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RESUMEN

Muchos procesos fisioldgicos y de comportamiento como son la secrecion
hormonal, el ciclo estral, la ovulacidon, la hibernacidn, las contracciones
cardiovasculares, el ciclo suefio vigilia, etc. muestran un ritmo de tipo
ultradiano, circadiano o infradiano dependiendo de la duracion de dichos
ciclos. Estos biorritmos son controlados por una estructura nerviosa

localizada en el hipotalamo llamado nucleo supraquiasmatico.

El ndcleo supraquiasmatico (NSQ) se ha considerado como un verdadero
marcapasos ya que es capaz de generar su propio ritmo en cuanto a actividad

nerviosa y metabdlica.

El NSQ a través de sus eferencias regula la actividad ciclica de otras dareas
como es el drea predptica anterior (POA), esta drea toma importancia en
nuestro estudio ya que ahi se encuentran neuronas GnRHérgicas. Poco se ha
estudiado acerca de la modulacion que ejerce el NSQ sobre las funciones
ovaricas que son la ovulacién y la secrecion de hormonas esteroides, sin
embargo, se ha reportado que lesiones térmicas completas del NSQ causan
la abolicion de la ovulacion y de la secrecién ciclica de la hormona

luteinizante.

Un neurotransmisor presente tanto en el sistema nervioso central como en el
sistema nervioso periférico es la acetilcolina y en diferentes estudios se ha

mostrado que estd implicado en la regulacion de las funciones ovdricas.

En el presente estudio se analiz¢ la participacion del sistema colinérgico del
NSQ sobre las funciones ovdricas, para ello a ratas hembras adultas ciclicas



de la cepa ClI-ZV con fotoperiodo controlado y alimento y agua ad libitum, a
las 9:00 6 19:00 hrs del proestro, con un instrumento estereotaxico y una
bomba de micro-inyeccidn se les administraron 62.5ng de atropina en el NSQ
izquierdo o derecho (NSQ-I 6 NSQ-D). Todos los animales fueron sacrificados
por decapitacion en el estro vaginal. Se evalud la tasa de animales ovulantes,
el ndmero de ovocitos liberados y la concentracion de progesterona y
estradiol en suero. Como grupos de comparacion, se utilizaron animales con
operacion simulada o aquellos a los que se les micro-inyectd solucidn salina

como vehiculo.

La operacidon simulada en el NSQ-D, causé un decremento en la cuota
ovulatoria por ambos ovarios, sin embargo, la concentraciéon de hormonas

fue similar a la de un animal testigo.

7

La micro-inyeccion de vehiculo en el NSQ-I 6 NSQ-D no modificd los

parametros evaluados.

7

La micro-inyeccion de atropina en el NSQ-I 6 NSQ-D a las 9:00 hrs del
proestro resulto en el bloqued de la ovulacion, mientras que a las 19:00 hrs la
administraciéon de atropina no modificd la respuesta ovulatoria. Solo la micro-
inyeccidn de atropina a las 19:00 hrs del proestro causd un decremento en la
concentracion sérica de progesterona, en comparacion con el grupo
vehiculo. Estas evidencias apuntan que el sistema colinérgico del NSQ ejerce
una regulacion circadica sobre la ovulacidon, en la mafiana del proestro la

regula de manera estimulante y por la noche parece no participar.



INTRODUCCION

El nucleo supraquiasmdtico (NSQ) sincroniza los procesos fisiolégicos y de
comportamiento en concordancia con sefiales ambientales como la
temperatura, ruidos 0 movimiento, entre estas, la mas importante es el ciclo
luz/oscuridad. Este ntcleo recibe informacidon fética directamente a través
del tracto retino-hipotalamico, e indirectamente de la hojuela intergeniculada
(IGL) a través del tracto geniculohipotaldmico. La informacién fdtica
sincroniza los neuronas del NSQ a 24 horas y éste, por medio de sus
eferencias, modula la actividad de osciladores esclavos que podrian ser
estructuras del sistema nervioso central, o bien, una glandula como lo es el

ovario.

En la tarde del proestro el NSQ envia una sefal nerviosa hacia
neuronas secretoras de la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH), por lo que la lesién bilateral del NSQ resulta en anovulacién. De
manera in vitro, en co-cultivos de NSQ y area predptica anterior (POA),
existe una secrecion ciclica de GnRH en presencia de estradiol, secrecién
ciclica que se suprime cuando se elimina del cultivo el NSQ o bien el estradiol,
en conclusion, es necesaria una sefnal circadica proveniente del NSQ y una
sefial humoral proveniente del ovario para que se libere GnRH en la
eminencia media y con ello module la secrecién de la hormona luteinizante
(LH), la hormona estimulante del foliculo (FSH), la ovulacién y la secrecién de

hormonas ovaricas.



En el NSQ se han identificado varios péptidos neuroactivos, entre ellos
el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y vasopresina (VP), calbidina, péptido
liberador de gastrina (GRP), glutamato, o&xido nitrico, histamina,
neurotensina, neuropéptido Y, serotonina, GABA, melatonina, angiotensina

[I'y acetilcolina.

El NSQ recibe informacion colinérgica del ndcleo basal magnocelular,
de la banda diagonal de broca y del septum medial, y envia fibras colinérgicas
hacia la zona subparaventricular. EI bloqueo del sistema colinérgico
periférico, por la inyeccidn de atropina intraperitoneal, resulta en el bloqueo
de la ovulacién y en la modificacion de la concentracidon de estradiol y
testosterona en suero. Evidencias que llevaron a sugerir que el sistema
colinérgico modula los mecanismos que regulan las funciones ovaricas, y que

dependen del dia del ciclo estral y de la hora del dia.

A la fecha, no se conoce como participa la informacién colinérgica del NSQ
sobre la actividad ovarica. Por ello, en el presente estudio se analizé la
funcién circadica del sistema colinérgico del NSQ, sobre la ovulacion y la
esteroidogénesis ovarica, en la rata con bloqueo de los receptores

muscarinicos del nucleo.



MARCO TEORICO

Esteroidogénesis ovdrica

Las hormonas esteroides son derivadas del colesterol que puede ser
sintetizado en la célula a partir de acetato o de los depdsitos de esteres de
colesterol que se encuentran en las vacuolas lipidicas intracelulares o a partir
de la captacion de lipoproteinas de baja densidad que son ricas en colesterol;
esta ultima fuente es la mas importante cuando hay una estimulacién crdnica

de las células capaces de realizar la esteroidogénesis (Jacome, 2005).

El primer paso de la esteroidogénesis es el rompimiento de la cadena
lateral de la molécula de colesterol lo que forma una molécula de
pregnenolona y un aldehido isocaproico, esta reaccion se da en los ovarios,

testiculos, suprarrenales, placenta y algunas neuronas (Jacome, 2005).

La conversion de colesterol a pregnenolona se hace por medio de una
enzima llamada P450scc (Side Chain Cleavage; por sus siglas en inglés) (Bajo
y Coroleu, 2009). Este paso se realiza en la célula de la teca, para ello es
necesario que la LH se una a su receptor de membrana que activa una
cascada de eventos, el colesterol sera transportado a la cara interna de la
membrana de la mitocondria por la StAR (steroidogenic acute regulator),
que es la proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda, una vez en el
interior de la mitocondria la enzima P450scc convertird dicho colesterol a
pregnenolona, ésta viaja en pequefias vesiculas hasta llegar al reticulo

endoplasmico liso (Yeh y Adashi, 2001).

Noé Lagunas Cortés



El siguiente paso es la conversidon de pregnenolona a progesterona,
donde participa la enzima 3f hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) que
se encuentra localizada en el reticulo endoplasmatico y mitocondria (Bajo y
Coroleu, 2009). Existen dos rutas en la esteroidogénesis ovarica, la ruta A4 y
la ruta A5, en la via A4 (es la predominante en el cuerpo lUteo), el doble
enlace esta en la posicion 4-5 y un grupo ceto en el C3 de la progesterona
(Bajo y Coroleu, 2009). La pregnenolona se convierte en progesterona
mediante dos fases enzimaticas que implican a las 33-ol-deshidrogenasa y A4-
5-isomerasa, posteriormente la hidroxilacion de la progesterona, en el
carbono 17 da lugar a la 17-hidroxiprogesterona, la cual por accion de Ila
desmolasa se convierte en androstenediona. Después la 17(3-ol-
deshidrogenasa actia sobre la androstenediona para dar lugar a la

testosterona (Figura 1) (Bajo y Coroleu, 2009).

En el caso de la ruta A5 que es la via preferente del foliculo, la
pregnenolona se hidroxila en el C17 por acciéon de la enzima P450c 170H, y
forma la 17-hidroxipregnenolona que presenta un doble enlace en el C5-6

(Bajo y Coroleu, 2009).

Noé Lagunas Cortés
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Figura 1: Sintesis de hormonas esteroides gonadales. (1) P450scc, (2) P450 17-hidroxilasa,
(3) 17,20-liasa, (4) 17-B-OH-esteroide deshidrogenasa, (5) 3-B-ol-deshidrogenasa y A4-5
isomerasa, (6) s5a-reductasa, (7) 3a-reductasa, (8) P45019-aromatasa. Tomado de

Tresguerres, 2005.
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La 17-hidroxipregnenolona experimenta un desdoblamiento de su
cadena lateral mediante una desmolasa (17,20 liasa) convirtiéndose en la
dehidroepiandrostenediona (DHA) y la accién de la 3B-ol-deshidrogenasay la
A4-5 isomerasa convierte la DHA en androstenediona, por ultimo, la 17 B- HSD
convierte la androstenediona en testosterona, la cual atraviesa la membrana

basal y llega a las células de la granulosa (Figura 2) (Bajo y Coroleu, 2009).

Parte de los andrdgenos sintetizados por las células de la teca salen a
torrente sanguineo, y otros, debido a su caracter lipidico atraviesan la lamina
basal llegando a las células de la granulosa. Es en el reticulo endoplasmico
liso de las células de la granulosa donde se convertirdn estos andrégenos en
estrégenos por accién de las aromatasas (Figura 2). La sintesis de las
aromatasas requiere que la hormona estimulante del foliculo (FSH) se una a
su receptor en las células de la granulosa, lo que activa una cascada de
eventos que culminard con la trascripcion del ARNm que codifica a las
aromatasas (Bajo y Coroleu, 2009). Es precisamente la colaboracién entre las
células de la teca y las células de la granulosa la que permite el proceso de

biosintesis del estrégenos: teorfa de las dos células (Figura 2).

Noé Lagunas Cortés
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Figura 2. El modelo de la doble célula doble hormona es ideal para explicar el mecanismo
de la esteroidogénesis en el ovario. RE (reticulo endopldasmico); PROG (progestreona)
Tomado de Tresguerres, 2005.

Ovulacion y desarrollo folicular

El desarrollo folicular esta bajo el control de las hormonas hipofisiarias, la
transformacién de un foliculo ovarico en un cuerpo ldteo fue descrita por

primera vez en 1672 por Regnier de Graaf. Desde ese momento quedd

Noé Lagunas Cortés



demostrado que el foliculo ovarico constituye la unidad funcional del ovario

(Bradley y Voorhis, 1999).

De acuerdo con el grado de desarrollo de los foliculos se pueden identificar

los siguientes tipos:

1.- Foliculos primordiales (30 a 60 pm de didmetro) compuestos por un
ovocito en la etapa del diploteno de la profase de la primera division
meidtica (9 a 25 um de didmetro) rodeados por una capa de células
foliculares aplanadas precursoras de las células de la granulosa (Jerome y
col., 2009). Estos foliculos se encuentran principalmente en la periferia de la
corteza por debajo de la corteza albuginea (Italo y Pineda, 1998). Los signos
que indican que este tipo de foliculo ha empezado a crecer es el incremento
del tamano del ovocito, el cambio en la estructura de las células de la
granulosa, pasan de ser planas a cubicas y se comienza a formar la zona

pellicida, en esta etapa se le considera foliculo primario.

2.- Foliculos primarios (mayores a 60 um de didmetro), se caracteriza porque
el ovocito casi triplica el tamaino debido a la sintesis de proteinas y ADN (Italo
y Pineda, 1998). En esta etapa también se forma un capa de glicoproteinas

entre el ovocito y las células de la granulosa llamada zona peltcida (Fawcett,

1995).

3.- Foliculos secundarios o preantrales (mayores o iguales a 120 um).
Posteriormente las células de la granulosa proliferan aumentando las capas
de esta misma. En este momento una red de capilares invade la trama fibrosa

ubicada entre las células que rodean al foliculo y constituye la capa teca

Noé Lagunas Cortés



interna, la cual aporta nutrientes a la granulosa y al ovocito. Durante esta
etapa se empiezan a formar espacios entre las células de la granulosa por
acumulacion del liquido folicular, en el cual se encuentra FSH, LH, prolactina,
estrogenos, progesterona, noradrenalina, entre otras sustancias mas

(Dominguez y col., 1991).

4.- Foliculos preovulatorios (mayores o iguales a 500 um). Este foliculo se
caracteriza por la presencia del cumulo ovéforo y la corona radiada, los
cuales se forman a partir de las células de la granulosa, el ovocito junto con el
cumulo ovéforo es desplazado de forma gradual hacia una posicidon en
particular de la cavidad folicular, ademads los espacios entre las células de la
granulosa constituyen el antro folicular, el liquido presente en esta cavidad
se le denomina licor folicular (Palma, 2001). En este estadio, el foliculo es

capaz de ovular (Bradley y Voorhis, 1999).

En el foliculo preovulatorio, se va a producir su ruptura con liberacién del
ovocito juntamente con el cimulo ovéforo que lo rodea (Tresguerres, 2005).
Este proceso es mediado también por la ruptura de tejido sano en Ia
superficie del ovocito, esta especie de “reaccién inflamatoria” local depende
de histamina, colagenasas o por la contractura folicular inducida por

prostaglandinas (Tresguerres, 2005; Espey, 1998).

Para que se lleve a cabo la ovulacidn se necesita que se dé el aumento y la
disminucidn brusca de LH. El aumento en la liberacion de LH es precedido por
el aumento de estradiol en plasma, lo cual es estimulado por la FSH y LH a

nivel folicular (Dominguez y col., 1991).
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Regulacion neuroendocrina de las funciones ovdricas

El ciclo estral esta bajo el control del eje hipotalamo-hipdfisis-gdnada. La
ovulacion es modulada por la GnRH, la cual es un decapéptido que se libera
hacia la eminencia media de manera pulsatil (Clarke, 1996). Esta
neurohormona es secretada por las neuronas GnRHérgicas que se extienden
desde el bulbo olfatorio hasta el drea preéptica media (MPO), pasando por el
nucleo medio septal y la banda diagonal de Broca. El patrén de distribucion
de estas neuronas asemeja a una “Y” invertida donde los dos extremos de
los brazos tocan cada lado del 3er ventriculo (Herbison, 2006).

La GnRH llega a la adenohipdfisis a través del sistema portal hipotalamico
hipofisario, que se describe como una red de capilares que une la eminencia
media con la pars distalis (Herbison, 2006). En la adenohipdfisis se localizan
los gonadotropos que responden al estimulo de la GnRH secretando las
gonadotropinas; la FSH y la LH, las que actdan en los ovarios regulando la
esteroidogénesis y la ovulacion. La FSH actda en los foliculos estimulando su
desarrollo y la LH es principalmente la encargada de la ovulacion. El ovario en
respuesta a las gonadotropinas va a secretar hormonas, entre ellas, los
estrogenos y la progesterona, las cuales por un mecanismo de
retroalimentacion van a regular la funcion del hipotalamo y de la hipdfisis
(Bajo y Coroleu, 2009). El estradiol amplifica la liberacién pulsatil de GnRH en
la eminencia media y ademas sensibiliza la adenohipdfisis, esta combinacidon

de efectos resulta en el incremento subito de la concentraciéon de LH que se
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conoce como “pico” preovulatorio de LH cuya funcién principal es estimular
la liberacién del ovocito (Figura 3).

La evaluacion del ciclo estral mediante la toma diaria de células epiteliales
vaginales es una herramienta para analizar la integridad del eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario. La caracterizacion del ciclo estral en la rata lo hicieron Long y
Evans, 1922 y se ha observado que existe una correlacidon entre la citologia
vaginal y las concentraciones de hormonas hipofisiarias y ovdricas (Goldman

y col., 2007)

Hipotélamo

(+)() ()

J/ GnRH

Hipofisis

(+)(-)

FSH LH

Progesterona

Foliculo Owvulo %
o

1 )
7 F

FSH

Cuerpo liteo

D
S ©

Estrogenos \ Ovulacién

Figura 3: Eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario. Se observa la participacion de las
gonadotropinas en el proceso ovulatorio y la formacién del cuerpo Iiuteo. Tomado y
modificado de Tresguerres, 2005.

11
Noé Lagunas Cortés



Ciclo estral

El ciclo estral se define como una cascada de eventos hormonales,
conductuales, morfoldgicos, histolégicos y bioquimicos del aparato genital,
los cuales son progresivos, sincronizados y repetitivos que permiten que la

hembra acepte al macho en la noche del proestro (Buxadé, 1995).

La duracidn del ciclo estral es diferente en las especies animales. En la
oveja oscila entre 16 y 17 dias, en la vaca, la cerda y la cabra, de 20 a 21 dias, en
la yegua dura entre 20 y 24 dias (Alvarez y col., 2009). En la rata el ciclo estral

tiene una duracién de 4 a 5 dias (Goldman y col., 2007).

En la rata el ciclo estral se puede dividir en 4 etapas:

1) Diestro 1: En el ovario el cuerpo lGteo es responsable de la secrecién de
progesterona, caracteristico de esta fase. La mucosa vaginal entra en
regresion y es invadida por leucocitos (Figura 4A), en el frotis vaginal
también se pueden observar células queratinizadas provenientes del

estro anterior. Tiene una duracién aproximada de 10 horas (de Costa'y

col., 1993).

2) Diestro 2: Durante esta fase se produce la regresién del cuerpo liteo y
disminuye la concentracion de estrégenos y progesterona. Como
consecuencia, el Utero se hace pequefio y poco contractil, la mucosa
vaginal es muy delgada y los leucocitos que migran a través de ella
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constituye la mayoria de las células del frotis vaginal (Figura 4B) (de

Costay col., 1993).

3) Proestro. La secrecidn de estrégenos alcanza su concentracién
maxima. Aumenta la amplitud y frecuencia de los pulsos de GnRH,
aumentando la de LH a las 17 hrs, los cuales son debido a la
retroalimentacion positiva de E2, después la concentracion de
estrégenos regresa hasta su linea basal (Dominguez-Gonzélez y col.,
1998). El Gtero se va engrosando progresivamente. La mucosa vaginal
sufre numerosas mitosis, apareciendo células epiteliales nucleadas en
el frotis (Figura 4C). Tiene una duracién aproximada de 16 horas (de

Costay col., 1993).

4) Estro: Aparecen células epiteliales cornificadas, con forma poligonal y
sin nucleo (Figura 4D). La concentracién de LH sérica se mantiene bajo
desde el inicio del estro (Tresguerres, 2003). Tiene una duracién
aproximada de 20 horas (de Costa y col., 1993). Esta secuencia de sucesos
esta bajo el control circadiano. En los mamiferos el reloj circadiano se
encuentra en el ndcleo supraquiasmatico del hipotalamo anterior

(Kriegsfeld y Silver, 2006)
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Figura 4: Células representativas de cada una de las etapas del ciclo estral;
A) Diestro 1 B) Diestro 2 C) Proestro D) Estro. Tomada y modificada de Costay col., 1993.

Niucleo supraquiasmatico

En los mamiferos el NSQ es el principal marcapaso que regula los sistemas
circadianos, el ritmo conductual vy fisioldgico en sincronia con los osciladores
exdgenos (Evans y col., 2011). Es una estructura pareada, localizada justo por
encima del quiasma éptico, en la base y lados del tercer ventriculo (Figura 5).
En l[a rata el NSQ contiene alrededor de 16 000 neuronas pequefas y

compactas (Van den Pol, 1980).

El modelo anatdmico mds comun divide al NSQ en dos compartimentos el
“Core” y el “Shell”, que difieren en funcién (Evans y col., 2011). Este modelo
indica que el NSQ contiene una poblacidn neural que se divide en dos
subunidades funcionales, pero no se puede dividir anatémicamente ya que

existe una compleja organizacién (Evans y col., 2011).
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Anatomia y fisiologia del NSQ

En el ratén la region llamada “Shell” se caracteriza por tener neuronas
pequefas y elongadas con nucleo grande y algunos organelos celulares. Por
estas neuronas corre arginina vasopresina (AVP) (Evans y col., 2011). La
region llamada ‘“Core” se caracteriza por tener una baja densidad de
neuronas esféricas, las cuales son inmunoreactivas al péptido intestinal VIP y
péptido liberador de la gastrina (GRP), lo que sugiere que juegan papeles
diferentes en la generacién y regulacién de los ritmos circadianos (Figura 6)

(Evansy col., 2011).
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Figura 6. Citoarquitectura del NSQ de rata, se muestra la distribucién de las neuronas
VIPérgicas y VPérgicas en el “Core” y “Shell” respectivamente) (Tomado de van Esseveldt
y col., 2000).

La region del “core” comprende el 60 6 70 % del nticleo (Morin, 2007). Se ha
reportado angiotensina Il, péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP), factor liberador de la corticotropina (CRF), galanina, substancia P,

hormona liberadora de la tirotropina y dinorfina (van Esseveldt y col., 2000).

Aferencias y eferencias del NSQ

En la region del “Core” el péptido mas abundante es el VIP, mientras que en
el “Shell” es VP (Mahoney y Smale, 2005). Hablar de las aferencias y
eferencias del NSQ en funcién de ésta division anatémica resulta dificil, ya
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que ambas regiones “Core” 'y “Shell” presentan tanto terminaciones
VIPérgicas como VPérgicas (Romijn y col., 1997; Buijs y col., 2003; Kriegsfeld y

col., 2004).

Con la ayuda de trazadores retrogrados inyectados en el NSQ, se ha podido
establecer las eferencias que se proyectan hacia diferentes regiones del
hipotdlamo como son: las cercanas al nucleo paraventricular, al MPO, al
nucleo subparaventricular (sPVN) y al nucleo dorso medial (DMH) (Buijs y
col., 2006). Fuera del hipotdlamo, el NSQ inerva al nucleo geniculado lateral,
la parte dorsal de tdlamo, el area periventricular (Moga y col., 1995), el
cuerpo geniculado ventrolateral y la IGL. Otras fibras cursan hacia la region
retroquiasmatica y terminan en los nucleos arqueado y ventromedial. Cabe
destacar que la zona subparaventricular presenta conexiones bidireccionales

con el NSQ (Aguilar-Robledo y col., 2004).

Tres de las aferencias mas estudiadas del NSQ son el tracto retino-
hipotaldamico (TRH), el tracto geniculo-hipotaldmico y las fibras
serotoninérgicas provenientes de los nicleos mesencefalicos del rafé (Morin
y Allen, 2006). La informacién fdtica ambiental es necesaria para la
sincronizacién del marcapaso, ya que la informacién luminica es captada por
las células ganglionares de la retina que contienen un fotopigmento llamado
melanopsina. Los axones de estas neuronas forman el TRH que llega
principalmente a la parte ventrolateral del NSQ, donde liberan glutamato, N-
N-Acetyl aspartyl glutamato o el péptido hipotaldmico activador de la

adenilato ciclasa (Aguilar-Robledo y col., 2004).
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La region del “Core” presenta aferencias directas del TRH y IGL, la regidon del
“Shell” recibe proyecciones del sistema limbico e hipotdlamo (Abrahanson y
Moore, 2001). La informacidn serotoninérgica inerva la zona ventral y medial
del NSQ, pero con una mayor densidad la zona ventral (Morin, 2013). El
nucleo paraventricular del tdlamo (PVT) presenta conexiones reciprocas con

el NSQ (Figura 7).

S w\gwq
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Figura 7. Vista longitudinal del cerebro de la rata, que ilustra la localizaciéon de las
aferencias neurales del NSQ provenientes del tracto retinohipotaldmico (RHT) y de la
hojuela integeniculada (IGL), asi como las eferencias hacia la zona subparaventricular del
hipotdlamo (sPVz), nucleo dorsomedial (DMH) y el ntcleo paraventricular del talamo
(PVT) (Imagen tomada de van Esseveldt y col., 2000).

También se ha propuesto que la IGL pueda ser un relevo en la transmision de
informacién no fética al NSQ, por ejemplo ruido, temperatura, movimiento,

etc. (Aguilar-Robledo y col., 2004).
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Participacion del NSQ en la regulacion de la secrecion de GnRH

El pulso de liberaciéon de la GnRH es regulado por diversos factores
ambientales como el ciclo luz-oscuridad, las feromonas, las hormonas
esteroides ovadricas, asi como por aferencias provenientes de diferentes
partes del sistema nervioso central y por algunos neurotransmisores como
VIP, VP, acido gamma-aminobutirico (GABA), los opiodes, glutamato y

kisspeptina (Herbison, 2006).

En la tarde del proestro los pulsos de secrecion de GnRH se ven
incrementados en frecuencia y amplitud, esta neurohormona se libera en el
hipotdlamo mediobasal y facilita la secreciéon de LH y FSH (Figura 8). Las
neuronas GnRHérgicas son reguladas por un mecanismo que incluye dos
tipos de informacion; la retroalimentacion por parte de los estrégenos
provenientes de los foliculos ovaricos, y una sefial nerviosa por parte del
NSQ. La disrupcion de cualquiera de estas senales resulta en anovulacidon
(Miller y Takahashi, 2014). De manera natural, las sefiales nerviosas que se
originan en el NSQ son enviadas hacia POA con una ritmicidad diaria. Cuando
la rata es tratada de manera crdnica con altas concentraciones de estradiol
se puede observar multiples picos de LH, pero siempre restringidos a la tarde

(Legany Karsch, 1975).
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Por inmunohistoquimica se ha identificado conexiones directas entre el NSQ
y neuronas GnRHérgicas (Figura 9) y conexiones indirectas en las cuales
neuronas del NSQ hacen sinapsis con interneuronas adyacentes a neuronas
GnRHérgicas del POA (Van der Beek y col., 1997; de la iglesia y col., 2003). Se
asume que el NSQ vy las neuronas GnRHérgicas de POA no son reguladas por
el estradiol, ya que ambas estructuras no expresan receptores aEr
(Shinohara y col., 2000), responsables de la retroalimentacién positiva. Esto
ha llevado a sugerir que existe una zona en la cual converge la sefial del NSQ
y la sefial estrogénica, que podria ser representada por el nucleo
anteroventral periventricular (AVPV), el cual si presenta receptores a
estrogenos y ademas libera kisspeptina, un potente estimulador de Ia
liberacion de GnRH. La interaccidon de AVPV con el NSQy la region de POA se

muestra en la Figura 10 (Vida y col., 2010).
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Figura 9. La activacion de las neuronas
de GnRH es asimétrica en ratas Split
ovariectomizadas + E2. Las imagenes
confocales muestran los somas de
neuronas  GnRHérgicas  activadas
(verde) que expresan c-Fos en sus
nucleos (rojo). Notese que existe una
activacion ipsilateral entre las neuronas
GnRHérgicas y el NSQ (évalos
punteados dentro cuadrado resaltado).
(de la Iglesia y Schwartz, 2006).

La secrecion ciclica de GnRH también es regulada por el VIP. En la rata

ovariectomizada o intacta, la administracion de VIP en el NSQ o en el tercer

ventriculo reduce la amplitud del pico preovulatorio de LH (Weick y Stobie,

1992; Van der Beek y col., 1997). En hembras ovariectomizadas, tratadas con

estrogenos y con lesion de NSQ, la inyeccion intracraneal de AVP restablece

el pico de LH (Palm y col., 1999).

Noé Lagunas Cortés
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Figura 10: Representacién esquemdtica de la liberacién de GnRH del drea predptica
anterior (POA), y su regulacién por parte del nticleo anteroventral periventricular (AVPV)
que presenta aEr y sus respectivos neurotransmisores (A partir de la informacién de
Funabashi'y col., 2000; Herbison, 2006; Vida y col., 2010).

En co-cultivos de neuronas de NSQ con POA medial, se libera de forma
simultdnea Arginina-VP y GnRH (Funabashi y col., 2000). Se ha propuesto
que la via por la cual Arginina-VP regula la liberacion de GnRH no es directa,
sino que el NSQ manda informacién hacia AVPV y de aqui hacia mPOA, donde
hay receptores a vasopresina del tipo V1a (Ostrowski y col., 1994, Vida y col;

2010).

La acetilcolina (ACh) fue el primer neurotransmisor identificado en la
regulacion de los ritmos circadianos. Los estudios electrofisioldgicos indican
la excitacion de algunas neuronas del NSQ por agentes colinérgicos

(Reghunandanan y Reghunandanan, 2006).
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Acetilcolina

La acetilcolina es considerada como un neurotransmisor cldsico de Ia
inervacion parasimpatica ya que fue el primer neurotransmisor caracterizado
del sistema nervioso central y sistema nervioso periférico (Goodman vy

Gilman, 2001).

Todas las regiones de la corteza cerebral estan inervadas por fibras que

transportan acetilcolina (Flores y Segura, 2005).

La ACh participa en la regulacion de diversas funciones, como el ciclo
vigilia/suefio, activacion cortical, en procesos de memoria y asociacion, y
poco se conoce sobre su participacion en la regulacion de las funciones
ovaricas. Se consideran neuronas colinérgicas aquellas que liberan ACh

(Flores y Segura, 2005).

La Ach se sintetiza en el soma de las neuronas a partir de la colina y de la
acetil CoA, esta reaccion de sintesis es catalizada por la enzima colina acetil

tranferasa (CAT) (Figura 11).
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Figura 11. Sintesis de acetilcolina a partir de colina y acetil-CoA. Tomada de Flores y Segura,
2005.

La Ach se libera de las vesiculas de las terminales nerviosas presindpticas y se
une a cualquiera de los dos receptores de superficie celular: los nicotinicos o
ionotropicos y los muscarinicos ¢ metabotropicos. Estos dos tipos de
receptores de la Ach son considerablemente diferentes, tanto en estructura

como en funcién (Figura 12) (Felder, 1995).

Ambos tipos de receptores comparten la propiedad de ser activados por el
neurotransmisor enddégeno la ACh, y que se expresan tanto en las células

neuronales como no neuronales (Albuquerque y col., 2009).

Los Receptores nicotinicos son de tipo ionotrdépico, son sensibles a la
activacion por la nicotina, cuya actividad es inducida en microsegundos
(Albuquerque y col., 2009). Son canales idnicos que poseen un sitio de unién
para el neurotransmisor, responsable de transmitir la sefial hacia el interior
de la célula. Estan formados por 5 subunidades: 2 alpha, 1 beta, 1 gamma y 1
delta. Cada subunidad esta constituida por una proteina que atraviesa 4
veces la membrana, con extremos C-ter y N-ter extracelulares (Figura 12A)
(Albuquerque y col., 2009). Las 5 subunidades forman un poro central. Por
este poro, al unirse la Ach a su sitio de unién provoca la apertura del canal
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idnico, que permite la entrada de Na+ y K+ a favor del gradiente de
concentracién, produciéndose la despolarizacién de la membrana (Lépez,

2010).

Los receptores muscarinicos son activados por la muscarina, una toxina de la
Amanita muscaria, e inhibida por la atropina, una toxina de la Atropa
belladona, un miembro de la familia de las solandceas (Albuquerque y col.,
2009). Interactéan con proteinas G unidas a nucleétidos de guanina. Los
receptores acoplados a proteinas G, incluyendo a los muscarinicos presentan
una proteina que atraviesa la membrana plasmatica 7 veces, dando por
resultado 7 dominios transmembranales conectados por 3 bucles
extracelulares y 3 bucles intracelulares (Figura 12B) (Felder, 1995). Los
receptores muscarinicos se encuentran distribuidos en muchos 6rganos y
tejidos como el corazén, musculo liso y glandulas exocrinas. Mediante
estudios de biologia molecular se han identificado 5 genes m1, m2, m3, m4 y
m5 que codifican para la sintesis de los receptores M1, M2, M3, M4 y M5
(Flores y Segura, 2005). La activacién de receptores M1, M2 y M5 resulta en
la activacion de las proteinas Gs y en consecuencia la activacion del segundo
mensajero AMPc, este segundo mensajero se forma a partir de ATP por la
accion de adenilciclasa. Los efectos de la formacidon de AMPc puede deberse
a la activacion de proteincinasa C (PKC) y la fosforilacién de proteinas, la
inhibicion de fosfatasas, la regulacion directa de canales idnicos y la

activacién de la expresién de genes (Flores y Segura, 2005).
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Figura 12. a) Estructura del receptor muscarinico. b) Estructura del receptor nicotinico.
Imagen tomada y modificada de Flores y Segura, 2005.

La Ach sintetizada en el citoplasma de la neurona puede ser liberada
directamente a la hendidura sinaptica o bien, ser transportada al boton
sindptico por medio de vesiculas donde por exocitosis, es liberada a la
hendidura sindptica. Una vez en la hendidura sindptica este neurotransmisor
se une a los receptores de membrana especificos de la neurona receptora
que traducen las sefiales en un cambio conformacional (Figura 13) (Flores y

Segura, 2005).

En el SNC existe un patrén ritmo circadiano en la liberacion de Ach,
donde existe una mayor secrecion de este neurotransmisor durante el dia y
por la noche las concentraciones son bajas (Hut y Van der Zee, 2011). En
especies nocturnas los agonistas colinérgicos alteran la fase del ritmo
circadiano cuando se inyecta por via intraventricular o directamente en el

NSQ.
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Se ha sugerido que la acetilcolina juega un papel importante en la mediacion
de la informacion fética (Castillo-Ruiz y Nunez, 2007), hipdtesis que se basa
en el hecho de que al inyectar el carbacol, agonista colinérgico no selectivo,
causa un cambio de fase en los ritmos circadianos, similar a lo inducido por la
luz (Zatz y Brownstein, 1979; Zatz y Herkenham, 1981). El NSQ de rata
presenta receptores muscarinicos, del tipo M1 a M5, y nicotinicos del tipo Nn
(Liu y Gillete, 1996). El cultivo de rebanadas del NSQ en presencia de diversos
agonistas y antagonistas colinérgicos muestra cambio de fase de la tasa de
disparo neural, siendo el carbacol (un agonista a acetilcolina) el causante del
avance de fase mas significativo, seguido de muscarina y por ultimo, nicotina
(Liu y Gillete, 1996).
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La presencia del transportador vesicular de acetilcolina en el NSQ, permite
postular la existencia de somas colinérgicos (Liu y Gillette, 1996).

Con ayuda de trazadores retrdogrados y anterdgrados se han podido
identificar las estructuras del sistema nervioso central con las que el NSQ
intercambia informacidn colinérgica. EI NSQ recibe proyecciones colinérgicas
del complejo nuclear basal, con mayor densidad de estas fibras en la
sustancia innominata y el nucleo basal magnocelular, algunas otras células
también fueron marcadas en el septum medial y en la banda diagonal de
broca (Madeira y col., 2004; Bina y col., 1993). Asimismo, existe intercambio
de informacion colinérgica entre el NSQ y la zona baja subparaventricular
(Castillo y Nunez, 2007). La actividad de estas fibras colinérgicas esta
relacionada con la informacidn fdética del tracto retinohipotalamico y existen
diferencias en el numero de fibras colinérgicas presentes en el NSQ entre los
mamiferos diurnos y nocturnos. Estos resultados han llevado a los autores a
sugerir que el sistema colinérgico regula de forma circadica la informacion
foética (Castillo y Nunez, 2007).

La ovulacidn es regulada de manera circadica, entre otros factores, por el
sistema colinérgico. Aseveracion que se apoya en el hecho de que el bloqueo
del sistema por la administracion de atropina resulta en un bloqueo total de
la ovulacidn si se administra a las 09:00 0 13:00 h del diestro 1, mientras que
no tiene efecto si se inyecta en el dia del proestro (Dominguez y col., 1982).
Para el andlisis de sistema colinérgico en POA 6 NSQ se ha recurrido al uso de

agonistas o bien de antagonistas colinérgicos como la atropina.
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Atropina

La atropina es un agente antagonista colinérgico. Los antagonistas

colinérgicos, son farmacos que se unen a los receptores colinérgicos para

bloquear el accesos de la acetilcolina y prevenir su accién en las células.

También se les conoce como bloqueadores colinérgicos o anticolinérgicos

(Mendoza, 2008).

La atropina es capaz de bloquear el sistema parasimpatico gracias a dos

caracteristicas importantes:

1)

Noé

Su afinidad por los receptores muscarinicos es mayor que la de Ach.
Por lo tanto, la atropina va a competir con la ACh enddgena por ocupar
estos receptores. La atropina tiene afinidad especifica por los
receptores muscarinicos, no tiene afinidad por los nicotinicos

neuronales ni musculares (Mendoza, 2008).

La atropina unida a los receptores muscarinicos, no puede
estimularlos, ya que carece de actividad intrinseca, por lo tanto, la
molécula de atropina en si misma no tiene ningun efecto en dérganos

inervados por fibras parasimpdticas (Mendoza, 2008).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El NSQ presenta varios sistemas de neurotransmisores, uno de ellos es el

sistema colinérgico.

El sistema colinérgico central regula tanto el reloj circadiano y el ciclo suefio-
vigilia, y participa en el control de la excitabilidad neuronal en el nicleo
supraquiasmatico que alberga el reloj circadiano. Ademas existe una via
multisindptica que conecta el NSQ directa o indirectamente con neuronas
GnRHérgicas de POA en las que participa VP, VIP, Kisspeptina, GABA,

neuropéptido Y, entre otros.

Estas evidencias anatdmicas nos llevan a plantear que el sistema colinérgico
del NSQ, podria estar regulando el patrén de secrecion de la GnRH y con ello
modular la produccion y liberacion de la hormona LH y FSH. Estas
gonadotropinas van actuar sobre el ovario regulando el crecimiento y

diferenciacidn del foliculo ovarico que va a culminar con la ovulacién.

Al momento, no se conoce si el sistema colinérgico del NSQ regula Ia
ovulacién y la secrecién de hormonas esteroides ovdricas en funcidn de Ia
hora del dia. Para analizar esta posibilidad, en el presente estudio se realizé
el bloqueo del sistema colinérgico del NSQ por la micro-inyeccion de un
antagonista muscarinico no selectivo, en el lado izquierdo o derecho del
nucleo, a las 9:00 6 19:00 hrs del proestro, y se evalud la respuesta ovulatoria

al estro vaginal inmediato y la concentracidon de progesterona y estradiol.
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HIPOTESIS

El sistema colinérgico regula la actividad nerviosa y metabdlica del reloj
circadiano localizado en el NSQ, éste mediante sus eferencias regula la
secrecion de GnRH, por lo que el bloqueo de los receptores muscarinicos,
por la micro-inyeccidn de atropina, resultard en la alteracion de la secrecion
de la GNRH, que se traducira en el bloqueo de Ia ovulacién y la alteracion en
la concentracidon de hormonas esteroides en plasma, y dependera del lado

del NSQ inyectado y de la hora a la cual se administre la atropina.
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OBJETIVOS

GENERAL
e Evaluar en la rata los efectos del bloqueo de los receptores

muscarinicos en el NSQ lzquierdo (NSQ-1) o NSQ Derecho (NSQ-D) a
l[as 9:00 6 19:00 hrs del proestro sobre la ovulacion y la concentracion

de hormonas esteroides en suero sanguineo.

PARTICULARES
v' Estudiar los efectos del bloqueo de los receptores muscarinicos en el

NSQ-I o NSQ-D sobre la tasa de animales ovulantes en el dia del estro

vaginal inmediato.

v" Evaluar los efectos del bloqueo de los receptores muscarinicos en el
NSQ-I o NSQ-D sobre el numero de ovocitos liberados en el dia del

estro vaginal inmediato.

v" Estudiar los efectos del bloqueo de los receptores muscarinicos en el
NSQ-1 o NSQ-D sobre la concentracion de progesterona y estradiol en

el dia del estro vaginal inmediato.
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METODO

Se utilizaron ratas hembra adultas virgenes de la cepa ClI-ZV, con libre acceso
al agua y alimento, mantenidas en condiciones de iluminacién controlada de
14 hrs de luz y 10 hrs de oscuridad (luces encendidas de 5:00 a 19 h) y
temperatura de 22+2°C . En todos los casos se siguid lo establecido por la ley
de proteccion animal para el uso de animales de experimentacion. El ciclo
estral de los animales fue monitoreado por la toma diaria de frotis vaginales.
Solo se utilizaron los animales que presentaron al menos 2 ciclos

consecutivos de 4 dias de duracion.
Se establecieron 5 grupos de trabajo:
e Grupo con micro-inyeccién de atropina (ATR-NSQ-D o ATR-NSQ-1)

En el dia del Proestro a las 9:00 & 19:00 hrs, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sddico en una dosis de 25 mg/Kg de peso
corporal, via intraperitoneal. Una vez anestesiados los animales, se colocaron
en el estereotdxico, se afeitd la cabeza, se secciond el cuero cabelludo, se
localizé el punto bregma y siguiendo las coordenadas del atlas de Paxinos y
Watson (2004), se realizd un orificio con un taladro odontoldgico. Se bajé la
aguja de micro-inyeccion conectada a la bomba de micro-inyecciéon y se
administrd la solucién de atropina en un minuto (62.5 ng disueltos en 0.5 pL
de solucién salina) en el NSQ-I o NSQ-D, terminada la cirugia se cerré la

herida.
e Grupo con micro-inyeccion de vehiculo (VH-NSQ-D o VH-NSQ-I).
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Los animales fueron manipulados como en el caso anterior, pero sélo se
micro-inyectd en el NSQ-1 o NSQ-D 0.5 pL de solucién salina (NaCL 0.9% ) que

fungié como vehiculo.
e Grupo con operacién simulada (OS-NSQ-1 o OS-NSQ-D)

Una vez realizada la trepanacion se procedid a realizar la operacidon simulada
en el NSQ-1 o NSQ-D, que consistiéd en bajar la aguja de micro-inyeccion por

un minuto e inmediatamente después se retird de la zona.

Terminadas las cirugfas lo animales se regresaron a sus cajas y al dia siguiente

se tomo el frotis vaginal.
e Grupo con pentobarbital sédico (PB)

Los animales fueron anestesiados con una dosis de 25 mg/Kg de pesos
corporal via intraperitoneal.

e Testigo absoluto (TA)

Otro grupo mas de comparacion estuvo conformado por animales intactos

sacrificados a las 9:00 6 19:00 hrs del estro vaginal.
Autopsia

Todos los animales de los diferentes grupos se sacrificaron por
decapitacion en el primer estro vaginal después de las operaciones, la sangre
fue colectada en tubos de ensaye y se centrifugd a 3500 r.p.m. durante 15
minutos. Se separd el suero, se dividid en alicuotas y se almacend a -20°C
hasta el momento de la cuantificacion de progesterona y estradiol por

radioinmunoandlisis (RIA). A los animales se les extrajeron los oviductos vy
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con ayuda de un microscopio estereoscdpico se contaron los ovocitos

liberados.
Anadlisis de trayectoria de la aguja de micro-inyeccion

Para el andlisis de trayectoria de la aguja de micro-inyeccidn, los cerebros
fueron extraidos al momento de Ila autopsia y colocados en
paraformaldehido al 10% por lo menos tres dias. Después con ayuda de un
vibratomo se realizaron cortes coronales de 100 pm de grosor. Los cortes de
cerebro fueron tefiidos siguiendo la técnica de Nissl. Los resultados fueron
analizados en dos grupos: 1) en aquellos en donde la micro-inyeccion se
localizé dentro del NSQ y 2) y los animales en donde la micro-inyecciéon se

localizé por fuera del NSQ (Figura 14).

(MICRO-INYECCION FUERA DEL NSQ) (MICRO-INYECCION DENTRO DEL NSQ)

A\ @ /il

Quiasma éptico Quiasma optico

Figura 14. En linea roja se representa la trayectoria de la aguja de micro-inyeccion.
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Cuantificacion de hormonas esteroides

La concentracion de progesterona y estradiol en suero fue cuantificada por
RIA de fase sdlida, mediante estuches comerciales Coat-A-Count (Diagnostic

Products, Los Angeles, CA, USA).

A los tubos de polipropileno que contienen el anticuerpo especifico para
cada hormona se les adiciond 100 pm de la muestra problema y después se
agregd 1 mL de hormona marcada con ", se agit6é en un vortex durante 1
min y se incubd durante 3 horas a temperatura ambiente. Luego se
determind la cantidad de radioactividad con la ayuda de un contador de
rayos gamma modelo Cobra 5005. Con la ayuda de una curva estandar se
calculé la concentracion de hormonas esteroides. La concentracion de
progesterona se expresd en ng/mL, mientras que la de estradiol en pg/mL de

suero.
Analisis estadistico

La tasa de animales ovulantes se analizo por la prueba exacta de Fisher para

proporciones.

El nimero de ovocitos liberados se analizé por medio de la prueba de U de

Mann-Whitney.

La concentracidon de progesterona y estradiol en suero se analizd por la

prueba “t” de student.

Los datos fueron expresados como la media + eem y se consideraron como

significativos aquellos datos cuyas diferencias fueraigual o menor a 0.05.
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%

%

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1: EFECTO DE LA INYECCION INTRAPERITONEAL DE
PENTOBARBITAL SODICO A LAS 9:00 6 19:00 HRS DEL DIA PROESTRO SOBRE
LA RESPUESTA OVARICA.

RESPUESTA OVULATORIA

La administracion de PB en la mafiana del proestro no modificd la tasa de

animales ovulantes, ni el ndmero de ovocitos liberados por ambos ovarios,

en comparacion con el testigo absoluto (Figura 15).

TASA DE ANIMALES OVULANTES OVOCITOS LIBERADOS
100 - 10 ~
80 -
60 -
40 -

9:00 hrs

Numero

o N & OO
|

TA PB TA PB

TASA DE ANIMALES OVULANTES OVOCITOS LIBERADOS
100 - 10

80
60 -
40 ~
20 -

D Qvarioizquierdo
D QOvario derecho

19:00 hrs

Numero

o N B~ O
|

TA PB TA PB

Figura 15: Porcentaje de animales ovulantes y la media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados
por ambos ovarios de animales testigo absoluto (TA) o con inyeccidon intraperitoneal de
pentobarbital sédico (PB) como anestésico, realizado a las 9:00 6 19:00 hrs del proestro. Los

animales fueron sacrificados al estro vaginal.
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PROGESTERONAY ESTRADIOL

A las 9:00 hrs del proestro, la administracion de pentobarbital sddico causé

un decremento estadisticamente significativo en la concentraciéon de

progesterona y estradiol en comparacién con su grupo testigo (Figura 16A).

El PB a las 19:00 hrs no modificd la concentracidon de las hormonas (Figura

16B).
A) PROGESTERONA ESTRADIOL
20 100
15 - ! 80
€ * — R
T 10 - : E% *
& 40 T
5 | 20 9:00 hrs
0 T 0 T
TA PB TA PB
B) PROGESTERONA ESTRADIOL D Testigo absoluto (TA)
20 - 100 - [ Pentobarbital (PB)
15 - 80
B T 60 4
E10] 1 ] oo .
) 40 :
| 19:00 hrs
20
0 0
TA PB TA PB

*p<0.05 vs. TA.

Figura 16: Media = e.e.m de la concentracién de progesterona y estradiol en suero de animales

testigo absoluto (TA) o con inyeccidon intraperitoneal de pentobarbital sédico (PB) como

anestésico, realizado a las 9:00 6 19:00 hrs. del proestro. Los animales fueron sacrificados al estro

vaginal.
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EXPERIMENTO 2: EFECTO DE LA OPERACION SIMULADA EN EL NSQ IZQUIERO
O DERECHO A LAS 9:00 6 19:00 HRS DEL PROESTRO SOBRE LA RESPUESTA

OVARICA
RESPUESTA OVULATORIA

La operacion simulada realizada a las 9:00 6 19:00 hrs del proestro no

modificd la tasa de animales ovulantes.

A) TASA DE ANIMALES OVULANTES

100

80 -

%607

40 | 9:00 hrs

20 -

PB OS- NsQ | 05 -NSQ D [ ovario izquierdo
B) I:l Ovario derecho

100 -

80 -

% 60 - 19:00 hrs

20 -

PB OS-NsSQ | OS-NSQ D

Figura 17: Porcentaje de animales ovulantes por el ovario izquierdo y derecho de animales con
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (PB) como anestésico, y animales con
operacion simulada en el nticleo supraquiasmatico izquierdo (OS-NSQ 1) o derecho (OS-NSQ D),

realizado a las 9:00 6 19:00 hrs del proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal.
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En la mafiana del proestro, la operacion simulada en el ndcleo
supraquiasmatico derecho disminuyd la cuota ovulatoria por el ovario
izquierdo (Figura 18A). Esta cirugia en la tarde del proestro no modificd la

respuesta ovulatoria (Figura 18B).

A) NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS
8 -
T T
o6 e T
] a -
£ 9:00 hrs
=z, |
(2,7)
0 T T 1
PB 0S-NsQl 0O5-NsQD [] Ovario izquierdo
B) |:| Ovario derecho
8 -
T ]
© 6 I I i
2 I
£ a4
= 19:00 hrs
2 -
0 T
PB 0OS-NSQ | 0OS-NSQ D

Figura 18: Media * e.e.m del nimero de ovocitos liberados por ambos ovarios de animales con
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (PB) como anestésico y animales con
operacién simulada en el nicleo supraquiasmatico izquierdo (OS-NSQ 1) o derecho (OS -NSQ D),
realizado a las 9:00 6 19:00 hrs. del proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal.
Los nimeros entre ( ) representan al nimero de ovocitos liberados cuando ovularon dos

animales.
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PROGESTERONA Y ESTRADIOL

La operacion simulada en el NSQ-Izquierdo o derecho realizado a las 9:00 6
19:00 hrs del proestro, no modificd la concentraciéon de progesterona 6

estradiol en suero (Figura 19).

A) Progesterona Estradiol
25 ~ 100 -
20 80 - T
E 15 - £ o0 - 9:00 h
ey [N
o0 o T
< 10 - 40
1] . 0 1
PB os PB os
O Nsa-l
[] Nsa-D
B) .
Progesterona Estradiol
25 - 100 -
20 - 80 -
E 15 - [ E 60 - [ 19:00 h
55 ]
£ 10 - T S a0 - 1
5 ] . 20 |
0 ) 0
PB 0s PB 0s

Figura 19: Media + e.e.m de la concentracion de progesterona y estradiol en suero de animales
con inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (PB) como anestésico o con operaciéon
simulada (OS) en ntcleo supraquiasmatico izquierdo (NSQ-1) o derecho (NSQ-D) realizado a las

9:00 6 19:00 hrs del proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal.
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EXPERIMENTO 3: EFECTO DE LA MICRO-INYECCION DE SOLUCION SALINA
COMO VEHICULO EN EL NSQ IZQUIERDO O DERECHO A LAS 9:00 HRS O 19:00

HRS DEL PROESTRO SOBRE LA RESPUESTA OVARICA
RESPUESTA OVULATORIA

A las 9:00 6 19:00 hrs del proestro, la micro-inyeccion de solucidn salina en el
nucleo supraquiasmatico izquierdo o derecho, no modificd la tasa de

animales ovulantes (Figura 20).

TASA DE ANIMALES OVULANTES

A)
100 -
80 - —
60 |
40 9:00 hrs
20 |
0 1
0s VH 0s VH
NSQ-| NSQ-D [ ovario izquierdo
|:| Ovario derecho
B)
100 -
80 -
60 -
47 19:00 hrs
20 -
0 T
0s VH 0s VH
NSQ-I NSQ-D

Figura 20: Porcentaje de animales ovulantes por el ovario izquierdo o derecho de animales con
operacion simulada (OS) o con micro-inyeccion de solucion salina como vehiculo (VH) en el
nucleo supraquiasmatico izquierdo (NSQ I) o derecho (NSQ D), realizado a las 9:00 6 19:00 hrs del

proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal.
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A las 9:00 6 19:00 hrs del proestro, la micro-inyeccion de solucidn salina en el
nucleo supraquiasmatico izquierdo o derecho no modificd significativamente
el nimero de ovocitos liberados, en comparacion al grupo con operacion

simulada (Figura 21).

NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS

8 -
G -
H 9:00 hrs
4 -
2 -
(2,7)
] .
os VH os VH

NSQ-I NSQ-D [ ovario izquierdo

B) |:| Ovario derecho

S _

6 -

4 19:00 hrs

2 -

0

os VH os VH
NSQ-I NSQ-D

Figura 21. Media * e.e.m del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de
ratas con operacion simulada (OS) o con micro-inyecciéon de solucién salina como vehiculo (VH),
en el nticleo supraquiasmatico Izquierdo (NSQ-1) o derecho (NSQ-D), a las 9:00 6 19:00 hrs del dia
del proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal. Los niimeros entre ( ) representan

el nimero de ovocitos liberados por dos animales.
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PROGESTERONA Y ESTRADIOL

La administracion de vehiculo en el nucleo supraquiasmatico izquierdo o
derecho a las 9:00 6 19:00 hrs del proestro, no modificd la concentracion de

progesteronay estradiol en suero (Figura 22).

Progesterona

A) Estradiol
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20 | 60 I 19:00 hrs
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5 20
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Figura 22: Media * e.e.m de la concentracién de progesterona y estradiol en suero. Grupos con
operaciéon simulada (OS) o con micro-inyecciéon de solucién salina como vehiculo en nicleo
supraquiasmatico izquierdo (NSQ-1) o derecho (NSQ-D), realizado a las 9:00 6 19:00 hrs. del

proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal.

44
Noé Lagunas Cortés



EXPERIMENTO 4: EFECTO DE LA MICRO-INYECCION DE ATROPINA EN EL
NSQ IZQUIERO O DERECHO A LAS 9:00 6 19:00 HRS DEL PROESTRO SOBRE
LA RESPUESTA OVARICA

RESPUESTA OVULATORIA

A las 9:00 hrs, la administracion de atropina en el niucleo supraquiasmatico
izquierdo o derecho resultd en el bloqueo de Ia ovulacidon por ambos ovarios
(Figura 23A y 24A). Este pardmetro no se modificé cuando la atropina se

micro-inyectd a las 19:00 hrs (Figura 23B y 24B).

TASA DE ANIMALES OVULANTES
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40 l
2 o | Ll
0 T
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o & | 19:00 hrs
40
20
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Figura 23: Porcentaje de animales ovulantes por el ovario izquierdo y derecho animales a los
cuales se les micro-inyecté solucion salina como vehiculo (VH) o 62.5 ng de atropina (ATR) en el
ntcleo supraquiasmatico izquierdo (NSQ I) o derecho (NSQ D), realizado a las 9:00 6 19:00 hrs.
del proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal. El nimero entre ( ) representa

que sélo un animal ovulo. Las flechas indican el bloqueo de la ovulacién.
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NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS
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Figura 24: Media * e.e.m del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de
animales con micro-inyeccion de solucién salina como vehiculo (VH) o 62.5 ng de atropina (ATR)
en el ndcleo supraquiasmatico izquierdo (NSQ I) o derecho (NSQ D), realizado a las 9:00 6 19:00
hrs. del proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal. El niimero entre ( )

representa los ovocitos por el animal ovulante. Las flechas indican el bloqueo de la ovulacién.
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PROGESTERONAY ESTRADIOL EN SUERO

En la mafana del proestro el bloqueo del sistema muscarinico del NSQ no
modificé la concentracidon de progesterona y estradiol (Figura 25A). A las
19:00 hrs. la micro-inyeccion de atropina en el nudcleo supraquiasmatico

derecho disminuyd la secrecién de progesterona (Figura 25B).

A) Progesterona Estradiol
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> 20 J—‘
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*p<0.05 vs.VH NSQ-D (prueba de “t” de Student)

Figura 25: Media * e.e.m de la concentracion de progesterona y estradiol en suero. Grupos con
micro-inyeccién de solucién salina como vehiculo (VH) o 62.5 ng de atropina (ATR) en ntcleo
supraquiasmatico izquierdo (NSQ-1) o derecho (NSQ-D), realizado a las 9:00 6 19:00 hrs. del

proestro. Los animales fueron sacrificados al estro vaginal.
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DISCUSION

En la rata el sistema colinérgico del NSQ modula de manera circadiana las
funciones del ovario. En la mafana del proestro el sistema colinérgico del
NSQ modula de manera estimulante la ovulacidn, al parecer por la tarde este
sistema de neurotransmision no participa en la regulacion de la ovulacion. En
la tarde del proestro, la secrecion de progesterona es regulada por el sistema

colinérgico del NSQ-D de manera estimulante.

En la literatura se ha reportado que el efecto de los barbituricos esta en
funcion del dia del ciclo estral y de la hora en que se administra. En la rata
adulta con ciclos estrales de cuatro dias de duracidon, la inyeccién
intraperitoneal de PB a las 9:00 h del proestro bloqued la ovulaciéon en un 22
%, mientras que el bloqueo fue total si el barbiturico se administrd a las 11:00
6 12:45 hrs del proestro (Dominguez y Smith, 1971, 1974). Se ha sugerido que
la respuesta al bloqueo de la ovulacidn se debe a la supresidon de la secrecion
del factor liberador de la hormona luteinizante (Brown-Grant y Naftolin, 1972;
Naftoliny col., 1972) o de la LH (Schwartz y Lawton, 1968), ya que cuando el
barbiturico se administra simultdaneamente con la gonadotropina coridnica
humana (hCG) no hay bloqueo de la ovulacién (Dominguez y Smith, 1974).
Todas estas evidencias apuntan a que el dia del proestro es un dia critico, ya
que se produce el pico preovulatorio de las gonadotropinas que conlleva a la
ovulacion. En el presente estudio, la administracion de PB a las 9:00 6 19:00
hrs del proestro no modificd la respuesta ovulatoria inmediata. La

discrepancia con los estudios anteriores podria ser atribuida a la dosis usada,
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mientras que Dominguez y Smith administraron 50 mg/kg de peso corporal,
en nuestro estudio se administré la mitad de la dosis, suficiente para
mantener sedado al animal. Con estos resultados se descarta la alteracion de

la funcidn ovarica por la administracion de barbituricos.

A las 9:00 del proestro el pentobarbital sddico causd decremento en Ia
concentracion de P4 y E2, esto se podria deber a una alteraciéon causada a
nivel hipotaldamico o hipofisiario, que se tradujo en el decremento de la
secrecion de LH. Sin embargo, la cantidad de LH liberada fue la necesaria
para que la ovulacidn se diera de forma normal. Se ha reportado que la
concentracidon de LH, correspondiente al pico preovulatorio, es mucho mayor

que el que se requiere para la ovulacién (Flores y col., 1990).

El ndcleo supraquiasmatico es una estructura pareada, cada lado es una
estructura histoldgicamente similar, pero representa dos entidades
funcionales diferentes. Esto se apoya en el hecho de que en el fendmeno de
“splitting” se produce una alternancia de la funcién del NSQ (de la Iglesia y
Schwartz, 2006). Esta alternancia en la funcién del NSQ podria explicar el
porqué el sélo introducir la aguja de microinyeccion en uno u otro lado del
nucleo, resulta en cambios de la respuesta ovarica. Los resultados del
presente estudio, apuntan a que en la rata hembra el lado derecho del NSQ
estd mas comprometido en la regulacidon de las funciones reproductivas, y
que su regulacion en el dia del proestro depende de la hora del dia. Asi, la
operacion simulada del NSQ-D, realizada en la mafana del proestro, resulté
en la disminucion de la tasa de animales ovulantes y del nimero de ovocitos

liberados por parte del ovario contralateral al NSQ-D. Esta respuesta difiere si
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la aguja se introduce a las 19:00 h del proestro, donde ambos ovarios
presentaron una respuesta ovulatoria semejante al animal testigo.
Resultados que apoyan la idea que el NSQ es una estructura par
morfoldgicamente similar pero que difiere en funcidn ya que representan dos

osciladores independientes (de la Iglesiay col., 2003).

La respuesta asimétrica del NSQ ante la operacion simulada, depende de Ia
hora del dia cuando se introduce la aguja. Con la operacion simulada en el
NSQ-lzquierdo o derecho realizada a las 9:00 h del proestro, tiende a
disminuir la secrecion de progesterona, efecto que se revierte si la aguja se
introduce en el NSQ-D a las 19:00 h. Para explicar la disminucidn en P4 existen

dos posibilidades:

1) Al introducir la aguja se cortaron algunas fibras que comunican al NSQ con
POA. El grupo de Watts (1987) mostré que al interrumpir la informacidén
nerviosa que se origina en el NSQ y que va hacia POA, por cortes discretos
dorsocaudales al NSQ, se elimina la secrecidn circadiana de LH. Por ende, el

ovario sintetizaria menor cantidad de progesterona.

2) Existen una via que conecta al NSQ con el nticleo dorsal motor del vago y
el ndcleo del tracto solitario, de donde se originan las fibras vagales (Buijs y
col., 2008). Lawrence y col., (1978) mostraron que la seccién bilateral del
nervio vago resulta en un decremento de la concentracion de progesterona,
como resultado de una menor actividad de la enzima 33- HSD, implicada en la
conversion de pregnenolona a progesterona. Con base en estas evidencias,
sugerimos que la aguja de micro-inyeccidn afectd al NSQ y las vias dorsales a

éste.
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La regulacion de la secrecidn de estradiol no se modificé al introducir la aguja
de microinyeccidn, ya que es similar a la de un animal intacto. Sin embargo,
pudiera existir una via multisindptica entre el NSQ y el ovario, que fuera
diferente entre el NSQ-1 y el derecho, lo que podria explicar el hecho de que
cuando se introduce la aguja en el lado izquierdo es mayor la concentracion

de estradiol, comparado con introducirla en el NSQ-D.

En la mafiana o tarde del proestro la microinyeccion de solucidn salina en el
NSQ izquierdo o derecho, no modificd la ovulacidon ni la concentracion de
progesterona y estradiol en suero. Al momento, no contamos con datos en la
bibliografia que reporten si la sola administracion de solucién salina en
alguna region del cerebro resulta en alteraciones de las funciones ovaricas.
Sin embargo, esperdbamos que al inyectar la solucidn salina se afectara el
microambiente de la estructura, que se reflejara en la ovulacidn y en Ia

capacidad de secrecion de las hormonas ovaricas.

De manera directa, el NSQ envia proyecciones de naturaleza VP y VIPérgica
hacia las neuronas GnRHérgicas que se localizan en el darea POA. A través del
AVPV, el arcuato y el nticleo NPV, el NSQ también envia informacién hacia la
neurona GnRHérgica de POA (Smarr y col., 2012, Castillo-Ruiz y Nunez, 2007;
Buijs y col., 1999; Morin, 2013; Abrahanson y Moore, 2001). Estas evidencias
anatdmicas han servido para mostrar que la secrecidon de GnRH es regulada
por la informacidn que se genera en el NSQ. Asi, se ha mostrado que la lesién
completa del NSQ es capaz de abolir el pico preovulatorio de LH (Antunes-
Rodriguez y McCann, 1967). Lo que podria explicar la falta de ovulacion

después de la lesién (Brown-Grant y Raisman, 1977).
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Las fibras VIP, VP, Kisspeptina y NPY modulan de manera estimulante la
secrecion de GnRH. Otro sistema de neurotransmisiéon que se origina en el
NSQ y que podria estar implicado en la regulacion de GnRH es el sistema
colinérgico, ya que los agentes colinérgicos pueden alterar la fase del reloj

circadiano (Bina y col., 1993).

El ndcleo basal magnocelular envia proyecciones de naturaleza colinérgica
hacia el NSQ, cuando se destruye ésta via por la administracion de acido
quinolinico disminuye el tamafo del soma de las neuronas VP y VIP, y la
concentracion de ARNm que codifica la sintesis de estos péptidos.
Resultados que fueron interpretados como disminucidon de la actividad
metabdlica del NSQ (Madeira y col., 2004). En el presente estudio, la
microinyeccidn con atropina en el NSQ resultd en el bloqueo de la ovulacidn.
El bloqueo de los receptores muscarinicos en el NSQ provoca que no pueda
responder al estimulo colinérgico procedente del ndcleo basal magnocelular,
y como consecuencia disminuye la actividad de las fibras VPérgicas y
VIPérgicas que van a POA. Esta posibilidad plantea la alteracion de la via
eferente del NSQ hacia POA, disminuyendo la secrecion de GhRH y de LH y

por tanto como producto final se bloqueo la ovulacién (ver modelo).

El bloqueo del sistema muscarinico es capaz de abolir la ovulacién, si se
microinyecta la atropina en la mafana del proestro, pero no tiene efectos si
se realiza en la tarde. Estudios previos de nuestro grupo de trabajo
mostraron que la inyeccidn intraperitoneal de atropina resulta en el bloqueo
total de la ovulacién, si el fdrmaco se administra a las 13:00 del diestro 1, 0 en

un bloqueo del 75% de los animales si se inyecta a la misma hora del diestro 2,
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mientras es inefectivo a las 21:00 del diestro 1 o 17:00 del diestro 2
(Dominguez y col., 1982). Todas estas evidencias nos llevan a pensar en la
regulacion circadica del sistema muscarinico sobre el NSQ. Castillo y Ruiz
(2007) compararon la presencia de fibras colinérgicas en el NSQ de dos
especies de roedores (una diurna y otra nocturna), encontrando que el
sistema colinérgico regula de forma circadica el ciclo suefio-vigilia y que la

especie nocturna tiene una mayor densidad de fibras colinérgicas.

Estas evidencias apuntan a que el sistema colinérgico esta implicado en la
regulacion circadica del NSQ (Yang y col., 2010), de la ovulacién (Dominguez y
col., 1982) y de la secrecién de E2 (Cruz y col., 2006). Bajo este concepto se
podria explicar porque a las 19:00 del proestro la micro-inyeccion de atropina
no modificd la ovulacion ni la secrecidon de P4 y E2 en comparacion a las 9:00
hrs del proestro. Otra posible explicacion es que a las 7 PM ya se dieron los
eventos que con conlleva a la ovulacion y que el bloqueo del sistema
muscarinico no revierte los eventos fisioldgicos sucedidos anteriormente
como el pico preovulatorio de LH. Everett y Sawyer (1950) reportan que
existe un tiempo critico en donde podemos bloquear la ovulacidon, este

periodo corresponde entre las 16:00 h y 17:00h del proestro.

El bloqueo del sistema muscarinico por la micro-inyeccion de atropina en el
NSQ-Derecho resulté en el incremento de la concentracidon de progesterona.
Lo que podria ser explicado por la activacidon de una via multisinaptica entre
el NSQ y el ovario, a través del nucleo paraventricular y los ndcleos que

originan al nervio vago (Buijs y col., 2006).
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En resumen, con los resultados del presente estudio sugerimos que en el dia
del proestro, la regulacion que ejerce el sistema colinérgico sobre la
ovulacion esta en funcidon de la hora del dia. La micro-inyeccidn de atropina a
las 9:00 hrs del proestro resultdé en el bloqueo de la ovulacidn,
independientemente del lado del NSQ en el cual se administré el farmaco,
mientras que a las 19:00 hrs el sistema colinérgico ya no participa en los

mecanismos que culminan con la ovulacion.
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MODELO

NS <—— 62.5 ng de atropina

HIPOTALAMO

VIP

, e POA

HIPOFISIS

OVARIOS X Ovulacién

En el presente modelo se resume el efecto del bloqueo de los receptores
muscarinicos del NSQ, por la microinyeccidn de atropina a las 9:00 hrs del dia
proestro sobre la ovulacién. Donde las flechas amarillas simbolizan el flujo de
la informacién por las fibras VPérgica (rojas) o VIPérgica (verdes)
proveniente del NSQ hacia las neuronas GnRHérgicas. Cuando se administra
la atropina, antagonista muscarinico no selectivo, independientemente de
lado del ntcleo estudiado, existe un bloqueo de la ovulacién, que podria ser

explicado por una disminucidn de la actividad de las fibras peptidérgicas. Es
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posible que el sistema muscarinico del NSQ regule la secrecidon de GnRH hacia
la eminencia media, controlando la liberacidon de las gonadotropinas y asi,
estaria regulando de manera estimulante la ovulacion.

CONCLUSIONES

* EI NSQ es una estructura par, donde cada nucleo es una identidad

funcional distinta.

* En la mafana del proesto el sistema muscarinico del NSQ modula de

manera estimulante la ovulacién y parece no participar por la tarde.
* El sistema colinérgico del NSQ tiene una regulacion de tipo infradiana.

* En la tarde del proestro la informacion colinérgica del NSQ derecho

regula de manera estimulante la secrecion de progesterona.

* La informacion colinérgica del NSQ no participa en la regulacion de la

secrecion de estradiol.
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