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RESUMEN

En la rata, el drea predptica-hipotaldmica anterior (POA-AHA) es la zona donde se localizan las neuronas GnRH vinculadas con la
ovulacidon. Esta drea del hipotalamo regula de manera asimétrica la ovulacién, lo que depende de la fase del ciclo estral. Previamente se
mostré que introducir una aguja de micro-inyeccién en POA-AHA en la fase de estro y diestro-1 bloquea la ovulacién en el dia del estro
esperado. Este efecto inhibitorio es asimétrico en la fase del estro y simétrico en diestro-1. En cambio, en las fases de diestro-2 y proestro este
procedimiento no afecta.

Con la finalidad de saber si dicha respuesta ocurre por alterar los mecanismos neuroendocrinos de POA-AHA o por afectar estructuras
dorsales en la trayectoria de la aguja, se decidié analizar cual o cuales estructuras o vias de conexién dorsales a POA-AHA estdn vinculadas con
la ovulacién.

Para lo cual, se utilizaron ratas hembras, adultas, ciclicas, de la cepa ClIZ-V, mantenidas en condiciones controladas de iluminacién
(luces encendidas de 05:00 a 19:00 h) con libre acceso al alimento y agua. En las fases de estro y diestro-1, grupos de nueve ratas, entre las
8:30 y 9:30 h, fueron anestesiadas, colocadas en un estereotdxico para introducir verticalmente una aguja de acero inoxidable a POA-AHA
izquierda o derecha. Los animales fueron sacrificados en la mafiana del estro esperado. En otros grupos de animales la aguja se introdujo hasta
el limite superior dorsal (tracto cortico-hipotaldmico-medial o la estria teminal parte hipotaldmica); estos grupos experimentales fueron
sacrificados de la misma manera que los grupos anteriores. Otros grupos experimentales fueron sacrificados cuando los animales presentaron
un estro vaginal.

Con el propdsito de saber cual de las sefiales enddcrinas fue alterada por estos procedimientos experimentales, grupos de ratas que no
ovularon por la introduccion de la aguja fueron inyectados a las 14:00 h del proestro esperado con 3.7 pug/Kg peso de Hormona liberadora de la
hormona leuteinizante LHRH-sintética (sefial hipotaldmica) o con 25 u.i. de hCG (gonadotropina coriénica humana) (sefal hipofisiaria) o con 10
ug Benzoato de estradiol a las 14:00 h del diestro-2 esperado (sefial ovarica). Todos estos animales fueron sacrificados en la mafiana del estro
esperado. En la necropsia se disecaron las trompas uterinas para contar el nimero de ovocitos liberados y se pesaron los ovarios y el Utero. Los
resultados del nimero de animales que ovularon fueron analizados por la prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher; los del nimero de
ovocitos liberados por la prueba de Kruzkall-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Mientras que los del peso de los ovarios y del Utero
(mg/100g), mediante la prueba de analisis de varianza (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se comparen dos grupos,




el anadlisis se realizd6 por medio de la prueba de “t” de Student o la de “U” Mann-Withney. En todos los casos sélo se aceptaran como
significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad sea < 5%.

En la fase de estro, la introduccién de la aguja en POA-AHA derecha bloqued la ovulacién en el dia del estro esperado. El reemplazo de
la sefial hipotalamica o la hipofisiaria indujo la ovulacion en todos los animales, lo que no ocurrié cuando se reemplazd la seiial ovarica. En los
animales con introduccion de la aguja en POA-AHA derecha, la ovulacién ocurrié 24 horas después del estro esperado. A pesar de que todos
los animales ovularon, disminuyd el nimero de ovocitos liberados por el ovario derecho.

Cuando la aguja se introdujo hasta el limite dorsal de POA-AHA izquierda (LSl) o derecha (LSD), es decir hasta el tracto cortico-
hipotalamico medial y la estria terminal parte hipotalamica, todos los animales ovularon (izquierda: 9/9; derecha: 9/9 vs. intactos: 9/9). El
numero de ovocitos liberados disminuyd en los animales con LSD. Introducir la aguja hasta el LSl incrementd el peso del utero (223.3 £ 10.6
mg/100g vs. 163.8 + 3.1 mg/100g, p<0.05), lo que no sucedid al introducir la aguja en LSD (187.3 + 10.7 mg/100g vs. 163.8 + 3.1 mg/100g).

En el dia del diestro-1, la introduccién de la aguja en POA-AHA izquierda o derecha bloqued la ovulacién en la mafiana del estro
esperado, pero el peso del Utero aumenté por ambos tratamientos (POA-AHA izquierda: 255.97 + 11 mg/100g vs. 163.82 + 3.13 mg/100g; POA-
AHA derecha: 273.21 + 21 mg/100g vs. 163.82 * 3.13 mg/100g, p<0.05). La inyeccién de LHRH a ratas con aguja en POA-AHA izquierda indujo la
ovulacion en el 66% de los animales, mientras que en POA-AHA derecha solo el 33% lo hicieron. La inyeccion de hCG en ratas con aguja en
POA-AHA izquierda indujo la ovulacién en el 76% de los animales tratados, mientras que en POA-AHA derecha todas lo hicieron. En cambio,
la inyeccién de benzoato de estradiol solo indujo la ovulacion en un 20%. Cuando los animales fueron sacrificados al estro vaginal, 24 horas
después del estro esperado, todos los animales ovularon, pero disminuyd el nimero de ovocitos liberados. El peso del utero aumentd (POA-
AHA izquierda: 212.94 £ 5.01 mg/100g vs. 163.98 + 4.02 mg/100g; POA-AHA derecha: 201.34 + 3.9 mg/100g vs. 163.98 + 4.02 mg/100g, p< 0.05).

La respuesta asimétrica entre POA-AHA izquierda y derecha (medida por la ausencia de la ovulacidn) en el dia del estro y simétrica en
diestro-1 no es resultado de afectar zonas o seccionar vias nerviosas dorsales a ella, como el tracto cortico-hipotaldmico medial y la estria
terminal parte hipotalamica, sino de una respuesta fisiolégica a la lesion provocada en POA-AHA por introducir la aguja y mantenerla alli
durante un minuto.




INTRODUCCION

El drea predptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) juega un papel crucial en la funcidn reproductiva de la rata. En esta zona se
localizan las neuronas secretoras de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) que inducen la ovulacidn. Esta area del hipotdlamo
regula de manera asimétrica la ovulacién, lo que depende de la fase del ciclo estral. Se ha mostrado que introducir una aguja de acero
inoxidable en POA-AHA en la fase de estro y diestro-1 bloquea la ovulacion en el dia del estro esperado. Este efecto inhibitorio es asimétrico en
la fase del estro y simétrico en diestro-1. En cambio en las fases de diestro-2 y proestro este procedimiento no afecta la ovulacién.

Con la finalidad de saber si este fendmeno ocurre por alterar los mecanismos neuroendocrinos que se llevan a cabo en POA-AHA o por
afectar estructuras  dorsales en la trayectoria de la aguja, se decidié analizar cudl o cuales estructuras o vias de conexién dorsales a POA-AHA
estan vinculadas con la ovulacién. Asi mismo, con la finalidad de analizar que seiial hormonal del eje Hipotalamo- Hipodfisis - Ovario afecta por
la insercion de la aguja, y que conduce al bloqueo de la ovulacién, se decidié remplazar las sefiales hipotalamica (por la inyeccion de LHRH
sintética), hipofisiaria (por la inyeccién de la gonadotropina coriénica humana o hCG) y ovarica (por la inyeccidon de benzoato de estradiol).

MARCO TEORICO

La reproduccidn es la funcion biolégica que asegura la supervivencia de las diversas especies. En mamiferos, los sistemas que regulan Ia
funcién reproductiva son altamente sofisticados y presentan diferentes niveles de organizacion funcional, englobando desde sefiales
neuroendocrinas y hormonas sistémicas a factores producidos localmente (Manuel Tena- Sempere, 2006).

La deaferentacién y estudios de implantacién hipotaldmica realizadas por Halasz (Halasz y col. 1962, Halasz y Gorski 1967, Halasz y Pupp
1967, Haldsz 1969, Haldsz 1972, Halasz 1978) mostraron la capacidad del hipotalamo medio basal de mantener el control en la secrecion de
hormonas troficas, incluso de las zonas o estructuras quirdrgicamente aisladas de otras partes del Sistema Nervioso Central (SNC)
(Szentagothai y col. 1962). Como resultado de estas técnicas se observaron alteraciones en el ciclo ovulatorio, ciclo circadico y efectos
inhibitorios en la secrecidon de corticosterona inducidos por estrés (Haldsz 1969, Krey y col. 1975, Makara y col. 1980b). También se ha




mostrado (Kawakami y Kimura 1978) que la estimulacién o destruccion de estructuras extra hipotalamicas (como la amigdala, el area
predptica, el hipocampo, el septum, el tallo cerebral, entre otras regiones) afecta la actividad secretora de la hipdfisis anterior (Zaborszky
1982).

Las ratas de laboratorio como modelo experimental ha sido uno de las herramientas biolégicas mas utilizadas en la investigacion en
Biologia de la Reproduccién, a partir del cual se obtiene informacién para comprender los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
ovulacion. Dicha informacion y sus resultados puede ser extrapolada a otras especies de mamiferos o utilizarla para comprender la patologia
de algunas enfermedades en medicina humana y veterinaria (Freeman 2008).

Al alcanzar la madurez sexual, la rata hembra inicia su ciclo reproductivo, conocido como ciclo estral (Heape 1900). El término estro
describe el periodo del ciclo durante el cual ocurre el deseo sexual por parte de la hembra. En su tiempo, (Heape 1900) describié distintos
estadios del ciclo. El usé el término anestro para describir la temporada no reproductiva o periodo de descenso funcional, cuando los ovarios y
los érganos reproductivos accesorios estan relativamente inactivos. El término proestro, lo establecié para el periodo caracterizado por el
lapso en el que la hembra “entra en calor” o deseo sexual. La palabra estro, para el periodo en el que la hembra es receptiva al macho,
mientras que al corto tiempo que ocurria después del estro, lo denominé metaestro (también llamado diestro-1). Finalmente usé el término
de diestro (también denominado diestro-2) al periodo durante el cual se prepara el tracto reproductivo para recibir al ovulo, si es que ocurria
la fecundacion (Freeman, 2008).

Segln Freeman (2008), el proestro tiene una duracién de 12 a 14 horas, el estro de 25 a 27 horas, el diestro-1 dura entre 6 y 8 horas,
mientras que el diestro-2 ocurre de 56 a 57 horas. Estas etapas del ciclo estral se pueden distinguir mediante el seguimiento de los tipos de
células que se observan al tomar una muestra del epitelio de la vagina, también llamado frotis vaginal.

En la Imagen 1 se pueden observar los tipos celulares que predominan y caracterizan a cada etapa del ciclo estral. El proestro (A), se
caracteriza por el predominio de células epiteliales nucleadas, estas células son redondas, con nucleos visibles y aparecen en racimos. En el
estro (B) las células predominantes son de tipo epitelial escamoso carnificado, que contienen poco citoplasma y son de forma irregular.
Durante el diestro-1 (C) las células predominantes son los leucocitos pequeios, que poseen un citoplasma granular. En algunas cepas de ratas
la secrecion de progesterona (P4) se prolonga, lo que conducen a ciclos de 5 dias (Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). En el dia del diestro-
2 (D) todos los tipos de células mencionadas estan presentes (Freeman, 2008).
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Imagen 1. Fotografias representativas de las diferentes células que se pueden observar en un frotis
vaginal y que caracterizan cada fase del ciclo estral de la rata: A: proestro, B: estro, C: diestro-1y D:
diestro-2, tomadas a 10x aumentos, en un microscopio dptico. Tomadas por Alejandro Reynoso
Juarez 2013.

La ovulacidn se produce cuando un évulo maduro es liberado del ovario y es expulsado a la trompa uterina, quedando disponible para
ser fertilizado. El abultamiento que se presenta en los foliculos maduros en la superficie de uno de sus extremos, que al microscopio se
observa como una zona turgente y muy vascularizada (denominada estigma), es la primera sefial de que el proceso de ovulacién ha comenzado
como resultado de la estimulacion de hormonas de origen hipofisario, llamadas gonadotropinas (Freeman, 2008).

A medida que se acerca la ruptura del foliculo, las células superficiales germinales del epitelio que cubre el estigma se dividen en
pequeiios grupos. El ovocito liberado encuentra rdpidamente el camino hacia el oviducto, ya que las fibras ciliadas de la trompa uterina lo
impulsan al lugar donde se implantara el blastocito en caso de fertilizacion. El proceso de la ovulacidon dura 10 horas (Freeman, 2008).

La regulacion del ciclo estral depende en especial de las neurohormonas liberadas desde el hipotdlamo y de hormonas liberadas por la
hipofisis anterior y los ovarios (Hill-Wise-Anderson, 2006). Con la finalidad de comprender de manera integral los procesos que ocurren
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durante el ciclo estral, es necesario analizar los eventos que se producen periddicamente en el hipotalamo, la hipdfisis anterior y los ovarios
(Hill-Wise-Anderson, 2006).

El hipotdlamo se localiza en la base del diencéfalo, por debajo del tdlamo y esta dividido por el tercer ventriculo en hipotdlamo derecho
e izquierdo (McGeer y col, 1987). El hipotalamo se divide en cuatro regiones organizadas rostro-caudalmente (Imagen 2A): area predptica, el
hipotalamo anterior, el hipotdlamo medio y el hipotdlamo posterior. Las dreas de interés en este proyecto de investigacion son el area
predptica (POA) (Imagen 2B) vy la hipotaldmica anterior (AHA) (Imagen 2C), que se encuentran en la parte rostral o anterior del hipotalamo
(Norris, 1996; Palkovits, 2000).

Cerebral Cortex

Corpus Callosum
Superior
Hippocampus Calliculus

- Posterior
‘Commussure
|

Midbrain

Lateral 0.40 mm POA

Imagen 2. A: Corte sagital del cerebro de la rata adulta, donde se representa la ubicacion del area predptica
(POA) vy a hipotdlamo anterior (HA), medio basal (HMB) y posterior (HP). B: Corte coronal que muestra las
porciones izquierda y derecha del POA (B) y del area hipotalamica anterior (AHA) (C) (Tomadas de Konig y
Klippel, 1963).




Histolégicamente el hipotdlamo esta constituido por células nerviosas,

neuronas neurosecretoras hipotalamicas

axones o terminales nerviosas de neuronas extrahipotalamicas, células
gliales o de sostén y una rica red vascular. Las neuronas forman grupos
celulares bien demarcados conocidos como nucleos, o agrupaciones no
muy bien delimitadas conocidas como areas (Norris, 1996; Palkivits,
2000). Establece una comunicaciéon de tipo neuroendocrina con la
hipdfisis anterior (Arimura,2000; Brown, 1994; Haldsz,2000), donde las
hormonas hipotaldmicas son transportadas a lo largo de axones vy
liberadas de las terminales nerviosas dentro del plexo primario de los
capilares del sistema porta de la eminencia media, desde donde serdn
llevadas a la hipdfisis (Arimura, 2000). Estos capilares sanguineos se
conocen como sistema porta-hipotalamo-hipofisiario, constituido por

SIS s e bwoit | vasos provenientes de las arterias hipofisiarias superiores, que al unirse

forman las venas portales hipofisiarias, las que corren por el tallo
Imagen 3. Ubicacion y formacion del sistema porta hipofisiario (donde se ubica la eminencia media), hasta llegar a la parte
hipotalamo-hipofisiario (Fink, 2000). distal de la adenohipdfisis, donde forman un plexo secundario de vasos

llamado sinusoides hipofisiarios (Imagen 3) (Fink, 2000).

Sistema de fibras nerviosas entre el tallo cerebral y el hipotalamo

Por medio de un microscopio de luz (Szentagothai y col. 1962) fueron capaces de mostrar que la mayoria de las aferencias al hipotalamo
medial se originan en el tallo cerebral. Diferentes estructuras del tallo cerebral estimulan o inhiben la secrecién de hormonas troficas. Este
efecto implica una compleja actividad interactiva, ya que estas areas del tallo cerebral no solo estan ligadas a vias ascendentes, sino a las
concentraciones hormonales sanguineas de estrégenos, andrdgenos, progesterona, corticosterona y aldosterona.

Los nervios periféricos y las rutas de estrés espinales alcanzan al hipotdlamo atréves del tallo cerebral (Gann y col. 1979, Makara y col. 1980).
Se asume que los nervios ascendentes al hipotdlamo medio provienen de la glandula adrenal (Szentagothaiy col. 1962, Halasz 1978).




Imagen 4. Eje Hipotdlamo- Hipdfisis- Ovario,
comunicacion neuroendocrina. Hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH), Hormona Foliculo
estimulante (FSH), Hormona Leuteinizante (LH),
Progesterona (P4), Estrégeno (E2).

Modificado por: Alejandro Reynoso Juarez, 2013.
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La hipofisis se encuentra en la base del cerebro alojada en el hueso esfenoides y esta cubierta por la duramadre (Fink, 2000). Esta unida
al hipotalamo por el tallo hipofisario, el cual contiene a la eminencia media y a la red de capilares que irrigan a la hipd6fisis (Imagen 4). Es un
organo complejo dividido en tres partes: I6bulo anterior, intermedio y posterior. El I6bulo anterior y el intermedio forman una glandula

endocrina llamada adenohipéfisis (Arimura, 2000).

La hipdfisis secreta diferentes hormonas: la hormona del crecimiento (GH), la

somatomedina, la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), la hormona luteinizante (LH), la foliculo estimulante (FSH), la prolactina (PRL),
Hormona estimulante de la tiroides (TSH), la hormona estimulante de los melanocitos o melanotropina (MSH), oxitocina y vasopresina.

(Brown, 1994).
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Imagen 5. La hipofisisy él sistema de irrigacion (Tomado de

Halasz, 2000).
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Las hormonas hipofisarias se liberan a la circulacién vy
estimulan la secrecién de hormonas en su érgano blanco. La FSHy LH
estimulan las funciones de los ovarios. Su secrecion es regulada por la
concentracidon de hormonas esteroides y el patrén de secrecion de la
GnRH (Arimura, 2000; Brown, 1994).

La LH y FSH son hormonas gonadotrdpicas de naturaleza
glicoproteica, producidas en el I6bulo anterior de la hipodfisis.

El ovario es el principal érgano reproductor. En él se producen los
gametos femeninos y se sintetizan hormonas que participan en la
regulaciéon de las funciones reproductivas y del metabolismo en
general. En los vertebrados, este 6rgano es pareado y se localiza a
ambos lados de la cavidad pélvica; estan suspendidos en un pliegue
peritoneal lamado mesovario (Fawcett, 1995; Yao y Bahr, 1998).

El ovario se divide en dos zonas: la médula y la corteza. La

médula estd formada por el estroma, los nervios, abundantes vasos
sanguineos arteriales y venosos, con poco tejido conectivo y la glandula
intersticial. En la corteza se localizan los foliculos en sus diferentes

estadios de crecimiento, embebidos en el estroma. La parte mas externa de la corteza esta tapizada por el epitelio germinal escamoso o

cuboide que se apoya en la tunica albuginea y una capa de tejido conectivo denso (Fawcett, 1995; Yao y Bahr, 1998).
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El foliculo ovarico es la unidad anatémico-funcional del ovario, del cual se originan tres compartimentos: el folicular, el luteal y el
intersticial. Sus funciones primordiales son liberar al ovocito capaz de ser fecundado y secretar las hormonas que estimulan el crecimiento y la
diferenciacién de los érganos del aparato reproductor (Yaoy Bahr, 1998).

El foliculo estad formado por el ovocito I, una membrana basal que aisla a las células de la granulosa del resto de los componentes del
ovario y de las células tecales; estas ultimas conforman la denominada teca interna. Ademas de las células de la granulosa y las tecales, el
foliculo estd rodeado por un complejo sistema de fibras coldgenas, células de tejido conectivo, sustancia

. : " . fundamental y  fibras

i E ; musculares lisas, todo lo

= 7 | E i que recibe el nombre de
E : . ; teca externa. Todos estos
£ i : ; elementos forman una
= i E i vaina fibrosa, la que al
. : E : disgregarse en un punto

: i : cercano a la superficie del

i
0 s kb itedicn % M5 5.

— ovario, forma un orificio por

=500 ! 1 E * el cual saldrd el ovocito. El
'E, i : ! ovocito y las células
00 ] . ] . . .
= i : . foliculares no reciben riego
L , .. % , .
Eiﬂ . " .- " ' sanguineo ni Inervacion en Imagt-en 6. Fqllculo preovulatorio. 1:
1] e ddal forma directa (Rajkovic y Ovocito con ndcleo. 2: Teca externa. 3:
@ 17 21 01 06 08 13 17 2101 O 09 13 17 21 01 06 09 13 17 21 01 OF 09 13 col, 2006). Teca interna. 4. Capa de células de la
ESTRO DESTRO-1 DIESTRO-2 PROESTRO ESTRO ’ granulosa. 5: antro folicular. Hecha por

. . . . Alejandro Reynoso, 2013.
Imagen 7. Concentraciones plasmaticas de LH y FSH a diferentes horas de cada fase del ciclo

estral (Tomado de Freeman, 2006).
Las hormonas secretadas por el hipotdlamo y la hipdfisis anterior son indispensables en el desarrollo del foliculo. Ademas, las hormonas
secretadas por el foliculo ejercen un efecto de retro-regulacién sobre el hipotdlamo y la hipdfisis anterior (Hill-Wise-Anderson, 2006). En la
fase del proestro del ciclo estral de la rata, la secrecion de la LH y de la FSH alcanzan su concentracidn sanguinea maxima entre las 17:00 y
19:00 h (lo que depende de la cepa), aproximadamente ocho a diez horas antes de que ocurra la ovulacidn; después de lo cual las
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concentraciones caen abruptamente a valores minimos (concentraciones basales), los que persisten durante el resto del ciclo. Estas hormonas
se secretan en respuesta a la GnRH secretada por neuronas localizadas en POA-AHA (Hill-Wise-Anderson, 2006).

Estas dos gonadotropinas llegan a los ovarios por el sistema circulatorio.
El tejido diana de la LH es la capa de células de la teca interna. En cambio, las
células blanco de la FSH son las de la granulosa (Hill-Wise-Anderson, 2006). La
accion coordinada de ambas hormonas sobre sus células diana

induce la

producciéon de progesterona, andrégenos y 17p-estradiol (Hill-Wise-Anderson,

2006).
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Imagen 9. Concentraciones plasmaticas de progesterona a
diferentes horas de cada fase del ciclo estral en la rata adulta
(Cepa ClIZ-V) (Hernandez, 2012).
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Imagen 8. Concentraciones plasmaticas de estradiol a diferentes

horas de cada fase del ciclo estral en la rata adulta (Cepa ClIZ-V)
(Hernandez, 2012).

Las concentraciones sanguineas de estradiol aumentan lentamente
durante los estadios tempranos del desarrollo folicular (tarde del diestro-2) y en
forma muy pronunciada (mafana y medio dia del proestro) horas antes de la
ovulacién (Hill-Wise-Anderson, 2006). Los estréogenos regulan de forma paracrina
y autocrina la sintesis de receptores a ambas gonadotropinas en las células del
ovario (Hill-Wise-Anderson, 2006).

En la rata, la GnRH es sintetizada por neuronas (GnRHérgicas) que se localizan en la banda diagonal de Broca, en el drea septal, el ndcleo de la

estria terminal y en algunas areas del diencéfalo, que incluyen el ndcleo paraventricular, (POA) media y lateral, (AHA) y la zona
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retroquiasmatica. Algunos grupos de neuronas GnRHérgicas se localizan en el hipotalamo lateral y en la parte dorsal del nucleo supradptico.
(Lépez, 1994). La GnRH viaja por el sistema porta hipotalamico-hipofisario hasta la hipdfisis anterior, donde estimula la secrecién de la LH y la
FSH.

Area predptica (POA)

El drea predptica es considerada como parte del diencéfalo (Crosby y Woodburne, 1966), (Rioch y col, 1940) y (Crosby y Showers, 1969), y
como parte del telencéfalo por (Nauta y Hymaker, 1969). Cualquiera que sea su origen, estd intimamente relacionada con el hipotalamo.
(Papez, 1940) considera al POA como la entrada de la inervacién rostral al hipotdlamo. El POA participa en la regulacion de la temperatura
corporal, la sed y el balance de fluidos, en la integracion de la respuesta al estrés, regulacidon cardiovascular, balance hidrico, diferenciacion

sexual, desarrollo sexual masculino y femenino, la conducta sexual y la secrecion de

gonadotropinas (Page, 2006).

El limite anterior del POA esta delimitado por la ldmina terminal y por la banda diagonal
Broca (BDB), en la parte inferior estd limitada por el quiasma dptico y el nucleo supra-
guiasmatico, en la regién dorsal por la comisura anterior. En la parte posterior del POA se
localiza el hipotalamo, exactamente qué la limita es dificil de definir. Los limites ideales

son al trazar una linea desde el borde posterior de la comisura anterior al borde posterior

Lateral
retrochiasmatic

v del quiasma éptico y al extremo rostral del nicleo paraventricular (Page, 2006).

— Pituitary El POA se continua dorsalmente con el macizo del nucleo de la estria

terminal que entra al POA en su parte mas anterior. Continda con el tubérculo olfatorio y

antero-dorsalmente con la region del septo (Nauta, WJH, and Haymaker, W. 1969).

Imagen 10. Descripcion esquematica de la zona lateral del area retroquiasmética y
de las células que proyectan sus axones hacia la eminencia media. NPO (nucleo
preéptico medial); NPE (nicleo periventricular); MFB (haz medial del cerebro
anterior); ME (eminencia media); CA (comisura anterior), NPV (nGcleo
paraventricular), F (férnix) [Tomado de Palkovits, 1982).
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Cito-arquitectdnicamente POA se divide en una zona peri-ventricular, medial, lateral y en el nlcleo predptico magnocelular (Swanson,
1979). La zona peri-ventricular (nucleo predptico peri-ventricular: PVPOA) es una banda delgada de células que yacen debajo del tercer
ventriculo y se continlan caudalmente con el nucleo anterior peri-ventricular del hipotalamo. (Swanson, 1979), ha descrito que son células
pequefias, orientadas frecuentemente en paralelo al tercer ventriculo. La zona predptica medial (area predptica medial, MPOA) estd
delimitada en todo su borde dorsal por la comisura anterior y ventralmente por el quiasma 6ptico. El limite rostral se fusiona con el macizo
del nucleo de la estria terminal. Las células son de tamafo medio densamente empaquetadas. El nucleo predptico magnocelular descansa en
la zona lateral, lateral a la BDB; se conforma por neuronas de 20 a 30 um de didametro que se agrupan en racimos en los nucleos septal medial,
el nucleo predptico magnocelular, la substancia innomata y el globo pdlido. Estas neuronas son positivas para la acetilcolino-esterasa (AChE)
(Page, 2006). La zona lateral (drea predptica lateral, LPOA) se caracteriza por la presencia de neuronas de tamafio medio, dispersas entre las
fibras del haz medial del cerebro anterior (MFB). El macizo del nucleo de la estria terminal estd separado de LPOA por una zona libre de
células. El macizo del nucleo de la estria terminal se proyecta en la zona predptica entre el area predptica anterior (AHA), el MPOA y el LPOA
(Page, 2006).

En la rata, por inmunohistoquimica se han localizado hormonas peptidicas en las células que conforman los nucleos del POA, del septum
medial y del macizo del nucleo de la estria terminal: Somatostatina en PVPOA, hormona liberadora de la corticotropina (CRH) y metionina-
encefalina (met-ENK) en PVPOA y MPOA, hormona liberadora de la tirotropina (TRH) en MPOA, VIP (péptido intestinal vasoactivo) y CRH en el
macizo del nucleo de la estria terminal, substancia P y met-ENK en MPOA y LPOA (Page, 2006). Las células inmuno-reactivas (ir-) a GnRH se
han encontrado en MPOA pero no estan confinadas en sus bordes; también hay en el bulbo olfatorio, en el tubérculo olfatorio en el nucleo de
la BDB, en el septum medial, el nucleo predptico peri-ventricular y el hipotalamo lateral (Page, 2006).

Conexiones del Area Predptica medial (MPOA)

El MPOA cuenta con multiples proyecciones ascendentes y descendentes en sentido lateral y dorsal (Nauta 1958; Valverde 1965; Wolf y Sutin
1966; Enoch y Kerr 1967; McClure y Clark 1968; Millhouse 1969; Mizuno y col. 1969). Las multiples fibras de MPOA se proyectan de manera
vertical y horizontal desde |la (Banda Diagonal de Broca) BDB, y en forma lateral con el septum, excepto con el septum medio-lateral. Hay una
menor cantidad de proyecciones hacia el septo del nucleo triangularis y con el BNST. Dorsalmente el MPOA proyecta fibras al nucleo talamico
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paraventricular y paratenial. Lateralmente hacia el nidcleo medial amigdaloide y pocas fibras se dirigen al area amigdaloide anterior, pero no a
la corteza ni el nucleo basolateral (Ganten y Pfaff, 1981).

Dentro del hipotdlamo el MPOA proyecta pocas fibras hacia el drea hipotaldmica anterior (AHA), la parte ventrolateral del nucleo
ventro medial (NVM), y el nucleo hipotalamico dorsal y dorsomedial. Hacia la parte caudal, MPOA proyecta fibras hacia el nicleo arcuato y la
eminencia media, contindan lateralmente al nucleo ventral premamilar (VPM). Hay proyecciones hacia el nucleo supramamilar. El ntcleo
premamilar dorsal recibe una leve cantidad de fibras en comparacion a las enviadas al VPM (Ganten y Pfaff, 1981).

Las proyecciones caudales van hacia el ndcleo habenular lateral (LHN), el MPOA proyecta fibras a todas direcciones del interior LHN,
pero mas hacia zonas posteriores; en su mayoria las proyecciones van en la parte medial de LHN. El MPOA posee una proyeccion difusa al area
tegmental ventral de Tsai, y una leve proyeccién hacia el centro del mesencéfalo, particularmente las partes mediolateral, medial y ventral
(Ganten y Pfaff, 1981). También se han observado fibras desde MPOA que descienden al nucleo parabranquial del puente, al locus ceruleus,
al nucleo del tracto solitario y al complejo vagal en el bulbo raquideo (Chiba y Murata, 1060)

Conexiones del Area Hipotalamica Anterior (AHA)

El AHA posee proyecciones dorsales, caudales e intrahipotalamicas (Powell y col. 1963; Nauta y Haymaker 1969; Millhouse 1973b; Swanson y
Cowan 1975b; Conrad y Pfaff 1976, Zaborszky 1982). El AHA envia proyecciones dorsales hacia el septum lateral, particularmente en la parte
media-lateral. Caudalmente el AHA proyecta axones hacia la mitad medial de LHN y el ntcleo amigdaloide medial y cortical (Ganten y Pfaff,
1981).

Las conexiones intrahipotalamicas son hacia la eminencia media, el nlcleo arcuato y el hipotdlamo contralateral. EIl AHA proyecta un
importante numero de terminales hacia el nucleo dorsomedial. El AHA también proyecta hacia el nucleo dorsal y ventral premamilar; un
menor numero de axones se dirigen hacia el ndcleo supramamilar y ain menos hacia los cuerpos mamilares. En el cerebro medio, el AHA
proyecta hacia el mesencéfalo, especificamente hacia el drea tegmental ventral de Tsai. La proyeccion mas caudales de AHA son hacia el area
lateral, alrededor del locus ceruleus (Ganten y Pfaff, 1981).
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Las conexiones del drea predptica-tuberal fueron identificadas por medio de técnicas morfolédgicas (Koves y Réthelyi 1976) y electro-
fisiolégicas (Dyer 1973); a partir de ellas se identificd que un pequeiio nimero de neuronas del nucleo arcuato y del ventromedial reciben
aferencias del POA-AHA, que ademas desde alli se proyectan a la eminencia media (Zaborszky, 1982).

Con base en estudios fisioldgicos, se mostré que POA parece ser el drea principal responsable de la regulaciéon del comportamiento
sexual de la hembra y de la ovulacion, mientras que en el macho lo es el nucleo ventromedial (Zaborszky, 1982).

Vias de comunicacion de las Areas Predptica e Hipotalamica Anterior (POA-AHA)

Para estudiar las conexiones nerviosas del hipotdlamo, se ha procedido a destruir las vias de entrada (“aferentes”) y las proyecciones (“vias
eferentes”) de tractos nerviosos de distintos grupos celulares. Las lesiones electroliticas y mecanicas son métodos cldsicos en el estudio de las
conexiones nerviosas en el Sistema Nervioso Central (SNC). Un problema comun de todas las lesiones experimentales es el dafio a vias de paso
entre una estructura y otra, que pueden contribuir a la degeneracidn de una u otra estructura cercana o a distancia (Zaborszky, 1982).

La seccidn quirdrgica de las aferencias de una regién se realiza por medio de una navaja o “cuchillo” especial, que se denominé
“cuchillo de Halasz”. Esta herramienta facilité el estudio de aferencias al hipotdlamo, y mostré que el hipotdlamo medio basal recibe
aferencias desde el tronco cerebral (Zaborszky, 1982).

En todo disefio experimental se exige de un grupo experimental denominado “operacion simulada”. Los animales con “operacién
simulada” se someten a todos los procedimientos metodoldgicos que recibird el grupo experimental, excepto el tratamiento que evaluara los
efectos de la variable a estudiar. El término “operacidn simulada” llega a ser confundido con otro término “grupo control o blanco”, pero cabe
sefialar que la diferencia radica en que una operacidn simulada es un proceso invasivo y un grupo control, por lo general es solo el punto de
partida, sin modificacién alguna. Las operaciones simuladas deben llevarse a cabo para eliminar los efectos secundarios causados por lesiones
mecanicas o electroliticas. Sin embargo, una forma mas confiable de afrontar el problema del paso de fibras es el enfoque del método de
lesiones por dos pasos, que Unicamente es hacer dos veces la operacion y mediante esto observar el efecto fisioldgico y el morfoldgico. Este
método de dos pasos es de gran utilidad para el estudio de las conexiones locales.
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Un requisito previo para la aplicacion de un método de dos pasos es un tiempo para asegurarse de la supervivencia de los animales
utilizados, y que las sefiales de la degeneracidn de la primera operacién no afecten o intervengan con la segunda. Los cerebros de los animales
con un hipotalamo deaferentado con una segunda lesién sirvieron como controles después de un periodo de 3 semanas de supervivencia,
suficiente para la desaparicidn de las fibras y la degeneracién extra-hipotaldmica (Zaborszky, 1982).

Imagen 11. Distribucién de las neuronas GnRHérgicas en el cerebro de
raton. (A) Fotografia de un corte sagital del cerebro de ratén adulto
inmunotefiido para GnRH que muestra la distribucién dispersa de las
neuronas desde bulbo olfatorio hasta el hipotdlamo. (B) Corte coronal de la
distribucion de las neuronas GnRH en la parte mas frontal de POA. Observe
la “Y invertida” desde el septum (ms) y la rama vertical de la banda
diagonal de Broca (vdbb), que constituyen el polo rostral y el mas caudal en
el continuo de las neuronas GnRH a ambos lados del tercer ventriculo,
alrededor del érgano vasculoso de la lamina terminal (ovlt). (C). Observe la
densidad de terminales GnRH en ovlt. comisura anterior (ac). quiasma
Optico (oc). (Tomada de Herbison, 2006)

Con respecto a la secrecién de la GnRH, el efecto de la
lesion de ciertas estructuras del SNC es el desequilibrio o la
desintegracion del mecanismo temporal que induce el aumento
diario de la GnRH. En la rata la lesion de POAm, no solo resulta en
un estro persistente, sino también en un bloqueo de la induccién
de la secrecion de progesterona (Silverman y Pickard, 1983).

La estimulacién o destruccion de diferentes estructuras
extra-hipotalamicas como la amigdala, el hipocampo, el septum, el
tronco cerebral, afecta la actividad secretora de la adenohipdfisis
(Zaborszky, 1982). Estas regiones participan en el control de la
conducta reproductiva y pueden estar modulando la liberacion de
GnRH; sin embargo, solo las lesiones que impiden el transporte de
la GnRH hasta la eminencia media afectan de manera significativa
la secreciéon de gonadotropinas. La GnRH es liberada de manera
pulsatil mds que continua. Mediante el empleo de un modelo
experimental como el primate (McDonnell, 1998) se demostré por
primera vez que el patrén pulsatil de liberacién de la GnRH era
necesario para aumentar la expresion de los genes relacionados
con la secrecidn de gonadotropinas (Yeny col. 2001).
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Neuronas que sintetizan la GnRH (GnRHérgicas)

La distribucion de las fibras de las neuronas GnRHérgicas se han estudiado tan ampliamente como los cuerpos celulares. Parte del debate
sobre el origen de las terminales de la GnRH en la eminencia media se resolvid al realizar experimentos en el cobayo, en donde observaron

gue tanto el grupo de células en el POA como las del nucleo arqueado terminaron en la vasculatura del sistema portal (Silverman y Pickard,

1983).

Por medio de trazadores retrégrados aplicados en la eminencia media se ha demostrado la presencia de células inmunoreactivas a la

GnRH (ir-GnRH) en la regidn septal, de POA, y la regién PVPOA; no todas las neuronas proyectan sus terminales a la eminencia media.

-~

Imagen 12. Morfologia de la
neurona GnRH de ratén (A y
B) y de oveja (C); observe su
naturaleza bipolar y el
importante numero de
espinas dendriticas (tomadas
de Herbison, 2006).

En la rata y el cobayo, por medio de inmuno-citoquimica, se ha demostrado que la GnRH estd presente dentro de
granulos en los axones y terminales nerviosas situadas en la eminencia media. Sin embargo, muy pocas de las células ir-
GnRH colindan con los capilares del plexo primario de las terminales del sistema portal. Esto llevd a plantear que uno de los
aspectos de la regulacién de la liberacién de la GnRH podria estar vinculado con cambios en la posicién de estas terminales
en el espacio peri-vascular. Este cambio en la dindmica de las terminales neurosecretoras y alrededor de los elementos
gliales o ependimarios se ha propuesto para otros sistemas neuro-secretores, incluyendo el del I6bulo neural (Silverman y
Pickard, 1983).

En todas las especies estudiadas se ha observado que los cuerpos celulares GnRHérgicos se extienden desde la
region pericomisural de la [dmina terminal, transcurren y se incorporan a las terminales del érgano vasculoso de la ldmina
terminal, aunque la concentracion de fibras en esta region varia entre las especies (Silverman y Pickard, 1983).

Las neuronas GnRHérgicas hacen sinapsis con terminales GnRH, noradrenérgicas (en el POA de rata), neuropéptido Y (NPY),
acido gama amino butirico (GABA), glutamato, CRH, substancia P, propiomelanocortina y sus derivados opiaceos (Page,
2006, Herbison, 2006). Los cuerpos de las neuroras GnRHérgicas se disponen en forma de V invertida a lo largo de Ia
region basal del cerebro anterior. El dpice esta dirigido hacia la linea media del 6rgano vasculoso de la [dmina

terminal y de PVPOA y los extremos divergen al ser divididos por el tercer ventriculo. Ambos sistemas de neuroras
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GnRHérgicas se dirigen caudal y ventralmente a la eminencia media. Un sistema periventricular originado en la linea media y otro sistema
lateral descienden por el HMB (Page, 2006).

Las neuronas de la GnRH no estan agrupadas en racimos y nucleos especificos, si no que se localizan como redes laxas dispersas. La
poblacion de neuronas de GnRH es relativamente pequefia, entre 1000 y 3000. Existiendo diferencias considerables entre las especies: en los
primates, incluidos los seres humanos, las neuronas de GnRH estan principalmente localizadas en el nucleo arqueado del HMB y el POA,
mientras que en los roedores se han detectado pocas neuronas de la GnRH en el nucleo arqueado. La red mas sobresaliente en el roedor esta
compuesta por neuronas que forman un continuo laxo conocido como la via septo-predptica-infundubular. Los axones de las neuronas GnRH
se proyectan hacia muchos sitios en el interior del encéfalo. Una de las proyecciones mas caracteristicas va desde el HMB hasta la eminencia
media, que termina en un plexo extenso de botones sindpticos sobre los vasos del sistema portal primario, el cual envia GnRH a su célula
blanco. Los axones de las neuronas de GnRH también se proyectan hacia el sistema limbico y los érganos circunventriculares distintos de la
eminencia media, como el OVLT, las que regulan la conducta reproductiva (Yen y col. 2001).

Asimetrias Hipotalamicas

Uno de los criterios morfolégicos que se utilizan para clasificar a los animales es el tipo de simetria, Casi todos los animales son bilateralmente
simétricos, es decir, sus cuerpos pueden dividirse por un plano lateral en dos partes iguales (izquierda y derecha) de tal forma que ambas son
imagenes especulares de la otra. La existencia de una funcidn asimétrica ha sido descrita en los distintos érganos endocrinos pares, como la
glandula tiroidea, las suprarrenales y las génadas, incluso esta presente en el sistema nervioso central (Gerendai, 1986).

El hipotdlamo, especificamente el area predptica-hipotaldmica anterior (POA-AHA) regula de manera asimétrica la secrecion de
gonadotropinas y la ovulacién (Gerendai y col., 1978; Bakalkin y col., 1984; Inase y Machida, 1992; Nance y Moger, 1982; Fukuda y col., 1984;
Nance y col., 1984; Moran y col., 1994; Cruz y col., 1989; Sanchez y col., 1994; Arteaga- Lopez y col., 2003). Esta funcién asimétrica no ha sido
comprobada por un sustento anatdmico. Sin embargo, se sabe que la cantidad de GnRH en el HMB derecho es el doble que en el izquierdo
(Gerendai y col., 1978); la expresién del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la GnRH en POA-AHA derecha es mayor que en la izquierda a
las 13:00 h del diestro-2 (Arteaga-Lépez y col, 2003); la expresion del ARNm del receptor a estrégenos alfa (REa) es mayor en POA-AHA
derecha que en la izquierda a las 17:00 h del estro (Arteaga-Lépez y col, 2003); la cantidad de neuronas inmunoreactivas a GnRH (ir-GnRH) en
el cerebro del raton es mayor en el hipotalamo derecho que en el izquierdo (Inase y Machida, 1992); la concentracion de acetilcolina a las
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13:00 h del diestro-1 y proestro es mayor en POA-AHA derecha que en la izquierda (Cruz y col, 1997). La cantidad de neuronas ir-REa en la
mafiana del diestro-1 es mayor en POA-AHA derecha que izquierda (Mendoza-Garcés y col, 2007).

El hipotalamo anterior responde de manera asimétrica a las hormonas esteroides. El implante de estradiol en POA o en el nucleo
ventromedial derecho de ratas hembras de cinco dias de vida, provoca masculinizaciéon cuando los animales llegan a la edad adulta (estas
hembras prefieren sexualmente a otras hembras). En cambio, cuando el estradiol se implanta en el lado izquierdo, ocurre desfeminizacién, los
animales no tienen ciclos estrales (Norden y Yahr, 1982). El lado derecho de AHA parece jugar un papel preponderante en el proceso de
hipertrofia compensadora del ovario que el lado izquierdo, ya que en la rata ovariectomizada unilateralmente, la lesiéon del lado derecho
previene la hipertrofia compensadora del ovario remanente, en tanto que la lesién del lado izquierdo no la modifica (Fukuda y col. 1984). La
lesidon unilateral de esta misma drea del hipotalamo con 4cido kainico bloquea la hipertrofia compensadora del ovario, solo si la lesién y la
ovariectomia unilateral se hacen del mismo lado. (Nance y col. 1982 y 1984). La lesidn electrolitica del 90% del hipotalamo anterior derecho o
izquierdo en la manana del diestro-1 bloquea la ovulacidn, ain después de 42 dias posteriores a la destruccion de una de las porciones (Cruz y
col. 1989).

Mediante la insercién dorsal de una aguja (29G) de acero inoxidable dirigida hacia la zona media de POA-AHA, se observd que la
ovulacion puede ser alterada, pero esto depende del dia del ciclo y de la porcion lateral de POA-AHA en que se lleve a cabo el procedimiento
experimental (Cruz y col., 2009; Dominguez y col., 2011).

Con este disefio experimental se mostré que en la fase del estro, la insercién de la aguja en POA-AHA derecha provocé el bloqueo de la
ovulacion en el 100% de los animales, mientras que la insercién en POA-AHA izquierdo no indujo modificaciones, ya que el 80% de los animales
ovularon. El nimero de ovocitos, liberados por el ovario izquierdo disminuyé en los animales con insercidén de la aguja en POA-AHA izquierda,
pero el peso de este ovario es semejante al grupo control. En cambio, en las ratas con insercién de la aguja en POA-AHA derecha, se observé
aumento significativo del peso de los ovarios. Estos resultados se acompanaron del aumento del peso del dtero (Cruzy col., 2009).

En la fase de diestro-1, lainsercion de la aguja en POA-AHA izquierda o derecha resulta en el bloqueo de la ovulacion en el 100% de los
animales, asi como el aumento del peso de los ovarios y del Utero. En las fases de diestro-2 y proestro, la insercidén de la aguja en POA-AHA de
uno u otro lado no afecta la ovulacién (Cruz y col., 2009).
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Los efectos de la falta de ovulacién por la insercion unilateral de la aguja en POA-AHA en las fases de estro y diestro-1 se acompafian de
un retraso de 24 horas en la secrecion preovulatoria de la LH y de la FSH (Dominguez y col., 2011). Estos resultados llevan a sugerir que por
medio de estructuras o vias de conexion dorsales a POA-AHA transcurren sefiales que modulan de manera estimulante los mecanismos
hipotaldmicos que culminan con la ovulacion. Ademads que estas sefiales neuroendocrinas pueden ser asimétricas o no, pero esto depende de
la fase del ciclo y especificamente durante el estro y el diestro-1.

JUSTIFICACION:

Los estudios llevados a cabo en el SNC para conocer las vias de conexién entre una zona y otra, utilizan grupos experimentales denominados
como operaciones simuladas (“sham operations”), en las cuales el electrodo, el cuchillo de Halasz, la aguja de inyeccion, etc. Previamente, se
mostré que una operacidn simulada, la cual consistia en introducir una aguja hasta POA-AHA y mantenerla alli durante un minuto podia
bloquear o no la ovulacién, efecto que depende de la porcidn izquierda o derecha de POA-AHA en la que se introduce la aguja y de la fase del
ciclo en el que se lleva a cabo la operacién simulada. Dado que introducir la aguja afecta estructuras y vias de conexion que se localizan en la
parte dorsal a POA-AHA, se puede considerar que la ovulacién es regulada por la transmisidon de informacién de esas estructuras y vias
dorsales. Por lo que en este estudio se decidié analizar cual o cudles de las estructuras localizadas en la parte dorsal de POA-AHA regulan la
ovulacion, y si son las responsables de la asimetria observada en estro y la simetria en diestro-1. El experimento fue disefiado bajo el
razonamiento que aquellas estructuras dorsales a POA-AHA que no participen en los mecanismos de regulacién de la ovulacién, no la
alteraran. Por lo que se detendria el analisis en la coordenada vertical en la que los animales ovularan.

Con la finalidad de analizar si estas estructuras localizadas en la parte dorsal a POA-AHA regulan la secrecion de GnRH, de LH o de
estradiol, en ratas con bloqueo de la ovulacidn por la introduccidn de la aguja, se administrara cada una de estas hormonas y se analizara si se
induce la ovulacion.

HIPOTESIS.

Si las estructuras nerviosas y las vias de conexién dorsales a POA-AHA participan en los mecanismos neuroendocrinos que culminan con la
ovulacion, entonces introducir la aguja y mantenerla durante un minuto en diferentes coordenadas ascendentes o verticales a POA-AHA
bloqueara la ovulacion.
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OBIJETIVO:

> Estudiar cual o cuales estructuras dorsales a POA-AHA estdn vinculadas con los mecanismos que regulan la ovulacién.
> Estudiar los efectos del reemplazo de la sefial hipotalamica, hipofisaria u ovarica en animales con bloqueo de la ovulacién, resultado de la lesiéon de
estructuras dorsales a POA-AHA, provocadas por la insercién de una aguja.

MATERIALES Y METODO

EXPERIMENTO 1. IDENTIFICACION DE LAS ESTRUCTURAS DORSALES A POA-AHA QUE PARTICIPAN EN LA REGULACION
DE LA OVULACION.

A todos los animales se les realizo el estudio del ciclo estral por medio de la toma diaria
de frotis del epitelio de la vagina. Una vez que los animales presentaron por lo menos
dos ciclos estrales de cuatro dias, se seleccionaron ratas en la fase de estro o de diestro-1.
A las 8:30 h del dia los animales fueron anestesiados por medio de la inyeccion
intraperitoneal de 25mg/kg p.c de pentobarbital sddico (Anestesal, Smith Kline Norden de
México). Posteriormente se colocaron en un aparato estereotdxico (Imagen 13) se
insertd una aguja 29G (0.5 mm O.D. x 16 mm; marca BD Plastipak, Tuberculina), de acero
inoxidable en POA-AHA izquierda o derecha. Ya en la zona de estudio, y la aguja se
mantuvo en esa posicion durante un minuto.

Las coordenadas que se utilizaron fueron tomadas del atlas del cerebro de la rata
de Koning y Klippel. (1963), a partir de Bregma son: Antero-Posterior: + 0.06 mm, Lateral-

Imagen 13. En esta imagen se muestra una rata colocada en el Medial: 0.06 mm, Vertical: 0.86 mm (Imagenes 14). En otros grupos de ratas, la
estereotaxico, que permite ubicacar e insertar la aguja en POA-AHA. coordenada vertical fue modificada bajo el razonamiento que aquellas estructuras
dorsales a POA-AHA que no participaran en los mecanismos de regulacion de la

ovulacidn, no la alterarian, por lo que se detendria el andlisis en la coordenada vertical en la que los animales ovularan (Imagenes 15y 16).
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Imagen 14. Fotografia que muestra a Bregma en el craneo de la rata de la cepa ClIZ-V la cual se toma como
referencia en la introduccién de la aguja en POA-AHA.
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Imagen 15. Imagen. A: vista dorsal del craneo de una rata de 290g de la cepa Wistar, donde se identifica la posicién de los puntos Bregmay

Lambda, para la insercién de la aguja en POA-AHA se tomd como referencia a Bregma considerandolo el punto cero o punto de referencia

antero-posterior (AP) sefialado en cada corte coronal del atlas del Cerebro de la Rata (Konig y Klippel, 1963). B: corte coronal que ilustra las

estructuras que se encuentran en el cerebro de la rata a 6360 (posicion de POA-AHA) y la distancia en mm desde el punto cero al area.
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La imagen 16 muestra la trayectoria vertical que puede seguir la aguja en la zona de estudio, que comprende de la coordenada AP:
6790 a 6280 um (510 um de longitud). Las zonas que son afectadas por la trayectoria de la aguja se muestran en la imagen 17.

A veinticuatro horas de la cirugia, se continud con el estudio del frotis vaginal. Los animales fueron sacrificados a las 09:00 h del estro
esperado. Como grupo testigo se utilizaron animales intactos sacrificados en el dia del estro, a la misma hora que los animales experimentales.

V:0.56 mm

V:0.66 mm

V: 0.76 mm E

Imagen 16. Coordenadas seleccionadas y disefiadas para utilizar en los diferentes grupos experimentales a

valorar su vinculacién con la ovulacién. [
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Imagen 17. A: Esquema de un Corte coronal del cerebro de la rata donde se seialan las estructuras que se encuentran por encima de POA-AHA,
en sentido vertical, y que son seccionadas al bajar la aguja (Tomada de Konig y Klippel, 1963).
B: Fotografia de un corte coronal del cerebro de las rata visto en un estereoscopio (Fotografias tomadas a 1.5 x 0 .80 aumentos).




EXPERIMENTO 2. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL REEMPLAZO DE LA SENAL HIPOTALAMICA, HIPOFISARIA U OVARICA EN ANIMALES CON
BLOQUEO DE LA OVULACION, RESULTADO DE LA LESION DE ESTRUCTURAS DORSALES A POA-AHA, PROVOCADAS POR LA INSERCION DE
UNA AGUJA DE ACERO INOXIDABLE.

Una vez identificadas las estructuras nerviosas involucradas en la regulacién de la ovulacidn y con el propdsito de conocer cudl de las seiales
hormonales del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario fueron alteradas por la insercion de una aguja de acero inoxidable, otros grupos de animales
fueron divididos al azar para tratarlos de la siguiente manera:

e Reemplazo de la sefial hipotaldmica: A las 14:00 h del proestro esperado, a cada rata se les administrara 3.7 ug/Kg peso de LHRH (Sigma
Chemical Company St. Louis MO).

e Reemplazo de la sefial hipofisaria: A las 14:00 h del proestro esperado, a cada rata se les administrara 25 u.i. de hCG (Sigma Chemical
Company St. Louis MO).

e Reemplazo de la sefial ovdrica: A las 14:00 h del diestro-2 esperado, a cada rata se les administrard 10 pg Benzoato de estradiol (Sigma
Chemical Company St. Louis MO).

Todos los animales fueron sacrificados como en el experimento 1.

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacidn, se disecaron los ovarios y el Utero. Las trompas uterinas se separaron del
ovario, y bajo el estereoscopio se punzo y se extrajeron los ovocitos y se contaron en cada ovario. Los ovarios y el Utero fueron pesados en
una balanza analitica, el valor obtenido se expreso por cada 100 g de peso del animal.
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Imagen 18. En esta imagen se observa el oviducto que contiene los ovocitos cuando Imagen 19. Cerebro de rata conservado en paraformaldehido al 4%.
se lleva a cabo la ovulacién.

Los cerebros se extrajeron del craneo, se colocaron en una solucion de formaldehido al 4% durante al menos ocho dias, y fueron
cortados en forma seriada a 20 um en un vibratomo, para ubicar el trayecto y la zona donde quedé la punta de la aguja. Todos aquellos
animales en los que la aguja no quedod en la zona de estudio fueron descartados del analisis estadistico, pero fueron utilizados como el control

negativo.




ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del numero de animales que ovularon con respecto a los que no lo hicieron se analizaron por medio de la prueba de la
Probabilidad Exacta de Fisher. Los resultados del nimero de ovocitos liberados por la prueba de Kruzkall-Wallis seguida de la prueba de Dunn.
Mientras que los datos del peso de los ovarios y del Utero se analizaron mediante la prueba de andlisis de varianza (ANDEVA) seguida de la
prueba de Tukey. En los casos en que se comparen dos grupos, el analisis se realizé6 por medio de la prueba de “t” de Student o la de “U”

Mann-Withney. En todos los casos sélo se aceptaran como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad sea < 5%.
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RESULTADOS

En laimagen 1 se muestran dos fotografias representativas en la que se observa la zona donde quedd ubicada la aguja cuando se introdujo
en POA-AHA izquierda y derecha.

Imagen 1. Fotografias de los cortes coronales del cerebro donde se muestra la ubicacion de la aguja de acero inoxidable 25G (0.50 mm x
13mm) en POA-AHA izquierda (A) o derecha (B). Fotografias tomadas a 1.5 x 0 .80 aumentos.




EFECTOS DE LA INTRODUCCION DE LA AGUJA EN POA-AHA IZQUIERDA O DERECHA A LAS 09:00 H DEL ESTRO.

Animales que ovularon (%)
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Figura 1. Efecto de la introduccion de la agua en POA-
AHA izquierda o derecha a las 09:00 horas del estro, en el
porcentaje de animales que ovularon en la mafiana del
estro esperado. %  p<0.05 vs. ratas intactas (Prueba de
la Probabilidad Exacta de Fisher).

La introduccién de la aguja en POA-AHA izquierda no modificé el
porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado. En
cambio, cuando se realiz6 en POA-AHA derecha ningln animal ovulé
(Figura 1).

El peso de los ovarios (izquierdo o derecho), de la masa ovdrica (Z peso
del ovario izquierdo + peso del ovario derecho) (Tabla 1) y del atero
(POA-AHA izquierda: 186.2 * 16.9mg/Kg peso corporal; POA-AHA
derecha: 157 + 7.3 vs. 163 + 9.4mg/Kg peso) no fue modificado por la
introduccidn de la aguja en POA-AHA izquierda o derecha.
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Tabla 1. Media * e.e.m. del peso del ovario izquierdo, derecho y de la masa ovarica de ratas a las que se les introdujo la agua en POA-AHA izquierda o
derecha alas 09:00 horas del estro y sacrificadas al estro esperado.

PESO DEL OVARIO IZQUIERDO

(mg/100 g de peso corporal)

PESO DEL OVARIO DERECHO

(mg/100 g de peso corporal)

MASA OVARICA

(mg/100 g de peso corporal)

INTACTAS 20.7+1.2 19.9+ 1.0 406+21
POA-AHA IZQUIERDA 22520 196+1.2 421+23
POA-AHA DERECHA 206+1.3 199+13 405+25

Cuando otro grupo de animales con introduccién de la aguja en POA-AHA derecha en el dia del estro, fue sacrificado al estro vaginal, todos
ellos ovularon (9/9 vs. 9/9). La presencia de estro vaginal ocurrié en todos los animales, 24 h después del estro esperado, pero el nUmero de ovocitos

liberados por el ovario derecho disminuyé (Figura 2).

En este grupo de animales el peso del ovario izquierdo disminuyo con respecto al intacto, lo que se reflejé en la masa ovarica (Tabla 2).
El peso del utero no fue modificado con respecto al grupo de animales intactos (174.6 + 6.2 mg/kg peso vs.163.8 + 3.1 mg/kg peso, ns).
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Tabla 2. Media # e.e.m. del peso del ovario izquierdo, derecho y de la masa ovéarica de ratas a las que se les introdujo la agua en POA-AHA derecha a las

. . K .
09:00 horas del estro y sacrificadas al estro vaginal ~ p<0.05 Analisis ANDEVA

PESO DEL OVARIO IZQUIERDO PESO DEL OVARIO DERECHO MASA OVARICA
(mg/100 g de peso corporal) (mg/100 g de peso corporal) (mg/100 g de peso corporal)
INTACTAS 20.7+1.2 199+£1.0 406+21
POA-AHA DERECHA 150+£12 4 180+1.4 33.0+24
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EFECTOS DEL REEMPLAZO DE LA SENAL HIPOTALAMICA, HIPOFISARIA Y OVARICA EN RATAS CON INTRODUCCION DE LA
AGUIJA A LAS 09:00 h DEL ESTRO.

La inyeccidn de LHRH sintética (sefial hipotaldmica) a ratas con introduccién de la aguja a las 09:00 h del estro indujo la ovulacion en todos los

animales tratados; este mismo efecto se observé cuando se inyectéd hCG (sefial hipofisaria). En cambio, la inyeccion de benzoato de estradiol
(sefial ovarica) no indujo la ovulacién (Figura 3).
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% Figura 3. Porcentaje de animales que ovularon como resultado de la
% inyeccion de LHRH, hCG y BE a ratas con introduccién de una aguja en
a 40
< POA-AHA derecha a las 9:00 h del estro. p<0.05 vs. ratas intactas
-g - (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher).
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EFECTOS DE LA INTRODUCCION DE LA AGUJA EN EL TRACTO CORTICO-HIPOTALAMICO MEDIAL Y LA ESTRIA TERMINAL
PARTE HIPOTALAMICA, A LAS 09:00 H DEL ESTRO.

Cuando la aguja se introdujo hasta el limite dorsal de POA-AHA izquierda (LSI) 6 derecha (LSD) (Imagen No. 2), es decir hasta el tracto cortico-
hipotaldmico medial y la estria terminal parte hipotalamica (coordenada vertical 0.76mm a descender desde el punto de Bregma), todos los
animales ovularon (izquierda: 9/9; derecha: 9/9 vs. intactos: 9/9). El nimero de ovocitos liberados disminuyd en los animales con LSD (Figura
4). Ninguno de los tratamientos modificé el peso de los ovarios ni la masa ovarica (Tabla 3). Introducir la aguja hasta el LSI incrementd el peso
del Utero (223.3 + 10.6 vs. 163.8 + 3.1, mg/Kg peso p<0.05), lo que no sucedié al introducir la aguja en LSD (187.3 + 10.7 vs. 163.8 + 3.1 mg/kg
peso, ns).

Imagen 2. Fotografia que muestra el &rea donde se ubicd la aguja (A) en el limite
superior de POA-AHA derecha o izquierda (B). Tomada a 1.5 x .80 aumentos.
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Tabla 3. Media # e.e.m. del peso del ovario izquierdo, derecho y de la masa ovarica de ratas a las que se les introdujo la agua en el limite superior de
POA-AHA izquierda o derecha (tracto cortico-hipotalamico medial y la estria terminal parte hipotalamica) a las 09:00 horas del estro y sacrificados

*
al estro esperado. p<0.05 Analisis ANDEVA

PESO DE OVARIO IZQUIERDO PESO DEL OVARIO DERECHO MASA OVARICA
(mg/100 g de peso corporal) (mg/100 g de peso corporal) (mg/100 g de peso corporal)
INTACTAS 20.7+1.2 199+ 1.0 406+21
LSI 21.6+2.0 19.7+£0.7 413120
LSD 202+1.0 18.5+0.6 38.7+1.0
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EFECTO DE LA INTRODUCCION DE LA AGUJA EN POA-AHA IZQUIERDA O DERECHA A LAS 09:00 H DEL DIESTRO-1.

En la imagen 3 se muestran dos fotografias de cortes coronales representativos en el que se ubica el sitio de la aguja en POA-AHA izquierda o derecha en
ratas que fueron integradas en el estudio. En el dia del diestro-1, la introduccién de la aguja en POA-AHA bloqued la ovulacién en la mafana del
estro esperado (Figura 5).

Imagen 3. Fotografias de los cortes coronales de cerebro de ratas donde se muestra la zona donde quedo ubicada la aguja en
POA-AHA izquierda (A) o derecha (B). Fotografias tomadas a 1.5 x 0 .80 aumentos.




El peso de los ovarios y la masa ovdrica no se modificaron en los animales

con introduccién de la aguja en POA-AHA izquierda o derecha en el diestro-1 (Tabla
4).

El peso del Utero aumentd en los animales a los que se le introdujo la aguja
en POA-AHA izquierda o derecha en Diestro-1 por ambos tratamientos (POA-AHA
izquierda: 255.97 + 11 vs. 163.82 +3.13 mg/kg peso; POA-AHA derecha: 273.21 +
21vs. 163.82 +3.13 mg/kg peso, p<0.05).

Tabla 4. Media # e.e.m. del peso del ovario izquierdo, derecho y de la masa ovarica de ratas a las que se les introdujo la agua en POA-AHA izquierda o
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Figura 5. Efecto de la introduccio

n de la aguja en POA-AHA izquierda o
derecha alas 9:00 del diestro-1, sobre el porcentaje de animales que
ovularon en la mafiana del estro esperado.

p<0.05 vs. ratas intactas (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fishen).

derecha alas 09:00 horas del diestro-1 sacrificadas al estro esperado.

PESO DEL OVARIO IZQUIERDO
(mg/100 g de peso corporal)

PESO DEL OVARIO DERECHO
(mg/100 g de peso corporal)

MASA OVARICA

(mg/100 g de peso corporal)

INTACTAS 20.7+1.2 19.9+1.0 406+21
POA-AHA IZQUIERDA 258+1.6 18.3+1.1 441+23
POA-AHA DERECHA 20.3+0.6 16.3+1.1 36.6 +1.2
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Cuando los animales fueron sacrificados al estro vaginal, 24 horas después del estro esperado, todos los animales ovularon, pero el

numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el derecho disminuyé (Figura 5y 6). El peso de los ovarios y la masa ovarica no se
modificé (Tabla 5), pero el peso del Utero aumentd (POA-AHA izquierda: 212.94 + 5.01 vs. 163.98 + 4.02 mg/kg peso; POA-AHA derecha:
201.34 + 3.9 vs. 163.98 + 4.02 mg/kg peso, p< 0.05).

Tabla 5. Media * e.e.m. del peso del ovario izquierdo, derecho y de la masa ovarica de ratas a las que se les introdujo la agua en POA-AHA izquierda o
derecha alas 09:00 horas del diestro-1 sacrificadas al estro vaginal.

PESO DEL OVARIO IZQUIERDO
(mg/100 g de peso corporal)

PESO DEL OVARIO DERECHO
(mg/100 g de peso corporal)

MASA OVARICA
(mg/100 g de peso corporal)

INTACTAS 200+14 195+ 1.1 396+24
POA-AHA IZQUIERDA 20.6 £0.5 205+0.7 41.1+1.2
POA-AHA DERECHA 19.3+0.7 19.1+0.5 38.3+0.7
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Numero de ovocitos (totales) liberados

10

Figura 6. Media # e.e.m. del ndmero de ovocitos liberados
en animales con inserciébn de la aguja en POA-AHA
izquierda a las 09:00 h del diestro-1, sacrificados en el dia
del estro vaginal.

* p<0.05 vs. intactas (Prueba de Kruskal-Wallis,

seguida de la prueba de “U” de Mann-Withney).
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Figura 7. Media # e.e.m. del nimero de ovocitos liberados en animales
con inserciéon de la aguja en POA-AHA derecha a las 09:00 h del
diestro-1, sacrificados en el dia del estro vaginal.

* p<0.05 vs. intactas (Prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la

prueba de “U” de Mann-\Withney).
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EFECTOS DEL REEMPLAZO DE LA SENAL HIPOTALAMICA, HIPOFISARIA Y OVARICA EN RATAS CON INTRODUCCION DE LA
AGUIJA A LAS 09:00 h DEL DIESTRO-1.

La inyeccidn de LHRH (sefial hipotalamica) a ratas con aguja en POA-AHA izquierda indujo la ovulacion en el 66% de los animales tratados,
mientras que en POA-AHA derecha solo el 33% lo hicieron. La inyeccién de hCG (sefial hipofisaria) en ratas con aguja en POA-AHA izquierda

indujo la ovulacién en el 76% de los animales tratados, mientras que en POA-AHA derecha todas lo hicieron. En cambio, la inyeccion de
benzoato de estradiol (sefial ovérica) solo indujo la ovulaciéon en un 20% (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de animales que ovularon como resultado de la administracion de LHRH, hCG o BE después de la insercién de una aguja en

POA-AHA izquierda (A) o derecha (B), a las 09:00 h del diestro-1. * p<0.05 vs. ratas intactas (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher). E




EFECTOS DE LA INTRODUCCION DE LA AGUJA EN EL LIMITE DORSAL DE POA-AHA (TRACTO CORTICO-
HIPOTALAMICO MEDIAL Y LA ESTRIA TERMINAL PARTE HIPOTALAMICA) A LAS 09:00 H DEL DIESTRO-1.

En la imagen 4 se muestran dos fotografias de cortes coronales representativos en el que se ubica el sitio de la aguja en el limite
superior de POA-AHA izquierda o derecha, es decir en tracto cortico-hipotaldmico medial y la estria terminal parte hipotaldmica. En esta fase
del ciclo, la introduccion de la aguja no bloqued la ovulacién en la mafiana del estro esperado (Figura 9).

Imagen 4. Fotografias de los cortes coronales de ratas donde se muestra la zona donde quedo ubicada la

aguja de acero inoxidable 29G (0.5 mm x 16mm) en el limite superior de POA-AHA izquierda (A) o derecha
(B). Fotografias tomadas a 1.5 x 0 .80 aumentos.
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El peso de los ovarios y la masa ovarica (peso del ovario izquierdo + peso del ovario derecho) no se modificaron (Tabla 6), el nimero de ovocitos
liberados no se modifico con respecto al intacto, pero introducir la aguja en el limite superior dorsal de POA-AHA izquierda incrementé el peso del

Utero (223.25 + 10.25 vs. 163.82 + 3.13 mg/kg peso, p<0.05), efecto que no ocurrié al Introducir la aguja en el limite superior dorsal de POA-AHA
derecha (187.32 £ 10.2 vs. 163.82 + 3.13 mg/kg peso).




Tabla 6. Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo, derecho y de la masa ovarica de ratas a las que se les introdujo una agua hasta el limite superior de
POA-AHA izquierda o derecha (tracto cortico-hipotalamico medial y la estria terminal parte hipotalamica) a las 09:00 horas del diestro-1, sacrificadas al
estro esperado.

PESO DEL OVARIO IZQUIERDO PESO DEL OVARIO DERECHO MASA OVARICA
(mg/100 g de peso corporal) (mg/100 g de peso corporal) (mg/100 g de peso corporal)
INTACTAS 20.7+1.2 19.4+1.0 40.6 £2.1
LSI 19.6£0.6 19.2+£0.9 38.8+0.9
LSD 157+1.7 16.3£1.2 35.2+1.38

Finalmente, en la Imagen 5 se muestra de derecha a izquierda (sentido antero-posterior) tres cortes representativos de POA-AHA (A) y
otro de estructuras cerebrales e hipotalamicas posteriores a la zona de estudio (B). Los tridngulos en rojo indican la ubicacién errdnea de
la aguja en ratas que fueron descartadas del estudio. En estos animales la ovulacién ocurrié en el dia del estro esperado, y no se
observaron diferencias significativas ni en el nUmero de ovocitos totales liberados (11.22 + 0.27 vs. 12.33 + 0.52 mg/kg peso), ni en el peso
de los ovarios (Ol: 18.9 + 1.33mg/Kg peso vs. 20.71 + 1.22 mg/Kg peso; OD: 19.54 + 0.64 mg/Kg peso vs. 19.91 + 0.96 mg/Kg peso, ns) y
del Utero (166.68 + 6.45 mg/Kg peso vs. 163.82 + 3.13 mg/Kg peso, ns).
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Imagen 5. Fotografias de cortes coronales del cerebro donde se muestran la ubicacién de la aguja en zonas externas al area de estudio. De
derecha a izquierda (A) cortes antero-posteriores y (B) un corte posterior al drea de estudio. Los tridngulos rojos indican las zonas del cerebro
donde se ubicé la aguja.




ANALISIS DE RESULTADOS

La respuesta asimétrica entre POA-AHA izquierda y derecha (medida por la ausencia de la ovulaciéon) en el dia del estro y simétrica en diestro-1
no es resultado de afectar zonas o seccionar el tracto cortico-hipotaldmico medial estria terminal parte intermedia, sino de una respuesta
fisioldgica a la lesidon provocada en POA-AHA por introducir la aguja y mantenerla alli durante un minuto.

En la fase del es#r®, la ovulacidon espontanea de la rata depende de la integracion morfoldgica y funcional de POA-AHA derecha, ya
gue cuando a los animales se les introdujo la agua en POA-AHA derecha ninguno de ellos ovuld en el dia del estro esperado. En cambio,
cuando a los animales se les introdujo la agua en POA-AHA izquierda (estando integra la porcion derecha) todos ovulan en tiempo y un nimero
normal de ovocitos. Esta respuesta asimétrica de POA-AHA depende de diferencias morfoldgicas y bioquimicas que conducen a reconocer dos
estructuras que fisioldgicamente son diferentes. En el cerebro del ratén, la cantidad de neuronas ir-GnRH es mayor en el hipotdlamo derecho
gue en el izquierdo (Inase y Machida, 1992). La cantidad de GnRH en el HMB derecho es el doble que en el izquierdo (Gerendai y col., 1978). A
las 13:00 h del diestro-2, la expresion del ARNm para la GnRH es mayor en POA-AHA derecha que en la porcién izquierda (Arteaga-Lopez y col,
2003). A las 17:00 h del estro, la expresién del ARNm del REa es mayor en POA-AHA derecha que en la izquierda (Arteaga-Lépez y col, 2003).
La concentracién de acetilcolina a las 13:00 h del diestro-1y del proestro es mayor en POA-AHA derecha que en izquierda (Cruz y col, 1997).

Ademas de estas diferencias morfoldgicas y bioquimicas, el hipotdlamo anterior responde de manera asimétrica a las hormonas
esteroides. En ratas hembras de cinco dias de vida, el implante de estradiol en POA o en el nicleo ventromedial derecho, provoca
masculinizacién cuando las hembras llegan a la edad adulta (estas hembras prefieren sexualmente a otras hembras). En cambio, cuando el
estradiol se implanta en las estructuras izquierda, ocurre defeminizacién, los animales no tienen ciclos estrales (Norden y Yahr, 1982).

Cuando el hipotdlamo anterior es expuesto a situaciones extremas, las funciones del ovario son afectadas de manera asimétrica. En la
rata ovariectomizada unilateralmente, la lesion de AHA derecha previene la hipertrofia compensadora del ovario remanente, en tanto que la
lesidn en la porcidn izquierda no la modifica (Fukuda y col. 1984). La lesidn unilateral de esta misma area del hipotdlamo con acido kainico,
bloquea la hipertrofia compensadora solo si la lesidn y la ovarectomia unilateral se hacen del mismo lado (Nance y col. 1982 y 1984).
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Con base en esta informacion y la obtenida en la presente tesis llegamos a la conclusién que en el dia del estro es indispensable que
POA-AHA derecha se mantenga integra para que la rata ovule en el dia del estro esperado.

Mantener la aguja durante un minuto dentro de POA-AHA derecha genera cambios bioquimicos y quiza cito-arquitecténicos que en esa
hora y dia del ciclo estral son fundamentales para que la secrecién de GnRH ocurra en el tiempo y la forma que garantiza la ovulacién de la
rata. El acero inoxidable de la aguja introducida en POA-AHA es una aleacion de acero con un minimo de 10 % de cromo, molibdeno o el
niquel (Steel Glossary). Una de las posibles explicaciones a la falta de ovulacion por la insercidn de la aguja implica que al poseer el cromo una
gran afinidad por el oxigeno genere alteraciones en el metabolismo celular de la red neuronal GnRHérgica. Ademas, no debemos olvidar que la
insercién de la aguja involucra ruptura de capilares que desencadenan la secrecidon de substancias vasoactivas (histamina, serotonina) que
regulan la secrecion de GnRH (Herbison, 2006) y de células sanguineas como macréfagos, leucocitos y glébulos rojos que generan irritacion o
estrés en la zona afectada. Entre las substancias que se liberan estan la citicinas (interleucina-1f, factor de necrosis tumoral [TNF], interferdn
gama, etc) que pueden actuar directamente sobre la neurona GnRH 6 a través de la liberacion de intermediarios como prostaglandinas, 6xido
nitrico, neuropéptidos o neurotransmisores que regulan la secrecién de la GnRH (Wu y Wolfe, 2012). Si consideramos que estas reacciones
pueden desencadenarse un la porcidn izquierda y en la derecha de POA-AHA, épor qué entonces en POA-AHA derecha se bloquea la ovulacién
y en la izquierda no? Lo que nos lleva a concluir que una y otra POA-AHA son zonas heterogéneas que funcionan y responden de manera
diferente.

El hecho que la ovulacidn se retrase 24 horas en los animales con aguja en POA-AHA derecha implica que el marcapaso de la secrecién
de GnRH fue enlentecido o detenido por el mismo tiempo. Se ha sugerido que terminales eferentes especificas del ndcleo supra-quiasmatico
lleven la senal de salida que regula la secrecién de LH, mediante una via directa, predominantemente ipsilateral que proyecta a las neuronas
GnRH de POA (de la Iglesia y col., 1995, van der Beek y col.,, 1997). La suma de todos estos posibles cambios ocurridos en los animales con
aguja en POA-AHA derecha condujo al bloqueo de la secrecidén preovulatoria de GnRH en el dia del proestro esperado. Esta idea es apoyada
por el hecho que al inyectar la LHRH sintética (reemplazo de la sefial hipotaldmica) o de hCG (reemplazo de la sefial hipofisaria) a las 14:00 h
del proestro esperado, los animales ovularon y liberaron una cuota normal de ovocitos.

El retraso en la ovulacidon en los animales con aguja en POA-AHA derecha se acompaid de la disminucion en el nimero de ovocitos
liberados por el ovario derecho y del peso del ovario izquierdo. Si consideramos que el peso del ovario cambia durante el ciclo estral
(Dominguez-Gonzalez y col, 1998), y de que una de las razones es el crecimiento progresivo de los foliculos, sugerimos que no sélo se afectd
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la secrecién fasica de la GnRH, sino también la secrecién tdénica. Esta alteraciéon provocé modificaciones en la concentraciéon de FSH y LH que
resultd en el enlentecimiento del crecimiento de los foliculos (Rajkovic y col, 2006). Lo que si es un hecho es que cada ovario respondid de
manera diferente a los cambios en la secrecion de gonadotropinas.

Aparentemente la secrecién de estradiol no fue alterada, ya que la administracién de benzoato de estradiol a las 14:00 h del diestro-2
esperado en las ratas con aguja en POA-AHA derecha no indujo la ovulacion, lo que significa que estradiol habia en sangre en concentraciones
suficientes para estimular la secrecidon de GnRH, LH y la ovulacién.

Dado que en el dia del estro la insercién de la aguja por encima de POA-AHA izquierda o derecha, es decir, en el tracto cortico-
hipotaldmico medial y la estria terminal parte hipotalamica, no se modificé la ovulacion espontdnea en el dia del estro esperado, nos permite
sugerir que las estructuras cerebrales o las vias neurales que transcurren dorsalalmente al drea de estudio no participan en los mecanismos
gue regulan la secrecion de GnRH, LH y la ovulacién. Sin embargo, el hecho que disminuyera el nimero de ovocitos en los animales con
introduccién de la aguja en el limite dorsal de POA-AHA derecha sugiere que la seccidn de esas vias eferentes participa en la respuesta de los
foliculos a las gonadotropinas, es decir que regulan el crecimiento folicular. Es posible que la via de conexion propuesta por (Téth y col 2007)
entre el ovario y el sistema nervioso central esté involucrada en esta respuesta.

Con base en los resultados obtenidos sugerimos que las estructuras y vias dorsales a POA-AHA como el tracto cortico-hipotalamico
medial y la estria terminal parte hipotaldmica estan involucradas en regulacion de la respuesta del Utero a las hormonas esteroides. El Utero
ha sido considerado como un indicador de la secrecidén de estradiol; luego entonces es posible que las estructuras y vias dorsales al limite
superior de POA-AHA izquierda regulen la secrecién de hormonas esteroides y no las localizadas del lado derecho. Sin embargo, para
comprobar esta idea seria necesario cuantificar progesterona y estradiol en las horas subsecuentes a la introduccién de la aguja.

En la fase del dies€re-1 es necesario que ambas POA-AHA se mantengan integras para que el animal ovule en el dia del estro esperado, ya
qgue la insercidn de la aguja en una u otra comprometid la ovulacién. La respuesta de las células del complejo GnRHérgico, es decir de
terminales nerviosas, glia y neuronas secretoras de diferentes moléculas transmisoras y de GnRH, es semejante a la de los animales tratados
en POA-AHA derecha en diestro-1. La Unica y muy importante diferencia es que en diestro-1, el peso del Utero aumentd en la mafiana del estro
esperado. Este evento era de esperarse cuando consideramos que el endometrio es el principal drgano blanco de las hormonas esteroides
(Queenan, 2007), y dado que en estos grupos experimentales la ovulacidn se retrasé 24 horas, luego entonces, la mafiana del estro esperado
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correspondié al proestro esperado. Hay que recordar que en la mafiana del proestro, el peso del utero aumenta como resultado del efecto
mitogénico y angiogénico de los estrégenos sobre el epitelio del utero (Queeman, 2007), asi como de la presencia de liquido en la luz del tubo
uterino (Freeman, 2006).

Resultados muy parecidos a los observados al introducir la aguja en estro en POA-AHA derecha se observaron en los animales
tratados en POA-AHA izquierda o en POA-AHA derecha en el diestro-1, por lo que sugerimos que los mecanismos los mecanismos neurales que
se llevan a cabo en estro y diestro-1 se mantienen en estas dos fases del ciclo. La Unica diferencia es que en estro la ovulacidon depende de la
funciéon neuroendocrina de POA-AHA derecha, mientras que en diestro-1 se requiere del concierto funcional de ambas. Este hecho es
respaldado al observar que el reemplazo de las diferentes sefiales enddcrinas, en los grupos con aguja en POA-AHA izquierda o derecha, no
indujeron en todos los animales la ovulacién.

El aumento del peso del Utero en los animales a los que se les introdujo la aguja en el limite superior a POA-AHA izquierda, es
decir en el tracto cortico-hipotaldmico medial y la estria terminal parte hipotaldmica podria estar relacionado con un efecto inhibitorio de la
secrecion de progesterona que resulté en la falta de pérdida del liquido de la luz del Utero. Una explicacién a este resultado asimétrico entre la
seccidn y dano de estas estructuras dorsales a POA-AHA izquierda con respecto a la derecha estaria relacionada con modificaciones del eje
hipotdlamo-hipodfisis-adrenal, lo que implicaria una conexidon en corto entre POA-AHA y el nucleo paraventricular (en el cual se ubican
neuronas que secretan el TRH) por medio del tracto cortico-hipotaldamico medial y la estria terminal parte hipotaldmica (Brown, 1994).

El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal es regulado de manera asimétrica por el hipocampo (Madsen y col, 2012, Knoops y col,
2010), lo que implica que al introducir la aguja hasta el limite superior de POA-AHA izquierda se seccionaron vias que conectan esta zona
frontal del cerebro con el hipocampo. En el humano, se una correlacién inversa entre el volumen del hipocampo y la concentracién de cortisol
(Mondelliy col, 2010) y de ACTH (Knoops y col, 2010). En cerdos, altas concentraciones de cortisol se asociaron con disminucion en el volumen
y el nimero de neuronas en giro dentado izquierdo, pero no en el derecho (van der Beek y col, 2004).

Es posible que el tracto cortico-hipotaldamico medial y la estria terminal parte hipotaldmica lado izquierdo regulen de manera
estimulante al eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, mediante su conexién con el hipocampo y el giro dentado, lo que provocé aumento en la
secrecion de ACTH, cortisol y progesterona.
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CONCLUSIONES

®» La respuesta ovulatoria asimétrica entre POA-AHA izquierda y derecha en el dia del esEre y simétrica en dies€re-1 no es resultado
de afectar zonas o seccionar vias nerviosas dorsales a ella como el tracto cortico-hipotaldmico medial y la estria terminal parte
hipotaldmica, sino de una respuesta fisioldgica a la lesién provocada en POA-AHA por introducir la aguja y mantenerla alli durante un
minuto.

®» Lalesidon provocada por la aguja en POA-AHA bloquea la secrecién fasica de GnRH y LH.

» En el dia del estre es indispensable que POA-AHA derecha se mantenga integra para que la rata ovule en el dia del estro esperado. En
cambio, en diestre-1 es necesario que ambas POA-AHA se mantengan integras.

» En el dia del esre introducir la aguja hasta el limite superior de POA-AHA derecha reduce el nimero de ovocitos liberados. Mientras
gue introducir la aguja hasta el limite superior de POA-AHA izquierda incrementa el peso del Utero.

» En diestre-1 introducir la aguja en 6 hasta el limite superior de POA-AHA izquierda aumenta el peso del Gtero.

» En el dia del estre introducir la aguja en POA-AHA derecha 6 en ambas en el dia del diestre-1 retrasa por 24 horas los
mecanismos que regulan la secrecién de GnRH.
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