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ROL DEL OXIDO NITRICO EN LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINA F2a Y PROGESTERONA

DURANTE LA LUTEOLISIS EN LA RATA

ALEJANDRA ESTEVEZ, ALICIA B. MOTTA, MARTHA FERNANDEZ de GIMENO
Centro de Estudios Farmacoldgicos y Botanicos (CEFYBO-CONICET) Buenos Aires, Argentina

Resumen En el cuerpo lGteo (CL), la prostaglandina F, (PGF, ) es un agente luteolitico. El 6xido nitrico (NO)
es una molécula mensajera capaz de regular diversos procesos patofisiolégicos, algunos de ellos
relacionados con el tracto reproductivo femenino. El objetivo del presente estudio fue investigar el rol del NO ovarico
en la produccion de PGF, y progesterona (Pg) durante la regresion del CL en la rata. Se utilizé para ello el mode-
lo de la rata pseudoprefiada, obteniéndose un cuerpo liteo funcional por 9 + 1 dias. Fueron inyectados en bursa
ovarica dos inhibidores competitivos de la 6xido nitrico sintasa (NOs), N®-monometil-L-arginina (L-NMMA, 1 mg/
kg); NY-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 3 mg/kg) asi como también un generador de NO como el nitroprusiato
sodico (SNP, 0.05 mg/kg). Los resultados obtenidos indican que el NO, producido en el ovario durante la fase
final del desarrollo del CL (dias 8 y 9), actuaria aumentando la produccién de PGF, ovarica y disminuyendo la
progesterona sérica desencadenando la regresion luteal. Se ha propuesto un mecanismo de feedback positivo
entre la PGF, y el NO hacia la fase final del desarrollo del CL, para asegurar la lutedlisis. Esto fue evaluado
mediante la medicion de la actividad de la NOs, luego de haber inyectado una dosis luteolitica de PGF, (3 pg/kg)
a ratas en estadio medio (dia 5) y tardio (dia 9) del desarrollo luteal. Los resultados confirmaron nuestra hipétesis;
no se observo un efecto en el estadio medio del desarrollo del CL, pero en la fase final se encontré un aumento
en la actividad de la enzima NOs en aquellos animales que habian recibido la dosis mencionada de PGF,,.

Abstract Role of nitric oxide in the synthesis of prostaglandin F2c. and progesterone during luteolysis
in the rat. In the corpus luteum (CL) prostaglandin F,, (PGF, ) is a luteolytic agent. Nitric oxide (NO) is a messenger
molecule capable of modulating diverse pathophysiological processes. Many of these functions are related with the
female reproductive tract. The aim of the present study was to investigate the role of ovarian NO in PGF, production
and in progesterone synthesis during CL regression in the rat. By means of the intrabursa (i.b.) ovarian sac treatment
of two competitive NO inhibitors, N®-monomethyl-L-arginine (L-NMMA; 1 mg/kg); N¥-Nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME, 3 mg/kg) and sodium nitroprusside (SNP, 0.05 mg/kg) as a NO generator we found that NO, produced by the
ovarian tissue during the last days (days 8 and 9) of CL development, acted by increasing PGF,, production in the
ovary and diminishing seric progesterone levels leading to CL involution. We also postulated a positive feedback
mechanism between PGF,, and NO, to ensure luteal regression. Thus, we injected intraperitoneally (i.p.) a luteolytic
dose (3 ug/kg) of a synthetic PGF,, during the mid and late phase of CL development. The ovarian activity was
evaluated. The results confirmed our hypothesis; we did not see any effect in mid-stage of CL development, while at
a late stage enhancement of ovarian NOs activity was observed in PGF, -inyected animals.

Key words: corpus luteum, luteolysis, nitric oxide, prostaglandins, rat.

El ovario es un 6rgano endocrino complejo que sufre
profundos cambios estructurales y funcionales a lo largo
del ciclo reproductivo.

El 6xido nitrico (NO) ha surgido como un importante
mensajero intercelular e intracelular controlando nume-
rosos procesos fisiologicos. A partir de L-arginina se
obtiene NO por la accién de la 6xido nitrico sintasa (NOs),
encontrandose multiples isoformas de esta enzima. Al-
gunos efectos del NO se ejercen via la activacion de una
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guanilato ciclasa soluble y la consecuente produccion de
GMPc2. Sin embargo, se ha encontrado también una di-
recta activacion sobre enzimas conteniendo grupos hemo
como la cicloxigenasa 1y 2. Recientemente, el ARN men-
sajero de la NOs fue encontrado en el ovario de rata 'y se
postul6 su intervencion en la ovulacion y la atresia como
agente antiesteroidogénico.

En un estudio previo sobre el mecanismo de regre-
sion del cuerpo luteo (CL), hemos reportado que la
ocitocina aumentaba la produccion de la prostaglandina
F,, (PGF, ) ovarica en la fase final del desarrollo del CL
en ratas pseudoprefiadas (psp)3. Esta accion fue media-
da por un aumento en la actividad de la NOs*. Hemos
encontrado también que el NO enddgeno aumentaba la
sintesis de PGF, sdlo durante la fase tardia del desarro-
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llo luteal en ratas psp®. Sobre la base de las observacio-
nes anteriores es que decidimos examinar la interven-
cion del sistema NO/NOs en la esteroidogénesis litea y
la produccion de PGF, ovarica en ratas durante la re-
gresion del CL.

Se trabajoé con el modelo de la rata pseudoprefiada,
en el cual ratas inmaduras de la cepa Wistar fueron in-
yectadas con 15 Ul/rata de gonadotrofina de yegua pre-
flada (PMSG, Sigma) para inducir la formacién de un CL
gue permanecio funcional por 9 + 1 dias. Se considerd
como dia cero de psp, 48 horas post inyeccion. Se midie-
ron los niveles de progesterona sérica y PGF, ovarica
durante el desarrollo del CL, pudiéndose definir tres fa-
ses del desarrollo, a saber, temprana (dias 1y 2), media
(dia 5) y tardia (dias 8 y 9). En el dia 2 la concentracién
de progesterona era mayor que en el dia 1, pero fue ain
mas alta en el dia 5. Desde alli, los niveles hormonales
disminuyeron hasta el dia 9. En el dia 10 no mostro dife-
rencias significativas con el primer dia del desarrollo (p <
0.05).

Por otro lado, la PGF,_liberada al medio de incubacién
por ovarios durante la psp, aumentaba significativamente
con el desarrollo luteal, llegando a un maximo en el dia 9
de psp (p < 0.05).

Para estudiar el efecto del NO sobre la produccion de
progesterona y PGF, , ratas en la fase final del desarro-
llo del CL (dias 8 y 9) fueron inyectadas por separado,
intrabursa, con dos inhibidores competitivos de la NOs
como son Né-monometil-L-arginina (L-NMMA; 1 mg/kg)
y N¥*-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 3 mg/kg). Es-
tas eran las minimas dosis capaces de producir un efec-
to maximo en la inhibicion de la enzima y en la produc-
cion de PG. También se trabaj6 con un generador de NO
como el nitroprusiato sédico (SNP, 0.05 mg/kg). Las ra-
tas fueron sacrificadas a las cuatro horas del tratamien-
to, y se midieron los parametros antes mencionados. Los
resultados se observan en la Fig. 1. Tanto en el dia 8
como en el dia 9, la produccion de PGF, disminuyd
significativamente respecto a los controles, luego del tra-
tamiento con cada inhibidor. Este efecto fue revertido,
tanto en el dia 8 como en el 9, con la aplicacion de un
generador de NO observandose un aumento significati-
vo en la produccion de PGF, (Fig. 1, A) p < 0.05. Por el
contrario, los niveles de progesterona sérica, luego de la
aplicacion de los inhibidores, aumento significativamente.
Para confirmar que el efecto era debido al NO, se tratd
con el generador SNP encontrandose valores
significativamente menores que el control (Fig. 1, B) p
0.05.

Con el objetivo de evaluar la existencia de un meca-
nismo de feedback positivo entre la PGF,_y el NO, espe-
cifico de la fase final del desarrollo del CL, ratas en fase
media (dia 5) y tardia (dia 9) del desarrollo del CL, fue-
ron inyectadas con una dosis luteolitica de PGF,_ (3 pg/
kg) y a las dos horas se midi6 la actividad de la enzima
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Fig. 1.— Accion de los inhibidores de la NOs y un generador
de NO sobre los niveles de prostaglandina y progesterona
sérica. Produccion de PGF, ovérica (panel A) y Proges-
terona sérica (panel B) luego de la inyeccion intrabursa de
dos inhibidores de la NOs y un generador de NO. Ratas
en dias 8 y 9 de pseudoprefiez fueron inyectadas i.b. con
L-NAME (3 mg/kg), L-NMMA (1 mg/kg) o SNP (0.05 mg/
kg) y sacrificadas a las 4 horas. Se midi6 PGF, ovarica y
progesterona en suero mediante radioinmunoen-sayo usan-
do antisuero de conejo de Sigma Chemical Co (St. Louis).
Cada columna representa la media + ES de diez observa-
ciones de diferentes animales (n = 10) Test ANOVA, valo-
res de P (* P < 0.05) referidos al correspondiente control
de cada tratamiento.

NOs. Como se observa en la Fig. 2, durante la fase me-
dia del desarrollo el tratamiento con PGF,_ no tuvo efec-
to sobre la actividad de la enzima. Sin embargo, en la
fase final del desarrollo luteal (dia 9) el tejido ovérico pro-
veniente de animales inyectados con PGF, mostré un
aumento significativo (p < 0.05) en la actividad de la NOs.

Se ha reconocido que el sistema NO/NOs esta pre-
sente en el ovario de rata modulando muchos procesos
patofisioldgicos®. Actualmente hay evidencias del efecto
del NO sobre el proceso ovulatorio y la regulacion de la
funcién del CL" 8. Las prostaglandinas, producto del me-
tabolismo del &cido araquidénico, también se conside-
ran moléculas claves que actian como mensajeras en
procesos como la inflamacion, mitogénesis, vaso-cons-
triccién/dilatacién y ovulacion.

Una accion importante de las prostaglandinas en el
sistema reproductivo de mamiferos, es la participacion
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Fig. 2.— Efecto de una dosis luteolitica de prostaglandina F,,
sobre la actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa. Acti-
vidad de la enzima 6xido nitrico sintasa luego de la inyec-
cion intrabursa de una dosis luteolitica de PGF, a ratas
en dias 5 y 9 de pseudoprefiez. Se inyect6 una dosis
luteolitica de PGF, , 3 pg/kg, luego se extrajo el tejido
ovarico y se determiné actividad de la NOs a través de la
formacion de L-[14 C] citrulina a partir de L-[14 C] arginina,
como se describié previamente. Los valores representan
la media de diez observaciones + ES con * P 0.05 (Test
ANOVA, n = 10).

en la regresion del CL, donde PGF, es considerada un
agente luteolitico en muchas especies®. Sin embargo el
mecanismo exacto en el que PGF,  esta involucrado no
se conoce.

En el presente estudio se investigo el rol del NO du-
rante la regresion luteal y la posible correlacion con la
produccién de prostaglandinas y progesterona. Los ani-
males psp fueron inyectados in vivo con dos inhibidores
competitivos de la NOs en la fase final del desarrollo del
CL. La produccion de PGF,  disminuyé mientras que la
progesterona sérica aumento aplicando un generador de
NO se obtuvieron los efectos inversos. Esto demuestra
que el sistema NO/NOs del ovario es responsable de
estas acciones.

Como la inyeccion de PGF, reduce los niveles de
progesterona, disminuyendo los niveles de proteina y
ARN mensajero de la enzima 3 beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa??, se puede asumir que los niveles
séricos de progesterona aumentan al disminuir los nive-
les de PGF, por accion de los inhibidores (L-NAME y L-
NMMA).

Este trabajo demuestra la existencia de un mecanis-
mo de feedback positivo, entre la PGF, y el NO so6lo
durante la regresion del CL. Esto contribuye con la re-
gresion celular, asegurando la continuidad del proceso
manteniendo altos niveles de PGF, .

El hecho de no haber observado esta retroalimenta-
cién positiva durante la fase media (dia 5) del CL podria
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deberse a que el CL se encontraria en un periodo refrac-
tario.

También consideramos que la exposicion del CL a
PGF,  resultaria en un influjo de células del sistema in-
mune que ejercen también un rol en el proceso luteolitico
a través de la liberacion de citokinas y sus propiedades
fagocitarias!'. Cabe sefialar que los macrofagos repre-
sentan una fuente importante de NO y podrian ser res-
ponsables del aumento de la sintesis de PGF, via la
activacion de la cicloxigenasa.

En conclusion, presentamos evidencias que sugieren
que el sistema NO/NOs participa en el mecanismo de
regresion luteal, aumentando la sintesis de PGF, e
inhibiendo la esteroidogénesis litea.
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