prevalence of luteal cells with advanced signs of apoptosis 

(i.e., multiple nuclear fragments, chromatin condensation, or apoptotic bodies). S1P 

treatment suppressed these changes and increased the blood vessel density.  

These results suggest for the first time that S1P blocks the luteolytic effect of the PGF2α in 

pregnant rats. 
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The second chapter of this thesis was designed to investigate the expression and cell 

localization of NOTCH1, NOTCH4, and the delta-like ligand DLL4 in corpus luteum (CL) 

from rats during pregnancy and PGF2α-induced luteolysis. We also examined serum 

progesterone (P4) and CL proteins related to apoptosis after local administration of the 

Notch inhibitor N-[N-(3,5-difluorophenacetyl- L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester 

(DAPT).  

Specific staining for NOTCH1 and NOTCH4 receptors was detected predominantly in 

large and small luteal cells. Furthermore, in line with the fact that the notch intracellular 

domain (NICD) is translocated to the nucleus, where it regulates gene expression, staining 

was evident in the nuclei of luteal cells. In addition, we detected diffuse cytoplasmic 

immunostaining for DLL4 in small and large luteal cells, in accordance with the fact that 

DLL4 undergoes proteolytic degradation after receptor binding.  

The mRNA expression of Notch1, Notch4, and Dll4 in CL isolated on Day 19 of pregnancy 

decreased significantly after administration of PGF2α. Consistent with the mRNA results, 

administration of PGF2α to pregnant rats on Day 19 of pregnancy decreased the protein 

fragment corresponding to the cleaved forms of NOTCH1/4 CL receptors. In contrast, no 

significant changes were detected in protein levels for the ligand DLL4.  

The local intrabursal administration of DAPT decreased serum P4 levels and increased 

luteal levels of active caspase 3 and the BAX:BCL2 ratio 24 hr after the treatment.  

In addition we demonstrated that in vitro treatment of pregnat rat CL with 

aminoglutethimide (blocker of cytochrome P450scc), decreased luteal levels of NOTCH1, 

pAKT and pERK. In contrast, no significant changes were detected in protein levels for the 

receptor NOTCH4 and the transcriptional factor HES1. 

These results support a luteotropic role for Notch signaling to promote luteal cell viability 

and steroidogenesis, and they suggest that the luteolytic hormone PGF2α may act in part by 

reducing the expression of some Notch system members.  

Keywords: Corpus luteum; Luteolysis; Pregnancy; Apoptosis; Sphingosine 1-
phosphate; Notch 
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µg Microgramo 

µl Microlitro 

µM Micromolar 

3βHSD 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

AC Adenil ciclasa 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

Akt Kinasa de serina treonina 

AMPc Adenosín monofosfato cíclico 

ANOVA Análisis de varianza 

ARNm Acido ribonucleico mensajero 

ASM Esfingomielinasa ácida 

bFGF Factor de crecimiento de fibroblastos básico 

BrEt Bromuro de etidio 

C1P Ceramida-1 fosfato 

CERK Ceramida quinasa 

CL Cuerpo lúteo 

CLs Cuerpos lúteos 

DAB Diaminobenzidina 

DAG Diacil glicerol 

DMSO Dimetil sulfóxido 

EGF Factor de crecimiento epidermal 

EG-VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular derivado de glándula endócrina 

ERK Quinasa regulada por señales extracelulares 

ET-1 Endotelina -1 

FN Fibronectina 

FSH Hormona folículo estimulante 

GDF-9 Factor diferenciador del crecimiento-9 
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GnRH Hormona liberadora de gonadotrofinas 

GSI Inhibidor de gamma secretasa 

hCG Gonadotrofina coriónica humana 

HDL Lipoproteínas de alta densidad 

IAP Proteína inhibodora de la apoptosis 

IHQ Inmunohistoquímica 

ip Intra peritoneal 

IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato 

JNK quinasa del extremo N-terminal de c-Jun 

kDa Kilodalton 

LH Hormona Luteinizante 

MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos 

ME Microscopía electrónica 

mg Miligramos 

min Minutos 

ml Mililitro 

mM Milimolar 

M-MLV Moloney-Murine Leukemia Virus 

MMP Metaloproteasa 

NEXT Truncamiento extracelular de Notch 

ng Nanogramo 

NGF Factor de crecimiento nervioso 

NICD Dominio intracelular de Notch 

nm Nanómetro 

NO Óxido nítrico 

P4 Progesterona 

P450scc Enzima de clivaje de la cadena lateral del colesterol 

PARP Poli ADP ribosa polimerasa 



   pág. 14 
 

PBR Receptor periférico de benzodiacepina 

PBS Buffer fosfato salino 

PDE4D Fosfodiesterasa 4 

PGE Prostaglandina E 

PGF2α Prostaglandina F 2 alfa 

PKA Proteína quinasa A 

PKB Proteína quinasa B 

PLC Fosfolipasa C 

PMRs Receptores de membrana putativos 

PRL Prolactina 

Rb Retinoblastoma 

RFU Unidad de fluorescencia relativa  

RIA Radioinmunoensayo 

R-LH Receptor de LH 

RT-PCR Reacción de la Cadena de Polimerasa en Transcripción Reversa 

SCP-2 Proteína transportadora de colesterol 2 

SMAD Proteína efectora intracelular 

SphK Esfingosina quinasa 

SPT Serin palmitoil transferasa 

StAR Proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda 

TBS-T Tris buffer salino tween 

TGF Factor de crecimiento transformante 

Tie-1 Receptor tirosin quinasa 1 

Tie-2 Receptor tirosin quinasa 2 

TIMP Inhibidores de metaloproteasas 

TNF Factor de necrosis tumoral 

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Nick End Labeling 

VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular 
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1. El ovario 
El ovario de mamíferos es un órgano que tiene como principal función la de producir, 

almacenar, desarrollar y liberar los ovocitos formados durante la vida embrionaria o fetal, 

como gametas completamente competentes para ser fertilizadas y para permitir el 

desarrollo embrionario (función gametogénica). Es además el principal portador de las 

células secretoras de hormonas femeninas que desarrollan y mantienen los caracteres 

sexuales secundarios de la hembra y preparan a los órganos reproductivos accesorios para 

la preñez y el nacimiento de la cría, generando un ambiente propicio para la implantación y 

desarrollo del cigoto (función endocrina)[1]. La función final del ovario es la de permitir la 

propagación de la especie [2].  

Durante la vida adulta la superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por una 

capa monoestratificada de células cúbicas ó poliédricas, llamada epitelio germinal [3]. Esta 

cubierta epitelial está frecuentemente invaginada hacia el tejido conectivo subyacente 

llamado túnica albugínea, formando pequeños pliegues, hoyos ó criptas. Por debajo se 

encuentran dos zonas: la llamada zona cortical y la zona medular, y el límite entre ambas 

no se encuentra bien definido. La corteza comprende al estroma ovárico (formado por 

tejido conectivo laxo, fibroblastos y precursores de células tecales), y folículos en distintos 

estadios de maduración, atrésicos y cuerpos lúteos. La zona medular que se encuentra muy 

vascularizada e inervada, contiene células de tipo muscular y tejido conectivo laxo [4] 

(Figura 1). 

El ovario de mamíferos es, por lo tanto, un órgano heterogéneo en cuanto a la población 

celular presente en un momento dado, y también lo es en el tiempo, a lo largo de la vida del 

individuo. A partir de la pubertad, se producen variaciones hormonales cíclicas que 

afectarán tanto al ovario como al cuerpo lúteo y útero, preparándolos para la expulsión del 

ovocito y la potencial implantación del blastocisto. 
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Figura 1: Estructura del ovario y desarrollo folicular. Adaptado de McGraw Hill Companies. 
 

2. Foliculogénesis 

El proceso de foliculogénesis se define como el crecimiento de los folículos a través de los 

distintos estadios del desarrollo, desde el momento que emergen del reservorio folicular 

hasta su ovulación o su atresia. Este proceso es llevado a cabo en la corteza del ovario. 

Debido al continuo crecimiento y a la regresión de los folículos, la relación 

volumen/contenido del ovario, se encuentra en constante cambio [1]. Los ovarios de los 

mamíferos contienen a los folículos como unidades funcionales. Hasta ahora se creía que el 

número total de folículos ováricos era determinado en forma temprana en la vida del 

individuo, y la depleción de este pool, llevaba a la senescencia de la vida reproductiva [2]. 

Actualmente esta doctrina, que sostenía que los mamíferos perdían su capacidad de generar 

células germinales durante su vida adulta, se encuentra en amplio debate [5;6]. Johnson et 

al mostraron la existencia de células germinales mitóticamente activas en ovarios de ratones 

juveniles y adultos, sugiriendo la presencia de estas células capaces de proliferar en el 

ovario del mamífero postnatal. Sin embargo, estos estudios aún no han sido confirmados y 

existen trabajos que plantean controversias respecto a esta nueva posibilidad [6-9].  

Para cada especie se encuentran diferencias en el número de folículos formados durante la 

ovogénesis. Al nacimiento, el ovario contiene alrededor de 20.000, 160.000 o 1.000.000 de 
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folículos en ratas, ovejas y humanos respectivamente [1]. En la mayoría de los mamíferos 

antes del nacimiento, las ovogonias son transformadas en ovocitos primarios. Esta 

transición de ovogonia a ovocito está determinada por el cese del proceso de mitosis que 

sufren las células primordiales germinales y la entrada en la fase meiótica: profase, en la 

cual los ovocitos quedan arrestados. Luego de este proceso, los ovocitos se rodean de una 

capa única de células foliculares aplanadas, llamadas  pregranulosa. En esta fase, las 

superficies del ovocito y de las células foliculares envolventes son lisas y están en estrecho 

contacto. Las células de la pregranulosa se encuentran envueltas en la llamada lámina basal 

que separa a este tipo celular de todo elemento que la rodea, entre ellos vasos sanguíneos, 

capilares y nervios [10].  

Los folículos primordiales (Figura 2), se encuentran principalmente en la periferia de la 

corteza, inmediatamente por debajo de la túnica albugínea y constituyen la reserva de 

folículos en reposo, los cuales serán progresivamente eliminados durante la vida 

reproductiva. Aparecen en el humano aproximadamente en la semana 16 de embarazo y su 

formación terminaría aproximadamente en la semana sexta luego del nacimiento [11]. Para 

que estos folículos primordiales inicien su crecimiento, es necesaria una compleja 

interacción entre factores estimulatorios e inhibitorios. 

 Estos folículos continuamente abandonan el reservorio para convertirse en folículos 

primarios (Figura 2). Esta transición implica ciertas modificaciones citológicas en el 

ovocito, en las células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A medida que el 

ovocito aumenta de tamaño, la capa única de células aplanadas se convierte inicialmente en 

una capa de células cúbicas y cilíndricas la cual, mediante el proceso de mitosis, origina las 

células de granulosa que formarán posteriormente un epitelio estratificado. Entre el ovocito 

y las células de granulosa circundantes, se originan espacios donde se deposita una 

sustancia que representa el inicio de la zona pelúcida, mucopolisacáridos secretados por las 

células de la granulosa, que más tarde originarán un halo translúcido que rodea al ovocito. 

La zona pelúcida está formada por tres glicoproteínas y su adquisición es una característica 

del folículo preantral primario. Se sabe que ratones knockout de proteínas que componen la 

zona pelúcida son infértiles o subfértiles [12].  



   pág. 25 
 

A medida que los folículos aumentan de tamaño, van desplazándose gradualmente hacia el 

interior de la corteza. A través de sucesivas divisiones mitóticas de las células de granulosa, 

el folículo primario unilaminar pasa a un estadio preantral, multilaminado (con dos o más 

capas de células de la granulosa rodeando al ovocito), denominado folículo secundario o 

folículo preantral (Figura 2). Estos folículos poseen una o dos arteriolas  que terminan en 

una red vascular fuera de la lámina basal, y por lo tanto, el folículo entra en contacto 

directo con factores que se encuentran en la circulación [13]. En este estadio las células de 

la granulosa conforman una población homogénea y adquieren receptores de alta afinidad 

para la hormona folículo estimulante (FSH) y hormonas esteroideas [14]. Recientemente se 

ha reportado la importancia de un factor derivado del ovocito llamado GDF-9 (Factor 

Diferenciador del Crecimiento-9), el cual, junto con la hormona FSH regularían el 

desarrollo folicular y la atresia durante la transición del estadio preantral a antral temprano 

[15]. Por lo tanto la presencia del receptor de FSH en este estadio folicular, sería necesario 

para su posterior desarrollo. Simultáneamente con la proliferación de estas células, se 

desarrolla alrededor del folículo otra capa de células originadas del estroma que forma la 

teca folicular. La aparición del estrato tecal se asocia con la adquisición de la 

vascularización del folículo. A medida que se forman los capilares, las células teca-

intersticiales parecen comenzar la diferenciación con la adquisición de los receptores de LH 

(Hormona Luteinizante) y la capacidad de biosíntesis de esteroides. La capa tecal se 

diferencia en una interna y otra externa, la cual está compuesta principalmente por tejido 

conectivo. Numerosos vasos pequeños penetran en la teca externa para proporcionar un rico 

plexo capilar a la teca interna y dado que los capilares no penetran la membrana basal, la 

capa de células de granulosa permanece avascular durante todo el crecimiento del folículo. 

Como consecuencia de este aumento de la vascularidad, el folículo aumenta su exposición a 

factores que circulan por la sangre [16]. 

Es interesante destacar que el establecimiento de la red de capilares coincide con un 

periodo de crecimiento y diferenciación del folículo [17]. Al aumentar el folículo de 

tamaño, se termina de formar la zona pelúcida. Las células de la granulosa mantienen 

contacto con el ovocito a través de proyecciones citoplasmáticas que penetran en la zona 

pelúcida y establecen contacto con la membrana celular del ovocito. Al final de esta fase 

denominada preantral, el ovocito detiene su crecimiento y se vuelve competente para 
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reasumir la meiosis. Cuando el folículo alcanza un diámetro aproximado de 0,2 mm y posee 

de seis a doce capas de células (en humanos), aparecen unos espacios irregulares, llenos de 

un líquido claro entre las células de la granulosa. Este líquido aumenta en cantidad a 

medida que crece el folículo y los espacios irregulares que se forman entre las células de la 

granulosa confluyen para constituir una sola cavidad denominada antro.  

Con la aparición de la cavidad antral, el folículo se convierte en folículo terciario o folículo 

antral (Figura 2), y esta fase se denomina fase antral. Se forma, entonces, una cavidad: el 

antro folicular, rodeado de células de la granulosa murales, localizadas en la periferia, 

conteniendo en el interior el fluido folicular. El folículo antral está tapizado por un epitelio 

estratificado de células granulosas que presentan un engrosamiento localizado en uno de 

sus lados llamado células del cúmulus (Figura 2), las que se encuentran unidas entre sí y al 

ovocito mediante uniones estrechas (gap). La relación con estas células se vuelve más laxa 

debido a la gradual aparición del líquido que llena los espacios intercelulares. Al 

desprenderse el ovocito, una ó más capas de las células del cúmulus, permanecen unidas a 

él, formando la corona radiata, envoltura celular laxa que persiste alrededor del ovocito aún 

después de la ovulación. 

La aparición de los receptores de LH en las células de la granulosa ocurre durante la 

transición del folículo antral hacia el folículo preovulatorio, debido a la estimulación de 

FSH [18]. Este paso es fundamental para que el folículo progrese hacia el paso final, la 

ovulación. 

Los folículos preovulatorios (Figura 2) son aquellos que han alcanzado los estadios finales 

de crecimiento y maduración del folículo antral y han adquirido la habilidad para ovular 

ante los adecuados niveles de gonadotrofina LH ó la administración de hCG. Es interesante 

destacar que los receptores a LH no se encuentran expresados de forma homogénea en estos 

folículos, sino que los mismos presentan un gradiente de expresión que disminuye desde las 

capas externas de la granulosa hacia la células del cúmulus [18;19]. El caso más extremo es 

el de las células del cúmulus de ratón, donde los receptores a LH son indetectables [20]. Por 

esta razón, el reinicio de la meiosis inducida por LH y la expansión de las células del 

cúmulus requeridas para la ovulación, serían eventos mediados por las células de la 

granulosa murales [21;22]. 
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Por otra parte, los folículos preovulatorios se caracterizan por una baja tasa mitótica de las 

células foliculares y una alta relación estrógenos/andrógenos y estrógenos/progesterona en 

el fluido folicular.  

Desde el momento en que el folículo ha sido seleccionado para la ovulación, el mismo 

comienza a crecer notablemente en tamaño. Las células de la granulosa sufren 

transformaciones morfológicas como ser el aumento de su volumen [23]. A este folículo 

destinado a ovular, se lo denomina folículo dominante [24]. 

 

Figura 2: Estadios del desarrollo folicular. (Modificado de Thibault y col. 1993) [1].  

 



   pág. 28 
 

2.1. Regulación del desarrollo folicular 

2.1.a. Eje hipotálamo-hipofisario-gonadal 

El hipotálamo juega un papel clave en la regulación hormonal de la función reproductiva 

femenina. El folículo destinado a ser ovulado inicia una secuencia coordinada de eventos 

que controlan el ciclo estral, el cual está regulado por el sistema hipotálamo- hipofisario. El 

hipotálamo se conecta con la hipófisis a través del sistema porta hipofisario sirviendo este 

de conducto para transportar hormonas del cerebro a la hipófisis. El principal factor 

liberador del hipotálamo que regula la función reproductiva es la GnRH (hormona 

liberadora de gonadotropinas). Esta hormona actúa sobre los receptores presentes en los 

gonadotropos de la hipófisis (células productoras de gonadotropinas) y estimula la 

secreción de LH y FSH. Estas hormonas se liberan en forma coordinada para regular el 

crecimiento folicular, la ovulación y la vida del CL. La secreción de LH y FSH por parte de 

la hipófisis se encuentra regulada por los estrógenos y progestágenos [25]. 

2.1.b. Retroalimentación positiva y negativa 

Los mecanismos de retroalimentación involucran esteroides gonadales y compuestos no 

esteroideos (inhibina, activina y folistatina). La síntesis de estrógenos está modulada por 

mecanismos de retroalimentación que actúan sobre las gonadotrofinas liberadas por la 

hipófisis. La secreción de FSH está regulada negativamente por los estrógenos [25]. En 

bajas concentraciones la respuesta de FSH es inmediata; y a altas concentraciones, la 

supresión de FSH es profunda y sostenida. También la LH está regulada por los estrógenos. 

A niveles bajos y moderados, los estrógenos actúan negativamente sobre la liberación de la 

LH. Pero a concentraciones mayores, los estrógenos regulan positivamente a esta 

gonadotrofina. Para que se produzca el pico preovulatorio de LH tanto en el humano como 

en roedores los estrógenos deben alcanzar una valor promedio de 200 pg/ml [26]. 

Por otro lado, la presencia de compuestos no esterideos presentes en el fluido folicular 

influye en la liberación de las gonadotrofinas. La inhibina es una proteína sintetizada por 

las células de la granulosa, que inhibe la liberación de FSH de la hipófisis [27]. Esta 

proteína pertenece a la familia de péptidos relacionados estructuralmente con el TGT-β 

(factor de crecimiento transformante β) y está formada por dos subunidades, α y β que se 

encuentran unidas por puentes disulfuro. Mientras que otro miembro de esta familia 
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formado por dos subunidades β, la activina, estimula la liberación de FSH. Al igual que las 

inhibinas, el efecto de las activinas sobre la liberación de FSH es independiente de GnRH 

[28]. Las inhibinas y activinas se antagonizan funcionalmente entre ellas. La inhibina 

disminuye la producción espontanea de FSH y disminuye los efectos a bajas 

concentraciones de activina, mientras que, las concentraciones elevadas de activinas 

superan el efecto inhibitorio de las inhibinas, conduciendo a una estimulación neta de la 

secreción de FSH. La folistatina es una proteína que se une a la activina y restringe su 

biodisponibilidad, por lo tanto inhibe y/o disminuye la liberación de FSH [29]. 

2.2. Selección del folículo dominante 

El reclutamiento cíclico y selección de los folículos representa un proceso continuo, que 

eventualmente llega a la formación de uno o más folículos preovulatorios, cuyo número 

varía en cada especie. En los primeros días del ciclo menstrual en la mujer, aumentan los 

niveles circulantes de FSH, como consecuencia, una cohorte de folículos antrales escapa de 

la apoptosis que los llevaría a la atresia folicular. Dentro de este grupo, alrededor de 10 

folículos antrales crecen más rápido y producen altos niveles de estrógenos e inhibina, 

seleccionándose entre éstos el folículo dominante.  

A pesar de que no se conoce exactamente por qué un folículo emerge como dominante, se 

postula que éste posee una mayor sensibilidad a FSH, debido a una mayor expresión de 

receptores de FSH y/o LH. Asociado a este proceso, el estradiol y los factores de 

crecimiento locales ejercen un efecto permisivo, amplificando la acción de la FSH en los 

folículos que están madurando. Sin embargo, el aumento de estradiol e inhibina, también 

ejerce una retroalimentación negativa sobre la liberación de FSH a nivel hipotálamo-

hipófisis, lo cual evita que otros folículos sigan desarrollándose [2;30].  

Además, la disminución de FSH provocaría un descenso de la actividad de la aromatasa 

dependiente de FSH (que es la que transforma andrógenos a estrógenos) lo que limita, 

como consecuencia, la disponibilidad de estrógenos en los folículos menos maduros. Esto 

llevaría a la disminución de la proliferación de las células de granulosa y al aumento de 

andrógenos, provocando una atresia irreversible.  

El folículo dominante debe retener una sensibilidad única a la FSH y de esa manera 

aumentar la proliferación de sus células de granulosa, logrando así tener una mayor 
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cantidad de receptores para esta gonadotrofina. Los folículos seleccionados tendrán de esta 

manera un aumento de estrógenos mucho mayor que los folículos restantes. Además, estos 

folículos seleccionados tendrán una mayor cantidad de células de granulosa y una mayor 

vasculatura tecal, permitiendo una entrada preferencial de FSH. Por lo tanto, los folículos 

dominantes no sólo tienen la ventaja de tener mayor número de receptores para FSH  sino 

que además poseen una gran vasculatura que permite un fácil acceso para esta hormona.  

En la rata, bajo el estímulo de FSH y en presencia de estrógenos, las células expresan 

receptores para LH y prolactina, los cuales van aumentando hasta llegar a valores máximos 

antes de la ovulación [31;32]. El aumento de estrógenos provoca, por un mecanismo de 

retroalimentación positiva, la estimulación del pico preovulatorio de LH. Estos procesos, 

actuando en forma sincronizada, permitirían la selección de los folículos dominantes hasta 

llegar a la ovulación [2]. 

Por otro lado, se ha postulado, que el folículo dominante produce factores atretogénicos que 

inhiben el desarrollo de los folículos vecinos o subordinados [2;33].  

3. Ovulación 

A medida que se acerca la mitad del ciclo, hay un ascenso notable de estrógenos por sobre 

el umbral, estimulando, por un mecanismo de retroalimentación positiva, un pico de 

gonadotrofinas, principalmente de LH y en menor medida de FSH. Junto a circunstancias 

únicas del microambiente, el pico de LH es el gatillo para que el folículo dominante ovule y 

origine un cuerpo lúteo en cada ciclo menstrual en humanos o un número que difiere en el 

ciclo estral de roedores y otros mamíferos.  

Luego del pico preovulatorio de LH, la síntesis de estradiol declina considerablemente, 

mientras que se produce un aumento notable en la producción de progesterona estimulada 

por la misma LH [34]. Las células de la granulosa cercanas a la lámina basal, comienzan a 

soltarse debido a la desaparición de las uniones estrechas (gap) que las mantenían unidas. 

El único sitio donde estas uniones no se ven alteradas, es en aquellas células que están 

formando parte de la corona radiata.  

También en este proceso existe un componente mecánico dado por el rápido aumento del 

tamaño folicular, luego del cual el folículo ovárico emerge desde la corteza ovárica. Otro 

prerrequisito para la ruptura folicular es la digestión proteolítica de la pared folicular, y se 
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sabe que se activan colagenasas para la disolución de la membrana basal y el tejido tecal 

asociado a la ovulación.  Las prostaglandinas de la serie E y F (PGE y PGF2α) son algunos 

de los componentes involucrados en la degradación de la pared folicular [35]. 

Luego de la ovulación, el folículo ovárico se transforma en cuerpo lúteo y en este proceso 

se encuentran involucrados una gran cantidad de genes. Además, el ovocito que estaba 

detenido en profase I, reasume la meiosis y es ovulado en el estadio de metafase II. 

4. El ciclo estral  

El término estro fue utilizado por primera vez por Heape en el año 1900 como adaptación 

del la palabra griega oistros, para describir en animales el período durante el cual la hembra 

está dispuesta a recibir al macho en coito fecundante (Freeman 1994). También usó el 

termino anestrus para describir a la temporada reproductiva en la cual las gónadas están en 

reposo. 

El período anterior al estro, lo denominó proestrus, y es el momento en el cual el animal 

entra en celo. En ausencia de concepción, el estro es seguido por el metaestrus, también 

conocido como diestro I. El período siguiente, diestro II, varía en duración de acuerdo a las 

especies y es el tiempo durante el cual los tejidos reproductivos para la recepción del óvulo 

fertilizado luego del coito en el estrus.  

De acuerdo con la presentación de ciclos estrales las especies se clasifican en: 

Monoéstricas: presentan un solo ciclo estral al año (por ejemplo perras). 

Poliéstricas continuas: presentan ciclos estrales durante todo el año (por ejemplo cerda, 

vaca etc.)  

Poliéstricas estacionales: presentan varios ciclos estrales durante el año, pero confinados a 

una estación reproductiva, (por ejemplo: oveja, yegua etc.) 

De acuerdo con la espontaneidad de la ovulación, las especies se clasifican en: 

Especies de ovulación espontánea: vaca, yegua, oveja, perra y cerda. 

Especies de ovulación inducida por cópula: gata y coneja. 

La rata de laboratorio es un mamífero no estacional, de ovulación espontánea y poliéstrica. 

Es decir, el ciclo ovárico ocurre durante todo el año y la ovulación no depende del estímulo 



   pág. 32 
 

de la cópula. El inicio de la pubertad en la rata hembra es la consecuencia de una cascada 

de eventos que siguen al establecimiento de la liberación pulsátil de la LH luego de la 

cuarta semana postnatal (aproximadamente treinta días de edad) que conduce a la 

maduración del ovario [36]. Antes de ese período, el aparato reproductivo se encuentra 

inactivo. Este cambio en la liberación de  LH es evidente entre ocho y nueve días antes del 

primer proestro, a este período de cambios en la liberación de LH se lo considera anestro 

[37]. La ovulación en ratas laboratorio se produce en las hembras adultas jóvenes cada 

cuatro o cinco días durante todo el año. 

La duración normal del ciclo estral ha sido investigada a lo largo de varias décadas. Long y 

Evans en 1922 utilizaron aproximadamente 2000 ratas jóvenes adultas producto de los 

descendientes de cruces entre diversas hembras blancas y grises salvajes capturadas en 

Berkeley, California, alimentadas con restos de comida y otros suplementos, incluyendo 

hígado crudo. Ellos encontraron diferencias individuales marcadas, con longitudes de ciclo 

entre 3 y 38 días, pero, con exclusión de los de más de 8 días, el promedio fue de 4,8 días, 

estos resultados fueron corroborados, posteriormente, por otros investigadores [38].  

Sobre la base de frotis vaginal, la duración de los componentes individuales del ciclo estral 

de las ratas con un ciclo de cuatro o cinco días son: proestro, con una duración de doce a 

catorce horas; estro: de veinticinco a veintisiete horas; metaestro: seis horas a ocho; y 

diestro: cincuenta y cinco-cincuenta y siete horas [39]. 

Sin embargo, como se señaló anteriormente, muchos autores se refieren al día del ciclo, en 

el cual cada  período tiene su propio día, y los de un ciclo de cinco días por lo general, 

muestran un día extra de cornificación vaginal (día extra de estro) o un día extra de la 

infiltración de leucocitos (día extra de diestro) [38]. 

Etapa Características fisiológicas Citología vaginal 
Diestro Las secreciones del ovario preparan 

al tracto reproductivo para recibir al 
ovocito fecundizado 

Caracterizado por la presencia 
de gran cantidad de ovocitos 

Proestro Período en el cuál la rata está 
entrando en el estro 

Predominan las células 
epiteliales nucleadas, y en 
ocasiones algunas células 

cornificadas. 
Estro Receptividad sexual Ampliamente caracterizada por 

células epiteliales cornificadas, 
de forma irregular. Ausencia de 
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leucocitos 
Metaestro Corto período de recuperación (si no 

hay fertilización) en el cual, si no hay 
fertilización el tracto reproductivo 

recupera su morfología 

Pequeños leucocitos y pocas 
células nucleadas o 

cornificadas 

Anestro Período del ciclo no reproductivo en 
la hembra. Los ovarios están en 
reposo y no hay actividad sexual 

 

 
Tabla 1: Etapas del ciclo estral y sus características. 

 

5. El cuerpo lúteo 

El cuerpo lúteo (CL) es una glándula endocrina transitoria formada por las células 

foliculares remanentes del folículo que ha sido ovulado. Su principal función es la de 

secretar progesterona, la cual tiene numerosas funciones, entre ellas, la preparación del 

útero para el período de preñez o embarazo y la regulación de las contracciones del 

oviducto para el transporte del ovocito al útero. Por lo tanto, la formación del cuerpo lúteo 

en mamíferos, se considera un evento esencial para la supervivencia e implantación del 

embrión. Este proceso se inicia mediante numerosos cambios bioquímicos y morfológicos 

que sufren las células de la teca interna y las células de la granulosa de los folículos 

preovulatorios, llamado luteinización. Luego de un corto periodo de tiempo el CL 

regresiona permitiendo así que un nuevo ciclo comience, sin embargo si la implantación 

ocurre se activan mecanismos complejos para mantener la función luteal durante la 

gestación. 

La hormona LH es la responsable de inhibir el crecimiento de las células foliculares y de 

producir el escape del ciclo celular. Un gran número de genes son rápidamente inducidos 

por el pico de LH de forma transitoria, por lo que se creen estarían involucrados en los 

procesos de ovulación y luteinización, entre ellos se encuentra el PR (receptor de 

progesterona), COX-2 (ciclooxigenasa-2), el factor de transcripción C/EBPβ 

(CATT/enhancer binding protein), Egr-1 (Early growth response protein-1) y el factor de 

transcripción Nur77 [40-42]. 

También la LH induce la expresión de distintos miembros de la superfamilia de las 

metaloproteasas (MMPs) y de factores involucrados en la angiogénesis como el VEGF y 

las angiopoyetinas [43;44].  
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Como se mencionó anteriormente, la principal función del CL es sintetizar y secretar P4. 

También el CL es capaz de producir otros esteroides dependiendo de la especie y estado 

reproductivo. 

5.1. Formación del CL 

Luteinización es el proceso de reestructuración morfológica y bioquímica que ocurre en las 

células de las paredes del folículo ovulado para dar lugar a la formación del CL [45;46]. 

Las células que van a sufrir este proceso escapan del ciclo celular y dejan de dividirse 

sufriendo una reprogramación génica irreversible. 

5.1.1. Efectos genómicos e intracelulares del pico de LH 

La FSH incrementa la producción de estradiol por los folículos seleccionados y también 

induce la expresión del receptor de LH (LH-R) que alcanza su máximo nivel de expresión 

en las células de la granulosa del folículo preovulatorio [47]. 

En la mitad del ciclo menstrual, el incremento en los niveles de estradiol causa el aumento 

en la secreción de LH (y FSH), también conocido como pico preovulatorio de 

gonadotrofinas. En el folículo preovulatorio maduro, la activación del receptor de LH por el 

pico de LH induce la ovulación e inicia el proceso de diferenciación de las células de la 

granulosa y de la teca en células luteales. 

La señalización del receptor de LH es mediante proteínas G (proteínas de unión a GTP) 

compuestas por subunidades α, β, y γ. El receptor de LH se acopla particularmente a la 

proteína G α estimulatoria (Gαs), si bien se ha demostrado que puede unirse a la proteína 

Gi, G13 y Gq/11 [48]. El receptor de LH es capaz de generar dos tipos principales de 

señalización: la primera es mediante la adenilciclasa (AC) para producir AMPc y la otra 

activa la fosfolipasa C (PLC), moviliza fosfoinosítidos e incrementa el calcio (Ca2+) 

intracelular. La proteína Gαs es responsable de la activación de la AC que produce AMPc, 

que activa a la proteína quinasa dependiente de AMPc, PKA. Una vez que PKA se activa se 

dirige al núcleo donde fosforila factores de transcripción, entre los cuales podemos 

mencionar a la proteína de unión al elemento respondedor de AMPc “cAMP response 

element-binding” (CREB). CREB es fosforilado en la Serina 133 por PKA permitiendo el 

reclutamiento de coactivadores, incluyendo a la proteína de unión a CREB (CBP/p300). 

CREB a su vez, se une a ciertas secuencias de ADN llamadas "elementos de respuesta a 
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AMPc" (cAMP Response Element), mediante los cuales incrementa o reduce la 

transcripción "corriente abajo" regulada por estos genes [49;50]. 

Tanto en células de la granulosa como en células luteales, el AMPc es rápidamente 

degradado por fosfodiesterasas. En células de la granulosa la fosfodiesterasa, PDE4D, 

regula los niveles de AMPc. [51].  

Los mecanismos moleculares por los cuales la LH estimula la vía de fosfolipasa C 

(PLC)/fosfoinositidos no están claramente determinados. En células de la granulosa de 

ratas, se demostró que solo las células con una alta densidad de receptores responden a la 

LH activando la cascada de inositol fosfato además de la de AMPc [52]. Lo que sugiere que 

solo las células de la granulosa de folículos preovulatorios responden a la LH con un 

aumento en la producción de los fosfoinositidos. Se ha propuesto que la liberación de las 

subunidades β y γ de la proteína G, luego de la activación de la Gα, lleva a la liberación de 

PLC-β. La PLC-β hidroliza al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) resultando en la 

formación de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 induce la liberación de 

los depósitos intracelulares de Ca2+ y el DAG conjuntamente con el Ca2+ activan la vía de 

proteína quinasa C (PKC). El rol de PKC en mediar el efecto de LH está dado por el hecho 

de que la acción de LH puede ser mimetizada por dosis sub óptimas de LH mas  un 

activador de PKC [53]. La LH también estimula las vías de ERK1/2 o MAPK en células de 

la granulosa. El efecto de la LH sobre la fosforilación de ERK puede ser rápido y 

transitorio, o retrasado y sostenido. El incremento temprano en la fosforilación de ERK1/2 

es dependiente de la activación de PKA, y no depende de la activación de PKC. Esta 

activación rápida y transitoria ocurre en células de la granulosa inmadura con bajos niveles 

de receptores de LH. En células de la granulosa de folículos preovulatorios, que expresan 

altos niveles de LH, la activación de ERK es sostenida y dependiente tanto de PKA como 

de PKC. 

5.1.2. Salida de las células de la granulosa del ciclo proliferativo 

La hormona FSH estimula la proliferación de las células de la granulosa, dando como 

resultado el incremento en el tamaño folicular. Luego de la oleada de LH, las células de la 

granulosa dejan de dividirse y salen del ciclo proliferativo. 
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Las células de la granulosa se las encuentra arrestadas predominantemente en el estadio de 

G0/G1. El cese de la proliferación celular durante la luteinización está asociado a la pérdida 

progresiva de reguladores positivos del ciclo celular, incluyendo a ciclinas y la quinasa 

dependiente de ciclina 2: Cdk2 y al incremento en la expresión de inhibidores de Cdk como 

p21cip1 y p27kip130. 

5.1.3. Rol del ovocito en la luteinización 

Moléculas regulatorias derivadas del ovocito actúan en el folículo para inhibir la prematura 

luteinización y limitar la biosíntesis de P4 [54].  

Estudios in vitro demostraron que miembros de la familia de TGF, incluyendo TGF-β, 

activinas,  inhibinas, BMPs, factores de diferenciación y crecimiento (GDFs), y la hormona 

antimulleriana median las acciones anti luteinizantes del ovocito. La señalización de TGFs 

a través de la cascada serina treonina kinasa resulta en la translocación del citoplasma al 

núcleo de proteínas efectoras intracelulares llamadas SMAD [55]. Ratones knockout 

condicionados para SMAD4 y activina A en células de la granulosa, luteinizan 

prematuramente [56]. Los ovarios de estos animales mutantes para dicho gen, tienen mayor 

número de CL, de marcadores luteales y producen altas cantidades de progesterona. 

Sugiriendo que SMAD4 y activina A previenen la luteinización prematura de células de la 

granulosa durante el desarrollo folicular. 

5.1.4. Cambios estructurales 

Dos tipos celulares pueden ser encontrados en el CL, células luteales grandes y células 

luteales pequeñas. Notablemente, aunque este tipo celular es el principal componente 

funcional del CL, representan menos del 30% del total de las células. El resto está 

compuesto por células endoteliales, periendoteliales y células del sistema inmune. En 

rumiantes, humanos y roedores las células luteales difieren en la cantidad de P4 que 

producen, siendo las luteales grandes las que más P4 producen. En humanos y animales 

domésticos la LH incrementa la producción de P4 por parte de las luteales pequeñas y no 

por las luteales grandes. En ratas ambos tipos celulares responden a la LH incrementando 

su producción. 

Mientras las células del folículo ovulado se diferencian en luteales, alteraciones a nivel 

tisular son necesarias para establecer la red vascular del CL, entre las alteraciones se 
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encuentran la degradación de la membrana basal folicular, el establecimiento de la matriz 

extracelular y el desarrollo de nuevos capilares, siendo este último esencial para poder 

transferir grandes cantidades de P4 a la circulación general. Cuando termina este proceso, 

cada célula luteal se encuentra en contacto directo con varios capilares, brindando al CL 

uno de las más altas tasas de flujo sanguíneo del organismo. 

Luego de la ovulación, la membrana basal que separa las células tecales de las de la 

granulosa del folículo ovulado es desintegrada y los capilares presentes en la teca se 

expanden dentro de la granulosa avascular. Laminina, colagenasa tipo IV, fibronectina y 

proteoglicanos son los mayores componentes de la matriz extracelular del folículo. Estos 

componentes son clivados por metaloproteasas MMP, siendo estas importantes en la 

formación del CL, porque clivan al colágeno tipo IV. En el ovario de rata, MMP-2 está 

presente en la granulosa, teca, y células luteales, mientras que la MMP-9 se localiza 

solamente en la membrana plasmática de las células luteales [57]. En ratones, la MMP-19 

en células de la granulosa y tecales incrementa su expresión entre 5 y 10 veces luego de la 

activación del receptor de LH [58]. 

La matriz extracelular (ECM) luteal consiste de componentes proteicos (colágeno, 

fibronectina y laminina) y no proteicos (proteoglicanos y glicoproteínas) estos componentes 

proveen una arquitectura para mantener a las células juntas. 

La laminina y el colágeno IV son escasos en la granulosa del folículo pero pasan a ser 

abundantemente expresados en el CL de primates y roedores. En el CL de rata, el colágeno 

tipo IV y la laminina son detectados en la capa de células de la granulosa 6 horas antes de 

la ovulación. 

Las células interactúan con la matriz extracelular a través de los receptores de superficie 

llamadas integrinas, estas incrementan su expresión durante la luteinización debido a la 

acción estimulatoria de LH. 

La interacción de estas integrinas y componentes de ECM juega un rol importante en 

modular la supervivencia, crecimiento y esteroidogénesis de células luteales en diversas 

especies. Por ejemplo la diferenciación de las células de la granulosa en luteales in vitro es 

promovida por fibronectina o laminina y bloqueada por un anticuerpo contra integrina [59]. 
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Entonces la ECM actúa no solo como una plataforma sino que también modula la función 

luteal a través de la presencia de receptores de superficie de membrana en las células. 

La matriz extracelular ECM es constantemente renovada, y el equilibrio entre la síntesis y 

degradación de la ECM es crítico. Las células luteales expresan no solo proteínas MMP, 

sino también inhibidores de metaloproteasas tisulares (TIMP), que inhiben la actividad de 

las metaloproteasas. La relación entre MMP y TIPM es importante para mantener un 

microambiente extracelular favorable para la diferenciación de las células foliculares en 

células luteales. Si el balance entre MMP: TIMP es alterado a favor de la actividad de 

MMP, el desarrollo normal y función del CL es afectado. 

5.1.5. Desarrollo de vasos sanguíneos 

El desarrollo de nuevos vasos sanguíneos en el CL en desarrollo involucra la proliferación 

de células endoteliales, expansión de los capilares y la maduración capilar. 

La densa red de capilares que se forman durante la luteinización, suministra  eficientemente 

nutrientes, hormonas y lipoproteínas de unión al colesterol a las células luteales y aporta un 

mecanismo para la rápida y eficiente salida de P4 a la circulación sistémica. En la rata,  los 

nuevos capilares pueden ser encontrados dentro de las primeras 16 horas luego de la 

ovulación. La regulación molecular de la angiogénesis en el CL es compleja, e incluye 

reguladores entre los que se encuentran el factor de crecimiento del endotelio vascular 

VEGF, el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF), Factor de Crecimiento 

Endotelial derivado de Glándulas Endócrinas (EG-VEGF) y las angiopoyetinas. 

El VEGF promueve la diferenciación, proliferación, supervivencia, migración, 

tubulogénesis y permeabilidad vascular en células endoteliales. En primates y roedores 

VEGF se expresa en células de la granulosa sólo en el estadio preovulatorio; y luego de la 

ovulación las células luteales continúan expresando VEGF. El VEGF de origen luteal es 

estimulado por LH, estradiol y IGF-1. 

La importancia del VEGF en la vascularización del CL ha sido demostrada mediante el uso 

de un anticuerpo anti VEGF. La administración de anticuerpos anti VEGF,  anti el receptor 

de VEGF, o receptor soluble truncado de VEGF inhibe la actividad de VEGF. La 

administración de este tipo de compuestos a roedores antes de la ovulación  inhibe la 

angiogénesis y el desarrollo luteal [60-63]. 
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La administración de un anticuerpo contra el receptor de VEGF a ratones en la etapa de  

preñez temprana, induce la regresión de los vasos sanguíneos del CL como consecuencia de 

la eliminación de las células endoteliales que se desprenden de la membrana basal vascular, 

lo que sugiere que el VEGF no sólo es necesario para la luteinización, sino que también es 

fundamental para la funcionalidad y mantenimiento de los vasos sanguíneos luteales 

durante el embarazo [64]. 

El EG-VEGF también llamado Prokinecticin-1 (PK-1) es un regulador angiogénico 

expresado exclusivamente en glándulas esteroidogénicas. De forma similar al VEGF 

promueve la proliferación, supervivencia y quimiotaxis de células endoteliales, sin embargo 

su acción se limita a tejidos endócrinos [65;66]. Dentro del ovario se encuentra altamente 

expresado durante el desarrollo folicular y el CL, siendo baja su expresión durante el 

estadio temprano del desarrollo luteal y aumentando desde la etapa media- luteal hasta la 

fase luteal tardía cuando la expresión de VEGF es considerablemente reducida [67]. 

El patrón de expresión de VEGF y EG-VEGF apoyan la idea que la actividad de VEGF es 

más importante  para la formación del plexo capilar luteal, mientras que ambos factores son 

necesarios para mantener la estructura de los capilares en la fase luteal media a tardía. 

El bFGF fue el primer factor angiogénico identificado en el ovario. Es producido por las 

células luteales esteroidogénicas y las células endoteliales en rata y en humanos [68]. El 

bFGF estimula la proliferación y motilidad de las células endoteliales y el tratamiento con 

anticuerpos anti bFGF suprime la actividad proliferativa de las células endoteliales en 

extractos luteales de vacas, ovejas y cerdas, sin embargo la eliminación del gen de bFGF en 

ratones no resultó en disrupción o  perdida de la fertilidad [69]. 

Las angiopoyetinas (Ang) también son críticas para la angiogénesis y la integridad de los 

vasos sanguíneos. Ang-1 y Ang-2 se unen a un receptor común llamado Tie-2; sin embargo 

mientras la Ang-1 estimula la ramificación (“sprouting”) y maduración de los vasos 

sanguíneos, Ang-2 inhibe este efecto actuando como un inhibidor competitivo al unirse al 

receptor Tie-2, sin activar los mecanismos se señalización [70]. 

Ratones knockout para Tie-2 y Ang-1 son letales en el desarrollo embriogénico, sin 

embargo los ratones knockout para Ang-2 se desarrollan normalmente y son fértiles. 
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El receptor de Tie-2 se localiza exclusivamente en células endotealies y es altamente 

expresado durante la fase luteal temprana y durante el rescate luteal. Ang-1 se expresa 

uniformemente en células luteales y endoteliales de manera uniforme a lo largo de la etapa 

luteal en humanos. En contraste Ang-2 es fuertemente expresado en una minoría de células 

luteales y endoteliales en forma simple o en clústeres [44]. La activación del R-LH 

incrementa la expresión de Ang-1 en células luteales humanas y en células de la granulosa 

en macacos. 

En ratas, el VEGF es abundante en el centro del CL en desarrollo, incluyendo regiones 

donde los vasos sanguíneos todavía no se han desarrollado. En cambio los transcriptos de 

Ang-1 se asocian a los vasos sanguíneos y aparecen seguidos o coinciden con el 

crecimiento de los vasos sanguíneos en el CL temprano. 

El patrón de expresión de Ang-2, sugiere que este factor juega un rol clave en los sitios de 

invasión vascular. Inicialmente, los transcriptos de Ang-2 están agrupados en estrecha 

asociación a los vasos sanguíneos  en la teca interna del folículo preovulatorio tardío, luego 

de la oleada de LH, Ang-2 se vuelve abundante en los vasos que invaden el CL en 

desarrollo, sugiriendo que Ang-2 colabora con VEGF en la invasión y brote de los vasos 

sanguíneos, bloqueando los efectos de Ang-1 sobre la maduración y estabilización vascular 

y permitiendo la plasticidad vascular necesaria para que VEGF pueda ejercer su función. 

Luego de la formación tubular, Ang-1 recluta a las células peri endoteliales  para promover 

la maduración vascular y mantener la integridad vascular [71]. 

5.2. Esteroidogénesis luteal  

La principal actividad esteroidogénica de las células de la granulosa está dada por la 

conversión de andrógenos en estrógenos. En cambio, las células luteales producen grandes 

cantidades de P4. Como todos los esteroides, la P4 se sintetiza a partir del colesterol, por lo 

tanto la regulación de la captación y el almacenamiento de colesterol forman parte integral 

en la síntesis de P4. Durante la luteinización, las células adquieren la capacidad de captar y 

guardar colesterol y expresan varias proteínas asociadas a la movilización de colesterol 

intracelular. 

5.2.1. Captación y movilización del colesterol 
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Si bien hay tres fuentes potenciales de colesterol que pueden contribuir al pool necesario 

para las células esteroidogénicas (síntesis de novo, hidrólisis de los esteres de colesterol 

almacenados y lipoproteínas exógenas) es mayoritariamente aceptado que las lipoproteínas 

son la mayor fuente de colesterol en células luteales. El colesterol luteal es provisto por la 

vía de endocitosis de lipoproteínas de bajo peso molecular ricas en colesterol (LDL) a 

través de su receptor (LDL-R), o por la captación selectiva de esteres de colesterol de las 

lipoproteínas de alta densidad (HDL) a través del vía del receptor scavenger (SR-BI). En 

consecuencia, HDL y LHL estimulan la producción de P4 en cultivo de células luteales 

humanas y de ratas [72]. 

Debido a su naturaleza hidrofóbica, el colesterol no puede difundir libremente en el citosol 

y llegar a la mitocondria donde ocurre el primer paso enzimático en la síntesis de P4. Se ha 

visto que varias proteínas participan en el movimiento intracelular de colesterol en las 

células esteroidogénicas. Entre estas proteínas, se encuentra la proteína transportadora de 

colesterol 2 (SCP-2). Se considera que SCP-2 desempeña un papel importante en la 

movilización del colesterol en el citoplasma [73]. El estradiol y la LH aumentan la 

expresión de esta proteína en las células luteales [74;75]. Además la expresión de SCP-2 en 

el CL está estrechamente relacionada a la producción de P4 [74]. 

Una vez que el colesterol alcanza la membrana mitocondrial externa, se transporta a la 

membrana mitocondrial interna a través del espacio de intermembrana acuoso por la acción 

de al menos dos proteínas: la proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda StAR y el 

receptor periférico de benzodiacepinas (PBR). 

5.2.2. Biosíntesis de progesterona 

La transformación de colesterol en P4 comienza cuando el colesterol se encuentra en la 

membrana mitocondrial interna. 

La síntesis de P4 es la más simple de todas las vías esteroidogénicas y solo están 

involucradas dos enzimas. La primera modificación del colesterol ocurre en la membrana 

mitocondrial interna donde la molécula es convertida a pregnenolona por la enzima de 

clivaje de la cadena lateral del colesterol (P450scc). La conversión de pregnenolona en 

progesterona ocurre en el retículo endoplasmático y es catalizado por la enzima 3β-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3βHSD) (Figura 3). La expresión de ambas enzimas y de 
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las organelas que las contienen incrementa durante la formación del CL permitiendo la 

secreción de grandes cantidades de P4. Ambas enzimas permanecen altamente expresadas 

en el CL a lo largo de la preñez. 

En roedores el nivel de P4 secretada no solo depende de la cantidad sintetizada por el CL, 

sino que también de la expresión de la enzima 20 alfa hidroxiesteroide deshidrogenasa 

20αHSD que cataliza la conversión de P4 en un una progestina inactiva, la 20 alfa 

dihidroxiprogesterona (20α-DHP) (Figura 3). Una vez que esta enzima se expresa, la 

secreción de P4 desciende y la 20α-DHP pasa a ser el principal esteroide secretado por las 

células luteales, aumentando en roedores la expresión de su enzima hacia el final de la 

gestación, permitiendo la disminución de la P4 sérica y dando lugar al comienzo del parto. 

 

Figura 3: Esteroidogénesis luteal. 

5.2.3. Control molecular de la secreción de P4 

El control de la síntesis de la P4 en el CL es complejo, dada la presencia de dos tipos de 

células esteroidogénicas, distintas tanto morfológica como bioquímicamente [45].  

En la oveja, las células luteales pequeñas (SLC) miden 12-20 µm de diámetro, son 

originadas a partir de las células tecales del folículo ovulado, tienen receptores de LH, y 

responden a LH o AMPc aumentando entre 5 y 15 veces en la secreción de P4, además 
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contienen numerosas gotas lipídicas. Las células luteales grandes (LLC) (> 20 µm) se 

originan de células de la granulosa, secretan altas concentraciones basales de P4, y aunque 

los receptores de LH están presentes, no responden a la LH o al AMPc con el aumento en la 

secreción de P4. Las LLC contienen receptores de PGF2α y responden a esta hormona con 

la activación de, por lo menos, dos vías de segundos mensajeros. La activación de la 

proteína quinasa C (PKC) se traduce en disminución de la secreción de P4. El aumento de 

las concentraciones de calcio libre intracelular [76] deriva del aumento en la unión de la 

PGF2α a su receptor, induciendo apoptosis y muerte celular. Las células luteales 

esteroidogénicas contienen una amplia gama de receptores para hormonas reguladoras y 

otros factores que pueden o no ser de tipo específico. 

En la rata ambos tipos celulares producen P4, la secreción basal en las LLC es 

significativamente mayor que en las SLC; las LLC contienen más lípidos, secretan más 

andrógenos y estradiol y unen LH y PRL de forma más efectiva que las SLC. A pesar de 

esto, contrariamente a lo que ocurre en la oveja, ambos tipos celulares responden a la 

estimulación con LH con un incremento similar en la producción de P4. 

5.2.4 Regulación crónica de la secreción de progesterona 

Se sabe desde hace mucho tiempo que la LH es esencial para la función normal del CL en 

los animales domésticos. Muchas de las acciones de la LH en las células luteales han sido 

dilucidadas, así como los efectos agudos y a largo plazo de esta hormona en la 

esteroidogénesis luteal han sido demostrados. La estimulación por LH es esencial para 

adquirir la capacidad esteroidogénica a largo plazo de las células luteales, incluyendo el 

mantenimiento de cantidades normales de ARNm de la 3β-HSD, P450scc y StAR  [77]. 

La PGF2α induce una disminución marcada en la secreción de P4 por parte del CL in vivo y 

en las células luteales grandes in vitro, mediado por la vía de la PKC. El tratamiento con 

PGF2α también tiene efectos a largo plazo: disminución de la expresión luteal del ARNm 

del receptor de LH, el receptor de las lipoproteínas de baja densidad (LDL), StAR, y 3β-

HSD, mientras que el ARNm que codifica para el receptor de la lipoproteína de alta 

densidad (HDL) y P450scc no se ven alterados [77]. 

5.2.5. Regulación aguda de la secreción de P4 
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Tanto la LH como la PGF2α regulan la secreción aguda de P4 al afectar el transporte de 

colesterol en la membrana mitocondrial interna y, a largo plazo, mediante la regulación de 

las concentraciones de ARNm que codifican para receptores, transporte de proteínas y 

enzimas esteroidogénicas. El paso limitante en la biosíntesis de la P4 es el transporte del 

colesterol a la membrana mitocondrial interna, siendo este el lugar principal de la 

regulación hormonal aguda. Al menos tres proteínas esenciales han sido identificadas por 

estar involucrados en el transporte de colesterol desde el exterior a la membrana 

mitocondrial interna: StAR, PBR y endozepina, el ligando natural para PBR  

La StAR es un componente indispensable en este proceso y se expresa en los tejidos 

esteroidogénicos, en respuesta a agentes que estimulan la producción de esteroides. Las 

mutaciones en el gen de StAR en humanos generan hiperplasia suprarrenal congénita 

lipoidea, en el que la biosíntesis de las hormonas esteroides se ve gravemente 

comprometida. El ratón mutante para StAR tiene un fenotipo que es idéntico a la 

enfermedad humana. La expresión de esta proteína es sensible a los agentes que inducen e 

inhiben la biosíntesis de esteroides [78]. Esta proteína se sintetiza como un precursor de 37 

kDa que es transportado del citoplasma a la mitocondria donde se cliva en dos formas de 30 

kDa, una ácida y una básica. Además contiene sitios de fosforilación para PKC y PKA. La 

fosforilación por PKA está relacionada con aumentos en la secreción de esteroides, en 

cambio los sitios de fosforilación de PKC están involucrados en la disminución del 

transporte de colesterol y de la esteroidogénesis que se produce tras su activación [79]. 

Los PBR también desempeñan un papel importante en el transporte de colesterol. Se 

encuentran localizados entre las membranas mitocondriales interna y externa, 

presumiblemente podrían funcionar a modo de poro permitiendo el paso del colesterol. 

Dicha proteína posee también sitios de fosforilación para PKA, aumentando de esta manera 

el transporte de colesterol. El ligando natural para PBR, endozepina, también parece ser 

crucial para regular el transporte de colesterol. La supresión selectiva de esta molécula 

inhibe la estimulación por hormona trófica en células MA-10 (células tumorales de Leydig) 

y reduce la esteroidogénesis basal en una línea de células tumorales de Leydig con 

secreción constitutiva de esteroides (R2C) [77].  



   pág. 45 
 

Niswender y col. (2002) propusieron a StAR como molécula que actúa en el transporte de 

colesterol citosólico, con dirección hacia la membrana mitocondrial, con la que interactúa 

para proporcionar el colesterol a los PBR, que funcionarían como transportadores de 

colesterol a la membrana mitocondrial interna [77].  

La técnica de transferencia de energía entre fluorocromos (FRET) se utilizó para demostrar 

que StAR y PBR interactúan en la membrana mitocondrial [80]. En el año 2007 se utilizó la 

técnica de “Bioluminiscence Resonance Energy Trasfer” (BRET) para demostrar la 

asociación entre la StAR, receptores PBR y endozepina, pero contrariamente a lo esperado, 

no encontraron evidencias de asociación entre ellos [79].  

5.2.6. Biosíntesis de andrógenos y estradiol por las células del CL 

En roedores y primates, el CL produce cantidades significativas de andrógenos y 

estrógenos. La conversión de progestinas en andrógenos es mediado por la enzima 

P45017α-hydroxylase/C17-20 lyase también llamada CYP17. Si bien esta enzima se 

expresa en el CL de primates y roedores, su distribución difiere entre especies; mientras 

que las células luteales grandes y pequeñas de la rata expresan CYP17, en humanos sólo las 

células derivadas de la teca; producen andrógenos. Los andrógenos son convertidos en 

estrógenos por la acción de la citocromo P450 aromatasa, la cual se expresa en el CL de 

roedores y primates [81;82]. 

5.3. Regulación hormonal del CL 

Uno de los cambios más importantes que tiene lugar en el proceso de luteinización es la 

alteración de la sensibilidad celular a las señales externas que permiten a las células luteales 

responder a un nuevo conjunto de hormonas. En general la funcionalidad del CL es 

controlado por la interacción de hormonas tróficas secretadas por la pituitaria, el propio CL, 

la decidua y la placenta. 

5.3.1. LH 

En humanos y primates no humanos esta hormona es esencial y suficiente para la 

estimulación y el mantenimiento de la función luteal. El tratamiento de monas con 

antagonistas de GnRH (que bloquean la secreción de LH por la hipófisis) disminuye la 

producción de P4 por el CL y por lo tanto decrece la P4 sérica [83].  
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En roedores la LH aumenta la captación de colesterol y estimula la síntesis de andrógenos 

[84].  

5.3.2. Prolactina (PRL)  

La PRL también contribuye a la síntesis de P4 por el CL, pero no es suficiente para 

mantener la esteroidogénesis por sí misma y depende de la exposición previa del CL a la 

LH. En el CL de rata, la PRL incrementa la expresión del receptor de LH, facilita los 

efectos luteotróficos del estradiol, estimulando la expresión del receptor de estrógenos [85]. 

Esta hormona, también ejerce sus efectos aumentando la captación de colesterol por parte 

de las células luteales, y por lo tanto, incrementando la producción de P4.  

5.3.3. Estradiol 

En roedores el estradiol actúa como agente luteotrófico que estimula la síntesis de P4, la 

vascularización y la hipertrofia del CL. Se ha demostrado que esta hormona media la 

acción de la LH en el CL de rata y que el estradiol puede mantener el CL en ausencia de 

LH [86;87]. Los principales factores luteotróficos en la rata son la PRL y el estradiol, y 

estas dos hormonas actúan de forma sinérgica en la estimulación de la secreción de P4. 

En contraste  en primates se ha visto que el estradiol está relacionado al proceso de 

involución del CL. La administración intra ovárica de estradiol induce luteólisis funcional 

prematura en monos [88]. No está claro si esta actúa directamente sobre las células luteales 

o indirectamente reduciendo la liberación de LH por la hipófisis y por lo tanto privando al 

CL de un adecuado soporte gonadotrófico. 

5.3.4. Rol de la progesterona 

La P4 es producida en grandes cantidades por el CL y actúa no solo en tejidos como el 

endometrio, la glándula mamaria y el cerebro, sino que también localmente regulando la 

función ovárica: la mitosis y la apoptosis de las células de la granulosa, la ovulación y el 

funcionamiento luteal. 

Una serie de hallazgos sugieren que la P4 puede promover su propia síntesis en varias 

especies, sin embargo los mecanismos celulares y acciones específicas de la P4 en el CL no 

son conocidas. En humanos la P4 contribuye al mantenimiento de la función luteal en la 

preñez temprana, y la depleción de la misma causa degeneración funcional y estructural 
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prematura en el CL de macacas. También esta hormona es crítica para el desarrollo y 

mantenimiento del CL durante el ciclo y protege al CL de rata de la muerte celular [89].  

5.4. Receptores de Progesterona (PR)  

La unión de P4 a PR clásicos altera la transcripción de genes específicos. Los eventos 

mediados por el receptor clásico de P4 son relativamente lentos pero producen respuestas 

fisiológicas de larga duración. Alternativamente ciertos efectos producidos por la P4 son 

muy rápidos y se sugiere que resultan de la unión a receptores de membrana [90]. 

La incubación de células luteales de rata con R5020 (progestina sintética) incrementa la 

producción de P4 de manera dosis dependiente. Esta hormona regula negativamente la 

expresión de la 20α HSD, enzima involucrada en el catabolismo de P4 y su expresión es un 

marcador de regresión luteal. Además la administración de P4 a ratas previene la apoptosis 

del CL [89;91].  

Si bien las células luteales de primates y animales domésticos expresan el receptor clásico 

de P4 (PR), técnicas inmunohistoquimicas y de amplificación de ADNc no fueron capaces 

de detectar estos receptores en CL de rata. Por lo tanto en su ausencia es posible considerar 

que en esta especie están presentes vías de señalización alternativas.  

Cai y Stocco [92] demostraron que las membranas de las células luteales de rata unen P4 de 

manera específica y que el CL expresa proteínas previamente identificadas como receptores 

de membrana putativos (PMRs), también demostraron que dos de estas proteínas se 

localizan en membranas luteales y que su expresión es regulada durante la preñez de forma 

que coincide con la capacidad del CL para sintetizar P4. Asimismo observaron mediante 

RT-PCR una distribución tisular no homogénea de PMRs en la rata, con sólo unos pocos 

tejidos que expresan grandes cantidades de más de un subtipo. En el CL, se observó que la 

expresión de ARNm y proteínas PMRs está regulada durante la preñez. En particular, los 

estudios indican que cada PMR parece ser regulada de forma independiente. Mientras que 

Pmrβ se mantiene casi constante a lo largo de la gestación,  la expresión de Pmrα y Pmrγ 

incrementa con la gestación avanzada. Por el contrario, un patrón muy diferente se observó 

hacia el final de la preñez, cuando Pmrα y β disminuye drásticamente justo antes del parto, 

y los niveles de ARNm de Pmrγ se mantuvieron constantes. La cuantificación de los 

niveles de ARNm demostró que Pmrγ se expresa en niveles muy bajos, lo que sugiere que 



   pág. 48 
 

puede que no contribuya a regular la función lútea de manera fisiológica. Los análisis de las 

secuencias de aminoácidos de los PMR de rata, indican que estos receptores son proteínas 

transmembrana. Se encontró que el PRMα y el PMRβ comparten un alto grado de 

homología, mientras que mucha menos homología se observa entre estos receptores y el 

PMRγ. Hallazgos similares han sido reportados en los PMR humanos y de ratón [92].  

También demostraron que la PRL, la mayor hormona luteotrófica en la rata, regula la 

expresión de estos receptores putativos de membrana en el CL [92].  

En ratones deficientes de los receptores clásicos de P4, a pesar de la ausencia de ovulación, 

la luteinización es normal [93], sugiriendo que el receptor clásico de P4 no afecta ni la 

formación ni la función del CL. Esto implica, además, un papel importante para los 

receptores de progesterona no clásicos en el mantenimiento de la función del CL en 

roedores. 

En la oveja los receptores de membrana PMR se expresan en tejidos reproductivos, tienen 

350 aminoácidos, siete pasos de membrana y un peso aproximado de 40 kDa. Estos 

receptores tienen un 83% de homología con los receptores de membrana de rata. Unen 3H 

progesterona que solo es desplazada por P4 y por 17α hidroxiprogesterona en exceso. 

Además de expresarse en CL, estos receptores también se los puede encontrar en el 

hipotálamo y en la hipófisis [90]. 

6. Tipos de CL en ratas 

La ovulación se produce inmediatamente después del parto en ratas preñadas, por lo tanto 

dos tipos diferentes de CL se encuentran presentes en el ovario: uno es el CL de la preñez 

(CLP) y el otro es el recién formado después del parto (NCL) [94]. 

CLP en general sufre regresión. Por el contrario, el NCL es sensible a las señales 

ambientales, como por ejemplo la lactancia. Después del parto, el CL está expuesto a dos 

tipos ambientales distintos: la lactancia o la no lactancia, estando la regresión luteal 

regulada, de manera distinta en ambas situaciones. Los niveles séricos de PRL se 

encuentran elevados a causa de la succión de las crías, en ratas lactantes. Por otro lado, en 

ratas no lactantes, la ovulación ocurre cada 4 días con picos preovulatorios de PRL. 



   pág. 49 
 

La PRL puede actuar de forma luteotrófica o luteolítica, pudiendo incrementar la 

producción de P4 en el CL de preñez e inducir apoptosis en los CLs de ratas ciclando [94].  

Takiguchi y col. (2004) observaron que la apoptosis en el CL en ratas lactantes y no 

lactantes y la disminución gradual en el peso de los CLs luego del parto contribuyen en 

parte a la regresión estructural de los CLP luego del parto, a pesar de la lactancia [94]. 

Además la ausencia de lactancia, parecería que facilitó la regresión luteal, estando los CLs 

disminuidos en tamaño comparados a ratas lactantes en el día 7 posparto. (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Fotografías estereoscópicas de ovarios de ratas post-parto. A) ovario de rata lactante en 

el día 7 post-parto. Hay dos diferentes tipos de CL: CL de la preñez (CLP, asteriscos) y CL recién 

formado después de la primera ovulación posparto (NCL, puntas de flecha). 

B) ovario derivado de rata no lactante en el día 7 después del parto. Hay tres tipos diferentes de 

CL: CLP (asteriscos), NCL formado después de la primera ovulación posparto (puntas de flecha) y 

NCL formado después de la ovulación posparto segundo (flechas) Tomado de Takiguchi y col. 

(2004) [94]. 
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7. Luteólisis 

Se define como el proceso por el cual el CL cesa en su función, en particular la de producir 

P4. Este proceso juega un rol importante en la reproducción porque la P4 suprime la 

secreción de FSH y LH previniendo el desarrollo de un nuevo folículo preovulatorio. Por lo 

tanto, la luteólisis termina con cada ciclo reproductivo femenino a través del decrecimiento 

de la secreción de P4 y permite la continuación de un nuevo desarrollo folicular. Por lo 

tanto la luteólisis se asocia a un mecanismo que incrementa la eficiencia reproductiva; si la 

hembra no concibe seguido a la ovulación, la remoción del CL permite que un nuevo ciclo 

ovárico comience y con ello una nueva oportunidad de concebir. En roedores, así como en 

otras especies donde la única fuente de P4 es el CL durante la preñez, la luteólisis juega un 

rol importante porque la disminución de la P4 es un hecho clave para que el parto ocurra. 

Durante la luteólisis normal, dos eventos muy relacionados ocurren: primero, se pierde la 

capacidad de sintetizar y secretar P4 (regresión funcional), este evento es seguido por la 

muerte de células luteales y pérdida de la integridad vascular del CL (regresión estructural). 

7.1. Luteólisis funcional, rol de la Prostaglandina F2 alfa (PGF2α) 

Los primeros estudios en luteólisis demostraron que la histerectomía en cobayos causaba 

persistencia anormal del CL. Efectos similares fueron observados en ovejas, vacas, yeguas, 

hámster, conejos y en ratas [95]. 

El factor que media el efecto luteolítico del útero fue identificado como prostaglandina F2α 

[96]. El rol de la PGF2α en la inhibición del CL funcional al final de la preñez fue 

demostrado en roedores que no expresan el receptor de PGF2α. En estos animales 

mutantes, la producción de P4 durante el final de la preñez es extendida y como 

consecuencia el parto no ocurre [97]. 

Contrariamente a lo que sucede en roedores y rumiantes, en los primates el útero no afecta 

la vida del CL. La regresión luteal parece estar relacionada a un agotamiento en la 

capacidad del CL en responder a los efectos de la LH [83;98]. Por lo tanto, el tratamiento 

de monas con altas dosis de LH, prolongó la vida del CL más allá del tiempo estipulado 

para la regresión luteal [98]. Otra hipótesis sugiere que la luteólisis es iniciada por factores 

autócrinos/ parácrinos producidos dentro del CL. La oxitocina inyectada en el CL humano 

causa disminución de la P4 sérica y aumenta la producción de PGF2α [99]. Por lo tanto se 
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cree que el estradiol, la PGF2α y la oxitocina actúan como agentes luteolíticos en el CL de 

los primates. 

En el CL la PGF2α se une a receptores acoplados a proteínas Gq. La activación de este 

receptor lleva a la producción de inositol trifosfato y DAG mediado por PLC, seguido de un 

aumento en el Ca2+ intracelular y aumento de la actividad de PKC. Además algunos 

trabajos evidenciaron que en células luteales la PGF2α activa la vía de fosfolipasa D 

produciendo ácido fosfatídico y la activación de la vía de MAPK. 

En roedores una de las principales acciones de la PGF2α es inactivar la secreción de P4. 

Este efecto, en parte, es mediado por la inducción de la enzima 20αHSD [46]. Al final de la 

preñez, en la rata, el CL secreta 20αHSD en vez de P4. La administración de PGF2α a ratas 

preñadas, incrementa la expresión del gen de esta enzima. PGF2α también reduce el 

transporte de colesterol en el ovario, a través del decrecimiento en SCP-2 [100] y en la 

StAR [101]. La administración de PGF2α en el día 19 de preñez también reduce la 

actividad de la 3βHSD. Además, la PGF2α, previene la biosíntesis de P4 mediada por LH y 

por PRL. La acción anti-LH involucra dos acciones interrelacionadas: el bloqueo de la 

acumulación de AMPc inducida por LH y la inhibición de la respuesta de las células 

luteales al AMPc [102;103] (Figura 4). 

La PGF2α asimismo inhibe la expresión de los receptores de PRL y la señalización de PRL 

a través de la vía de JAK/STAT, estimulando la expresión de supresores, entre ellos el 

supresor de la señalización de citoquinas-3 (SOCS3) que inhibe la señalización de Jak/Stat 

y previene la activación de Stat5 inducida por PRL [104]. La PGF2α también reduce la 

síntesis de P4 a través de la supresión en la producción de estradiol por inhibición de 

aromatasa luteal [105]. 

Las endotelinas constituyen una familia de péptidos secretados principalmente por las 

células endoteliales. Endotelina-1 (ET-1) es secretada por las células endoteliales y actúa 

localmente de manera autócrina- parácrina. Los niveles luteales de ET-1 se encuentran 

hormonalmente regulados a través del ciclo reproductivo con un incremento con el inicio 

de la luteólisis. La PGF2α acrecienta la producción de ET-1 por parte de las células 

endoteliales del CL. El incremento en ET-1 participa en la disminución de la P4 a través de 

la inhibición de la biosíntesis de esta hormona mediada por la LH [106;107]. 
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Las especies reactivas del oxígeno (ERO o ROS por “reactive oxygen species”) incluyen 

iones de oxígeno, radicales libres y peróxidos tanto inorgánicos como orgánicos. Son 

generalmente moléculas muy pequeñas altamente reactivas debido a la presencia de una 

capa de electrones de valencia no apareada. Estas especies se forman de manera natural 

como subproducto del metabolismo normal del oxígeno y tienen un importante papel en la 

señalización celular. La regresión luteal, tanto natural como inducida por PGF2α, se asocia 

con una acumulación de ROS y/o disminución de las enzimas protectoras y vitaminas 

antioxidantes [108;109]. Si bien se ha visto que la PGF2α causa un aumento en las ROS en 

células luteales de rata in vitro, y causa un incremento del peróxido de hidrógeno en el CL 

en regresión in vivo, las células inmunes son la principal fuente de ROS en el CL en 

regresión [110]. 

 

Figura 4: Representación esquemática de la luteólisis. Modificada de Reproductive endocrinology 

2009. 

 

7.2. Luteólisis estructural 

La regresión estructural del CL se caracteriza por la disminución en el tamaño y peso de la 

glándula, la cual se convierte en una cicatriz en el estroma ovárico llamada cuerpo albicans, 
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que es reabsorbida y reemplazada por tejido ovárico. Uno de los principales eventos que 

caracteriza la regresión estructural del CL es la muerte por apoptosis de las células luteales 

y de las células vasculares del CL. La activación de este proceso puede darse por la vía 

externa (extrínseca) o interna (intrínseca) de la apoptosis, estos eventos convergen en una 

maquinaria de destrucción celular que involucra a una serie de proteasas llamadas caspasas. 

Estas proteínas juegan un rol clave en la apoptosis siendo su activación un evento crítico en 

este proceso. Estas proteasas regulan la destrucción de proteínas celulares como por 

ejemplo PARP (poly ADP- ribosa polimerasa), lamininas y fodrinas que contribuyen a los 

cambios morfológicos observados en células apoptóticas [111-113]. 

8. Apoptosis 

La apoptosis es una forma de muerte celular regulada genéticamente que tiene como 

objetivo eliminar células redundantes, dañadas, senescentes o infectadas. Así, los 

organismos han desarrollado un mecanismo de suicidio celular denominado apoptosis 

[114]. Este programa genético es vital para el desarrollo normal, para el mantenimiento de 

la homeostasis y para un sistema inmune efectivo. No es asombroso entonces, que la 

alteración en este proceso implique numerosas patologías que abarcan desde desórdenes 

degenerativos hasta autoinmunidad y cáncer  [115;116]. 

Cabe destacar que la denominación muerte celular programada abarca numerosos procesos 

de muerte celular que comparten alguna de las características que poseen las células que 

mueren por apoptosis  

La apoptosis consiste en una serie de eventos ordenados que ocurren en tejidos que sufren 

cambios como consecuencia de su desarrollo o debido a respuestas frente a estímulos 

fisiológicos alterados. Este suicidio celular ocurre en células con niveles anormales de 

ATP, requiere síntesis de ARNm y proteínas, afecta a células individuales, involucra 

pérdida de tamaño celular, condensación de la cromatina y la formación de cuerpos 

apoptóticos que consisten en fragmentos nucleares o de organelas rodeados de membrana 

plasmática. Estos cuerpos apoptóticos son eliminados por fagocitosis y de esta forma no se 

liberan los componentes citoplasmáticos al medio extracelular, impidiéndose un proceso 

inflamatorio.  

Otros cambios que ocurren durante la apoptosis, son aquellos que involucran al núcleo de la 

célula. Una de las características es la fragmentación que sufre el ADN como consecuencia 
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de la activación de señales intracelulares que concluyen en la activación de endonucleasas 

produciendo clivajes en el ADN de forma regular entre las unidades nucleosomales. Como 

resultado de esta activación se generan fragmentos en un tamaño múltiplo de 180 pares de 

bases lo que constituye un patrón característico de este proceso [117]. 

En este proceso de muerte celular, intervienen una serie de proteasas que están presentes en 

la mayoría de los tipos celulares en forma de zimógenos, llamadas caspasas. Las caspasas 

son cisteín- proteasas que clivan en residuos de aspartato, varios cientos de sustratos 

celulares [113]. Han sido descriptos dos mecanismos de activación de las caspasas. Uno de 

ellos, el extrínseco, se dispara al activarse los llamados “receptores de muerte”, que están 

situados en la superficie celular [118]. El otro, el intrínseco, es provocado por diversas 

formas de estrés, como ser una inadecuada provisión de citoquinas o daño intracelular, e 

involucra principalmente a la mitocondria. Durante el estrés, la decisión de la célula de 

provocar o no su suicidio, depende principalmente de las proteínas de la familia de Bcl-2. 

Los miembros de esta familia, con funciones opuestas, pro o anti-apoptóticas, integran 

señales que reciben de otras células y censan el daño intracelular para determinar si 

disparan la activación de las caspasas [116].  

Dentro de las caspasas, existe un grupo denominado “ejecutoras” (caspasa -3, -6 y -7) que 

son capaces de actuar sobre sustratos intracelulares. Para ello, sus zimógenos (procaspasas), 

deben ser clivados proteolíticamente por las caspasas “iniciadoras”, como la caspasa -8, -9 

o -10. Contrariamente a las caspasas ejecutoras, las caspasas iniciadoras tienen un pro-

dominio largo y su activación se dispara por la dimerización de los zimógenos a través de 

una proteína adaptadora [119] (Figura 5 y 6). 

La caspasa-3 es la principal caspasa efectora [120]. Se sintetiza como una pro-enzima de 33 

kDa que, luego de su activación, es clivada generando un fragmento activo de 11 kDa y un 

intermediario de 20 kDa. Este último a su vez, es nuevamente clivado generando el 

segundo fragmento activo de 17 kDa [121]. Existe un número limitado de sustratos que son 

clivados por la caspasa-3 durante el proceso de apoptosis. Entre ellos, podemos destacar la 

proteína PARP (poli-ADP ribosa polimerasa) [122] y actina [123] los cuales son 

inhibidores de la enzima DNAasa I, endonucleasa responsable de la fragmentación del 

ADN durante el proceso de apoptosis [124]. Por otro lado la caspasa-7 posee sustratos en 

común con la caspasa-3. 
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Figura 5: Estructura básica de las caspasas conteniendo los dominios: prodominio, subunidad 

grande, subunidad pequeña y región conectora. 

 

 

Figura 6: Esquema general de la activación de las caspasas. Esta requiere de un procesamiento 

proteolítico en residuos de aspartato entre los dominios, resultando en la eliminación del 

prodominio y de la región conectora. Luego, la subunidad grande y la pequeña forman un 

heterodímero. Luego para activarse debe formar un tetrámero entre dos heterodímeros. 
 

8.1. Vía Extrínseca de la apoptosis 

La vía extrínseca de la apoptosis o también llamada camino de receptores de muerte se 

inicia por la activación de receptores de muerte específicos situados en la membrana celular 

por ligandos como TNF (factor de necrosis tumoral), FASL (también llamado CD95L) y 

Apo 2L/TRAIL (Apo 2 ligando/ ligando inductor de apoptosis relacionado al factor de 

necrosis tumoral, TNF) [118]. Los receptores de muerte, como TNFR1, FAS, TRAILR o 

DR5 (receptor de muerte 5) pertenecen a la superfamilia de TNF y al unirse a sus ligandos, 

se trimerizan permitiendo una rápida y efectiva inducción de la apoptosis a través de la 

activación de la caspasa 8 (Figura 8). 
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Uno de los principales receptores de muerte es el antígeno FAS. FAS y su ligando FASL se 

expresan en una gran variedad de células, como timocitos, células B activadas, células T, 

monocitos, macrófagos, neutrófilos y en células no relacionadas al sistema inmune, como 

ser hepatocitos, células pulmonares y cardíacas y células del ovario. Una vez activados por 

la unión de sus ligandos y luego de la trimerización, estos receptores reclutan, mediante su 

dominio de muerte (DD) a otras proteínas que poseen dicho dominio, como la proteína 

adaptadora FADD (dominio de muerte asociado a Fas) que a su vez, al estar unida a los 

receptores activados, recluta a las procaspasas iniciadoras -8 y -10. La unión de todas estas 

proteínas conforma un complejo de señales inductores de muerte (DISC). 

Diversos estudios acerca del rol fisiológico de Apo2L/TRAIL, sugieren que este ligando 

tiene un papel en la vigilancia del sistema inmune y en la regulación de la respuesta inmune 

adaptativa [125]. Más aún, este mecanismo media la citotoxicidad de las células 

dendríticas, monocitos, células natural killer (NK) y células T frente a virus y tumores 

[126]. Hay además cierta evidencia de que algunos efectos antivirales y antitumorales del 

interferón están mediados por estos receptores [127].  

 

8.2. Vía intrínseca de la apoptosis 

Como se mencionó anteriormente, en la vía intrínseca la proteína p53 es un punto de 

control crítico para su activación. Esta proteína es un factor de transcripción que responde 

al estrés celular arrestando el ciclo celular a la espera de la reparación del daño del ADN. Si 

el daño celular es grande y no puede ser reparado, p53 promueve la apoptosis a través de la 

inducción de genes pro-apoptóticos como puma, noxa, bax, apaf1 y fas o inhibiendo la 

expresión de proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 o Bcl-xL [128;129].  

La vía mitocondrial está controlada por los miembros pro y anti-apoptóticos de la familia 

de Bcl-2 y, dependiendo del balance entre los niveles de proteínas con efectos opuestos, 

será el destino final de la célula: supervivencia o apoptosis. Los miembros proapoptóticos 

causan la permeabilización de la membrana externa mitocondrial y de esta forma, permiten 

la liberación de moléculas solubles como citocromo c y Smac/DIABLO al citoplasma. El 

citocromo c estimula la formación del apoptosoma, un complejo formado por el factor 

activador de proteasas apoptóticas 1 (Apaf1), dATP, citocromo c y caspasa-9 (Figura 7). La 

caspasa -9 es activada al incorporarse al apoptosoma y una vez activa, cliva a las caspasas 

efectoras -3, -6 y -7. Smac/DIABLO se une a las proteínas inhibitorias de la apoptosis 
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(IAPs) y revierten su interacción con las caspasas, lo que permite a estas últimas activarse 

[130].  

 

Figura 7 Esquema de la formación del apoptosoma. 

 

Los miembros de la familia de Bcl-2 pueden dividirse en tres grupos. Todos comparten por 

lo menos uno de los cuatro dominios de homología a Bcl-2 (dominios BH). El primer grupo 

está integrado por los miembros que poseen todos los dominios BH y se comportan como 

anti-apoptóticos, como ser Bcl-2, BclXL y BclW. En el caso particular de BclX, cabe 

destacar que existen dos isoformas de esta proteína, formadas por splicing alternativo del 

ARNm: BclXL y BclXS. BclXL, de 32 kDa, actúa como anti-apoptótica mientras que BclXS, 

de 27 kDa, se comporta como una proteína pro-apoptótica. El segundo grupo comprende 

los miembros multidominio (contienen los dominios BH1, BH2 y BH3) pero que se 

comportan como pro-apoptóticos. Entre los mismos se puede mencionar Bax, Bak y Bok. 

Las proteínas anti-apoptóticas se unen con las proteínas pro-apoptóticas formando 

heterodímeros e impiden que estas últimas puedan ejercer su acción permeabilizante en la 
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membrana externa mitocondrial. Por último se encuentran proteínas, como Bad, Bim, Bid, 

Puma y Noxa, que contienen sólo el dominio BH3 (BH3 only), el cual es necesario y 

suficiente para otorgarles su acción pro-apoptótica [119]. Algunos estímulos específicos 

activan a ciertas proteínas BH3 only por inducción de la transcripción o por modificaciones 

post-transcripcionales y rompen el equilibrio entre proteínas pro y anti-apoptóticas, lo que 

desencadena la apoptosis. Esto ocurre principalmente a través de la unión de las proteínas 

BH3 only a los miembros anti-apoptóticos de esta familia impidiendo así su efecto 

inhibitorio por unión a los miembros pro-apoptóticos multidominio [131]. 

 
 

 

Figura 8: Vía extrínseca e intrínseca de la apoptosis. Modificada de Mak y col. 2002[132]. 

 

En particular BAD, una de las proteínas BH3 only, se caracteriza por interactuar a través de 

este dominio con miembros anti apoptóticos de la familia de Bcl-2, como por ejemplo Bcl-

XL. Cuando BAD está sobreexpresado, bloquea la supervivencia celular dependiente de esta 

proteína [133;134]. La exposición de las células a factores de crecimiento induce la 

fosforilación de BAD en dos sitios, Ser-112 y Ser-136, produciendo la disociación de BAD 

de Bcl-XL y su asociación a las proteínas citoplasmáticas. La asociación a estas proteínas 

podría proteger a BAD de la desfosforilación. A pesar de que Ser-112 corresponde a un 
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sitio consenso para la fosforilación por Akt, Akt fosforila a BAD en Ser-136. La 

fosforilación en Ser-136 por Akt produce la inactivación de BAD [135].  

8.3. Apoptosis y CL 

La apoptosis está asociada con la regresión del cuerpo lúteo (CL) en muchas especies 

[136]. La caspasa efectora -3 se expresa en el CL de ratas y ratones. [137;138]. La 

importancia de esta caspasa como mediador de la apoptosis en la regresión luteal ha sido 

demostrada con el uso de ratones que no expresan esta proteína. Los CLs de estos animales 

muestran cantidades atenuadas de apoptosis y un retraso en el proceso de involución luteal, 

aún así estos CLs regresionan, indicando que esta caspasa no es el único factor involucrado 

en este proceso. 

En ratas, las caspasas tienen un rol importante durante los primeros eventos de la luteólisis 

en los CLs del ciclo estral [136]. Peluffo y col. (2007) demostraron que el aumento en la 

actividad de las caspasas-2, -8, -9 y -3 se asocia a los eventos tempranos de la luteólisis 

funcional (al final de la gestación) y que la PGF2α regula la actividad de estas caspasas en 

el CL de la rata [139]. Este resultado coincide con lo observado por Yadav y col. (2005) en 

el cual la PGF2α induce apoptosis luteal asociada con un aumento en la actividad de las 

caspasas -8, -9 y -3 así como un aumento en la proteína pro-apoptótica BAX y el ligando de 

los receptores de muerte: FasL. En este sistema el inhibidor de caspasa-8, pero no el de 

caspasa -9 previno, completamente, la activación de caspasa-3 inducida por PGF2α. Estas 

observaciones sugieren la importancia de la vía extrínseca en mediar la apoptosis inducida 

por PGF2α en células luteales de ratas [140]. 

9. Rol de las células del sistema inmune en CL y en la luteólisis 

Los cambios dinámicos que caracterizan al sistema reproductivo están bajo regulación 

hormonal. Sin embargo las interacciones locales célula-célula pueden mediar la respuesta 

de los tejidos a la dicha señalización hormonal. El CL es un excelente modelo para entender 

como las células inmunes son reclutadas en los tejidos y el papel que desempeñan en la 

homeostasis de los mismos. Los leucocitos son reclutados durante toda la vida útil del CL y 

sus citoquinas han sido encontradas en CL de todas las especies examinadas. Las citoquinas 

proinflamatorias inhiben la esteroidogénesis estimulada por gonadotrofinas, son capaces de 

estimular profundamente la síntesis de prostaglandina por las células luteales, y promover 

la apoptosis. Sin embargo, hay cada vez más evidencias de que los leucocitos y las células 
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luteales se comunican de diferentes maneras para mantener la homeostasis en el CL 

funcional. 

Las células inmunes están presentes en el CL de todas las especies estudiadas hasta el 

momento. Muchos estudios se han centrado en el aumento de las células inmunes que se 

observa durante la luteólisis, pero estas células están presentes a lo largo de la vida útil del 

mismo. Estudios inmunohistoquímicos revelaron que el tipo de leucocitos cambia de 

acuerdo con el estado funcional del CL. En el CL bovino, parece que hay una relación 

inversa en el número de granulocitos y los linfocitos a lo largo de su vida útil. Los 

eosinófilos son más abundantes en el desarrollo, con respecto al CL completamente 

funcional [141;142] y parecen ser reclutados en el desarrollo mediante la expresión de 

selectina P (CD62P) en las células endoteliales [143].  

Los linfocitos T (células T) existen en muy bajo número en el CL en desarrollo, 

aumentando en el CL funcional y llegando a un número máximo durante la luteólisis. Cada 

uno de los subtipos presentes de células T (CD4+, CD8+ o CD3+) en el CL refleja el 

significado funcional de estas células [144;145]. Los macrófagos también aumentan 

durante la regresión luteal en bovinos. En ovejas y cerdas los eosinófilos aumentan durante 

el desarrollo luteal, junto a los macrófagos migran al CL durante la luteólisis [146-148]. 

Los neutrófilos están presentes en menor número que los eosinófilos. [144;149]. Las células 

T también aumentan durante la luteólisis en ratones, en cambio, no se observaron cambios 

durante la preñez o pseudopreñez en ratas [150]. En conejas las células T se encuentran en 

el CL antes del reclutamiento de los macrófagos [151], estos macrófagos incrementan su 

número durante la regresión luteal o siguiendo a la disminución del estradiol. Sin embargo 

en el ratón los macrófagos declinan en la regresión luteal tardía, mientras que las células T 

continúan aumentando. Los macrófagos derivados de ovarios de ratón son menos activos 

que los macrófagos circulantes en la exacción de moléculas extrañas, sugiriendo el 

ambiente tisular regula la función de los macrófagos residentes. El reclutamiento de 

monocitos/macrófagos en el CL de la rata es independiente de la concentración de P4 

[152]. 

El TNF-α es producido en el CL y tiene un rol en la luteólisis funcional. Las 

concentraciones del mismo son mayores en el CL en regresión y se corresponden con la 
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acumulación de los macrófagos presentes [151]. En el CL bovino son detectables los 

niveles del ARNm de TNF-α y de IFγ, si bien la concentración luteal del ARNm de TNF-α 

no varía significativamente durante el ciclo estral, la proteína está aumentada entre los días 

13 y 18 del ciclo. La habilidad del TNF-α para desencadenar una respuesta fisiológica en el 

CL es sugerida por la presencia de los receptores de TNF tipo I (TNFRI). La expresión del 

receptor es menor entre los días 15 y 17, correspondiendo con el aumento del TNF, 

sugiriendo que TNF-α regula la expresión de sus propios receptores en este tejido [153]. 

Los primeros efectos funcionales de TNF-α fueron demostrados usando células bovinas, en 

las cuales TNF-α aumentó la producción de prostaglandinas, y disminuyó la síntesis de P4 

estimulada por LH, además aumentó el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) 

clase I, pero no el II. Si bien estos efectos pueden ser considerados dentro de un rol en la 

luteólisis, hay evidencias que de que el aumento de las concentraciones de TNF-α 

promueve también la supervivencia luteal [154;155]. En células luteales bovinas en cultivo 

se demostró que el interferón gamma (IFN-γ) tiene efectos similares a los de TNF-α. IFN-γ 

inhibe la producción de P4 estimulada por la LH, aumenta la síntesis de prostaglandinas, 

aumentan las moléculas MHC clase I y clase II y causa muerte celular por apoptosis 

[156;157]. Los efectos apoptóticos de IFN-γ en células luteales implican aumento en la 

expresión de Fas [158]. 

Los efectos del IFN-γ en células luteales se potencian con la presencia de TNF-α [158;159] 

probablemente a causa de la inducción positiva de TNF-α sobre los receptores IFN-γ. La 

inducción de la apoptosis por IFN-γ + TNF-α puede ser suprimida por IFN-α o acetilcolina, 

y la P4 pueden conferir un efecto protector contra la apoptosis en el CL [160]. 

En roedores y primates, los efectos de expresión y función del TNF-α e IFN-γ parecen ser 

similares a lo observado en bovinos. No se observaron cambios significativos en las 

concentraciones de TNF-α durante la vida de la CL murino, mientras que IFN-γ sólo se 

detectó en una regresión luteal, similar a lo visto en las células luteales bovinas. 

TNF-α inhibe la producción de P4 en las células luteales de rata, como resultado de la 

regulación negativa de la StAR y del receptor de la LH [161]. La combinación de TNF-α y 

IFN-γ ejercen profundos efectos pro-apoptóticos en células luteales de roedores, alterando 

el sistema de Fas / FasL [161;162]. En monas el ARNm de TNF-α aumenta con la edad del 
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CL [136]. Usando modelos de ratones mutantes, se evidenció que, durante la luteólisis, el 

rol de TNF-α está mediado por una mayor actividad de la esfingomielinasa ácida (ASM) 

[163]. 

Los efectos de la expresión y función de las citoquinas pro inflamatorias descritas 

anteriormente apuntan a un rol en la luteólisis. El ARNm de las citoquinas mas estudiadas 

en lo que respecta a la función lútea, IL1β, TNF-α y IFN-γ, se incrementa durante la 

luteólisis en la vaca, como así también el receptor TNFI. Es probable que varios tipos 

celulares sean el blanco de las acciones de TNF-α en el CL en regresión.  

Como se señaló anteriormente, TNF-α, ya sea solo o en combinación con IFN-γ, inhibe la 

producción de P4 estimulada por la LH, mientras que estimula la producción de 

prostaglandinas por las células esteroidogénicas. Los efectos apoptóticos de TNF-α pueden 

ser ejercidos, principalmente, en las células endoteliales luteales, ya que TNF-α indujo 

apoptosis en estas células en cultivo, no así en células esteridogénicas bovinas [164]. 

TNF-α regula la secreción de quimioquinas por las células endoteliales [165], pudiendo ser 

esta una señal temprana para reclutar leucocitos facilitando, de esta manera la luteólisis.  

En todas las especies estudiadas, hay un mayor número de macrófagos y linfocitos en el CL 

en regresión que en el CL funcional. Esto se debe, principalmente, a causa de la 

trasmigración de leucocitos de los capilares al parénquima. El porcentaje de leucocitos que 

proliferan incrementa de un 20% en el CL totalmente funcional a un 70% durante la fase de 

regresión luteal. La mayoría de las células que proliferan son macrófagos, si bien se ha 

detectado una pequeña proporción de leucocitos que también proliferan.  
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10. Esfingolípidos: El rol del S1P 

Una de las funciones más interesantes de los lípidos en el contexto de la biología celular es 

su capacidad de regular numerosos procesos cruciales para la vida de las células. En 

particular, los esfingolípidos se han revelado como elementos clave en las cascadas de 

transducción de señales que regulan procesos importantes de la fisiología celular tales como 

crecimiento, diferenciación, y muerte celular. Consecuentemente, la biología de los 

esfingolípidos se ha convertido en un centro importante para la investigación en 

señalización celular. Los esfingolípidos tienen doble papel como moléculas bioactivas: por 

un lado, actúan como segundos mensajeros en la transducción de señales extracelulares, 

pero además, regulan la dinámica de las membranas biológicas formando parte de los 

microdominios de las membranas llamados "lipid rafts". 

Los dos principales esfingolípidos involucrados en vías de señalización que regulan la 

proliferación, apoptosis, motilidad, diferenciación, respuestas al estrés, síntesis proteica, 

metabolismo de carbohidratos inmunidad innata y adaptativa y angiogénesis, son: ceramida 

y esfingosina 1-fosfato (S1P). 

La ceramida, que es el centro de la ruta de síntesis y degradación de esfingolípidos, se 

podría considerar como regulador del destino celular. Por un lado, la generación de 

ceramida por estímulos de estrés, activa rutas encaminadas a producir la muerte celular, 

pero por otro lado su transformación en ceramida 1-fosfato (C1P) o en esfingosina y, 

posteriormente en esfingosina 1-fosfato (S1P) activa vías mitogénicas y regula 

diferenciación y proliferación. Además, S1P actúa como ligando extracelular uniéndose a 

los receptores S1P1-5 que pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas G 

(GPCRs). 

En relación a la influencia sobre el destino celular, estos dos lípidos y sus proteínas que 

median sus funciones de señalización y el metabolismo, han sido implicados en varios 

aspectos de la biología tumoral y quimio o radio resistencia [166].  

10.1. Estructura y metabolismo de los esfingolípidos 

Los esfingolípidos están formados por tres motivos estructurales principales: una base de 

cadena larga, la esfingosina, un ácido graso de longitud variable unido al carbono-2 de la 

cadena base y diversas cabezas polares unidas al carbono-1. En el caso de la esfingomielina 
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el grupo hidrofílico es la fosforilcolina mientras que en el caso de los glicoesfingolípidos es 

un azúcar [167]. El ácido graso de longitud variable (2-28 carbonos) unido a la esfingosina 

o cadena similar forma la familia de ceramida, una molécula hidrofóbica cuya producción 

es incrementada bajo estímulos de estrés. (Figura 9). 

 

Figura 9: Estructura de los esfingolipidos. 

Hay dos vías principales por las que se puede generar ceramida: la síntesis de novo y la 

degradación de la esfingomielina de la membrana celular por medio de las 

esfingomielinasas.  

La biosíntesis de novo de los esfingolípidos se lleva a cabo en el retículo endoplásmico y el 

aparato de Golgi y empieza con la condensación de la serina y normalmente el palmitoil 

CoA, llevada a cabo por la enzima serin palmitoil transferasa (SPT) para dar 3-

cetoesfinganina, la cual, posteriormente, es reducida a esfinganina y convertida a 

dihidroceramida por la enzima dihidroceramida sintasa, también llamada ceramida sintasa 

(Figura 10). El siguiente paso es la desaturación de la dihidroceramida para generar 

ceramida, la cual sirve como precursor para esfingomielina y otros esfingolípidos 

complejos como cerebrósidos y gangliósidos, que se forman por la adición de sustituyentes 

específicos en la posición C1. La síntesis de esfingomielina está catalizada por la 

esfingomielina sintasa que transfiere fosforilcolina a la ceramida, generando esfingomielina 

y diacilglicerol. La degradación de ceramida incluye una desacilación llevada a cabo por las 

ceramidasas, que rinde un ácido graso y esfingosina. Esta reacción regula los niveles 

relativos de ceramida y esfingosina y es crucial para regular el destino celular. La 

esfingosina es rápidamente convertida por la enzima esfingosina quinasa (SphK) a S1P, que 

es uno de los esfingolípidos bioactivos más importantes. Por otro lado, la ceramida también 
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puede ser fosforilada por la enzima ceramida quinasa (CERK) para dar ceramida-1-fosfato 

(C1P). (Figura 10). 

Figura 10: Biosíntesis de los esfingolípidos. 

La segunda vía para la generación de la ceramida incluye la degradación de la 

esfingomielina catalizado por la enzima esfingomielinasa (SMasa) la cual rompe la 

esfingomielina para dar ceramida y fosforilcolina. La hidrólisis de la esfinomielina está 

considerada como la principal vía para la producción de ceramida como transductor de 

señales que regulan la muerte celular [168]. 

Al menos cinco subtipos diferentes de SMasas han sido identificados basándose en su pH 

óptimo, localización subcelular y dependencia de cationes. Entre ellas se incluyen la Smasa 

neutra dependiente de magnesio y unida a membrana (N-SMasa), una SMasa neutra 

independiente de magnesio, la SMasa ácida presente en los lisosomas (A-SMasa), una 

forma secretada y soluble de SMasa ácida dependiente de zinc y una SMasa alcalina [169]. 

A pesar de los intensos estudios basados en el mecanismo para la activación de estas 

SMasas, su papel específico no está todavía claro, siendo la N-SMasa y la A-SMasa las más 
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estudiadas. Se sabe que ambas enzimas pueden ser activadas por el receptor del factor de 

necrosis tumoral, TNF, así como por otros estímulos de estrés. La N-SMasa es activada por 

el receptor de TNF a través de una proteína adaptadora denominada FAN (factor associated 

with N-SMase activation) que se asocia al dominio NSD del receptor [168].  

La proteína FAN a su vez puede asociarse con otras proteínas ensambladoras como el 

receptor de PKC activada RACK1, que sirve de atracción y activación de numerosas 

proteínas implicadas en rutas de señalización. La A-SMasa, puede ser también activada por 

el receptor de TNF a través de otras proteínas adaptadoras como FADD y TRADD que se 

unen al dominio de muerte (DED) del receptor [170]. 

10.2. Regulación del destino tisular por los esfingolípidos  

Uno de los aspectos más interesantes de la función biológica de los esfingolípidos es su 

papel en la decisión del destino celular. Mientras que la ceramida activa señales de muerte, 

la ceramida 1-fosfato y la esfingosina 1-fosfato activan señales de supervivencia celular. 

Por lo tanto los niveles relativos de estos metabolitos son los que determinarán si la célula 

entra en apoptosis o si prolifera. Es por ello que las reacciones catalizadas por la ceramida 

quinasa y por la esfingosina quinasa son fundamentales para determinar las funciones 

vitales de la célula, estando, ambas reacciones, altamente reguladas. (Figura 11). 

 

Figura 11: Destino celular mediado por esfingolípidos. 
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10.3. Mecanismos de señalización activados por ceramida y ceramida 1 fosfato C1P 

La ceramida actúa como segundo mensajero activando numerosas vías de transducción de 

señales. Se genera por hidrólisis de la esfingomielina o bien mediante síntesis de novo, 

como consecuencia de numerosos estímulos tanto apoptóticos como de estrés, incluyendo 

ligandos de receptores de muerte, drogas quimioterapéuticas, radiación gamma o UV, 

choque térmico, carencia de factores de crecimiento, hipoxia [168] o exposición a 

cannabinoides [171]. Las células reaccionan de manera diferente a una elevación en los 

niveles de ceramida: algunas ponen en marcha el proceso de apoptosis, mientras que otras 

se comprometan a la diferenciación terminal, o detienen ciclo celular, en función de las vías 

efectoras activadas [172]. Entre las proteínas que interaccionan con la ceramida se incluyen 

a CAPK (proteína quinasa activada por ceramida), Ras, CAPP (proteína fosfatasa activada 

por ceramida), PP2A, y PKC-Delta (proteína quinasa-C-Delta). La unión de ceramida a 

RAF1 conduce a la retención de RAF1, e inactiva a los complejos Ras-RAF1 [173-175]. 

La ceramida regula directamente KSR (supresor de la cinasa de Ras), PLA2 (fosfolipasa-

A2), catepsina-D, y diferentes isoformas de PKC, y c-RAF1 [176].  

Además, induce apoptosis mediante la activación de JNK (c-Jun N-terminal quinasa) / 

SAPK (proteína quinasa activada por estrés), y la promoción de la desfosforilación de 

BCL2, BAX y BAD. La desfosforilación de BCL2 está mediada por la actividad de CAPP, 

mientras que la desfosforilación de Bad por ceramida es a través de la activación de la KSR 

y la posterior activación de MEK1 (MAPK / ERK quinasa) y la vía MAPK (proteína 

quinasa activada por mitógenos), que conduce a una disminución en la activación de PKB 

(proteína quinasa B) [177].  

La ceramida también inhibe directamente la PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa), bloqueando 

la actividad de Akt/PKB y la fosforilación de BAD.  

Cuando CAPK se fosforila, activa a RAF1, que luego fosforila y activa a MAPK, ERK1/2, 

lo que dispara las vías de MAPK/ERK. Consistente con esto, la estimulación de la vía de la 

esfingomielina induce la activación de ERK y la translocación de NF-kappaB (factor 

nuclear kappa-B). La activación de JNK por ceramida regula el factor de transcripción AP-

1 (proteína activadora 1) e induce la expresión de genes de diferenciación en 

monocitos/macrófagos [178]. La ceramida activa la cascada de SAPK a través de la 
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activación directa de PKC delta, activa a caspasa-3 y las endonucleasas responsables del 

clivaje del ADN, además ceramida por enzimas Smasa se une directamente a PLA2 y 

catepsina-D, que inducen la apoptosis [176]. 

Varios agentes estimulan la vía de la ceramida, incluyendo citocinas como el TNF-alfa, IL-

1 beta (IL-1 beta), el interferón gamma, NGF (factor de crecimiento nervioso), anti-CD28, 

anti- anticuerpos Fas, medicamentos contra el cáncer, las radiaciones ionizantes, radiación 

ultravioleta, agentes químicos quimioterapéuticos y genotóxicos, que inician numerosos 

procesos fisiológicos [179]. Dependiendo del tipo celular (células de leucemia 

monoblastica, células endoteliales, fibroblastos y oligodendrositos), la ceramida actúa como 

modulador de la diferenciación de las células inmunes, liberación de citocromo c, 

inflamación, progresión del ciclo celular apoptosis y respuesta al estrés. La ceramida está 

surgiendo como un componente importante de las apoptosis dependiente de la mitocondria 

y en la regulación de las respuestas al estrés. Además, la ceramida induce detención del 

ciclo celular, debido a la inducción de la desfosforilación del producto del gen Rb 

(retinoblastoma) [180]. La ceramida también actúa como un modulador endógeno de la 

función leucocitaria, ya que inhibe el estallido respiratorio y la fagocitosis [179]. 

La ceramida bloquea la señalización de la insulina mediante la prevención de la activación 

de la vía de Akt /PKB. Por lo tanto, la capacidad de ceramida para inducir la detención del 

crecimiento, sin inducir apoptosis o necrosis significativa, puede ser de valor terapéutico en 

la prevención o el control de la proliferación celular durante las enfermedades inflamatorias 

renales y vasculares. En los últimos años ha habido un interés creciente en explorar el papel 

de la ceramida y sus metabolitos en la fisiología y la fisiopatología de los tejidos. Por lo 

tanto las estrategias que elevan la ceramida celular están siendo utilizados para las terapias 

dirigidas a la detención del crecimiento o promoción de la apoptosis [181]. 

La ceramida-1-fosfato puede ser producida por una ceramida quinasa dependiente de ATP 

(CERK) [182]. Esta quinasa es altamente específica para la ceramida y su actividad es 

dependiente de iones Mg2+ [183] y de iones Ca2+ a través de su unión a calmodulina. C1P 

generada por CERK, ha sido implicada en diferentes procesos celulares como respuesta 

inflamatoria, fagocitosis, inhibición de apoptosis, mitogénesis [184] y mecanismos de 

patogenia inducidos por agentes infecciosos. C1P media la liberación de ácido araquidónico 
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por PLA2, que es el primer paso para la biosíntesis de eicosanoides. Estos compuestos son 

mediadores de la respuesta inflamatoria y están implicados en la patogénesis de numerosas 

enfermedades incluyendo cáncer, enfermedades cardiovasculares o asma.  

Otras acciones biológicas de C1P incluyen la inhibición de la apoptosis y la inducción de la 

supervivencia celular. El mecanismo por el cual C1P ejerce este efecto probablemente sea 

la inhibición directa de la esfingomielinasa ácida (aSMasa) [185]. La bajada de niveles de 

ceramida llevaría a promover la activación de otras señales celulares inductoras de la 

supervivencia celular. En este sentido, se ha demostrado que la C1P induce activación de la 

vía PI3K/PKB, la cuál es el principal mecanismo por el que promueven supervivencia 

celular los factores de crecimiento. Además C1P estimula la síntesis de ADN y la división 

celular en fibroblastos [186;187].  

La esfingosina 1-fosfato se genera a partir de la esfingosina por la acción de las esfingosina 

kinasas 1 y 2 (SphK1 y SphK2). SphK1 es una enzima de supervivencia cuya expresión 

está aumentada en muchas células malignas. La inhibición de la actividad de estas enzimas 

conlleva un bloqueo de la proliferación e inducción de la apoptosis en células cancerígenas, 

por lo que los inhibidores de SphK1 podrían tener un importante potencial terapéutico 

[188]. Sin embargo, SphK2 parece tener un papel opuesto, ya que su sobreexpresión inhibe 

el crecimiento celular [189]. 

Una vez generada, S1P puede actuar tanto intracelularmente como segundo mensajero, 

como extracelularmente, uniéndose a receptores de membrana de los que es un ligando 

específico. Se han descubierto transportadores específicos que podrían exportar la S1P 

desde el interior celular al medio extracelular. Se han caracterizado 5 subtipos de receptores 

de S1P que pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteínas g (GPCR) y que se 

han denominado: S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 y S1P5 [190;191]. Las vías de señalización 

intracelular activadas por estos receptores son diversas ya que están acoplados a diferentes 

subtipos de proteínas G (Figura 12). 
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Figura 12: Mecanismos de transducción activados por los receptores de S1P. Modificado de 

Spiegel y col. 2003 [192]. 

 

Una de las vías de señalización más estudiadas es el aumento de calcio intracelular que se 

produce tanto por acoplamiento a fosfolipasa C (PLC) a través de Gq como de forma 

independiente de PLC [193;194]. 

Además los receptores de S1P acoplados a G12/13 pueden activar la GTPasa monomérica 

Rho, la cuál es un importante regulador del citoesqueleto y de la movilidad celular [195]. 

Las respuestas mitogénicas y de supervivencia de S1P son principalmente activadas por los 

receptores S1P acoplados a proteínas Gi que regulan las vías de PI3K/Akt y Ras/ERK.  

Otro posible mecanismo de acción de los receptores S1P es la transactivación de receptores 

de factores de crecimiento. Por ejemplo, se ha demostrado que el receptor S1P3 está 

involucrado en la transactivación del receptor EGFR inducida por estrógenos [196]. 

Además de estas vías, S1P también actúa de forma intracelular modulando varias cascadas 

de transducción entre las que se encuentran Ras/Raf/MEK/ERK y PI3K/Akt. 
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10.4. S1P en el sistema reproductivo 

Se ha observado que la ceramida media la inhibición de la actividad de distintas enzimas 

(P450scc, 3β-HSD isomerasa, P450arom) producida por TNF-α [197;198]. 

Por otro lado, se demostró que la esfingosina fue capaz de inhibir el AMPc inducido por 

LH y forskolina en las células luteales [199;200] y que el tratamiento con esfingosina de 

células esteroidogénicas luteales sin estimular produjo una disminución en la producción de 

P4 y en la viabilidad celular [199]. Se ha visto que Fas media la activación del camino de la 

esfingomielina en células luteales esteroidogénicas en bovinos [201] Además el camino de 

la esfingomielina estaría involucrado en la muerte celular inducida por TNF-α en las células 

endoteliales derivadas del CL bovino [202]. 

La enzima ASMasa es responsable de la conversión de la esfingomielina en ceramida, 

[203] y ambos ASMasa y ceramida son potentes inductores de la apoptosis en células de la 

granulosa luteínicas. La luteólisis inducida por PGF2α puede incrementar TNF, y este 

puede causar un incremento en la actividad de ASMasa, la cual puede aumentar la 

producción de ceramida y estimular la muerte de células luteales MVECs. Las células 

endoteliales son ricas en ASMasa [204]. El CL al estar altamente vascularizado, provee una 

amplia fuente de ASMasa extracelular durante la vasoconstricción inducida por PGF2α 

asociada a regresión luteal. Si esto es así, la disponibilidad de la ASMasa podría alterar los 

niveles de ceramida en las células esteroidogénicas vecinas, resultando en alteraciones en la 

dinámica de membrana incluyendo fluidez de membrana y la formación de macrodominios. 

En los últimos años, ha crecido considerablemente la utilización de S1P o sus análogos 

como estrategia para inhibir la muerte de células germinales en distintas especies, 

pensándose como estrategia para evitar la pérdida de la fertilidad en mujeres sometidas a 

tratamientos quimioterapéuticos o radiación ionizante. En roedores, la administración 

intrabursa de S1P dos horas antes de una dosis de radiación ionizante previno la destrucción 

masiva de folículos y ovocitos causada por la radiación, presumiblemente por una 

inhibición de la apoptosis mediada por el S1P [205;206]. Además, la inclusión de S1P en la 

solución de vitrificación de ovarios de ratón tuvo efectos beneficiosos en la conservación 

del pool de folículos primordiales luego del trasplante de los mismos a ratones nude [207]. 
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La administración de S1P o FTY720 (análogo de S1P) en ovarios de primates adultas 

mediante el uso de un catéter osmótico intraovárico protege de los daños causados por una 

dosis de radiación ionizante recuperando la fertilidad [208]. Además, usando un modelo de 

xenoinjertos, observaron que la degeneración de los folículos primordiales de tejido ovárico 

humano adulto trasplantado en ratones inmunodeficientes es prevenido por la inyección de 

S1P en el sitio del trasplante, administrado una hora antes de la radiación [208]. Estos 

resultados sugieren la viabilidad de la protección de la funcionalidad ovárica in situ 

mediante el uso de S1P o sus miméticos como una opción prometedora para mejorar la 

calidad de vida de las pacientes con cáncer en edad reproductiva. 

En cuanto a la función de S1P sobre el desarrollo folicular y función del CL, no hay 

información al respecto, por lo cual se abre un nuevo camino en el estudio de la fisiología 

ovárica. 
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11. Vía de Señalización de Notch 

La vía de señalización Notch está involucrada en el control de diversos eventos durante el 

desarrollo de las células eucarióticas como son la proliferación, el crecimiento, la 

migración, la diferenciación y la apoptosis (Figura 17). 

Thomas Hunt Morgan describió al sistema Notch por primera vez en 1917, como 

responsable de la neoneurogénesis y la especificación del ectodermo en la mosca de la fruta 

(Drosophila melanogaster). En 1914 Dexter y colaboradores descubrieron la primera 

mutación del gen Notch. En 1919 Mohr y colaboradores lo caracterizaron al detectar una 

deficiencia funcional de la proteína Notch, que provoca la aparición de surcos (notches) en 

los bordes de las alas de D. melanogaster. En 1940 Poulson demostró que la pérdida del 

gen es letal en embriones. Posteriormente, en 1970, Wright encontró que las mutaciones del 

gen Notch-1 inducen la formación de una estirpe neurogénica en células que estaban 

destinadas a ser epidérmicas [209;210]. A mediados de los años ochenta, los grupos de 

Artavanis-Tsakonas y Young clonaron y expresaron independientemente el gen que 

consiste en un receptor con un solo dominio transmembranal [211;212]. Los genes que 

codifican para el receptor Notch han sido identificados en diversas especies, incluyendo 

primates y roedores, en las que se conocen cuatro genes que codifican a sus 

correspondientes proteínas Notch-1 al -4. 

11.1. Familia Delta-Serrate-Lag 

Los ligandos del receptor Notch en invertebrados son conocidos como Delta y Serrate para 

D. melanogaster, en tanto que para Caenorhabditis elegans (C. elegans) se conoce LAG-1; 

a estos ligandos se les ha llamado colectivamente DSL. Otros ligandos en C. elegans son 

LAG-2, APX-1, ARG-2 y F16B12.2. (Tabla 2) 

En mamíferos se conoce un grupo de homólogos de Delta denominados “Delta-like”; y 

llamados Jagged (JAG) para Serrate. En total se conocen cinco ligandos en mamíferos 

denominados JAG1, JAG2 y H-Delta-1, -3, y -4 (DLL1, DLL3, y DLL4) [213]. Las 

proteínas de este grupo se caracterizan por tener un solo paso de membrana, funcionar 

como ligandos, es decir, son las encargadas de transmitir el estímulo a las células 

receptoras, las cuales responden siguiendo un destino celular. (Figura 13). 
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Figura 13 Ligandos de Notch en drosophila y mamíferos. En mamíferos podemos encontrar cinco 

ligandos de Notch; Delta like 1, 3 y 4 que son homólogos a dDelta de drosophila, mientras que 

Jagged1 y 2 son homólogos dSerrate en drosophila. Al igual que los receptores, los ligandos son 

proteínas de transmembrana, las cuales el dominio extracelular contiene un número característico 

de repeticiones de tipo EGF y un dominio N-terminal rico en cisteína. El dominio DSL es un 

dominio conservado que se encuentra en todos los ligandos y es indispensable para la unión al 

receptor. Además Serrate, Jagged1 y Jagged2 contienen un dominio adicional rico en cisteína 

Adaptación de Trojantec 2007-2011. 

 

Estos ligandos poseen un péptido señal hacia la región N-terminal necesario para su 

transporte a través de la membrana citoplasmática, seguido de un dominio extracelular 

(NT) de 100-165 aminoácidos (aa). Seguidamente se encuentra el dominio común a los 

miembros de esta familia, por lo que su nombre es dominio DSL (Delta-Serrate-Lag-2), de 

~45 aa homólogo al factor de crecimiento epidérmico (EGF), excepto por la ausencia de los 

seis residuos de cisteína que caracterizan a EGF. Los dominios NT y DSL conforman el 

dominio de enlace con el motivo EGF de Notch (EBD), cuya función es interactuar con el 

receptor Notch e iniciar el proceso de señalización celular que conduce a la célula receptora 

estimulada a un destino celular determinado [214]. 

Las proteínas moduladoras de la unión receptor ligando a nivel extracelular son las 

proteínas “Fringe” en Drosophila y sus homólogos en mamíferos, “Lunatic Fringe, Radical 

Fringe, y Maniac Fringe” [215]. Además, se han identificado proteínas que modulan la 

degradación/ procesamiento de Notch a nivel intracelular. 
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En 1999, Qi y col. (1999) encontraron, además, una forma soluble de Delta en Drosophila, 

lo que sugiere que Notch puede mediar la comunicación entre células no contiguas 

[209;216].  

11.2. Familia Notch 

Los genes Notch codifican receptores de transmembrana de aproximadamente 300 kDa, 

que atraviesan una sola vez la membrana plasmática, su estructura está altamente 

conservada y tienen la función de servir como receptores de los ligandos (por ejemplo 

Delta). (Figura 14). 

 

Figura 14 Estructura de los receptores Notch en drosophila y mamíferos. Las proteínas de Notch 

se expresan en la superficie celular como heterodímeros compuestos de un gran dominio 

extracelular no covalente al dominio intracelular. El dominio extracelular contiene repeticiones de 

dominios tipo EGF (EGFLR) y tres repeticiones LNR. El dominio intracelular contiene el dominio 

RAM23 y siete repeticiones Ankyrin/CDC10 (ANK), que son necesarias para la interacción 

proteína-proteína Adaptación de Trojantec 2007-2011. 

 

Además, los receptores Notch 1-3 contienen dos señales de localización nuclear (NLS) en 

comparación con Notch4 que tiene solo una. En el núcleo el dominio de activación 

transcripcional (TAD) activa los eventos posteriores. Notch3 y Notch4 no contienen 

dominio TAD. Los cuatro receptores Notch contienen un C-terminal Pro Glu Ser Thr 

(PEST) es la secuencia de la degradación. 
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Los cuatro receptores Notch en mamíferos (Notch1-4) tienen estructuras muy similares 

entre sí, con diferencias esenciales en las porciones extracelular y citoplásmica. Los 

receptores Notch1 y 2 contienen 36 repeticiones “EGF-like” en sus dominios EC, mientras 

que Notch3 contiene 34 y Notch4 solamente 29. A nivel del dominio intracelular tienen las 

siguientes diferencias: Notch1 contiene un dominio de transactivación fuerte (TAD, por sus 

siglas en inglés), mientras que en Notch2 su TAD es débil y en Notch3 y 4 no está presente 

[217].  

La región extracelular contiene de 10 a 36 elementos repetidos EGF. Los elementos 

repetidos EGF en posiciones 11 y 12 de Notch en Drosophila y mamíferos constituyen el 

núcleo primario de interacción con el ligando. Los otros elementos repetidos EGF se 

encargan de modificar la actividad de Notch, potenciando o inhibiendo la interacción con 

los ligandos, así como de estabilizar la estructura del receptor [218;219]. (Figura 14). 

Adyacentes a estos elementos repetidos hay tres zonas CR conocidas como secuencias 

repetidas LNG (por estar conservadas en las proteínas LIN- 12, Notch y GLP-1), esenciales 

para la estabilidad y la correcta conformación del dominio extracelular. Entre las 

secuencias repetidas LNG y el dominio transmembranal, existen dos residuos de cisteína 

importantes para el ensamble de la forma de estas proteínas. El dominio intracelular de 

todas las proteínas de la familia LIN-12/Notch está evolutivamente conservado. Cerca del 

dominio transmembranal y hacia el N-terminal de un residuo de valina ocurre el 

procesamiento proteolítico, el cual permite la liberación del dominio intracelular activo de 

Notch (NICD). Los seis elementos repetidos de anquirina se encuentran flanqueados por la 

región de interacción con factores transcripcionales (RAM), mediante la cual NICD 

interactúa con los factores activadores de la transcripción CBF1, Supresor de Hairless 

[Su(H)] y Lag-1 (grupo CSL), que le sirve de puente a NICD para interactuar con el ADN. 

Además, RAM y los elementos repetidos de anquirina de NICD regulan la expresión de 

proteínas que presentan una estructura común de hélice-lazo-hélice (proteínas bHLH), las 

cuales actúan como factores transcripcionales para la expresión de los genes cuyos 

productos dirigirán a la célula a un destino celular diferente al de la célula que emitió el 

estímulo [218;219]. 
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Hacia la región C-terminal de los elementos repetidos de anquirina, se encuentra el dominio 

activador de la transcripción (TAD) (figura 14), cuya función es reclutar acetilasas de 

histonas para generar una conformación abierta de la cromatina en la doble cadena del 

ADN. Cerca de TAD se encuentra una región rica en prolina (P), glutamato (E), serina (S) 

y treonina (T) (PEST), que es esencial para la degradación, previa ubiquitinación, de NICD. 

Finalmente existen dos señales de localización nuclear (nls), una dentro del dominio RAM 

y la otra entre los elementos repetidos de anquirina y el dominio TAD, que le permiten a 

NICD entrar al núcleo de la célula[211;214]. 

Componente básico C. elegans D. melanogaster Mamíferos 

Ligando LAG-2 

APX-1 

ARG-2 

F16B12.2 

Delta 

Serrate 

Delta-like1 (DLL1) 

Delta-like2 (DLL2) 

Delta-like3 (DLL3) 

Jagged 1 (JAG1) 

Jagged 2 (JAG2) 

Receptor LIN-12 

GLP-1 

Notch Notch1 

Notch2 

Notch3 

Notch4 

Factor de transcripción CSL LAG-1 Suppressor of 

Hairless [Su(H)] 

CBF1/RBPJκ 

RBPL 

 

Tabla 2: Nombres de los componentes básicos de la señalización de Notch (ligando, 

receptor y factor de transcripción) en las diferentes especies Adaptado de Lai y col. 2004 

[220]. 

 

11.3. Clivajes proteolíticos de Notch 

Los receptores de Notch se sintetizan inicialmente como un único precursor polipéptido en 

el retículo endoplásmico La actividad biológica del receptor Notch depende del 
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procesamiento proteolítico y secuencial, catalizado por tres proteasas diferentes en sitios 

específicos. Sobre el sitio S1 actúa una convertasa, generando dos fragmentos de 120 y 180 

kDa (dominios intra y extracelular, respectivamente) que permanecen unidos de forma no 

covalente; ambos fragmentos atraviesan la membrana plasmática y estructuran al receptor 

funcional [218]. La exposición del sitio S2 en Notch se produce después de su interacción 

con el ligando. En este sitio actúa algún miembro de la familia de metaloproteasas ADAM 

que cataliza la primera división en la membrana plasmática generando un fragmento 

intermedio de vida corta llamado NEXT (truncamiento extracelular de Notch), Estas 

enzimas actúan dependiendo del tipo celular y de cuanto tiempo necesite durar el estímulo. 

Finalmente, ocurre un proceso llamado proteólisis regulada intramembranalmente (RIP) en 

el sitio S3 catalizado por la γ-secretasa presenilina entre los aa glicina 1743 y valina 1744 

[221;222], localizado dentro del dominio de transmembrana de Notch [170], y es esencial 

para la función de Notch [223]. El clivaje proteolítico del fragmento intermedio de Notch1, 

NEXT (Notch1-NEXT) por la γ-secretasa libera un fragmento intracelular activo de 

aproximadamente 100 kDa (NICD), que se transloca al núcleo y activa la transcripción de 

genes [224;225]. En ciertos casos puede ocurrir una regulación negativa por ubiquitinación 

y degradación de la presenilina, lo que evita que NICD sea liberado [219]. (Figura 15). 

 

Figura 15: Vía de señalización de Notch modificado de Gordon y col. 2006 [226].  
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11.4 Complejo transcripcional de NICD 

En ausencia de NICD, CSL [CBF1/Su (H) / Lag2] se encuentra unido al ADN y a las 

proteínas correpresoras que reclutan complejos histona deacetilasa (HDAC) para suprimir 

la transcripción. (Figura 16).  

En presencia del NICD, este desplaza a los corepresores y forma un complejo ternario con 

CSL y proteínas “Mastermind like” (MAML), convirtiendo a las proteínas CSL de 

represores a activadores transcripcionales. Como consecuencia, la señalización canónica de 

Notch induce la expresión de “Hairy Enhancer of Split 1” (Hes1), HES5, Hes6 y Hes7 y 

proteínas HES-relacionadas al motivo YRPF 1 (Hey1), Hey2 y Heyl. [227-229].  

CSL está caracterizado por tres dominios que se conservan de nematodos a mamíferos: el 

dominio N-terminal, el dominio β- trefoil y el dominio C-terminal. El N-terminal y β- 

trefoil son necesarios para la unión al ADN, y el β- trefoil también media la unión al 

dominio RAM del NICD. El dominio C-terminal se une al dominio de ANK del NICD y el 

dominio N-terminal de MAML, de modo que el dominio C-terminal de CSL es 

fundamental para la formación del complejo ternario [227].  

En los ratones y humanos, hay una solo gen que codifica para CSL, y su inactivación 

impide la señalización canónica de Notch y causa letalidad durante la embriogénesis 

temprana, debido a anomalías vasculares [227].  

Hay tres proteínas MAML en los mamíferos que comparten una estructura helicoidal 

compuesta de una región N-terminal necesaria para la unión de CSL y el NICD y una 

región C-terminal que interactúa con CBP/p300 y es necesaria para la actividad 

transcripcional. La duración del evento de la transcripción de Notch es limitado, y está 

regulado por MAML, que promueve la fosforilación del dominio PEST y la posterior 

degradación del NICD [227].  
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Figura 16: Esquematización de la transcripción mediada por NICD. Modificada de Zanotti y col. 

2010 [227]. 

 

11.5. Implicancias de la vía de señalización de Notch 

Los receptores Notch tienen funciones tanto redundantes como únicas. Notch1 y Notch2 

comparten el mayor grado de similitud y son necesarios para la supervivencia, ya que la 

inactivación de Notch1 conduce a la muerte embrionaria temprana y un alelo hipomórfico 

de Notch2 causa letalidad perinatal, debido a defectos de los riñones. Notch3 tiene una 

organización estructural ligeramente diferente a Notch1 y Notch2, y se caracteriza por un 

dominio de transactivación menos activo. La expresión de Notch3 se limita a las células 

vasculares del músculo liso, el sistema nervioso central, y poblaciones celulares 

seleccionadas de timocitos y los osteoclastos. Debido a su limitada distribución, la 

eliminación de Notch3 en ratones no es letal, pero su activación constitutiva en el humano 

lleva a una patología llamada CADASIL del inglés “Cerebral Autosomal Dominant 

Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy”. Es una enfermedad 

vascular sistémica con afección de los pequeños vasos sanguíneos que se transmite de 

forma autosómica dominante ligada a una mutación del gen Notch3. Esta enfermedad 
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cerebrovascular hereditaria ocasiona declive cognitivo y demencia en quienes lo padecen. 

Mutaciones activas de Notch3 han sido identificadas en el ovario humano y los carcinomas 

de pulmón [227]. 

Notch4 interviene en la morfogénesis vascular embrionaria, pero es prescindible para el 

desarrollo ya que sus funciones se solapan con las de Notch1. La sobreexpresión de Notch4 

dirigida a las células endoteliales provoca malformaciones arteriovenosas cerebrales en 

ratones [227]. 

Además, los miembros de la familia Notch, particularmente Notch1 y Notch4 han sido 

identificados como factores involucrados en la regulación de la angiogénesis del sistema 

vascular [230;231].  

Los principales componentes de la vía Notch en el sistema vascular constan de tres ligandos 

(Dll4, Jagged1 y 2), tres receptores (Notch1, 3, y 4), y tres genes blanco (HERP1, 2 y 3). 

Aunque algunos de los componentes se detectan en las venas y líneas celulares derivadas de 

ellas, los principales los sitios de su expresión son las células endoteliales (ECs) y/o las 

células de músculo liso (SMC) de las arterias, lo que sugiere un papel central en la 

diferenciación arterial. De hecho, la vía de Notch es esencial para la diferenciación 

arteriovenosa en el pez cebra. Conjuntamente, la mayor parte de los estudios in vitro e in 

vivo han demostrado que la vía de Notch puede regular positiva y negativamente el 

desarrollo vascular en la angiogénesis, así como la diferenciación de las EC y SMC [232]. 

La distribución específica de los componentes de Notch en los tejidos no siempre es 

consistente con los fenotipos vasculares de los ratones deficientes de ellos. Por ejemplo, 

ratones deficientes de Notch4 no presentan ningún fenotipo vascular obvio a pesar de la 

fuerte expresión de Notch4 en las EC arteriales. Aunque la expresión de Dll1 y Notch2 no 

se ha detectado en los vasos, la disrupción dirigida de ellos en ratones causa hemorragia. 

Tampoco lo es la expresión de los componentes de Notch después de una lesión vascular, 

que coincide con su expresión en el sistema vascular intacto. Sin embargo, ratones 

deficientes de Hey2 no tienen anomalías vasculares evidentes. Esto indica que la 

participación de Notch en el desarrollo vascular es poco conocida y quedan muchos 

aspectos por estudiar [232]. 
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En base a que Notch controla de manera crítica las decisiones del destino celular en 

numerosos tejidos y en distintos estadios de la diferenciación, es razonable pensar que 

cualquier desregulación de la función de esta vía pudiera estar involucrada con el desarrollo 

de cáncer. La señalización de Notch es conocida por estar desregulada en muchos 

carcinomas humanos, incluyendo leucemias, neuroblastomas, cáncer cervicouterino 

(CaCu), cáncer de mama, tumores mucoepidermoides, carcinomas renales, entre otros.  

Sin embargo, las vías con las que interacciona Notch no son del todo conocidas. La 

inhibición de la vía de Notch con un inhibidor de la γ-secretasa redujo tanto la vía de Notch 

como la de rapamicina/AKT. La actividad antitumoral resultante del tratamiento con GSI se 

asoció con una disminución de la proliferación celular, medida por Ki67 y de la expresión 

del transportador de glucosa Glut1 en tumores de mama [233]. 

En cáncer, Notch interactúa con numerosas vías de señalización oncogénicas, como Akt, 

TGF-β y src. En cierto contexto, la interacción entre la vía Notch y otras vías oncogénicas 

es independiente de la activación canónica de HES y HEY [234].  

 

Figura 17: Mecanismos en los cuales se encuentra involucrada la vía de señalización de 

Notch. 
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Por lo tanto existen múltiples razones que justifican el diseño de fármacos que sean capaces 

de interrumpir la vía de señalización Notch que van desde anticuerpos que inhiben 

selectivamente ligandos específicos o los receptores Notch, a los compuestos de bajo peso 

molecular capaces de interrumpir la señalización de los cuatro receptores. Esta última clase 

de compuestos se basa en la inhibición del complejo proteico γ-secretasa, y son llamados 

inhibidores de γ-secretasa (GSI). Además de ser esencial para la señalización de Notch, la 

γ-secretasa facilita el clivaje catalítico de varias otras proteínas de membrana como el 

polipéptido amiloide (APP), erbB-4, CD44, y la E-cadherina [235]. 

La actividad metabólica y el suministro de nutrientes de la célula tumoral también puede 

estar afectada por el tratamiento con GSI al estar mTOR (“mammalian Target of 

Rapamycin”) y la proteína transportadora de glucosa (Glut1) corriente abajo de 

señalización Notch [235]. El primer GSI en ser desarrollado estaba destinado al tratamiento 

de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, ahora existe un mayor interés en los GSI 

para el tratamiento de neoplasias hematológicas y cáncer, ya que se ha demostrado su 

eficacia en varios modelos tumores [235].  

V. Dror y col. (2007) determinaron que los componentes y los genes blanco de de la vía 

Notch se expresan en los islotes pancreáticos de ratones adultos y que el bloqueo del clivaje 

de Notch a nivel de la enzima γ-secretasa mediante el uso del inhibidor DAPT indujo 

apoptosis en las células de los islotes pancreáticos, mientras que el aumento de la 

activación de Notch se asocia con un efecto anti-apoptóticos [236]. 

En cuanto a la función de Notch en el útero, Afshar y col. (2011) demostraron que previo a 

la implantación, la activación de la vía de señalización de Notch es importante para inhibir 

la apoptosis de los fibroblastos del estroma uterino y regular la progresión del ciclo celular, 

que en su conjunto promueve la decidualización, modulando Notch1 múltiples mecanismos 

de señalización fundamentales en este proceso [237] 

Johnson y col. (2001) examinaron las vías de expresión de los genes del receptor Notch y 

sus ligandos mediante inmunohistoquímica en ovarios de roedor. Estos datos indican que 

Notch2, Notch3 y JAG2 se expresan en las células de la granulosa de los folículos en 

desarrollo [238]. Años más tarde Trombly y col. (2009) demostraron que el bloqueo de la 

señalización Notch, mediante el tratamiento con un GSI llamado DAPT en cultivos de 
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ovarios de ratones recién nacidos da como resultado defectos de ensamble en los folículos 

primordiales, lo que indica que la señalización de Notch es esencial para la formación de 

estos folículos [239]. 

Para examinar la función de vía de señalización Notch en el desarrollo folicular, Zhang y 

col. (2011) cultivaron folículos primarios de ratón en presencia de inhibidores de la vía de 

Notch, L-658, 458 y DAPT, demostrando que los folículos tratados detienen por completo 

el desarrollo, presentando un distanciamiento de las células de la granulosa y degeneración 

ovocitaria, sugiriendo que la vía de señalización Notch es crítica también para el desarrollo 

del folículo ovárico [240]. 

Sin embargo la expresión y regulación de los ligandos y receptores de Notch en la función 

del CL es desconocida. 
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Hipótesis y objetivos 
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Capítulo I 

Hipótesis 

La hipótesis planteada en esta tesis es que el agente antiapoptótico Esfingosina 1-fosfato 

(S1P) bloquea la luteólisis inducida por PGF2α en la rata. Proponemos que esta inhibición 

de la luteólisis está dada por la prevención de la apoptosis involucrada en el proceso de 

regresión luteal. Este esfingolípido actuaría bloqueando la activación de proteínas 

apoptóticas y a la vez, activando vías de transducción de señales cruciales para la 

supervivencia celular. 

 

Objetivo General:  

El objetivo general fue estudiar el efecto local de la administración de S1P sobre la 

luteólisis inducida por PGF2α en el CL de preñez de la rata. 

 

Objetivos específicos:  

Los objetivos específicos del primer capítulo fueron los siguientes: 

1. Estudiar el efecto in vivo de la administración intraovárica del esfingolípido S1P 

previo a la administración de una dosis luteolítica de la PGF2α en ratas preñadas 

sobre: 

a) El número de células apoptóticas 

b) La ultra estructura del CL 

c) La densidad vascular 

d) La expresión de las proteínas relacionadas con la apoptosis 

2. Evaluar si la administración local de S1P previo a la administración de una dosis 

luteolítica de PGF2α restaura la funcionalidad del CL de preñez midiendo como 

parámetro la P4 luteal. 

3. Estudiar los cambios en las vías de transducción de señales luego de la 

administración local de S1P mediante la medición de: 

a) La fosforilación de AKT 
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b) La fosforilación de ERK 

c) Los niveles de TNF-α 
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Capítulo II 

Hipótesis 

La hipótesis planteada en esta segunda parte de esta tesis es que la vía de señalización de 

Notch regula la funcionalidad del CL de preñez. Proponemos que el ligando Dll4 y los 

receptores Notch1 y 4 están involucrados en la regulación de este proceso. 

Estas proteínas actuarían permitiendo el normal funcionamiento del CL de preñez, 

promoviendo la viabilidad celular y la síntesis de P4. Además P4 podría estar regulando la 

expresión de los mismos. 

 

Objetivo General 

El objetivo general que nos planteamos fue examinar la expresión del ligando Dll4 y de los 

receptores Notch1 y 4 en CL de ratas preñadas durante diferentes estadios de la preñez, 

posparto y luego de la luteólisis inducida por PGF2α; y determinar si la vía de señalización 

de Notch influencia la función y supervivencia de las células luteales. 

 

Objetivos específicos 

Los objetivos específicos del segundo capítulo fueron los siguientes: 

1. Estudiar la localización del ligando Dll4 y los receptores Notch1 y Notch4 en el CL 

de preñez y los niveles del ARNm y proteicos en distintos días de la gestación. 

2. Estudiar el efecto in vivo de la administración de PGF2α a ratas preñadas sobre: 

a) La expresión de ARNm del ligando Dll4 y los receptores Notch1 y Notch4  

b) Los niveles proteicos del ligando Dll4 y los receptores Notch1 y Notch4 

3. Evaluar el efecto de la administración localizada de un inhibidor de esta vía (DAPT) 

en ratas preñadas sobre: 

a) Los niveles luteales de los receptores Notch1 y Notch4 

b) La esteroidogénesis luteal 
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c) La fragmentación del ADN 

d) La expresión de proteínas pro y anti-apoptóticas 

4. Estudiar si los cambios que observamos en la expresión de los miembros de la 

familia Notch luego de la administración de PGF2α, están mediados por la 

disminución de la P4 a nivel luteal. Para ello decidimos evaluar el efecto in vitro del 

bloqueo de la síntesis de P4 y de la vía de Notch sobre: 

a) La esteroidogénesis luteal 

b) La expresión proteica de los miembros de la familia Notch 

c) La fosforilación de AKT 

d) La fosforilación de ERK 
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Materiales y Métodos 
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1. Animales 

Se utilizaron ratas adultas (Rattus norvergicus) de la cepa Sprague Dawley de 

aproximadamente 2 meses de edad en condiciones de bioterio (22ºC de temperatura y con 

fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, agua y alimento ad libitum). Todos 

los experimentos y protocolos fueron aprobados por el comité de ética del IBYME y 

llevados a cabo de acuerdo a la guía para el cuidado y uso de animales de laboratorios.  

El ciclo estral fue seguido diariamente mediante extendidos vaginales, examinando 

cuidadosamente el tipo celular predominante en cada estadio. Sólo las ratas con 2 o más 

ciclos estrales consecutivos fueron utilizadas en cada experimento. Las ratas identificadas 

en estadio de proestro fueron puestas junto a un macho adulto esa misma noche. El día 1 de 

la gestación fue determinado por la presencia de espermatozoides en el extendido vaginal. 

Se utilizaron ratas a distintos tiempos de gestación y posparto a las cuales se les retiró las 

crías inmediatamente después del nacimiento. 

1.1. Tratamientos de los animales Capítulo I 

Experimentos con ratas tratas con S1P o su solución vehículo 

Se anestesiaron ratas en el día 19 de la gestación con una mezcla de ketamina (ketamina 50 

Holliday Scott S.A. 70-90 mg/Kg) y xilacina (Rompun 2% Bayer 5mg/Kg) vía 

intraperitoneal (ip). Se realizó una incisión por la región ventral sobre la línea alba, se 

exteriorizaron los ovarios, y se inyectaron 10µl de una solución que contenía 10µg de S1P 

(Sigma-Aldrich) o su solución vehículo (PET: 5% PEG, 2,5% ETOH, 0,8%TWEEN). El 

día 19 de preñez fue seleccionado para el tratamiento con PGF2α, porque es cuando el CL 

es más sensible a la acción de la PGF2α [241]. 

Dos horas después se les administró a ambos grupos una dosis luteolítica de PGF2α 

(Lutalyse Pfizer 400 µg/rata) vía ip y se sacrificaron por aspiración de CO2 a las 4 y 36 

horas. 

Los animales se dividieron en tres grupos:  

Grupo control (C0h): ratas sin tratamiento a los 19 días de preñez. 

Grupo PGF2α (PG4h y PG36h): ratas que recibieron la solución vehículo (PET) más 

PGF2α y fueron sacrificadas 4 y 36 horas post inyección. 
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Grupo PGF2α + S1P (PG+S4h y PG+S36h): las que fueron inyectadas con S1P más PGF2α 

y fueron sacrificadas 4 y 36 horas post inyección.  

1.2. Tratamientos de los animales Capítulo II 

Experimentos con ratas preñadas 

Se sacrificaron ratas preñadas mediante aspiración de CO2 a distintos tiempos de la 

gestación. Se extrajeron los ovarios, se limpiaron y se aislaron los CLs para su posterior 

utilización. 

Experimentos con ratas tratadas con PGF2α o su solución vehículo 

A un grupo de ratas se le administró PGF2α (400µg/rata Lutalyse Pfizer) (grupo PGF2α) o 

solución fisiológica (grupo Control) en el día 19 de preñez vía ip. Los animales fueron 

sacrificados y los ovarios colectados a las 4 y 24 horas post inyección de PGF2α. 

Experimentos con ratas tratadas con DAPT o su solución vehículo 

Se utilizaron ratas preñadas en el inicio de la regresión luteal (día 19 de preñez). La 

intervención quirúrgica de los animales se realizó de la misma forma que la descripta para 

los experimentos con S1P del capítulo I. Los animales tratados se inyectaron localmente 

con un inhibidor de la enzima γ-secretasa, DAPT (N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-

alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester Sigma-Aldrich) disuelto en DMSO (10 µg/ovario), a 

este grupo lo llamaremos DAPT y al inyectado con 10 µl de la solución vehículo (6% de 

DMSO) lo llamaremos grupo Control. Los animales se sacrificaron por decapitación a las 

24 horas de la inyección para obtener la sangre y los ovarios.  

2. Aislamiento de los CLs 

Los ovarios de las ratas fueron removidos del cuerpo del animal, liberados de la bursa 

ovárica y del tejido adiposo circundante para facilitar la visualización de los CLs y proceder 

al aislamiento de los mismos bajo lupa con agujas finas. 

Luego de ser aislados los CLs fueron colocados en criotubos, congelados en nitrógeno 

líquido y guardados a -80 para su posterior utilización. 
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3. Metodología utilizada en el capítulo I 

3.1. Microscopía electrónica 

Los CLs aislados fueron fijados en glutaraldehído. Luego de varios lavados, las muestras 

fueron post fijadas con tetróxido de osmio al 1,5% durante 90 min, lavadas y deshidratadas 

con etanol al 50%. Luego fueron teñidas con acetato de uranyl al 70% en etanol. Las 

muestras fueron nuevamente deshidratadas con etanol en gradación creciente e infiltradas 

con oxido de propileno y embebidas en resina epoxy (Dorcupan). Secciones ultra finas (700 

nm) fueron cortadas de cada taco usando un ultramicrótomo y fueron colocadas en grillas y 

teñidas con la solución de Reynols para su posterior visualización. Se fotografiaron 

distintos campos representativos de cada tratamiento. 

3.2. Técnica de Tunel  

Para realizar la cuantificación bioquímica de la apoptosis, se procesaron secciones de tejido 

fijados en formalina para localización in situ de núcleos que exhiben fragmentación 

apoptótica del ADN, mediante la técnica de TUNEL. Se usó el sistema DeadEnd 

Colorimetric TUNEL (G7130, Promega, Madison, WI). La parafina de cada corte fue 

removida mediante inmersión en xileno, seguido por etanol 100%. Los cortes fueron 

rehidratados en una serie de alcoholes en gradación decreciente (100%, 95%, 85%, 70% y 

50%) durante 3 min cada uno. Se lavaron con NaCl al 0,85% y PBS. Se fijaron los cortes 

mediante inmersión en paraformaldehído al 4% en PBS seguido por dos lavados y 

permeabilización con proteinasa K (20�g/ml) a temperatura ambiente durante 20 min. Se 

repitió la fijación y se procedió a equilibrar los cortes con el buffer correspondiente durante 

10 min. Se le agregó a cada corte la mezcla de reacción que contiene la enzima y los rTdT 

(desoxinucleotidil transferasa terminal recombinante). Se incubó a 37°C durante 60 min, la 

reacción fue detenida por inmersión de los cortes en la solución SSC. Luego de este paso se 

procedió al lavado, bloqueo de la peroxidasa endógena y la incubación con la solución de 

streptoavidina peroxidasa durante 30 min. En seguida se tiñeron los cortes con DAB, y se 

les dio contraste con hematoxilina para luego ser montados con bálsamo de canada y 

visualizados al microscopio óptico. 
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El conteo se realizó utilizando el objetivo 100x del microscopio. Se analizaron 3 campos al 

azar de cada sección de CL (3 CLs por sección/ ovario) 3-4 ovarios por grupo. Los 

resultados fueron expresados como % de células positivas. 

3.3. Extracción de proteínas luteales  

Se extrajeron proteínas de los CL en buffer de lisis, (Tris–HCl 20 mM pH=8), NaCl 137 

mM, NP-40 1%, y glicerol 10%) suplementado con inhibidor de proteasas (PMSF 0,5 mM, 

ZPCK 0,025 mM, TLCK 0,025 mM; TPCK 0,025 mM) e inhibidores de fosfatasas 

(Ortovanadato de sodio 0,2 mM; fluoruro de sodio 25 mM; β-glicerofosfato 10 mM) 

homogeneizado con un homogenizador Ultra-Turrax (IKA Werk, Breisgau, Germany). 

Luego de una centrifugación a 14000 rpm durante 10 min a 4°C se obtuvo el sobrenadante. 

La concentración de proteínas se midió por ensayo de Bradford [242]. 

3.4. Actividad de Caspasas 

Para medir la actividad de caspasas se utilizó un kit fluorométrico que contenía sustratos 

específicos para cada una de las 4 caspasas inmovilizados es pocillos separados. Se 

agregaron 20 (caspasas-2 y -3) y 40 (caspasas-8 y -9) µg de proteína totales extraídas y se 

incubaron durante 2 horas a 37°C. La actividad fue determinada mediante la detección de 

fluorescencia (Ex: 380nm, Em: 460). Los valores del control negativo fueron sustraídos de 

todas las muestras. Se realizó una curva de concentración de proteínas para optimizar la 

cantidad de proteína a utilizar en cada uno de los modelos y se eligió la menor 

concentración dentro del rango de linealidad. 

3.5. Enzimoinmunoanálisis (ELISA) 

Se midieron mediante esta técnica los niveles de AKT fosforilado y de TNF-α en los 

distintos grupos. 

Se utilizó un Kit de ELISA para detectar y cuantificar los niveles de AKT fosforilado en la 

serina 473 (CBA005 Calbiochem) según las instrucciones del fabricante. 

Se utilizaron 30 µg de proteínas extraídas de un pool de CLs de cada rata en cada pocillo de 

la placa que contenía inmovilizado el anticuerpo monoclonal para AKT fosforilado 

(pAKT). Luego de 2 horas de incubación se procedió al lavado y al reconocimiento con un 

anticuerpo secundario anti pAKT. Luego de 1 hora de incubación se lavó y se agregó anti 
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conejo IgG marcada con peroxidasa y se incubó durante 30 min. Inmediatamente de 

después enjuagar, se agregó el cromógeno estabilizado y se incubó a oscuridad por 30 min. 

La reacción fue detenida agregando la solución de detenimiento. Los niveles de pAKT 

fueron determinados midiendo la absorbancia a 450nm contra una curva standard. Cada 

muestra fue testeada en duplicado. 

Se midieron las concentraciones de TNF-α en los CL de los distintos grupos (C0h, PG4h y 

PG+S4h) mediante un kit de ELISA (RTA00, R & D Systems). Siguiendo las instrucciones 

del fabricante, se agregaron 120 µg de las proteínas extraídas del pool de CLs de cada rata a 

cada pocillo de la placa que contenía inmovilizado el anticuerpo monoclonal para TNF-α y 

se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Después de un lavado, se añadió a la placa un anticuerpo policlonal específico anti TNF-α 

de rata y se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. Inmediatamente de lavar, se 

añadió la solución sustrato y la placa se incubó en la oscuridad durante 30 min a 

temperatura ambiente, la reacción terminó por la adición de una solución de detenimiento. 

Los niveles de esta proteína se determinaron midiendo la absorbancia a 450 nm, contra una 

curva estándar. Cada muestra fue testeada por duplicado. 

3.6. Extracción de esteroides y radioinmunoensayo de P4 en tejido luteal (RIA) 

El contenido de P4 luteal fue medido en cada grupo. Los CLs aislados de cada rata (4-5 por 

animal) fueron homogeneizados en acetona. Alícuotas de cada muestra fueron tomadas para 

medir la concentración proteica. Luego de la homogenización, las muestras fueron 

centrifugadas (1600g por 10 min) y el sobrenadante resultante trasvasado a tubos cónicos y 

evaporados a sequedad. De esta resuspensión se realizaron dos extracciones con éter 

dietílico (1:2,5 vol/vol) mediante agitación de cada muestra durante dos min luego del 

agregado de éter. Mediante congelamiento durante 20 min a -70 ºC fueron separadas las 

fracciones etéreas, las que fueron trasvasadas, evaporadas y resuspendidas en 1,4 ml de 

metanol, al que se le agregó 1,4 ml de agua destilada. Se realizó una nueva partición con n-

hexano para lo cual se homogeneizó durante 2 min y se descartó la fase superior. 

Finalmente se agregó a la fase inferior 2 ml de diclorometano y luego de su 

homogeneización se descartó la fase superior acuosa y se dejó evaporar la inferior. Los 
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residuos de esteroides se resuspendieron en buffer RIA y fueron conservados a -20 ºC hasta 

realizar la medición de P4. 

Para la medición se utilizó un anticuerpo provisto por el laboratorio del Dr. Niswender 

(Animal Reproduction and Biotechnology Laboratory, Colorado State University, Fort 

Collins, CO) en una dilución que unió el 37% del 3H-esteroide utilizado como trazador (25 

pg, aproximadamente 10.000 cpm). Luego de la incubación de 16 horas a 4 ºC, la hormona 

libre fue separada de la unida al anticuerpo por medio del agregado de 0,2 ml de una 

solución de carbón 0,5% en el buffer de ensayo (Buffer RIA: 40 mM Na2HPO4; 39,5 mM 

NaH2PO4; 155 mM NaCl; 0,1% azida sódica; 1% gelatina; pH= 7,0) y posterior 

centrifugación. Los sobrenadantes completos fueron transferidos a viales de conteo a los 

que se les agregó 2 ml de solución centellante. La radiactividad se determinó en un 

contador de centelleo líquido Beckman LS 1801, con una eficiencia del 62%.  

3.7. Inmunohistoquímica 

Los ovarios de los diferentes grupos fueron fijados en formalina al 10% durante una 

semana. Las muestras fueron deshidratadas en alcoholes a concentraciones decrecientes 

(50%, 70% y 100%) y luego fueron embebidas en parafina. Cortes de 4µm fueron 

desparafinados e hidratados en etanol a concentraciones decrecientes. La peroxidasa 

endógena fue bloqueada con H2O2 al 3% en PBS durante 30 min. Los cortes fueron 

incubados en tritón al 0,1% y proteinasa K (20 mg/ml) durante 30 min y bloqueados con 

seroalbúmina bovina (BSA) al 2%. 

Los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario anti PECAM-1 (molécula de 

adhesión celular endotelial plaquetaria-1 también conocida como CD31 que marca las 

células endoteliales de los vasos sanguíneos), diluido en PBS (1/100). La unión del 

anticuerpo primario fue detectado usando un anticuerpo biotinlado anti ratón (1/400) 

durante 30 min a temperatura ambiente y luego durante 1 hora con el complejo ABC: 

avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain ABC system, Vector Laboratories, Burlingame, 

CA).  La marca se visualizó con diaminobencidina DAB y se tiñeron con hematoxilina para 

dar contraste. 

3.8. Western Blot 
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Para la determinación de los niveles proteicos analizados en esta primera parte, se 

sembraron 40�g de proteína por calle en geles de SDS-poliacrilamida. Las muestras 

proteicas fueron previamente hervidas durante 5 min en buffer de carga (6% de SDS, 15% 

de b-mercaptoetanol, 60% de glicerol, 0,006% de azul de bromofenol, 0,18M Tris-base, 

pH=6,8). Las proteínas fueron separadas por electroforesis a 25 mA durante 1,5 horas y 

luego fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa durante 2 horas a 80 V en buffer 

Tris-base 0,025 M (pH=8,3), glicina 0,192 M y 20% de metanol. Los sitios de unión 

remanentes sobre las membranas fueron bloqueados con una solución de TBS y detergente 

Tween (TBS-T 0,05%) y leche descremada al 5% durante toda la noche a 4°C. Luego las 

membranas fueron incubadas con los correspondientes anticuerpos en distintas 

concentraciones (pAKT 1:400, AKT 1:5000, pERK 1:400,  ERK 1:2000 y GAPDH 

1:10000). Las membranas fueron incubadas con sus correspondientes anticuerpos 

secundarios acoplados a la enzima peroxidasa (IgG anti conejo acoplado a peroxidasa 

1:1000 o IgG anti ratón acoplado a peroxidasa 1:1000 diluídos en TBS-T 0,1%) durante 1 

hora a temperatura ambiente. Finalmente fueron incubadas con el reactivo de 

quimioluminiscencia durante 1 min.  

El contenido proteico se analizó en las distintas muestras mediante densitometría de las 

bandas obtenidas para la proteína de interés con el Software Scion Image. La densidad de 

cada banda fue normalizada respecto a la densidad obtenida para GAPDH en la misma 

muestra. 

3.9. Análisis estadístico de los datos 

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces y se utilizaron 4 animales en cada 

grupo. Para el análisis estadístico de los datos se usó el test de Anova para comparar los 

distintos grupos de tratamiento, seguido por el método de Student–Newman–Keuls usando 

el software Prism 4.0. Las diferencias fueron consideradas como significativas con un 

p<0,05. Los datos expresados como porcentaje fueron analizados usando el test de 

ANOVA para comparar entre los distintos tratamientos seguido por el método de Dunn’s 

Multiple Comparison. 
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4. Metodología utilizada en el capítulo II 

4.1. Inmunohistoquímica 

Los ovarios de ambos grupos fueron extraídos, liberados de tejido adiposo y lavados con 

solución fisiológica. Se fijaron en paraformaldehído al 4% durante 12 horas y se incluyeron 

en parafina. Se hicieron cortes de cada taco de 4�m de espesor y se montaron en 

portaobjetos.  

Las secciones de tejido fueron desparafinadas con xileno y posteriormente rehidratadas 

mediante lavados en alcoholes con graduación decreciente (100%-75%) durante 5 min cada 

uno. Se bloqueó la peroxidasa endógena con 3% H2O2 en PBS durante 30 min.  La unión 

no específica a otros epítopes fue bloqueada incubando las secciones con BSA al 2% 

durante 30 min Luego las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios anti 

NOTCH1, NOTCH4 Y DLL4 (1/100) durante toda la noche a 4 ºC. Al día siguiente, luego 

de sucesivos lavados con PBS, las secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario 

biotinilados anti conejo (1:400) durante una hora a temperatura ambiente y luego con el 

complejo ABC: avidina-peroxidasa biotinilada (Vectastain ABC system, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA). La marca se visualizó con DAB y la reacción fue detenida 

con agua destilada, las secciones fueron teñidas con hematoxilina durante 1 min y luego 

deshidratadas por lavados con alcoholes en graduaciones crecientes. Los cortes fueron 

montados con bálsamo de Canadá y observados al microscopio óptico. Los controles 

negativos fueron realizados en ausencia del anticuerpo primario. 

4.2. Extracción de ARN  

Se extrajo el total del ARN del pool de CLs de cada rata usando TRIzol. Los CLs fueron 

homogenizados en 1 ml de TRIzol e incubados a temperatura ambiente durante 5 min para 

permitir la completa disociación de los complejos nucleoproteicos. Las muestras fueron 

trasvasadas a otro tubo y se agregó 200 µl de cloroformo (para separar las proteínas del 

ARN). Luego de una incubación de 3 min  los tubos se centrifugaron a 12000g durante 15 

min a 4°C. Inmediatamente se transfirió la fase acuosa a otro tubo y se agregó 500µl de 

alcohol isopropilo (para precipitar el ARN) y se incubó durante 10 min a temperatura 

ambiente. Luego se centrifugó durante 10 min a 12000g. Se aspiró el sobrenadante y se 

lavó el ARN presente en el tubo con 1 ml de etanol al 75%. El pellet se secó al aire y una 
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vez evaporado el etanol se disolvió en agua libre de ARNasas. La integridad de cada 

muestra fue determinada (figura 18 y 19) y la absorbancia medida a 260nm. Para calcular la 

cantidad de ARN presente en cada muestra se utilizó un nano drop. 

 

Figura 18: La integridad del ARN fue evaluada mediante una corrida electroforética en 

gel de agarosa, donde se pueden apreciar las subunidades ribosomales 18s y 28s 

(marcadas con flechas rojas). 

 

Figura 19: Ejemplo del análisis densitomético realizado en las muestras para su posterior 

utilización en el ensayo de RT-PCR en tiempo real.  
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4.3. Transcripción reversa 

Se realizó esta técnica siguiendo las instrucciones del fabricante. Todos los reactivos 

utilizados fueron comprados a Invitrogen. 

Las muestras fueron tratadas con ADNasa para eliminar restos de ADN. Se incubó 1 µg de 

ARN con 1�l de ADNasa I (1 U/µl) durante 15 min a temperatura ambiente. 

Inmediatamente se agregó EDTA 25mM para parar la reacción y se incubó a 65°C durante 

10 min. Luego de esto se procedió a la transcripción reversa: las muestras se centrifugaron 

y se les agregó los primers hexámeros, dNTPs, se incubaron a 70°C durante 10 min. Se 

agregó a cada muestra la mezcla conteniendo buffer 5X, DTT 0,1M y ARNasa Out y se 

incubó a 37°C durante 2 min. Rápidamente se agregó 1 µl de la enzima M-MLV (200 U/µl) 

y se incubó a 37 °C por 50 min. Seguido de la inactivación a 70°C durante 15 min. Las 

muestras se diluyeron en agua En un volumen de reacción de 20�l usando Molony Murine 

Leucemia Virus reverse transcriptase (M-MLV RT) durante 50min a 37ºC. 

Esta técnica es la utilizada de rutina en el laboratorio del Dr. Stouffer (ONPCR OHSU) y 

empleada en varios trabajos científicos [136;243]. 

4.3. PCR en tiempo real 

Para la PCR en tiempo real se usaron reactivos  Taqman®. Los cebadores (“primers”) y las 

sondas para Notch1, Notch4 y Dll4 fueron pre desarrollados y comprados a Applied 

Biosystems. Como control interno se usó el ARNm de 18s en cada pocillo.  

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 10 µl conteniendo: 2 µg de ARN, 

sonda de Notch1, notch4 o Dll4 (marcada con FAM), sonda de 18S (marcada con VIC), 

primers y la Taqman Universal PCR Master Mix. La PCR se corrió en un termociclador 

7500 Fast Real Time PCR System, en una placa p96 sellada. Durante los distintos ciclos, 

las amplificaciones fueron monitoreadas y cuantificadas analizando los cambios en las 

emisiones fluorescentes de cada pocillo. 

Junto con las muestras se corrió una curva standard con un pool de ADNc con 5 diluciones 

seriadas (1:10) [243]. 

4.4. Western Blot 

Se realizó esta técnica de forma similar a la descripta en el capítulo I 3.7.  
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Las membranas fueron incubadas durante toda la noche con el correspondiente anticuerpo 

primario: anti DLL4 (1:500; Abcam), anti NOTCH1 (1:200; Cell Signaling Technology), 

BCL2 (1:400; Dako), AKT (1:5000 Cell Signaling Technology), NOTCH4 (1:500), BAX 

(1:200), CASP 3 (1:200) HES1 (1:400), pERK (1:400), ERK (1:2000) pAKT (1:400) todos 

comprados a Santa Cruz Biotechnology.  

El anticuerpo anti NOTCH1 que utilizamos es un anticuerpo policlonal hecho en conejo 

que detecta los niveles endógenos de dominio citosólico de NOTCH1 (NICD) sólo cuando 

es clivado entre los aminoácidos Glicina 1743 y Valina 1744. El anticuerpo no reconoce el 

receptor entero o clivado en otras posiciones.  

El anticuerpo anti NOTCH4 utilizado es un anticuerpo policloanal hecho en conejo contra 

los aminoácidos 1779-2003 que reconoce un fragmento de alrededor de 40kDa 

correspondiente a la forma clivada del receptor. 

4.5. Extracción de esteroides y RIA de P4 de suero 

Inmediatamente después de la extracción de la sangre se colocó en tubo en baño 

termostatizado a 37°C hasta la formación del coágulo sanguíneo. El suero extraído se 

centrifugó a 1500 rpm durante 15 min y se trasvasó el sobrenadante. A 200 µl de suero se le 

agregó éter, se agitó durante 30 segundos y se colocó en frío durante media hora (-70). Se 

extrajo el sobrenadante (extracto etéreo) y se trasvasó a un nuevo tubo. Al suero congelado 

se le agregó éter y se repitió la operación anterior. Se juntaron ambas extracciones y se dejó 

secar hasta la evaporación total del éter. Los esteroides fueron resuspendidos en buffer RIA 

hasta su medición. 

Los niveles de P4 se midieron por RIA en el suero de ambos grupos usando un anticuerpo 

específico suministrado por el Dr. GD. Niswender tal como se describió anteriormente. 

4.6. Extracción de ADN de CLs y análisis de fragmentación de ADN 

Se extrajo el ADN de los CLs aislados de los grupos Control y DAPT partiendo de un pool 

de CLs de cada animal (4-5 CLs/rata). 

Los CLs fueron homogeneizados en buffer conteniendo 100 mM de NaCl, 4 mM de EDTA, 

50 mM de Tris-HCl, 0,5% de SDS (pH=8) con proteinasa K (100 µg/ml) a 55 ºC durante 7 

horas para facilitar la ruptura de los mismos.  
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Luego de la incubación, las muestras fueron enfriadas en hielo por 30 min con el agregado 

de 1M de acetato de potasio y 50% de cloroformo para iniciar la precipitación de las 

proteínas y luego fueron centrifugadas a 9000 X g por 8 min a 4 ºC. El sobrenadante fue 

precipitado luego en 2,5 volúmenes de etanol a -70 ºC por 30 min, centrifugado a 5000 g a 

4 ºC, extraído con etanol al 70% y resuspendido en agua. Las muestras fueron luego 

incubadas por 1 hora con RNAasa (10 µg/ml) a 37 ºC y luego el ADN fue cuantificado 

mediante la medición de la absorbancia a 260 nm.  

4.7. Electroforesis en geles de agarosa y cuantificación de la fragmentación del ADN 

Las muestras de ADN (8 µg por muestra) fueron separadas electroforéticamente en un gel 

de agarosa al 1,7% en buffer tris-borato-EDTA (TBE) con el agregado de BrEt (0,4 µg/ml). 

En cada gel de agarosa se sembraron iguales cantidades de ADN en cada pocillo.  

El ADN fue visualizado utilizando un transiluminador ultravioleta (302 nm) y fotografiado 

con una cámara Polaroid. El análisis densitométrico del ADN de bajo peso molecular (<15 

kilobases) fue realizado luego de escanear las fotografías por medio del programa de 

análisis Scion Image.  

4.8. Cultivo de CL 

Se aislaron los CLs de ratas en el día 16 de la gestación como se describió anteriormente. 

Este día fue seleccionado debido a que la producción de P4 por el CL de la rata aumenta los 

primeros 16 días y luego decae a niveles bajos hacia fin de la preñez (día 20-22) seguido de 

la luteólisis estructural luego del parto.  

Los CLs se cultivaron en placa de 48 pocillos (2 CLs/ pocillo) con medio DMEM alta 

glucosa (GIBCO), HEPES 25mM, BSA 0,5%, antibiótico-antimicótico 2% a 37°C 95% O2 

en un volumen final de 333 µl. 

4.8.1. Inhibición de la síntesis de esteroides in vitro 

Se utilizó aminoglutetimida (AG, Sigma-Aldrich), inhibidor específico de la enzima 

P450scc, disuelto en DMSO en una concentración de 0,15mM. Para asegurarnos de la total 

depleción de esteroides, los CLs fueron incubados previamente durante 30 min con el 

inhibidor, lavados dos veces con medio solo para remover la P4 producida. Se agregó 

nuevamente el inhibidor y la incubación continuó durante un período de 4 horas. Los CLs 
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fueron inmediatamente congelados para la extracción de proteínas y el medio colectado 

para medir P4 por RIA. 

La concentración de AG utilizada en este trabajo fue similar a la utilizada en trabajos 

previos con células de la granulosa humanas y células luteales bovinas. Dicha 

concentración mostró no provocar muerte celular aguda [172]. 

4.8.2. Inhibición de la vía de señalización de Notch in vitro 

Se utilizó el inhidor de la enzima γ-secretasa, DAPT,  en una concentración de 20µM, 

disuelto en DMSO. Del mismo modo que con AG, los CLs fueron incubados previamente 

durante 30 min y luego de 2 lavados con medio solo, se incubaron durante 4 horas. Además 

se utilizaron ambos inhibidores juntos para estudiar el posible efecto sinérgico entre ambos. 

La concentración final de DMSO no excedió en ningún caso el 0,05%. El control se incubó 

solamente con DMSO. 

4.8.3. Medición de P4 de medios condicionados 

Los niveles de P4 de los medios condicionados fueron medidos partiendo de una dilución 

del medio de cultivo en buffer RIA (1/10) y tomando 10µl de esa dilución. La medición se 

realizó como se describió anteriormente para P4 de tejido y de suero. 

4.8.4. Análisis estadístico de los datos 

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces y se utilizaron 5-6 animales en 

cada uno de ellos. Los resultados se expresaron utilizando la media ± error estándar de la 

media (ESM) de los valores obtenidos en el total de experimentos realizados.  

Para los experimentos in vivo, cada rata fue considerada como un dato. En los experimentos 

con ratas preñadas en distintos días de la gestación y posparto, se utilizó para comparar los 

resultados obtenidos el test de ANOVA de una vía. Los experimentos con ratas preñadas 

tratadas con PGF2α y su vehículo, DAPT y su vehículo fueron analizados  usando el test no 

pareado de Student, seguido por el test de Tukey o Newman-Keuls. Las diferencias se 

consideraron significativas cuando el p < 0,05.  

Para los experimentos in vitro con CLs aislados, se cultivaron 2 CLs por pocillo y se 

relativizaron  los niveles de las proteínas estudiadas y de la P4 en el medio de cultivo con el 
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pocillo control de esa misma rata. Se determinaron las veces de cambio, mediante ANOVA 

de una vía seguido por el test de Dunnet para comparar cada uno de los grupos con el 

control y el de Tukey para evaluar diferencias entre cada uno de los tratamientos. Las 

diferencias se consideraron significativas cuando el p<0,05.  

El análisis estadístico de los datos se realizó mediante el programa Graph Prism 5.0. 
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Resultados 
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Capítulo I 

1. Efecto in vivo de la administración intraovárica de S1P previo a la inyección de una 

dosis luteolítica de PGF2α en ratas preñadas 

 

1.1. Efecto de S1P y PGF2α sobre la ultra estructura del CL, el número de células 

apoptóticas y la densidad vascular 

El primer objetivo fue estudiar los efectos de la administración local de S1P previo a la 

luteólisis inducida por PGF2α. Para esto se administró S1P en los ovarios de ratas preñadas, 

dos horas antes de la aplicación de una dosis luteolítica de PGF2α en el día 19 de preñez. 

Los animales fueron sacrificados a distintos tiempos, 4 y 36 horas post PGF2α.  

Considerando que las células luteales mueren por procesos apoptóticos en la luteólisis, se 

realizó la técnica de TUNEL en cortes histológicos en los siguientes grupos: Control 0h 

(C0h), PGF2α 4h, (PG4h) y PGF2α+S1P 4h (PG+S4h). La figura 1 muestra la presencia de 

pocas células con fragmentación nuclear del ADN a los 19 días de preñez, en cambio 4 

horas luego de la administración de PGF2α el número de células luteales con avanzados 

signos de apoptosis aumentó significativamente. La administración de S1P previno el 

efecto de la PGF2α y disminuyó considerablemente el porcentaje de células apoptóticas en 

el CL (C0h 0,33 ± 0,08; PG4h 3,24± 0,29; PG+S1P4h 0,27± 0,09 p<0,001). 

Como se puede observar en la figura 2, el análisis de la microestructura luteal por ME 

reveló que las células luteales al día 19 de preñez poseen núcleos normales y pocos indicios 

de muerte celular. 

El tratamiento con PGF2α incrementó el número de células luteales con signos avanzados 

de apoptosis, por ejemplo: fragmentación nuclear, condensación de la cromatina y la 

presencia de cuerpos apoptóticos a las 36 horas post inyección. (Figura 2C y D)  

La administración de S1P 2 horas antes de la inyección de PGF2α evitó dichos cambios y 

las células exibieron aspecto similar al grupo no tratado (Figura 2E y F). También se 

observó un incremento en la densidad vascular en este grupo, hecho que fue corroborado 

mediante inmunohistoquímica. 
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Se observó inmunomarcación para el marcador de células endoteliales PECAM-1 a los 19 

días de preñez (C0h), (Figura 3B), el tratamiento con PGF2α disminuyó su expresión a las 

4 y 36 horas (PG 4h y PG 36h) (Figura 3C y D). Sin embargo el tratamiento con S1P 

aumentó la expresión PECAM-1 en el CL tanto a las 4 como a las 36 horas (PG+S 4h y 

PG+S 36h) (Figura 3D y F). 
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Figura 1: Porcentaje de células apoptóticas en CL de ratas medido por TUNEL 

A: Campos representativos de cortes de CL teñidos con la técnica de TUNEL, C0h (a), 

PG4h (b), PG+S 4h (c) control negativo (d). La barra negra en la figura d corresponde a 

20µm 

B: Análisis de TUNEL expresado como porcentaje de células apoptóticas en el CL. Los 

resultados se expresan como la media ± ESM. Las diferentes letras (a y b) representan 

diferencia significativa (p<0,001) entre los diferentes grupos.  
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Figura 2: Fotografías de la ultraestructura luteal estudiada mediante ME 36 horas 

post PGF2α.  

A y B: CL de ratas en el día 19 de la gestación (C0h). C y D: CL de ratas tratadas 

localmente con vehículo previo a la administración de PGF2α (PG). E y F: CL de ratas 

tratadas localmente con S1P previo a la administración de PGF2α (PG+S). Se observa la 

morfología típica de células en apoptosis en el grupo tratado sólo con PGF2α, por ejemplo: 

marginación y condensación de la cromatina, presencia de cuerpos apoptóticos. Estos 

cambios no se observan en el grupo tratado con S1P. 

Cada barra representa 1µm en todos los paneles. En todas las fotos mcc: marginación y 

condensación de la cromatina; n: núcleo; v: vaso sanguíneo; m: mitocondria; ab: cuerpos 

apoptóticos. 
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Figura 3: Inmunohistoquímica de PECAM-1 de ovarios de ratas tratadas con PGF2α 

previo a la administración local de S1P o su solución vehículo y sacrificadas a las 4 y 

36 horas. Cada fotografía muestra un campo representativo de cada tratamiento. 

A: control negativo en ausencia del primer anticuerpo B: CL de rata en el día 19 de la 

gestación (C0h) C y D: CL de ratas tratadas localmente con vehículo previo a la 

administración de PGF2α y sacrificadas a las 4 y 36 horas respectivamente. (PG4 y 36h) E 

y F: CL de ratas tratadas localmente con S1P previo a la administración de PGF2α y 
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sacrificadas a las 4 y 36 horas respectivamente. (PG+S4 y 36h). La marca es específica de 

células endoteliales (e). La barra en A corresponde a 20µm. 
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1.2. Efecto de S1P y PGF2α sobre la funcionalidad del CL de preñez 

El contenido de P4 luteal fue medido en los CLs aislados de los diferentes grupos (C0h, 

PG4h, PG36h, PG+S4h y PG+S36h) mediante la técnica de RIA para evaluar si el 

tratamiento con S1P previo a la PGF2α es capaz de prevenir la disminución de la P4 

inducida por esta misma. Como se observa en la figura 4, la administración de PGF2α 

disminuyó rápidamente (4 horas) el contenido de P4 luteal (PG4h) y los niveles 

permanecieron bajos a las 36 horas (PG36h).  

La administración de S1P falló en prevenir el efecto de la PGF2α a las 4 horas (PG+S4). 

Sin embargo, a las 36 horas, la P4 se mantuvo en niveles similares al grupo no tratado 

(C0h). (C0h 39,92 ± 6,52;  PG4h 19,99 ± 1,46; PG+S4h 18,83 ± 0,61; PG36h 23,00 ± 1,18; 

PG+S36h 44,90 ± 3,01 p<0,05). 
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Figura 4 Contenido de progesterona luteal  

Se midió el contenido de P4 en los diferentes grupos a las 4 y 36 horas de la administración 

de PGF2α. Las ratas fueron inyectadas dos horas antes de la PGF2α (PG+S4h o 36h) con 

S1P o con la solución vehículo (PG 4h o 36h). C0h ratas sin tratamiento. Los resultados se 

expresan como la media ± ESM. Diferentes letras sobre la barra de error indican diferencia 

significativa (p<0,05) entre los diferentes grupos. 
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1.3. Efecto de S1P y PGF2α sobre la expresión de proteínas relacionadas a la 

apoptosis 

Luego de la administración de PGF2α en el día 19 de preñez, la actividad de las caspasas 

iniciadoras -2 y -8 aumentó significativamente a las 4 horas (caspasa-2: C0h 8491 ± 1407; 

PG4h 36702 ± 3156; PG+S4h 23573 ± 2016 p<0,05; caspasa-8: C0h 1895 ± 283,3; PG4h 

9889 ± 585,8; PG+S4h 6785 ± 603,6 p<0,05), (Figura 5A y B). Como se observa en la 

figura 6, al igual que las caspasas 2 y 8, la actividad de la principal caspasa efectora; 

caspasa aumentó significativamente 3 (C0h 45049 ± 5680; PG4h 155054 ± 7392; PG+S4h 

89625 ± 9834 p<0,05). La administración de S1P, 2 horas antes de la PGF2α fue capaz de 

prevenir, en parte, el incremento en la actividad de las tres caspasas medidas (p<0,05).  

No se observaron diferencias significativas en la actividad de caspasa iniciadora-9 entre los 

grupos (figura 5C). Si bien se observa una tendencia a aumentar la activad de caspasa 9 en 

el tratamiento con PGF2α (PG4h), este efecto no fue significativo (C0h 1189 ± 630,6;  

PG4h 6091 ± 871,8; PG+S4h 7814 ± 2894 p>0,05).  
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Figura 5: Niveles de actividad enzimática de caspasas iniciadoras en CL 

Caspasa 2 (A), 8 (B), y 9 (C) en el CL 4 horas post administración de PGF2α. Los niveles 

de estas caspasas se midieron en el CL 4 horas post administración de PGF2α (PG+S4h y 

PG4h) y en el grupo sin tratamiento (C0h). La administración de PGF2α aumentó la 

actividad de las caspasas iniciadoras 2 y 8 a las 4 horas de su administración. El tratamiento 

previo con S1P previno dicho incremento. No se observan diferencias significativas en la 

actividad de caspasa 9 en los grupos analizados. Los resultados se expresan como la media 

± ESM. Las barras con diferentes letras (a, b o c) representan la diferencia significativa 

entre los grupos en todas las figuras (p<0,05). 
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Figura 6: Niveles de actividad enzimática de la caspasa efectora 3  

Los niveles de caspasa-3 se midieron en el CL 4 horas post administración de PGF2α. 

(PG+S4h y PG4h) y en el grupo sin tratamiento (C0h).  

La administración de PGF2α aumentó la actividad de la caspasa efectora 3 a las 4 horas de 

su administración. El tratamiento previo con S1P previno dicho incremento. Los resultados 

se expresan como la media ± ESM. Las barras con diferentes letras (a, b o c) representan la 

diferencia significativa entre los grupos (p<0,05). 
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1.4. Estudio de los cambios en las vías de transducción de señales:  

 

1.4.a. Niveles de AKT fosforilado 

Como se observa en la figura 7 el tratamiento con PGF2α, al día 19 de preñez, disminuyó 

los niveles de fosforilación de AKT en el CL respecto al grupo control (C0h). No obstante 

la administración de S1P dos horas antes de la PGF2α, previno dicha disminución y 

aumentó el grado de fosforilación de esta proteína (C0h 22,53 ± 0,50; PG4h 19,49 ± 0,22; 

PG+S4h 24,75 ± 0,76 p<0,05). 

El western blot de pAKT/AKT total, (figura 8) mediante el uso de un anticuerpo 

monoclonal que reconoce el sitio de fosforilación de AKT en la serina 473 muestra 

resultados similares a los obtenidos por la técnica de ELISA, sin embargo mediante 

WESTERN BLOT no se observan diferencias significativas en el grado de fosforilación 

entre el grupo control (C0h) y el grupo tratado con PGF2α (PG4h). (C0h 0,17 ± 0,01; PG4h 

0,29 ± 0,06; PG+S4h 0,71 ± 0,07 p<0,05). 
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Figura 7: Efecto del tratamiento con S1P sobre AKT fosforilado medido por ELISA  

Fosforilación de AKT en los diferentes grupos C0h, PG4h, PG+S4h. Los resultados se 

expresan como la media ± ESM. Las barras con diferentes letras (a, b o c) representan la 

diferencia significativa entre los grupos. 

 

 

Figura 8: Efecto del tratamiento con S1P sobre los niveles de AKT fosforilado 

medidos por western blot 

Panel superior: cuantificación densitométrica de pAKT sobre AKT (pAKT/AKT) en los 

diferentes grupos: C0h, PG4h y PG+S4h. Cada una de las proteínas fue normalizada contra 
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GAPDH. Las barras representan la media ± ESM. Las barras con diferentes letras (a, b o c) 

representan la diferencia significativa entre los grupos 

Panel inferior: Inmunoblot específico del contenido de pAKT y AKT total en los CLs de 

los diferentes grupos correspondientes a un peso molecular de 60kDa. 
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1.4.b. Niveles de ERK fosforilado  

La administración local de S1P previo a la dosis luteolítica de PGF2α aumentó los niveles 

de fosforilación de ERK1/2 a las 4 horas del tratamiento (PG+S4h) (P<0,05) con respecto 

al grupo control (C0h) y al grupo tratado sólo con PGF2α (PG4h).  

Si bien se observa una tendencia a aumentar la fosforilación de esta proteína con el 

tratamiento sólo con PGF2α respecto al grupo sin tratamiento (C0h) esta diferencia no fue 

estadísticamente significativa (p>0,05) (C0h 0,04 ± 0,01; PG4h 0,17 ± 0,03; PG+S4h 0,32 

± 0,06). (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Efecto del tratamiento con S1P sobre los niveles de ERK fosforilado 

medidos por westen blot  

Panel superior: cuantificación densitométrica de pERK 1/2 sobre ERK 1/2 en los diferentes 

grupos: C0h, PG4h y PG+S4h. Cada una de las proteínas fue normalizada contra GAPDH. 

Las barras representan la media ± ESM. Las barras con diferentes letras (a, b o c) 

representan la diferencia significativa entre los grupos El tratamiento con S1P (PG+S4h) 

aumentó la fosforilación de ERK respecto al grupo control (C0h) y al grupo tratado solo 

con PGF2 α (PG4h) a las 4 horas. 
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Panel inferior: Inmunoblot representativo del contenido de pERK y ERK en los CLs de 

ratas tratadas correspondientes a un peso molecular de 42/44 kDa. 
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1.4.c. Niveles de TNF-α 

La administración local de S1P previo a la dosis luteolítica de PGF2α aumentó los niveles 

TNF-α a las 4 horas del tratamiento (PG+S4h) (P<0,05) con respecto al grupo control 

(C0h) y al grupo tratado sólo con PGF2α (PG4h).  

No se observaron diferencias entre el grupo control (C0h) y el grupo tratado sólo con 

PGF2α (PG4h) (p>0,05) (C0h 6,20 ± 3,05; PG4h 0,14 ± 0,02; PG+S4h 11,58 ± 3,57). 

(Figura 10). 
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Figura 10: Efecto del tratamiento con S1P sobre los niveles de TNF-α medido por 

ELISA  

Niveles de TNF-α en los diferentes grupos C0h, PG4h, PG+S4h. Las barras representan la 

media ± ESM. Las barras con diferentes letras (a, b o c) representan la diferencia 

significativa entre los grupos (p<0,05). 
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Capítulo II 

1. Expresión de miembros de la familia Notch en ovarios de ratas preñadas 

1.1. Localización de NOTCH1, NOTCH4 y DLL4  

La figura 11 muestra la localización celular de NOTCH1, NOTCH4 y DLL4 en cortes en 

parafina de ovarios de ratas preñadas.  

Se detectó marca específica para los receptores NOTCH1 y 4 en células luteales grandes y 

pequeñas, como así también en células endoteliales del CL. Además se observó 

inmunomarcación en los vasos sanguíneos del estroma ovárico. Asimismo vimos 

marcación positiva para ambos receptores en el núcleo de las células luteales, coincidiendo 

con el hecho que cuando esta vía se activa, el dominio intracelular de Notch (NICD) se 

transloca al núcleo donde regula la transcripción de genes blanco. 

Se detectó también marca positiva para el ligando DLL4 en células luteales grandes, 

pequeñas, y en células endoteliales. Los vasos sanguíneos ováricos también fueron 

inmunoreactivos a esta proteína. La marca observada para DLL4 se asoció principalmente a 

la membrana celular de las células luteales, con citoplasma difuso. Los núcleos de estas 

células fueron negativos. 

Las células del estroma ovárico no mostraron marca para ninguna de las tres proteínas 

estudiadas.  
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Figura 11: Localización de los receptores y el ligando de Notch en cortes de ovarios de 

ratas preñadas. La figura de menor tamaño a la derecha muestra un corte de ovario 

perteneciente al control negativo en ausencia del primer anticuerpo. 

Las barras negras corresponden en las figuras de la izquierda a 50 µm y en la derecha a 

20µm. 
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CL: cuerpo lúteo; SL: células luteales pequeñas; LL: células luteales grandes; V: vaso 

sanguíneo; E: endotelio; S: estroma. Las flechas indican la marca en cada figura para la 

correspondiente proteína. 
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1.2. Niveles de ARNm de Notch1, Notch4 y Dll4 durante la preñez y posparto 

Para evaluar si a lo largo de la gestación y el posparto se modifica la expresión de los 

miembros de la familia Notch en el CL de preñez, se analizó la expresión de los ARNm de 

Notch1, Notch4 y Dll4 por PCR en tiempo real en el día 3, 12, 21 y 4 posparto. (Notch1 día 

3: 0,99 ± 0,40; día 12: 1,30 ± 0,66; día 21: 1,11 ± 0,15; día 4 pp: 0,38 ± 0,11 p>0,05. 

Notch4 día 3: 1,39 ± 0,31; día 12: 2,35 ± 0,65; día 21: 2,35 ± 0,32; día 4 pp: 0,68 ± 0,14 a 

vs b p<0,05. Dll4 día 3: 2,02 ± 0,47; día 12: 3,73 ± 1,26; día 21: 3,41 ± 0,66; día 4 pp: 1,90 

± 0,67 p>0,05).  

Si bien se observó una tendencia a incrementar la expresión de los ARNm en la mitad de la 

gestación y a disminuir en el posparto, sólo se encontró significancia entre los niveles del 

ARNm de Notch 4 en el día 4 posparto (4pp) con respecto al día 12 y 21 de gestación. 

(Figura 12). 
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Figura 12: Niveles de ARNm de Notch1, Notch4 y Dll4 en CL de preñez obtenidos por 

RT-PCR en tiempo real. 

Se midió la expresión de los ARNm de los receptores (Ay B) y el ligando (C) en CLs 

aislados de ovarios de ratas a distintos tiempos de la preñez (día 3, 12, o 21) y posparto (día 

4 pp). Los valores de cada ARNm se normalizaron con los niveles del ARNm de 18S luteal. 

Los resultados se expresan como la media ± ESM. (n=5-6). 



   pág. 129 
 

2. Expresión de miembros de la familia Notch durante la luteólisis inducida por 

PGF2α 

 

2.1. Niveles de ARNm de Notch1, Notch4 y Dll4  

Para determinar si la expresión de miembros de la familia Notch cambia durante la 

luteólisis inducida, estudiamos la expresión del ARNm de Notch1, Notch4 y Dll4 por PCR 

en tiempo real en CLs aislados a las 4 y 24 horas de la administración de PGF2α. 

La expresión del ARNm del ligando Dll4 y los receptores Notch1 y 4 disminuyeron 

significativamente a las 4 horas luego de la administración de PGF2α (Dll4 Control: 1,62± 

0,18; Dll4 PGF2α: 0,45 ± 0,11 p<0.001; Notch1 Control: 0,64 ± 0,11; Notch1 PGF2α 0,15 

± 0,06 p<0,01; Notch4 Control: 0,87± 0,06; Notch4 PGF2α: 0,63 ± 0,07 p<0,05). Figura 

13. 

No obstante, 24 horas luego de la administración de PGF2α, sólo se observaron diferencias 

en los niveles del mensajero de Dll4 entre el grupo control y el grupo tratado. Dll4 Control: 

0,79± 0,26; Dll4 PGF2α: 1,96± 0,27 p<0,05; Notch1 Control: 0,54 ± 0,25; Notch1 PGF2α 

1,30 ± 0,331 p>0,05; Notch4 Control: 1,47±0,30; Notch4 PGF2α: 1,31 ± 0,20 p>0,05). 

Figura 14. 
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Figura 13: Niveles de ARNm de Notch1, Notch4 y Dll4 en CL, 4 horas luego de 

administración de PGF2α en el día 19 de preñez obtenidos por RT-PCR en tiempo 

real.  

Los valores de cada ARNm fueron normalizados con los niveles del ARNm de 18S luteal.  

La expresión de los receptores (Ay B) y el ligando (C) disminuyen a las 4 horas de la 

administración de PGF2α. Los resultados se expresan como la media ± ESM *=p< 0,01 en 

A. *=p< 0,05 en B y *=p< 0,001 en C. 

 

 

Figura 14: Niveles de ARNm de Notch1, Notch4 y Dll4 en CL, 24 horas luego de 

administración de PGF2α en el día 19 de preñez obtenidos por RT-PCR en tiempo 

real.  

Los valores de cada ARNm fueron normalizados con los niveles del ARNm de 18S.  
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La expresión de los receptores (Ay B) no varió a las 24 horas respecto al grupo control, en 

cambio la expresión del ligando (C) aumentó 24 horas post PGF2α. Los resultados se 

expresan como la media ± ESM *=p< 0,05 en C. 
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2.2. Niveles proteicos de NOTCH1, NOTCH4 y DLL4  

En forma paralela a los resultados obtenidos por PCR en tiempo real, los niveles proteicos 

de los NICD de los receptores también disminuyeron a las 4 horas. (NOTCH1 Control: 

0,53 ± 0,11; NOTCH1 PGF2α 0,22 ± 0,02 p<0,05, NOTCH4 Control: 0,09 ± 0,01; 

NOTCH4 PGF2α 0,06 ± 0,01 p<0,05). (Figura 15). 

En cambio, no se detectaron diferencias significativas para el ligando DLL4 entre el grupo 

Control y PGF2α (DLL4 Control: 1,02 ± 0,24; DLL4 PGF2α 1,06 ± 0,10 p>0,05). (Figura 

15). 

A las 24 horas de la administración de PGF2α, no se evidenciaron diferencias en el 

contenido proteico de los receptores entre el grupo control y el tratado. (NOTCH1 Control: 

0,31 ± 0,01; NOTCH1 PGF2α 0,34 ± 0,02 p>0,05, NOTCH4 Control: 1,02 ± 0,06; 

NOTCH4 PGF2α 0,98 ± 0,03 p>0,05).(Figura 16). 

Coincidentemente con el resultado obtenido por PCR en tiempo real para el ligando DLL4 

a las 24 horas, el contenido proteico del mismo aumentó considerablemente (DLL4 

Control: 1,55 ± 0,32; DLL4 PGF2α 2,58 ± 0,23 *p<0,05). (Figura 16). 
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Figura 15: Niveles proteicos de NOTCH1, NOTCH4 Y DLL4 en CL, 4 horas luego de 

administración de PGF2α en el día 19 de preñez obtenidos por western blot.  

A) Panel superior: inmunoblot del NICD del receptor Notch1 en CLs aislados de ratas 

control y tratadas con PGF2α. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch1. Los niveles 

del NICD de Notch1 disminuyeron considerablemente a las 4 horas respecto al grupo 

control. Las barras representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=6; *p< 0,05).  

B) Panel superior: Inmunoblot del NICD del receptor Notch4 en CLs aislados de ratas 

control y tratadas con PGF2α. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch4. Se observó 

una disminución significativa en los niveles proteicos de este receptor a las 4 horas del 

tratamiento con PGF2α. Las barras representan la media ± ESM normalizado a GAPDH 

(n=6; *p< 0,05).  

C) Panel superior: inmunoblot del ligando DLL4 en CLs aislados de ratas control y tratadas 

con PGF2α. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido del ligando. Los niveles 

proteicos del ligando no varían a las 4 horas del tratamiento con PGF2α. Las barras 

representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=6; p> 0,05).  
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Figura 16 Niveles proteicos de NOTCH1, NOTCH4 Y DLL4 en CL, 24 horas luego de 

administración de PGF2α en el día 19 de preñez obtenidos por western blot.  

A) Panel superior: inmunoblot del NICD del receptor Notch1 en CLs aislados de ratas 

control y tratadas con PGF2α. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch1. Los niveles 

del NICD de Notch1 no variaron a las 24 horas respecto al grupo control  Las barras 

representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=6; p> 0,05).  

B) Panel superior: Inmunoblot del NICD del receptor Notch4 en CLs aislados de ratas 

control y tratadas con PGF2α. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch4. No se 

observó una disminución significativa a las 24 horas del tratamiento con PGF2α. Las barras 

representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=6; p> 0,05).  

C) Panel superior: inmunoblot del ligando DLL4 en CLs aislados de ratas control y tratadas 

con PGF2α. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido del ligando. Los niveles de 

DLL4 aumentaron significativamente a las 24 horas respecto al grupo control  Las barras 

representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=6; *p< 0,05). 



   pág. 135 
 

3. Efecto de la administración local de un inhibidor de la vía de Notch (DAPT) en 

ratas preñadas sobre:  

 

3.1. Los niveles luteales de los receptores Notch1 y Notch4 

Para inhibir la vía de señalización de Notch se administró un inhibidor de la enzima γ-

secretasa, DAPT que cataliza el clivaje final de Notch, dando como resultado la liberación 

del fragmento activo de (NICD). 

Las ratas recibieron una inyección intrabursa de 10µg de DAPT en ambos ovarios, los 

cuales fueron extraídos 24 horas después, procesados y analizados como se describió 

previamente. 

Se estudió mediante western blot el clivaje de Notch1 y Notch4 en CL de ratas preñadas 24 

horas luego de la administración del DAPT para verificar la capacidad de inhibir la vía de 

Notch. Los niveles proteicos del NICD de Notch1 disminuyeron significativamente luego 

de la administración del DAPT comparado con el grupo Control (Control: 1,01 ± 0,10; 

DAPT: 0,75 ± 0,05; p<0,05, n= 5-6 p<0,05) (Figura 17A). No obstante no se observaron 

diferencias significativas en los niveles proteicos del NICD de Notch4 luego del 

tratamiento con DAPT (Control: 2,04 ± 0, 06; DAPT: 1,82 ± 0,07; p>0,05, n= 5-6). (Figura 

17B). 
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Figura 17: Niveles del NICD de Notch1 (A) y Notch4 (B) a las 24 horas del 

tratamiento con DAPT 

A) Panel superior: Inmunoblot del NICD del receptor Notch1 en CLs aislados de ratas 

control y tratadas con DAPT. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch1. Los niveles 

del NICD de Notch1 disminuyeron significativamente luego del tratamiento con DAPT Las 

barras representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=5-6; *p< 0,05).  

B) Panel superior: Inmunoblot del NICD del receptor Notch4 en CLs aislados de ratas 

control y tratadas con DAPT. 

Panel inferior: cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch4. No se 

observó una disminución significativa luego del tratamiento con DAPT Las barras 

representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=5-6; p> 0,05).  
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3.2. La esteroidogénesis luteal 

Para evaluar si el bloqueo de la señalización de Notch con DAPT, podría alterar en forma 

directa la funcionalidad del CL de preñez, lo que traería como consecuencia una 

disminución en la síntesis de P4, se analizaron los niveles de esta hormona en el suero de 

ratas 24 horas luego de la inyección intraovárica del inhibidor.  

Como se observa en la figura 18 los niveles séricos de P4 fueron significativamente 

menores en el grupo tratado respecto al grupo control (Control: 78,99 ± 13,33 ng/ml; 

DAPT: 42,40± 8,34 ng/ml; *p<0,05, n= 5-6). 
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Figura 18: Niveles de P4 sérica  

La inyección local de DAPT a ratas preñadas en el día 19 de gestación disminuyó los 

niveles séricos de P4 a las 24 horas del tratamiento. Las barras representan la media ± ESM 

*p< 0,05 n= 5-6 
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3.3. La fragmentación nuclear del ADN  

El siguiente objetivo fue determinar si la administración local de DAPT tiene un efecto 

sobre la fragmentación nuclear en las células del CL.  

Se aisló el ADN de los CLs extraídos de las ratas tratadas con DAPT y del grupo Control y 

se midió la fragmentación apoptótica mediante una separación electroforética en geles de 

agarosa. Como se muestra en la figura 19, no se observaron diferencias entre ambos grupos 

(Control, 232,8 ±20,88; DAPT, 182,2 ± 18,47; p>0,05, n= 5-6). 
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Figura 19: Efecto in vivo de la administración de DAPT sobre la fragmentación de 

ADN en CLs aislados 

Panel superior: gel de agarosa representativo que muestra la fragmentación del ADN.  

Panel inferior: estimación cuantitativa del clivado del ADN. Se examinó el ADN de bajo 

peso molecular de cada gel para calcular la fragmentación del ADN. Las barras representan 

la media ± ESM p> 0,05 n= 5-6 
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3.4. La expresión de proteínas pro y anti-apoptóticas 

 

3.4.a. Niveles proteicos del fragmento activo de caspasa-3  

El análisis por western blot de caspasa-3 activa usando un anticuerpo específico, detectó un 

incremento significativo en los niveles del fragmento activo (peso molecular de 17 kDa) 

luego de la inyección de DAPT. (Control, 2,15 ±0,31; DAPT, 3,44 ± 0,35; p<0,05, n=5–6). 

(Figura 20). No se observaron diferencias significativas en los niveles de la pro caspasa-3.  

Mediante IHQ se estudió la expresión de caspasa-3 en cortes de ovario de ratas DAPT y 

Control. Se observó que las células luteales de las ratas tratadas presentaron marca más 

intensa que el grupo Control. Además, dicha marca fue localizada en los núcleos de las 

células luteales de los cortes del grupo DAPT, coincidiendo con el hecho que caspasa-3 una 

vez activada se transloca al núcleo [244]. (Figura 21A y B). 
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Figura 20: Efecto del tratamiento con DAPT sobre el contenido del fragmento activo 

p17 de la caspasa-3 

Panel superior: Inmunoblot representativo del contenido de la proteína caspasa-3 en CLs 

provenientes de ovarios control y tratados con DAPT. 

Panel inferior: Cuantificación densitométrica del contenido luteal del fragmento p17 de la 

caspasa-3. Los datos se muestran como la media ± ESM normalizados a GAPDH. * 

p<0,05; n=5-6. 

 

Figura 21: Inmunohistoquímica de caspasa-3 en ovarios control y tratados con DAPT. 

Fotografías de un corte de ovario control (A) y tratado (B) con DAPT donde se observa un 

aumento de la inmunomarcación para esta proteína.  
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Inserto en B: control negativo en ausencia del anticuerpo primario. Las flechas indican 

presencia de marcación positiva en los núcleos. E: células endoteliales, LC: células luteales. 

La barra negra corresponde a 20 µm en ambas fotografías. 
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3.4.b. Niveles proteicos de BAX y BCL2 

Se estudiaron además algunos de los mecanismos involucrados en el aumento de la 

apoptosis en células luteales tras la administración del DAPT.  

Para ello, se determinaron mediante western blot los niveles de la proteína proapoptótica 

BAX y de la antiapoptótica BCL2, ambas involucradas en la apoptosis del ovario 

[245;246]. 

La inyección de DAPT a ratas preñadas en el día 19 de la gestación incrementó 

significativamente la expresión de BAX (Control, 1,20 ±0,08; DAPT, 1,86 ± 0,20; p<0,05, 

n=5–6) y disminuyó considerablemente los niveles de BCL2 (Control, 1,70 ±0,11; DAPT, 

1,05 ± 0,17; p<0,05, n=5–6) relativos al grupo control (Figura 22). 

Consecuentemente la relación BAX: BCL2 se vio significativamente aumentada en los CL 

obtenidos del grupo DAPT p<0,05. (Figura 22). 
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Figura 22: Efecto del tratamiento con un inhibidor de γ-secretasa DAPT sobre el 

contenido de las proteínas pro apoptótica BAX y antiapoptótica BCL2 en CL de ratas 

preñadas. 

A: Panel superior: inmunoblot representativo del contenido de la proteína proapoptótica 

BAX en CLs provenientes de ovarios control y tratados con DAPT. 

Panel inferior: Cuantificación densitométrica del contenido luteal de BAX. Los datos se 

muestran como la media ± ESM normalizados a GAPDH. * p<0,05; n=5-6. 

B: Panel superior: inmunoblot representativo del contenido de la proteína antiapoptótica 

BCL2 en CLs provenientes de ovarios control y tratados con DAPT. 

Panel inferior: Cuantificación densitométrica del contenido luteal de BCL2. Los datos se 

muestran como la media ± ESM normalizados a GAPDH. * p<0,05; n=5-6. 

C: Relación BAX: BCL2 en CLs de ratas control y tratadas con DAPT. *p<0,05; n=5-6. 
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4. Efecto in vitro de la inhibición de la síntesis de P4 luteal y de la vía de Notch en 

cultivo de CLs sobre: 

 

4.1. La esteroidogénesis luteal 

Primeramente se evaluó la funcionalidad luteal midiendo los niveles de P4 en los medios 

condicionados mediante la técnica de RIA, para verificar si la dosis de los inhibidores 

utilizada in vitro era eficiente en el bloqueo de la síntesis de P4. 

Se cultivaron CL de preñez aislados en presencia de aminoglutetimida (AG) (inhibidor del 

citocromo P450scc 0,15 mM), DAPT (inhibidor de la γ-secretasa 20µM) y de ambos 

inhibidores juntos (AG 0,15 mM + DAPT 20µM). 

El tratamiento con AG disminuyó considerablemente el contenido de P4 en el medio de 

cultivo respecto al grupo control (C). Además el tratamiento in vitro con DAPT disminuyó 

el contenido de P4 luteal, hecho que corrobora lo observado anteriormente en el modelo in 

vivo. 

El cultivo de CL en presencia de ambos inhibidores no potenció el efecto individual de 

cada uno de ellos. Los resultados se expresan en veces de cambio respecto al control. (C, 

1,00 ± 0,00; AG 0,29 ± 0,07; DAPT, 0,54 ± 0,13; AG+DAPT 0,31 ± 0,11) p<0,001. (Figura 

23). 
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Figura 23: Niveles de P4 en los medios condicionados 

Los CL fueron cultivados con o sin (control) AG (0,15 mM) y DAPT (20µM) Los valores 

de P4 de cada tratamiento fueron relativizados al valor de P4 del pocillo control (C) de cada 

rata para evitar variaciones por diferencias individuales de cada animal.  

Los valores se expresaron como la media ± ESM. Las letras distintas corresponden a 

diferencias significativas entre los valores: a versus b = p<0,001. 
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4.2. Los niveles proteicos de los NICD de Notch1, Notch4 y del factor de transcripción 

Hes1 

Para inhibir la síntesis de P4 se cultivaron CLs aislados de preñez en presencia de AG, 

DAPT, y ambos inhibidores juntos durante 4 horas y se midió mediante Western Blot el 

contenido proteico del NICD de los receptores Notch1 y 4. El tratamiento de los CL con 

AG disminuyó significativamente el contenido proteico del NICD de Notch1 respecto al 

grupo control. Cuando los CL fueron incubados en presencia de DAPT, los niveles del 

NICD de Notch1 decrecieron considerablemente, efecto que fue visto anteriormente con la 

inhibición de la vía de Notch in vivo. No obstante el uso de ambos inhibidores juntos no 

potenció los efectos individuales de cada uno de ellos (C, 1,00 ± 0,00; AG 0,59 ± 0,14; 

DAPT, 0,48 ± 0,12; AG+DAPT 0,66 ± 0,06) p<0,05. (Figura 24A). No se evidenciaron 

diferencias ni para el NICD de Notch4 ni para Hes1 con ninguno de los tratamientos. 

(Figura 24B y 25). 
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Figura 24: Efecto de la inhibición de la síntesis de P4 sobre los niveles proteicos del 

NICD de Notch1 y Notch4  

Los CLs fueron cultivados en presencia de AG (0,15 mM), DAPT (20µM) y de ambos 

inhibidores juntos.  

A) Panel superior: Cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch1. Los 

niveles del NICD de Notch1 disminuyeron significativamente luego del tratamiento con 

AG, DAPT y ambos inhibidores juntos respecto al grupo control. Las barras representan la 

media ± ESM normalizado a GAPDH, las letras distintas corresponden a diferencias 

significativas entre los valores (n=5; p< 0,05).  

Panel inferior: Inmunoblot del NICD del receptor Notch1 de CLs in vitro en presencia de 

los inhibidores. 

B) Panel superior: Cuantificación densitométrica del contenido de NICD de Notch4. No se 

observaron diferencias entre el grupo control (C) y con los inhibidores (AG, DAPT y 

AG+DAPT Las barras representan la media ± ESM normalizado a GAPDH (n=5-6; p> 

0,05).  

Panel inferior: Inmunoblot del NICD del receptor Notch4 en CLs cultivados in vitro en 

presencia de los inhibidores. 
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Figura 25: Efecto de la inhibición de la síntesis de P4 y de la vía de Notch sobre los 

niveles proteicos del factor de transcripción Hes1. 

Panel superior: Cuantificación densitométrica del contenido Hes1. Las barras representan la 

media ± ESM normalizado a GAPDH (n=5; *p>0,05).  

Panel inferior: Inmunoblot de Hes1 de CLs in vitro en presencia de los inhibidores. 
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4.3. Los niveles proteicos de ERK y AKT fosforilados 

Para inhibir la síntesis de P4 se cultivaron CLs aislados de preñez en presencia de AG, 

DAPT y ambos inhibidores juntos durante 4 horas. Se midió mediante WESTERN BLOT 

el contenido proteico de pAKT y pERK relativos a las formas no fosforiladas de dichas 

proteínas.  

La fosforilación de ERK fue disminuida con al agregado de AG al medio de cultivo, sin 

embargo el tratamiento de los CLs con DAPT no tuvo el mismo efecto. (Figura 26A) 

Con respecto a la fosforilación de AKT (usando un anticuerpo monoclonal que reconoce el 

sitio de fosforilación de AKT en la serina 473) el tratamiento tanto con AG como con 

DAPT disminuyó significativamente el grado de fosforilación de esta proteína. (Figura 

26B)  
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Figura 26: Efecto de la inhibición de la síntesis de P4 y de la vía de Notch sobre los 

niveles de pAKT y pERK1/2. 

Los CL fueron cultivados en presencia de AG (0,15 mM), DAPT (20µM) y de ambos 

inhibidores juntos  

A) Panel superior: Cuantificación densitométrica del contenido de pERK/ERK. Los niveles 

disminuyeron significativamente luego del tratamiento con AG y ambos inhibidores juntos, 

pero no se evidenciaron cambios con el agregado de DAPT solo respecto al control. El 

agregado de ambos inhibidores tuvo un efecto similar a AG solo. Las barras representan la 

media ± ESM, las letras distintas corresponden a diferencias significativas entre los valores 

(n=5; p< 0,05).  

Panel inferior: Inmunoblot de pERK/ERK de CLs in vitro en presencia de los inhibidores. 

B) Panel superior: Cuantificación densitométrica del contenido de pAKT/AKT. Los niveles 

disminuyeron significativamente luego del tratamiento con AG, DAPT y ambos inhibidores 

juntos respecto al grupo control. Las barras representan la media ± ESM, las letras distintas 

corresponden a diferencias significativas entre los valores (n=5; p< 0,05).  

Panel inferior: Inmunoblot de pAKT/AKT de CLs in vitro en presencia de los inhibidores. 
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Discusión 
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1. Rol de S1P en el CL de preñez 

En la preñez de la rata el CL debe ser mantenido funcional hasta poco antes del parto. Un 

estricto control de la secreción y acción de las hormonas ováricas es fundamental para el 

éxito de la misma. La concentración plasmática de P4 alcanza un máximo alrededor del día 

16 de gestación y cae precipitadamente antes del parto, siendo este evento indispensable 

para que ocurra el nacimiento de las crías. En esta primera parte de la tesis decidimos 

estudiar el efecto de la administración local de S1P previo a una dosis de la hormona 

luteolítica PFG2α sobre la funcionalidad y la apoptosis del CL de preñez. 

En el CL de preñez la muerte celular por apoptosis alcanza valores máximos hacia los días 

3-4 pos parto [247-249]. Los niveles de expresión de efectores de muerte celular como el 

TNF-α, Fas L [250;251] y las actividades de las caspasas iniciadoras -2, -7, -9 y efectora -3 

[94;139] son sustancialmente elevadas antes del parto observándose luego una ligera 

disminución en el posparto (día 1 a 3) en ratas.  

En la presente tesis se demostró que la actividad de las caspasas-2, -3 y -8 fueron 

significativamente mayores 4 horas después de la administración de la PGF2α, sin embargo 

la caspasa-9 se mostró sin cambios. Si bien varios estudios demuestran la presencia de 

componentes de la vía extrínseca en las células luteales [140;162;251;252], hay estudios 

que apoyan la participación de la vía intrínseca en la muerte celular luteínica [253;254]. La 

caspasa-2 puede ser el punto de unión entre ambas vías de la apoptosis a través del clivaje 

de uno de los miembros de la familia Bcl-2; BID [255]. Yadav y col. (2005) demostraron 

que la administración local a ratas pseudopreñadas de inhibidores específicos de caspasas, 

corriente abajo de la vía de señalización intrínseca y extrínseca de la apoptosis, produce una 

mayor activación de la vía extrínseca de señalización en la mediación de la apoptosis en el 

tejido luteal luego del tratamiento con PGF2α [140]. 

La dinámica observada en la actividad de las caspasas estudiadas puede ser debida al 

tiempo, a la dosis de PGF2α o a la administración de la misma, dada la naturaleza pulsátil 

de la secreción de esta hormona. Por lo tanto, la regresión luteal fisiológica puede implicar 

la cooperación de ambas vías extrínseca e intrínseca de la apoptosis.  

S1P es un esfingolípido bioactivo formado a partir de la esfingosina por la enzima 

esfingosina quinasa. S1P está implicado en muchos procesos biológicos y es conocido por 
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ser un agente antiapoptótico [256-258]. La ceramida se puede metabolizar a S1P y, en 

algunos tipos celulares, el equilibrio dinámico del S1P y la ceramida, actúa como un 

“reóstato celular” el cual determina el destino celular [257]. Otros trabajos demostraron que 

S1P es capaz de inhibir la activación de las caspasas efectoras (caspasa-3, -6 y -7) en 

células humanas de leucemia, contrarrestando la liberación de proteínas mitocondriales 

(citocromo c, Smac/DIABLO) inducida por diferentes factores entre los que se encuentran: 

el anticuerpo monoclonal de Fas, la deprivación de suero, o la administración de ceramida 

exógena [259].  

En nuestro modelo experimental, el tratamiento local con S1P en ratas preñadas en el día 19 

de la gestación 2 horas antes de la PGF2α pudo revertir, al menos en parte, el aumento en la 

actividad de las caspasas-2, -3 y -8 inducido por PGF2α, tendiendo a proteger al CL de la 

acción de estas caspasas. El número de células apoptóticas aumentó significativamente 

luego de la administración de PGF2α llegando a un porcentaje máximo de alrededor del 

3%. Si bien este número parece ser bajo, se encuentra dentro de los parámetros encontrados 

en la literatura, donde en el CL de preñez luego del parto (día 3 o 4 posparto) el número de 

células apoptóticas reactivas a TUNEL oscilaron entre un 0,5% [94;249] y un 5% [139].  

De forma coincidente con el resultado obtenido en la actividad de las caspasas, la 

administración local de S1P disminuyó de forma significativa el porcentaje de células 

apoptóticas inducido por PGF2α.  

Teniendo en cuenta estos datos y los trabajos que indican la presencia de muerte celular por 

autofagia (muerte celular no apoptótica) durante la regresión luteal en monos y humanos, 

no podemos descartar que otro tipo de muerte celular esté involucrada en este proceso en 

ratas. Recientemente Choi y col. (2011) demostraron en ratas pseudopreñadas que la 

autofagia celular está directamente involucrada en la regresión del CL. Esta se correlaciona 

con un aumento en la apoptosis dada por la acumulación de autofagosomas, que inducen 

muerte celular mediada por un aumento en la relación de BAX/BCL2, seguido esto por la 

activación de las caspasas [260].  

De manera inesperada el tratamiento con PGF2α en el día 19 de gestación casi neutralizó la 

expresión luteal de TNF-α a las 4 horas de la inyección. En cambio la administración de 

S1P incrementó su expresión. Como se mencionó en la introducción, si bien el TNF-α es 
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conocido por sus efectos en la luteólisis, hay evidencias que sugieren que el aumento en las 

concentraciones de TNF-α promueve también la supervivencia luteal [154;155]. Este 

resultado difiere de los obtenidos por Henkes y col. (2008) donde el tratamiento con PGF2α 

produce un aumento significativo de TNF-α durante la regresión del CL en ratonas 

pseudopreñadas [163]. Estas diferencias pueden deberse a los distintos modelos 

experimentales o a los protocolos de inyección de la PGF2α. 

Es importante tener en cuenta que la unión de TNF-α a su receptor puede desencadenar 

supervivencia celular mediada por la activación del factor nuclear kappa B (NF-kB) [261-

263]. Asimismo S1P puede estimular varios factores de transcripción que han sido 

implicados en la regulación del crecimiento celular y la protección contra la apoptosis 

[264]. Además, puede haber una estrecha relación entre el TNF-α y los receptores de S1P 

[258]. En consecuencia, en nuestro modelo de luteólisis inducida por PGF2α en ratas 

preñadas, S1P puede estimular su propia síntesis y la supervivencia celular por la 

estimulación de la expresión de TNF-α, y la posible activación de NF-kB. Como se explicó 

ampliamente en la introducción, TNF-α se expresa sobre todo en los monocitos y 

macrófagos, pero también se encuentra en el las células endoteliales del CL [265;266]. 

Curiosamente, las células inmunes, así como las citoquinas producidas por ellas, 

desempeñan un papel fundamental en la regulación de la funcionalidad del CL en roedores, 

bovinos y primates [164;267;268].  

S1P desempeña un rol clave como segundo mensajero. La estimulación de diferentes 

receptores de la membrana plasmática, como por ejemplo el receptor del factor crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF-R) y el receptor de TNF-α (TNFR) desencadenan la rápida 

producción de S1P través de la activación SphK. Por otra parte, en un modelo de artritis 

reumatoidea, ratones que recibieron RNA de interferencia (siRNA) de SphK1 redujeron 

significativamente los niveles séricos de citoquinas pro-inflamatorias entre las que se 

encuentra TNF-α [269]. 

Alvarez y col. (2010) concluyeron que S1P actúa como cofactor para TRAF2 (factor 

asociado al receptor de TNF2). Estos resultados también ponen en relieve el rol clave de 

SphK1 y su producto S1P, en la señalización de TNF-α y en la vía de activación canónica 

de NF-kB importante en procesos inflamatorios, anti-apoptóticos, e inmunes [270]. 
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Akt es uno de los principales blancos de la PI3K. Cuando el dominio homólogo a 

pleckstrina (PH) de Akt interacciona con [PI(3,4,)P2] o PI(3,4,5,)P3, Akt se transloca del 

citoplasma a la superficie interna de la membrana plasmática donde es fosforilada y en 

consecuencia, activada [271]. Akt regula una amplia gama de sustratos para modular la 

utilización de las reservas de energía celular, regular la transcripción, e inhibir la actividad 

de las proteínas pro-apoptóticas [272]. La idea de que la señalización PI3K contribuye al 

mantenimiento de la función luteal se basa en un trabajo que muestra que la pérdida ovario 

específica (knockout condicionados) de la enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-

fosfatasa (PTEN) resulta en un aumento en la fertilidad de las ratonas y en ovarios 

aumentados de tamaño que contienen CLs con una mayor vida útil [272;273]. 

En este capítulo investigamos si PGF2α ejerce su acción luteolítica y promueve la apoptosis 

regulando esta vía. El tratamiento con PGF2α en el día 19 de la gestación disminuyó 

significativamente los niveles de la forma fosforilada de AKT en Serina 473, resultado que 

coincide con lo publicado posteriormente por Arvisais y col. (2010) donde el tratamiento in 

vivo a vacas con PGF2α disminuyó la fosforilación luteal de AKT tanto en Serina 473 

como en Treonina 308 [272]. La administración de S1P 2 horas antes de la PGF2α revirtió 

de manera efectiva este efecto. Estos resultados sugieren que la vía de señalización de 

PI3K/Akt es inhibida por PGF2α en el CL de ratas preñadas y que S1P fue capaz de 

restablecer la señalización de PI3K/Akt, resultado que coincide con lo observado en 

hepatocitos humanos, donde se demostró que la administración exógena de S1P fue capaz 

de activar Akt y rescatar a las células de la apoptosis [274]. 

Varios trabajos han demostrado la activación o la inhibición de distintos subgrupos de 

MAPKs en respuesta a gonadotrofinas o a PGF2α en células luteales de diferentes especies, 

tanto in vivo como in vitro, sugiriendo que las MAPKs regulan la función del CL [275]. 

El S1P administrado localmente previo a la PGF2α aumentó los niveles de fosforilación de 

ERK1/2. Además, en el grupo tratado sólo con PGF2α, se observó una tendencia a 

aumentar la fosforilación de esta proteína respecto al control. 

Tai y col. (2001) demostraron que la vía de MAPK media el efecto inhibitorio de la PGF2α 

sobre la producción de P4 inducida por hCG en células granulosa-luteínicas humanas 

(hGLCs). Estas observaciones apoyan la idea de que una gran variedad de ligandos, 



   pág. 157 
 

incluyendo a hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento, son capaces de 

activar MAPK y que las células pueden contener varias cascadas de señalización de 

MAPKs reguladas de manera independiente. La activación de la vía de señalización de 

MAPK en hGLCs se debe a la unión de la PGF2α a su receptor (acoplado a la proteína Gq) 

que posteriormente lleva la activación de PLC, PKC, Raf/MAPK. Además, en este tipo 

celular, la inhibición de MAPK invierte el efecto de la PGF2α sobre la producción de P4 

sugiriendo que la cascada de MAPK es una parte integral de la transducción de señales de 

PGF2α [276]. Los cambios rápidos en los eventos de fosforilación se encuentran entre los 

primeros sucesos que median la regresión del CL inducida por PGF2α [272]. 

A su vez en células de músculo liso de ratas (VSMCs) S1P estimula la fosforilación de 

p42/p44 MAPK y Akt, además, dicha fosforilación se atenúa por los inhibidores de ambas 

vías [277]. 

La ME permite la visualización de las modificaciones ultra estructurales finas que 

acompañan la muerte celular, incluyendo los espacios en la membrana plasmática y/o en la 

membrana mitocondrial externa, tumefacción mitocondrial y las primeras fases de 

condensación de la cromatina (que más tarde se hacen visibles al microscopio óptico) 

[278]. Mediante esta técnica investigamos si los parámetros ultra estructurales del CL 

fueron alterados por la administración sistémica de PGF2α o el tratamiento localizado con 

S1P. El análisis por ME, reveló que la mayoría de las células en el día 19 de la gestación 

presentaron núcleos normales, abundantes gotas lipídicas y pocos indicios de muerte 

celular. Como era de esperar, PGF2α incrementó las células luteales con avanzados signos 

de la apoptosis (es decir, que contienen fragmentación nuclear, condensación de la 

cromatina, o cuerpos apoptóticos) a las 36 horas de la inyección. Este procedimiento fue 

realizado también a las 4 horas pero no se observaron las modificaciones ultra estructurales 

vistas a las 36 horas. El tratamiento con S1P, fue capaz de proteger a las células del CL de 

las modificaciones morfológicas vistas en el grupo tratado sólo con PGF2α y la mayoría de 

las células presentaron núcleos saludables. En el momento de examinar los cortes por ME 

nos centramos en la búsqueda de cambios apoptóticos, por lo tanto no fueron tenidas en 

cuenta características celulares de otro tipo de muerte celular. La marcada aparición de 

vacuolas citoplasmáticas en el CL de la preñez (CLP) en regresión sugiere la posible 

participación de autofagia, una forma diferente de la muerte celular [279] que puede 
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contribuir a la involución del CL. Las gotas de lípidos se acumulan en los CL 

esteroidogenicamente inactivos de ratas [280] y yeguas [281]. La regresión de las células 

esteroidogénicas puede experimentar un metabolismo anormal de lípidos, incluyendo al 

colesterol y a los fosfolípidos de membrana. 

Al examinar los cortes, encontramos un aumento en la densidad vascular en el grupo 

tratado con S1P. Es importante señalar que además de los efectos antiapoptóticos, S1P es 

también un potente factor angiogénico comparable al FGF-2 y al VEGF en la promoción 

del crecimiento de los vasos. S1P actúa sinérgicamente con los factores mencionados y 

promueve el desarrollo de redes vasculares in vivo [192;282;283]. Tanto el tono del flujo 

sanguíneo luteal como el grado de vascularización, se correlacionan positivamente con la 

actividad esteroidogénica en el CL de preñez [284]. Estudios en CL de bovinos, en los que 

los análisis morfométricos son más fáciles de aplicar, demostraron que la PGF2α induce 

disminución en el volumen de CL correlacionado con una disminución del flujo sanguíneo 

luteal [285]. 

Para corroborar lo observado por ME decidimos realizar una IHQ utilizando un marcador 

específico de células endoteliales en cortes de ovarios de los diferentes grupos. El 

tratamiento con PGF2α disminuyó la expresión de la proteína PECAM-1 en CL, 

asociándose dicho resultado a una disminución en el área vascular. 

Es sabido que la supervivencia de las células luteales depende de una red capilar que se 

encuentre en pleno funcionamiento. Como se mencionó anteriormente, uno de los factores 

más importantes que regulan la formación de nuevos capilares, la supervivencia y la 

permeabilidad del endotelio es el VEGF. En trabajos en CL bovino se demostró que VEGF 

disminuye a los 30 min y el ARNm de VEGF comienza a disminuir a las 12 horas de la 

administración de PGF2α. Esta rápida disminución del VEGF es causada por el efecto 

agudo de la PGF2α sobre las células endoteliales [286]. Estas observaciones podrían 

explicar nuestras observaciones.  

El tratamiento con S1P no solo fue capaz de prevenir la disminución en el área de células 

endoteliales, sino que además se vio aumentada como se observa en las fotografías de la 

inmunomarcación de PECAM-1, sugiriendo que la supervivencia de las células endoteliales 

puede ser una de las consecuencias del tratamiento con S1P, esto se apoya en el hecho que 
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los receptores de S1P se expresan en las células del endotelio vascular [190;287-289]. Por 

lo tanto, el bloqueo de la luteólisis por S1P puede ser debido a la estimulación de la 

angiogénesis, inhibición de la apoptosis luteal, o una combinación de ambos. Se necesitan 

más estudios para dilucidar la relevancia de los cambios observados en el vasculatura del 

CL después del tratamiento con S1P. 

Las mediciones del contenido de P4 luteal refleja los cambios ultra estructurales observados 

por ME, dado que la administración de PGF2α a ratas preñadas disminuyó rápidamente el 

contenido de P4 luteal. El tratamiento con S1P pudo recuperar la capacidad esteroidogénica 

del CL sólo a las 36 horas del tratamiento. A su vez, se sabe que la disminución de la 

capacidad celular para producir P4, es capaz de inducir muerte en células luteales [290]. En 

vista de los resultados obtenidos podemos decir que la luteólisis funcional comienza 

después de 4 horas de la administración de la PGF2α, involucrando cambios en la actividad 

esteroidogénica que solo puede ser revertido luego de una exposición prolongada al S1P. 

En resumen, los resultados presentados demuestran, por primera vez, que la administración 

local de S1P bloquea con eficacia la acción luteolítica de PGF2α en ratas preñadas 

mediante la disminución de la actividad de las caspasas -2, -3 y -8, el aumento de las 

formas fosforiladas de AKT y ERK, el incremento en los niveles de TNF-α y en el área 

vascular. 
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2. Rol de la vía de señalización de Notch en el CL 

La segunda parte de esta tesis fue diseñada para estudiar si la vía de señalización de Notch 

desempeña un rol clave en el CL de preñez y en la luteólisis en ratas preñadas. 

Anteriormente, Johnson y col. (2001) describieron la localización por IHQ de los receptores 

NOTCH2 y 3 y el ligando JAG2 en las células de la granulosa durante el desarrollo 

folicular en ovarios de ratón, sugiriendo que la vía de señalización de Notch está implicada 

en la regulación de la foliculogénesis [238]. Además, la supresión de la señalización de 

Notch por inhibidores de la γ-secretasa en el ovario de ratón neonatal disminuyó la 

formación de folículos primordiales [239]. Los patrones de expresión de NOTCH1, 

NOTCH4 y JAG1 también se caracterizaron durante la foliculogénesis y la formación del 

CL en ovarios de ratón, demostrando que se expresan en los vasos sanguíneos del ovario; 

en las células endoteliales y en células asociadas a la vasculatura [291].  

Por análisis inmunohistoquímico en esta tesis se demostró que DLL4 se localiza en la 

membrana citoplasmática de las células luteales, presentando también marca difusa en el 

citoplasma. Los receptores Notch1 y 4 mostraron localización en el citoplasma y en el 

núcleo de las células luteales, probablemente como resultado de la activación in situ del 

sistema Notch, coincidiendo con el hecho que cuando esta vía se activa, el dominio 

intracelular de Notch (NICD) se transloca al núcleo donde regula la transcripción de genes 

blanco. 

Ambos receptores y el ligando se localizaron igualmente en los vasos sanguíneos del CL. 

Por tanto describimos por primera vez la localización de los receptores NOTCH1 y 4 y el 

ligando DLL4 en el ovario de ratas gestantes.  

Inmediatamente decidimos evaluar la expresión de los mismos a lo largo de la gestación y 

el posparto del CL de ratas. Si bien se observó una tendencia a incrementar la expresión de 

los ARNm en la mitad de la gestación y a disminuir en el posparto, sólo se encontró 

diferencia significativa en los niveles de Notch4 en el posparto. Sugiriendo que los 

componentes de la vía de Notch acompañan el desarrollo funcional del CL durante la 

preñez. Para determinar si la expresión de miembros de la familia Notch cambia durante la 

luteólisis inducida, estudiamos la expresión del ARNm y los niveles proteicos del NICD de 

Notch1, 4 y Dll4 en CLs aislados a las 4 y 24 horas de la administración de PGF2α. La 
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expresión del ARNm del ligando Dll4 y los receptores Notch1 y 4 disminuyeron 

significativamente a las 4 horas de la administración de PGF2α. No obstante, 24 horas 

después, la disminución de los ARNm fue revertida, observándose un aumento del 

mensajero de Dll4 en el grupo tratado con PGF2α.  

En forma semejante a los resultados obtenidos por PCR en tiempo real, los niveles 

proteicos de los NICD de los receptores también disminuyeron a las 4 horas, no 

detectándose diferencias para el ligando DLL4. De forma semejante al ARNm a las 24 

horas, el contenido proteico del ligando DLL4 aumentó considerablemente, no 

evidenciándose diferencias en el contenido proteico de los receptores. 

Esta diferencia de tiempo podría ser explicada par la principal vía de señalización de 

PGF2α, que al interactuar con su receptor activa la vía de PKC que es un mecanismo de 

transducción rápido [45]. Por lo tanto, el cambio transitorio en la expresión de Dll4/Notch 

puede estar relacionado con la señalización aguda de PGF2α en el inicio de los eventos 

luteolíticos. Po otra parte, el aumento en la expresión del ligando Dll4 a las 24 horas puede 

vincularse a un intento de compensar la señalización y contrarrestar el efecto luteolítico de 

la PGF2α ya desencadenado. 

Además, investigamos si Notch tiene un efecto directo sobre la supervivencia de las células 

luteales. Con este propósito, se inyectó a ratas preñadas en el día 19 un inhibidor de la 

enzima γ-secretasa, DAPT en ambos ovarios. Como se mencionó en la introducción este 

compuesto es ampliamente utilizado para inhibir la señalización de Notch una vez que el 

ligando se ha unido al receptor. Como primera medida, luego del tratamiento con el 

inhibidor, estudiamos el clivaje de los receptores NOTCH1 y 4, para verificar si la dosis 

suministrada y el tiempo empleado eran suficientes para inhibir Notch. Sólo los niveles 

proteicos del NICD de Notch1 disminuyeron significativamente luego de la administración 

del DAPT. Este resultado sugiere que el receptor NOTCH1 es, de los miembros de la 

familia estudiados, el más relevante en el CL de preñez. 

La medición de P4 sérica o luteal se utiliza ampliamente como parámetro de funcionalidad 

del CL. En este trabajo se demostró que el inhibidor de la vía de Notch fue capaz de 

disminuir la P4 en el suero de ratas preñadas confirmando nuestra hipótesis sobre la acción 

directa de esta vía sobre la función luteal. 
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Numerosos trabajos han señalado que Notch puede suprimir la muerte celular por apoptosis 

en distintos tipos celulares [211;292;293]. Además, la activación de Notch previene la 

apoptosis en líneas celulares de cáncer de mama a través de la activación de la vía de 

PIK3/AKT [294]. Otro trabajo demostró que el tratamiento de células de insulinoma de 

ratón (MIN6) y de islotes pancreáticos humanos con DAPT lleva al aumento de caspasa-3 

y, por el contrario, la hiperactividad de la γ-secretasa protege de la apoptosis [236].  

En este modelo estudiamos la apoptosis en el CL luego del tratamiento con DAPT. Uno de 

los fenómenos más característicos de la apoptosis es la activación de endonucleasas que 

conduce a la fragmentación del ADN genómico. De la preparación del ADN de las células 

apoptóticas y la posterior separación por electroforesis en gel se obtiene un patrón de 

fragmentos de ADN oligonucleosomal llamado escalera del ADN más conocido como 

“ladder de ADN”, con medidas de aproximadamente 180 pb [295]. La corrida 

electroforética de ADN en geles de agarosa seguida de la tinción con BrEt es un método 

para discriminar entre la fragmentación apoptótica internucleosomal de ADN (“ladder”) y 

la necrosis celular, (degradación no específica del ADN que resulta en un "chorreado" de 

ADN degradado al azar). El objetivo fue determinar si la administración local de este 

inhibidor tiene un efecto sobre la fragmentación del ADN en las células del CL. 

Contrariamente a lo esperado, no observamos diferencias significativas entre el grupo 

control y el tratado con el inhibidor. A pesar del hecho de que esta técnica es menos 

propensa a falsos positivos que la técnica de TUNEL [278], concluímos que se necesitaría 

mayor porcentaje de células en apoptosis para poder detectar el “ladder” de ADN 

apoptótico.  

Seguido a esto decidimos estudiar el efecto del DAPT sobre la expresión de proteínas pro y 

anti-apoptóticas en el CL. Se detectó un incremento significativo en los niveles del 

fragmento activo de caspasa-3 sin diferencias en los niveles de la procaspasa. Además se 

estudió mediante IHQ la expresión de esta caspasa en cortes de ovario de ratas control y 

tratadas con DAPT. Se observó que las células luteales de las ratas tratadas presentaron 

marca más intensa que el control. Asimismo, dicha marca fue intensamente localizada en 

los núcleos de las células luteales del grupo DAPT coincidiendo con el hecho que caspasa-3 

luego de la activación se transloca al núcleo. Estos resultados se acompañaron por el 

incremento en la proteína proapoptótica BAX y una disminución en la proteína 
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antiapoptótica BCL2, consecuentemente la relación entre ambas se vio significativamente 

aumentada en los CL de ratas tratadas, posicionando al CL de preñez en un perfil 

apoptótico luego del tratamiento con el inhibidor, sugiriendo que la señalización de Notch 

cumple un importante rol en la supervivencia de las células luteales y el mantenimiento de 

la esteroidogénesis en el CL de preñez.  

En base a los resultados obtenidos y a los trabajos que señalan que las concentraciones de 

P4 en las células luteales protege contra la apoptosis del CL, mientras que la interrupción 

de la esteroidogénesis y la disminución de la capacidad de las células luteales para producir 

P4 pueden inducir la muerte celular [89;290], el siguiente paso fue estudiar si los cambios 

que observamos en la expresión luteal de los miembros de la familia Notch, luego de la 

administración de PGF2α, están mediados por la disminución de la P4 a nivel local.  

En el CL de rata en regresión, los niveles de P4 determinan el destino del CL. La P4 

disminuye la expresión de Fas, sugiriendo que P4 puede regular de forma autónoma la 

muerte celular fisiológica en el CL [89]. En otro trabajo se demostró que la LH, P4, y PGE2 

aumentan la expresión del ARNm y de la proteína de StAR, 3-βHSD y P450scc en células 

luteales bovinas [296].  

Nuestros resultados confirmaron que el tratamiento in vitro de CLs con AG, inhibidor de la 

síntesis de P4, disminuye considerablemente el contenido de P4 en el medio de cultivo. 

Observamos también que el tratamiento con DAPT produce una disminución significativa 

en el contenido de P4 luteal, fenómeno que reproduce los resultados obtenidos 

anteriormente en el modelo in vivo. Tanto AG como DAPT disminuyeron el contenido 

proteico del NICD de Notch1, no teniendo efecto ninguno de ellos sobre el NICD de 

Notch4 y el factor de transcripción HES1. Para comprender el rol de P4 en la vía de 

señalización de Notch se están llevando a cabo estos experimentos con el agregado de la 

hormona para corroborar si revierte el efecto de AG sobre los miembros de la familia Notch 

estudiados. 

En los CLs en cultivo, la fosforilación de ERK y AKT fue disminuida por el agregado de 

AG, sin embargo el cultivo de los CLs con DAPT únicamente disminuyó la fosforilación de 

AKT.  
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Se sabe que en células T, Notch1 induce la regulación positiva de la vía PI3K/AKT a través 

de HES1, a su vez este controla la expresión negativa de PTEN [297]. Por consiguiente 

nuestros resultados sugieren que en el CL de preñez, Notch podría estar regulando la 

viabilidad celular a través de AKT. 

Proponemos a la vía de señalización de Notch como componente clave en la regulación del 

CL, por lo tanto; la integridad de su señalización es necesaria para su correcto 

funcionamiento y sobrevida durante la preñez. Además de los efectos ya conocidos de la 

PGF2α sobre el CL, esta hormona actuaría también regulando la vía de señalización de 

Notch. Sugerimos asimismo la existencia de una interacción entre P4 y la vía de 

señalización de Notch involucrada en la funcionalidad del CL. 
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Resumen de los resultados 

obtenidos 
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Capítulo I: 

Efecto in vivo de la administración intraovárica de S1P previo a la inyección de una 

dosis luteolítica de PGF2α en ratas preñadas 

 

 El análisis del CL por ME al día 19 de preñez reveló que la mayoría de las células 

luteales presentaron aspecto saludable sin indicios de muerte celular. Como se 

esperaba, con la administración de PGF2α se evidenciaron células con avanzados 

signos de muerte celular por apoptosis, mientras que el tratamiento con S1P 

eficazmente previno dichos cambios, presentando, la mayoría de las células núcleos 

normales. También en este último grupo se vio un  aumento de la densidad vascular, 

resultado que se corrobora con la inmunomarcación para PECAM-1. 

 

 La administración de PGF2α en el día 19 de preñez, aumentó la actividad de las 

caspasas -8,-2 y -3 a las 4 horas. Sin embargo no se observó un aumento 

significativo en la actividad de caspasa-9. Sugiriendo que la vía extrínseca de la 

apoptosis estaría involucrada en la luteólisis inducida por PGF2α. 

 

 El tratamiento local con S1P dos horas antes de PGF2α pudo prevenir el incremento 

en la actividad de las caspasas -2, -8 y -3 inducido por PGF2α, observándose dicho 

efecto en el porcentaje de células apoptóticas que claramente es menor en el grupo 

tratado con S1P. 

 

 El contenido de P4 luteal disminuyó luego del tratamiento con PGF2α, y al igual 

que los resultados obtenidos por ME, el tratamiento previo con S1P fue capaz de 

prevenir dichos cambios solo 36 horas luego de la inyección de PGF2α. 

 

 Se sabe que las vías de PI3K/AKT y ERK están involucradas en la supervivencia 

celular y proliferación, los resultados sugieren que la administración de S1P previo 
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a la PGF2α fue capaz de activar ambas vías de transducción de señales, protegiendo 

a las células luteales de la acción luteolítica de la PGF2α. 

 

 El tratamiento con S1P aumentó los niveles de TNF-α luteal. 

 

Capítulo II 

Expresión de miembros de la familia Notch en ovarios de ratas preñadas 

 

 El análisis inmunohistoquímico reveló que DLL4 se localiza en la membrana 

citoplasmática de las células luteales, presentando también marca difusa en el 

citoplasma. 

 

 Los receptores NOTCH1 y NOTCH4 mostraron localización en el citoplasma y en 

el núcleo de las células luteales, probablemente como resultado de la activación in 

situ del sistema Notch. 

 

 Si bien se observó una tendencia a incrementar la expresión de los ARNm en la 

mitad de la gestación y a disminuir en el posparto, sólo se encontró significancia 

entre los niveles del ARNm de Notch4 en el día 4 posparto (4pp) con respecto al día 

12 y 21 de gestación.  

 

Expresión de miembros de la familia Notch durante la luteólisis inducida por PGF2α 

 

 La administración de PGF2α a ratas preñadas regula los niveles de algunos 

miembros de la familia Notch a tiempos cortos, observándose luego una reversión 

de dicho efecto.  
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Efecto de la administración local de un inhibidor de la vía de Notch (DAPT) en ratas 

preñadas  

 

 La administración de DAPT bloqueó efectivamente el clivaje proteolítico de Notch1 

en CL de ratas preñadas. 

 

 El tratamiento con dicho inhibidor afectó la funcionalidad del CL de preñez, 

disminuyendo la P4 sérica en las ratas tratadas. 

 

 Se observó un aumento en el contenido luteal de la principal caspasa efectora, 3 y 

en la relación entre las proteínas (proapoptótica) BAX y (antiapoptótica) BCL2 en 

el grupo tratado con DAPT. 

 

Efecto in vitro de la inhibición de la síntesis de P4 luteal y de la vía de Notch en cultivo 

de CLs  

 

 El bloqueo de la síntesis de P4 a nivel luteal disminuyó, como esperábamos, la 

producción de P4 in vitro.  

 

 La inclusión de DAPT en el medio de cultivo, disminuyó el contenido de P4 en los 

medios condicionados. 

 

 La inhibición de la síntesis de P4 disminuyó el contenido proteico del NICD de 

Notch1 en CL, no así el de Notch4, sugiriendo que Notch1 es el principal miembro 

de esta familia involucrado en la funcionalidad del CL en ratas. 
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 El bloqueo de la síntesis de P4 disminuyó la fosforilación de ERK y AKT. El 

tratamiento de los CLs con DAPT sólo disminuyó la fosforilación de AKT. 
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Conclusión general 
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Con este trabajo, concluimos en el primer capítulo que la administración in vivo de S1P 

bloquea con eficacia la acción luteolítica de la PGF2α en ratas preñadas disminuyendo la 

actividad de las caspasas -2, -3 y -8, aumentando la fosforilación de AKT y ERK, 

incrementando los niveles de TNF-α y el área vascular. El estudio de agentes que rescaten 

al CL de la luteólisis como el S1P podría contribuir al desarrollo de terapias para el 

tratamiento de patologías reproductivas, como los trastornos relacionados con la secreción 

inadecuada de P4 por el CL: fase lútea inadecuada (LPD), CL persistente y como se 

mencionó en la introducción, el uso de S1P como terapia preventiva de los daños causados 

en el ovario por terapias antitumorales. En el segundo capítulo demostramos que NOTCH1, 

NOTCH4, y el ligando DLL4 se expresan en el CL de ratas preñadas y que la PGF2α 

disminuye su expresión. Además, la inhibición de NOTCH en CL de ratas preñadas 

disminuye los niveles circulantes de P4 y posiciona al CL de preñez en un perfil apoptótico. 

Estos resultados sostienen el rol de la señalización de Notch como promotor tanto de la 

viabilidad celular como de la esteroidogénesis del CL, e indican que la PGF2α podría 

actuar, reduciendo directamente la expresión de algunos miembros de este sistema en el CL 

y que además la disminución en la síntesis de P4 puede contribuir a la luteólisis reduciendo 

la expresión de NOTCH1 y la vía de AKT y ERK. 
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