UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO
*m"‘l'.*%é;
PSS
FES
ZARAGOZA
FACULTAD DE ESTUDIOS

SUPERIORES ZARAGOZA

“PATRON DE DISTRIBUCION DEL RECEPTOR
MUSCARINICO TIPO 2 EN ELL OVARIO DE LA RATA,
DURANTE EL CICLO ESTRAL Y SU PARTICIPACION EN LA
REGULACION DE LA OVULACION”

TESIS
PARA OBTENER EL TITULO DE
B I O L O G O
PRESENTA
MIGUEL MARTIN HERNANDEZ ESCOBAR
DIRECTORA DE TESIS:
DRA. ISABEL ARRIETA CRUZ

ASESORA INTERNA:
DRA. MARIA ESTHER CRUZ BELTRAN

MEXICO, D.F. 2015
TESIS FINANCIADA POR DGAPA-PAPIIT: CONVENIO: IN-220014-3



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNAM

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escoba

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
"ZARAGOZA"

DIRECCION

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunica a usted que al alumno HERNANDEZ ESGOBAR MIGUEL MARTIN
con numers de cuenta 306121083 de Ia carrera de Biologia, se |e ha fijado &l
dia 02 de diclembre de 2015 a las 09:00 hrs., para preseniar examen
profesional. el cual lendra lugar en esta Facullad con el siguente jurado:

PRESIDENTE Dra LETICIA MORALES LEDESMA Kbty dodlaigetodog,

o4 /1/
VOCAL Dra |SABEL ARRIETA CRUZ"

SECRETARIO Drz. MARIA ESTHER CRUZ BELTRAN x’f."‘f»"‘é""’
Lot gL~
SUPLENTE M. en IBSH ANGELICA FLORES RAMIREZ (Ll Eedf
™ .-") [
SUPLENTE  Dr EDGAR LEDESMA MARTINEZ N e O

L —

E| titulo da la tesis que presenta es: Patrén de distribucion del Receptor
Muscarinico Tipo 2 en el ovario de la rata, durante el ciclo estral y su
participacion en la regulacion de la ovulacion.

Opcion da titulacion: Tesis

Agradeceré por anlicipado su aceptacién y hage propia la ocasién para
saludarle.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA A-EL ESPIRITU"
México, DF305 de nowsmbre de 2015

: e A :

= -

4] -5 .
DR. VICTOR-MANUEL MENDOZA NUNEZ

DIRECTOR

Y P
— DIRECCION ™
BEIGIMA DF FXAMENES W oan . AHMANDD CERVANTEE SANDOVAL
PROFE SaONALES Y DE GRADD L, . JEFE DE CARRERA
Pagina

1




UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar

DEDICATORIAS

Esta tesis es el reflejo de un cumulo de procesos, en los cuales siempre ha estado presente

mi familia, amigos como aquellas manos que me han brindado sabiduria y experiencia.

“Trabajo y perseverancia” son palabras y ejemplos inculcados por mis padres Beatriz y
Francisco, que motivan el movimiento de mis pasos, es dificil tratar de reflejar en palabras
los sentimientos, ya que mi alma y cuerpo danzan para reflejar lo que siento como bien lo
ha dicho mi hermana Linda. Y a veces un gracias no es suficiente para retribuirles los

esfuerzos dados, mas sin embargo un agradecimiento infinito, va por ustedes mis logros.

Mi familia: padres, hermana, abuelos, abuelas, tios, tias, primos, primas, sobrinos, sobrinas
un regalo de la vida que irradian alegria, historias y consejos que abren la mente y
despiertan los sentidos a ustedes gracias.

A mis amigos que me han acompafiado en un sinfin de viajes y aventuras, pero siempre
mas que el resultado de ellas, es el placer de conoceros a todos ustedes porque cada cabeza

es un mundo y yo he viajado por el universo y al final tan solo somos polvo de estrellas.

AGRADECIMIENTOS

A mis padres Francisco y Beatriz, a mi hermana Linda, los amo y lo saben.

A mis primos Alex, Nestor, Beto, Claudia, Moyote, Victor, Ecnar, Vianey, Bety, Fofo,
Araceli, Grillo, Ivan, Fernando, Jovana, Liz, Carla, Temito los quiero y lo saben.

A mis tios, Chucho, Lucy, Laura, Tofio, Rosa, Andres, Vicky, Temo, Victor, Lupe, Alvaro,
Lucio, Piloncillo, Carmela los quiero y lo saben.

A mis amigos, Linda, Raul, April, Luis, FEicnar, Alin, Alina, Arleen Cid, Cynthia, Monic,
Diana, Gabriela, Maestra Judith, Coach Caballo, Lince, Guzman, mis amigos del centro de
acopio UNAM, mis amigos de biblioteca UNAM, mis amigos de vigilancia UNAM,
Amigos del cerfis UNAM, amigos del Bioterio, A mis amigos maestros UNAM, Abigail,
Abraham, Adrian, Alberto, Fricke, Ale, Alex, Alexei, Alfonso, Alondra, Amy T Alvarez,
Ana, Gaby, Anahi, Andrea, Angel, Armando, Betsy, Andres, Blanca, Min, Black, Carmina,
Carol, Mata, Fernando, Cuautlense, Josymar, Diego’s, Monse, Naye los quiero, aprecio y a

donde valla los considero amigos y los que me faltaron, lo saben.

Pagina




UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar
A mis directores de Tesis, Isabel Arrieta Cruz y Maria Esther Cruz Beltran les agradezco

por darme la oportunidad, como aquellos momentos y consejos, regafos y
reconocimientos que vivi a lo largo de este proyecto que con sus altibajos siempre

estuvieron presentes. Gracias.

A mis sinodales por su paciencia y compromiso
Dra. Leticia Morales Ledesma.

Dra Isabel Arrieta Cruz

Dra. Maria Esther Cruz Beltran

M. Angelica Flores Ramiréz

Dr. Edgar Ledesma Martinez

“Un libro, como un viaje, se comienza con inquietnd y se termina

con melancolia” (José Maria Albino V asconcelos Calderdn 1982-1959)

Pagina




UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar

CONTENIDO

ABREVIATURAS ...ttt ettt e et et e e e e e et eeee et eseee et eeeaeeeeeeue e eseeeaeeeeeemseeeeeaseueeeneeseee et eseeeaeeeee et eseeeneeeseeeeeseeeeeeeeeeesaeneneneeanaen 5
RESUIMIEN .veeeeeeeeteeeeee et teeeseeeeeesee et esesesesseseseesenensasestasaseseseeseseetaseseenseseaseses et asentaeasesensesensatasenenenseneseeseneessentasereneesnnennaeanens 6
1. INTRODUGCCION .ottt ettt ettt e e et e eea e et e ee et eeeeeeaseseeeenseeeeeeaeeneeeeas et e seeaeeseeeeeeeneeeeneeseeeeaeeseeeeaseneseeesenesaeeeneseennenens 7
2. CICLO ESTRAL . evveeeeeeteteseeeeteeeeeteseeeeesseeeeeeseneaesseseaeaseneseasestaseseeeaesseseataseseaessentasesenentesestaseseneseesestaserenesenseneasenenestaseeaeenenenens 9
3. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO ...ttt ettt eeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeseeeeeseseeaseseseeesesesaeseaseseessesessensesenseseseseeseneseessereseennenens 13
B ELOVARIO ettt et e et et e et et e e e et e eue et et ee et eseeeeeeeee et aseue et eeeee et eseueae et ee et eeetee et eueet et eue et et eaeeeneeee e et eeeeeeteaeeenaas 15
4.2 COMPARTIMENTO LUTEAL ..ttt eeteeee e eeteeeretseeseeseseseeesessensssesensaseseetasasenessesentasssensssasentasenenestasentasenenessesesaseneenens 18
4.3 COMPARTIMENTO INTERSTICIAL .ottt et eeee et eeee et et eeeeeeeeeeeeaeaeeeeseeeaeeeeeeeeseeeaeeseeeeseeseeeeeseeseeaseeeesseeesenassaeeneas 18
4.4 DESARROLLO FOLICULAR ..ottt et te et eeeeeeteeeeetseeseeeaseneseseaseetasesentseesessasasentseesensasesenessesentasasenessesennasenenesesseneesenenenens 18
A5 OVULACION ..ot e et et e ee et eueee e et eaeee e et eseeaeaeeeeee et et eeseaeeseeseaseneeeeaeeneeeeseneeeeaseneseeasesenaeaeeeeenesenenseneenens 21
4.6 PARTICIPACION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES EN EL PROCESO DE LA OVULACION ...o.vovvvveveveeerenenn 22
4.7 ASIMETRIAS OVARICAS ..ot e et eeeee et eee et et eeee et eeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeseeeeeeaseneseeaseneeeeaseneeeeae et enaeneesesaeneeneneeeenens 23
4.8 INERVACION EXTRINSECA DEL OVARID ...eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeseesseesetasesetseesenessenenesessentasenesessenensasenenssessensesenenenens 25
D ACETILCOLINA ..ottt ettt et et eeee e et eueaeeeeeeaeeseeeseeseeseeeseeeeeeeeeeaeeeeeeee et es et eseeeseeeeeeeeeseeeeeeeeeeanseueeeeeeaeaeeseueannans 26
6. RECEPTORES IMUSCARINICOS ...ttt seeeeeteeeteeeseaseeteseseneasesesaseseeesesseseseesesestasentasereneseesensasesenesenseneesenenesensennasenens 28
6.1 RECEPTOR MUSCARINICO TIPO=2 ..ttt ettt et e et et e et eeee et eeee et eeeee et es et eae et eeeaeeseeseeeeeeseeeseeeaeeeeeeeseaeeeaeseeeeneeeens 28
7. PARTICIPACION DEL SISTEMA COLINERGICO EN LA OVULACION.....veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeseeteeeneeeeesseeneseneesensensesenenenens 29
8. JUSTIFICACION ..ttt et e et e et et ee et ee e e et eseee e et eseeeeeeaeeateaeaseeeeseeseneeeeeseseeseaseaeeseaseeteseeeeneeeeeseneeses et eesaneneaseaneneanen 31
9. HIPOTESIS vt eeeeetee et eeeeteeteeeseeseeseeteseseseaesseataseseseseeseaeseseseseaseneaseseneaseseataseseneseesentseseatsensentasenenenensentasenenesenennasenenenens 32
10. OBIETIVO GENERAL ..ottt ee et et eeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeeeeees et eeeeeeeeeeeseeaseueeeeeeeeeenseaeeeeeeeseeaseeseesesenananees 33
11. OBJETIVOS PARTICULARES «..vveeteeeteeteeeeee e eteeteseeeetasenesesseseetasesesseesestasesestsesssatasesentasessatasenesssseneesenenesenesseseesenensesennasanens 33
12, MATERIALES Y METODOS ...ttt ee et eeeeeeeeeee et et eeeeeeeeeeeeeseeeeeeeaeateseeeeeesee et eseeenseeeesaeeeeeeeeseue et eseeeaeeeeaeaseseeeaeeeseneenens 34
12,1 ANIMALES EXPERIMENTALES ..ottt eeeeteeeeeeeeeee et eeesetseeseetesesestsesseesasesensseeseasasesentsessensaseseneasesetasesenesseseesasesensneenenes 34
12.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES. ... ettt teeeeeeeeeee et et eeeeeeeee e et e et eeeeeeeeeeeeeeseeeateeeeeeeeeeeeeeeseseseesesenseaeesesaseeeasseenean 34
12.3 INMUNOHISTOQUIMICA .o eeeeeeeeeeeeeeee et et et eee et seeseeeeesse e seeseetaseneneseeneatasesenssseseesasenentseeseneaserentseeseeeserenenseneaes 36
12,4 ANALISIS ESTADISTICO e ettt ettt eeeeee et e eee et eeeee et ee et et eeease e eeeaseseeseeseneeses et eseaseneeneaseseaseesenenseaseaseseasenseanaseneanen 38
13, RESULTADOS. ... eveeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeteseseetsessestssesestasasetaseseaeseeseetaseneatsesseesasesentases st asesenseseseetaseseaseseneatesesetaeensateneneeasennasenens 39
LA, DISCUSION ..ottt et et e et ea e et e et e e e ee et et eeeeeeeeeeeeateeeat et eseee et eseeeeeteeeeeeat et eat et esenee e eseseeeeaueneentesene et eneneeeane 51
15, CONCLUSIONES ....vteeeveeteeeeeeeeeeeeteeeseeeseeueeeesssetseeseeeeseneeesees et asesenteeeseataseseneeseseaeasesentaeeseatesenentaseneataseneaenseneeeanenesenseneneanens 53
16, BIBLIOGRAFTA ..ottt et et e et et e e et et e e ee e et e eeeatee e et e et eeeeeeeeeeeeeemteseeeent et enee et eseeeeeeeeeeee et et eeeenteseae et ereneeaeeseneeaeane 54
Pagina




UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar

ABREVIATURAS

3B-HSD 3-beta hidroxiesteroide deshidrogenasa
ACh Acetilcolina
AChE Enzima acetilcolinesterasa
DNA Acido desoxirribonucleico
RNAmM Acido ribonucleico mensajero
AMPc Adenosina monofosfato ciclico
CAT Colina acetiltransferasa
CL Cuerpo Luteo
DAG Diacilglicerol
DHEA Dehidroepiandrosterona
E, 17B-estradiol
FSH Hormona foliculo estimulante
FSH-RH Hormona liberadora de la hormona foliculo estimulante
GnRH Hormona liberadora de las gonadotropinas
IP Fosfato inositol
IR Inmunoreactividad
LH Hormona luteinizante
MTC Metoctramina
Py Progesterona
RE Receptor a estrégenos
mAChR Receptor muscarinico
SNC Sistema nervioso central
StAR Proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda
Veh Vehiculo
Pagina




UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar

RESUMEN

Las células de la granulosa de foliculos preovulatorios de humano y mono expresan el ARNm de
receptores muscarinicos tipo 1 (mi1AChR) y 5 (msAChR). También se ha observado que la micro-
inyeccién de metoctramina (MTC un antagonista especifico para m2AChR) en el ovario izquierdo a
las 13:00h del diestro-2 bloquea la ovulacidn, lo que sugiere su participacién en este proceso. Sin
embargo aun se desconoce si el m;AChR se encuentra presente en los ovarios de la rata adulta. Este
estudio tiene como propdsito principal caracterizar el patrén de distribucion del m>AChR en ambos
ovarios durante el ciclo estral y su posible participacién en la regulacién de la ovulacién. Para
contestar esta pregunta, se utilizaron los ovarios de ratas hembras adultas ciclicas de la cepa ClIZ-V
(n=4), sacrificadas en cada dia del ciclo estral. Otro grupo de ratas, a las 13:00 h del diestro-2 (n=4),
fueron micro-inyectadas con 0.5 pL vehiculo (Veh) o de MTC (4.5 x 10-5 mmol/L) en la bursa del
ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD) y se sacrificaron en el estro esperado. Los ovarios fueron
procesados e incluidos en parafina para la deteccidon de la proteina del m>AChR a través de la técnica
de inmunohistoquimica. Los resultados obtenidos mostraron la presencia del m;AChR en las
distintas estructuras celulares de los foliculos y cuerpos luteos del Ol y OD en las diferentes etapas
del ciclo estral. Interesantemente, no se encuentran diferencias significativas en Ila
inmunolocalizacién del m;AChR después de la administracién del tratamiento con MTC o Veh. Estos
datos contribuyen a demostrar la presencia de la proteina myAChR en el ovario de la rata adulta.

Tesis financiada por DGAPA-PAPIIT (Convenio: IN-220014).

Pagina




UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar

1. INTRODUCCION

En los vertebrados, la unidad anatdmica y funcional del ovario es el foliculo, el cual se encuentra
organizado en tres compartimentos que son: el folicular, el luteal y el intersticial. Las funciones
primordiales de los ovarios son la liberacidn del ovocito capaz de ser fecundado y la secrecién de
hormonas esteroides sexuales. La ovulaciéon es considerada como el resultado de un proceso
inflamatorio local, que resulta en la liberacién del ovocito (Dominguez et al., 1991). Para que se
produzca la ovulacidn, es necesaria una serie de sefiales en cascada que involucra al hipotalamo, la

hipdfisis y el propio ovario, su integracién constituye el eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Ovario.

El sistema colinérgico es uno de los sistemas de neurotransmisiéon que participa en la
regulaciéon del eje Hipotdlamo-Hipodfisis-Ovario. El neurotransmisor liberado por este sistema es la
acetilcolina (ACh). En el ovario, este neurotransmisor es sintetizado por las células de la granulosa
en los ovarios de humano, primates y de la rata, a través de la enzima colina-acetiltransferasa (CAT),

la cual cataliza la reaccion de la colina y el acetato, para formar la ACh.

La accion de la ACh esta mediada por sus receptores muscarinicos (mAChR) y nicotinicos
(nAChRs). Existen cinco tipos de receptores muscarinicos (m1AChR a msAChR). De estos, los miAChR
y msAChR se encuentran en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios de humano,
mientras que el tipo tres (m3sAChR) se expresa en el ovocito (Fritz et al., 1999; Mayerhofer y Kunz,
2005). La presencia de la CAT también se ha detectado en células luteicas, células de la granulosa de
foliculos antrales en ovario de rata, las que en cultivo celular incrementan la sintesis de

progesterona, al adicionar ACh y la hormona luteinizante (LH) (M. Omar Al-zi’abi et al., 2009).

Hasta el momento se desconoce si el m;AChR esta presente en el ovario de la rata.
Resultados previos demostraron que la inyeccion subcutanea de metoctramina (MTC; un
antagonista de mAChR) a las 13:00 h del proestro induce la disminucién en la ovulacién, lo que no

se observa en los otros dias del ciclo estral (Hernandez 2012). Resulta de interés que Unicamente la
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inyeccién de MTC en la bursa del ovario izquierdo a las 13:00 h del diestro-2, bloqueé el proceso de

ovulacion (Hernandez 2013), lo que sugiere la participacion de los m>AChR en la regulacién del
proceso de la ovulacién. Por lo que el objetivo de este trabajo fue detectar (durante el ciclo estral) la
presencia del m;AChR en los ovarios y evaluar su participacion en la ovulacién a través del bloqueo

farmacoldgico especifico del receptor en el ovario derecho a las 13:00 h del diestro-2.
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MARCO TEORICO

2. CICLO ESTRAL

El ciclo estral es un proceso bioldgico, que en la rata tiene una duracidn de cuatro o cinco dias, que
se manifiesta por la etapa de receptividad de la hembra al macho. El término estral proviene del
término en latin “oistros” que significa frenesi (Kilen y Schwartz, 1988). Este término fue utilizado
por primera vez por Heape (1900), quien lo describe como “el periodo especial de deseo sexual de la

hembra”.

La rata hembra es poliéstrica, ya que durante el afio presenta varios momentos de
receptividad sexual (Schwartz, 2000). La duracién de su receptividad es regulada por variaciones en
el periodo de luz/oscuridad, la alimentacidn, la temperatura y la presencia del macho (Fink, 1988). A
partir de una muestra de 1,999 ciclos registrados en ratas, Long y Evans calcularon que el ciclo estral
dura en promedio 4.4 dias, dividido en 4 fases: diestro-1, diestro-2, proestro y estro. La
determinacion de la duracidn y el tipo celular caracteristico en la citologia del epitelio de la vagina
en cada fase del ciclo estral es el siguiente: el proestro tiene una duracién de 12 a 14 h; el estro de

25a27 h; el diestro1de 6a 8 hyeldiestro 2 de 55 a 57 h (Freman, 2006).

Con base en la citologia vaginal, en el proestro predominan células epiteliales nucleadas y
ocasionalmente cornificadas, sin la presencia de leucocitos (figura 1). En la fase del estro, en el frotis
vaginal se observan predominantemente células epiteliales cornificadas (figura 2). En el dia del
diestro-1 o metaestro, en el frotis vaginal, el tipo celular predominante son los leucocitos, aunque
también se observan algunas células nucleadas pero en menor proporcion (figura 3). En la fase del
diestro-2, en la citologia vaginal se observa leucocitos y algunas células epiteliales nucleadas en

proporcién semejantes (figura 4) (Hrabovszky et al., 2000).
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Figura 1. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del proestro del
ciclo estral. Las flechas indican células nucleadas observadas bajo el microscopio a un aumento
de 10X.

Figura 2. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del estro en el
ciclo estral. Las flechas indican células escamadas observadas bajo el microscopio a un aumento
de 10X.
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Figura 3. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del diestro-1 del ciclo estral.
Las flechas indican los leucocitos observados bajo el microscopio a un aumento de 10X.

Figura 4. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del diestro-2 del ciclo estral.
Las flechas indican los eritrocitos (E), células cornificadas (C) y células nucleadas (CN), observados bajo el
microscopio a un aumento de 10X.

Otros eventos que ocurren en cada fase del ciclo estral tienen que ver con cambios en la
concentracion de las gonadotropinas, del 17B-estradiol (E2) y la progesterona (Ps) (figura 5), asi

como con el tipo de foliculos que predominan en el ovario.
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En el proestro, ocurre el aumento significativo de la concentracién de E;, entre las 9:00 y

15:00 h, estimulo fundamental de la secrecidon de la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH, por sus siglas en inglés), lo que ocurre entre las 14:00 y las 15:00 h que resulta en el
aumento de la liberacion de la hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) y la
hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés), la que ocurre entre las 17:00 y 19:00 h. Por la
tarde-noche de esta fase del ciclo (19:00 h), aumenta la concentracién de P4, lo que favorece la
ovulacion y facilita el comportamiento sexual, el celo y la cdpula en la noche de este dia. En el ovario
varios foliculo maduran simultdneamente y alcanzan su tamafio maximo Ilamado foliculo

preovulatorio (Freeman, 1994; Schwartz, 2000).

Progesterona
(ng/ml)

Estradiol (nzfmL)

LH {ngfmL)

of 8 Bocve o Y80 o B u B U Wb S

FSH (ng/m)

. - QS r

- - . ————— ————————
B OAF 7 OA % O B IS M M O O B B P DM O O B B 28 oM v OWF B

Estro Diestro-1 Diestro-2 Proestro Estro

Figura 5. Concentracion plasmatica de LH, FSH, progesterona y estradiol cada 2 horas en cada dia del ciclo
estral. Cada punto representa la media * e.e.m. de la concentracion de la hormona de 5 a 6 ratas. Las barras
negras representan intervalos de luz/oscuridad en los que se mantuvieron a los animales (Tomado y
modificado de Freeman 1994).

En el estro ocurre la ovulacién inducida en las primeras horas de este dia. La concentracién de E> y

P4 en sangre es basal, mientras que la de FSH muestra un segundo aumento, cuyo papel es reclutar
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los foliculos que ovularan en los siguientes ciclos. En el ovario se puede observar foliculos de mas de

1000 um que no ovularon y que son atrésicos, asi como cuerpos luteos recién formados (Freeman,

1994; Schwartz, 2000).

En el diestro-1, se observan los cuerpos luteos, resultado de la ovulacidn del dia anterior, lo
gue resulta en el incremento en la secrecién de Ps. La concentracion de LH, FSH y E; en suero es
basal. En los ovarios se observan foliculos en diferentes etapas de crecimiento (Freeman, 1994;

Schwartz, 2000).

En el diestro-2, la concentracidon de P4 disminuye en la sangre, mientras que la de FSH y LH se
mantiene baja, pero durante la tarde de este dia, la de E; comienza a aumentar, debido al estimulo
de la enzima aromatasa inducido por la FSH en la célula de la granulosa. En el ovario se observan

foliculos con antro y de dimensiones mas pequefias (Kilen y Schwartz, 1988; Schwartz, 2000).

3. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

En el Sistema Nervioso Central (SNC), el hipotdlamo regula las funciones endocrinas (Dominguez et
al., 1991). El hipotalamo y la hipdfisis conforman una unidad funcional, cuya comunicaciéon se
establece por diversas hormonas peptidicas, como la GnRH (que en este proyecto denominamos
“sefial hipotaldmica”), y cuya secrecion es modulada por las hormonas esteroides, péptidos,

opioides y neurotransmisores (Yao y Bahr, 1999).

Existen al menos trece iso-formas de GnRH que han sido aisladas en diferentes vertebrados.
Una especie puede poseer entre dos y tres formas de GnRH, que podrian tener distintas funciones a
la de estimular la liberacidn de las gonadotropinas (Parhar, 2002). En la rata se han detectado tres
de ellas, la GnRH-I, aislada originalmente de mamiferos (porcinos y ovinos) y presente en humanos;
la GNRH-Il encontrada primero en el pollo y luego en mamiferos (Chen et al., 1998) y la GnRH-IlI

identificada en la lamprea (Millar, 2003).
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La GnRH-I es un decapéptido cuya secuencia lineal de aminoacidos es: pyroGlu-His-Trp-Ser-

Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, y que es considerada como el principal factor hipotalamico que regula
la ovulacion y la secrecion de LH en mamiferos. La GnRH-II cuya secuencia lineal de aminoacidos es:
pyroGlu-His-Trp- Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2, es producto de la expresién de un segundo gen,
que difiere de la GnRH-I en los aminodcidos 5, 7 y 8. La GnRH-Il se conserva entre las especies,
incluidos los humanos (excepto el ratdn), se expresa ampliamente en todo el cerebro, por lo que es
considerada un neuromodulador que coordina el comportamiento reproductivo; y que regula la
actividad de la neurona GnRH-I (Millar, 2003), ademas de participar en la regulacion de la ingesta de
alimento. La GnRH- Ill regula preferencialmente la secreciéon de la FSH (Herbison, 2006), se ha
postulado que en mamiferos seria el factor liberador de la FSH (FSH-RH), ya que in vivo como en in
vitro la administracion de este péptido promueve principalmente la liberacién de FSH (Yu et al.,

2002).

En los mamiferos, la hipdfisis es una pequeia glandula situada en el hueso esfenoides (una
cavidad dsea en la base del craneo) unida al hipotdlamo mediante el tallo hipofisario (Guyton, 2007).
Estd compuesta por dos porciones bien diferenciadas, la adenohipédfisis (I6bulo anterior y |6bulo
intermedio) y la neurohipdfisis (I6bulo posterior) (Hafez, 1996). En el tallo hipofisario se encuentra el

sistema porta hipofisario de vasos sanguineos (Arimura, 2000).

La adenohipdfisis regula entre otras, las funciones llevadas a cabo por las génadas, mediante

la secrecion de la FSH y la LH (Brown, 1994; Arimura, 2000; Guyton y Hall, 2001).

La FSH y la LH cumplen un papel relevante en la regulacion neuroendocrina del ciclo estral.
Estas gonadotropinas son hormonas glucoproteicas conformadas por dos cadenas polipeptidicas: la
a y la B. La subunidad a es idéntica en las dos hormonas, confiere la especificidad de especie,
mientras que la subunidad B difiere entre ellas y da la especificidad bioldgica. La presencia de las dos
subunidades funcionales es necesaria para que la hormona tenga accién bioldgica y su mecanismo
de accidn se ejerza a través de la unidon de cada hormona a sus receptores ubicados en la membrana

celular del érgano blanco (Combamous, 1988). Estas dos hormonas se secretan en forma pulsatil, los
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cambios en la frecuencia y la amplitud de cada pulso resulta en los cambios en la concentracion en

sangre durante el ciclo estral (Herbison, 2006).
La FSH y la LH regulan la funcién estereidogénica del ovario, asi como el crecimiento y la
maduracion folicular (Hafez, 1996). Entre otras funciones que desempefia la LH estan la induccion

de la ovulacién y la luteinizacion del foliculo (Bousfield, 1998).

4. EL OVARIO

El ovario es un érgano pareado, se localiza a cada lado de la cavidad pélvica, y se encuentra
suspendido en un pliegue peritoneal llamado mesovario. La arteria Utero-ovarica también conocida
como arteria ovarica, recibe riego sanguineo de la aorta abdominal y llega al ovario a lo largo del
mesovario, entra a través del hilio, por donde también sale la vena ovarica (Yao y Bahr, 1988;

Fawcett, 1995).

El ovario se encuentra recubierto por la bursa ovarica, la cual es una delgada capa de
peritoneo que lo recubre. Estd conformada por tres capas, la interna (capa de epitelio discontinuo,
orientado hacia el ovario), la capa media (capa de tejido conjuntivo que contiene fibroblastos,
células del musculo liso y vasos sanguineos), y la capa externa (epitelio que se encuentra en
contacto con la cavidad peritoneal) (Martin et al., 1981). La cavidad bursal es el espacio que se
forma entre el ovario y la bursa ovarica, contiene liquido y su volumen es regulado por paquetes de

células musculares lisas (Li et al., 2007).

En los roedores como la rata, la bursa ovarica regula el paso de los ovocitos hacia el oviducto
y permite el cambio de flujo de sustancias entre la cavidad bursal y los vasos sanguineos que estan
dentro de ella e impide la salida de liquido hacia la cavidad peritoneal, de esta manera regula la

presidon que se encuentra dentro de la misma (Martin et al., 1981).

Para su estudio anatdémico, el ovario se ha dividido en tres zonas, la corteza, la médula y el

hilio. La corteza contiene al llamado epitelio germinal e incluye a los foliculos que se encuentran
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alrededor del tejido conectivo del estroma ovarico. La médula contiene el estroma, formado por

tejido conectivo laxo y fibroso. El hilio, se encuentra en la unidn del ovario al mesovario y es a través
del cual penetran y salen los vasos sanguineos y las fibras nerviosas propias de esta gonada
(Ganong, 2004) (figura 6).

Para su estudio funcional el ovario se ha dividido en tres compartimentos: el folicular, el
luteal y el intersticial (figura 5). A partir del foliculo ovarico se originan los dos compartimentos

restantes (Dominguez et al., 1991; Fawcett, 1995) (figura 6).

iejiao

intersticial

Cumulus ooforus

Cue Foliculo
albicans atrésico

Corona
radiada

Foliculo
terciario
Ruptura
folicular
Tdnica -
albuginea ohet

n—— 'Médula
Foliculo en
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Epitelio
Células
superficial
tecales pe
Foliculo Cuerpo
preantral Idteo

Cuerpo lGteo
~ enregresion

Foliculo Células
primordial lIGteales

Figura 6. Ovario de mamifero donde se observa el compartimiento folicular (en sus diferentes etapas de
desarrollo), luteal e intersticial (Modificada de Freeman, 1999).
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4.1 COMPARTIMENTO FOLICULAR

Esta formado por foliculos que se encuentran en la corteza del ovario, en diferentes etapas de
desarrollo y crecimiento, como son los primordiales, primarios, secundarios, terciarios o

preovulatorios (Dominguez et al., 1991; Ross et al., 1997).

4.2 COMPARTIMENTO LUTEAL

Esta conformado por los cuerpos Iuteos de la ovulacidén anterior y de ciclos previos. Se forma a partir
de las células de la granulosa y de la teca interna de los foliculos que expulsan al ovocito (figura 6)
como resultado del estimulo de la LH, que al actuar sobre sus receptores se transforman en células
granulo-luteinicas y teco-luteinicas, cuya diferenciacion metabdlica y funcional conduce a la

secrecion de P4 (Ross et al., 1997; Espey, 1999).

4.3 COMPARTIMENTO INTERSTICIAL

Incluye tanto a las células teco-intersticiales de los foliculos en crecimiento como a las células de la
teca de los foliculos atrésicos (figura 6), y representa la unidad enddcrina productora de andrégenos

(Yao y Bahr, 1999; Sanchez-Criado, 2003).

4.4 DESARROLLO FOLICULAR

El desarrollo folicular inicia con el crecimiento de los foliculos ovaricos, que puede culminar en la
atresia o en la ovulacién (Van-Voorhis, 1999). El desarrollo folicular implica la transformacion
histolégica y funcional del foliculo y para su estudio se ha dividido en diferentes tipos: foliculos
primordiales, foliculos primarios (también Ilamados preantrales), foliculos secundarios (también

llamados preantrales), foliculos terciarios (foliculos antrales) (figura 7).
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Figura 7. Cambios estructurales del foliculo ovarico durante su crecimiento (Tomada y modificada de Gal
etal,, 2007).

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

fundamental y fibras musculares lisas (Dominguez et al., 1991).

Foliculos primordiales: Son los mas numerosos y estdn conformados por un ovocito primario
que se origina a partir de las células germinales primordiales (Carlson, 1999). Alrededor de éste se

encuentra una capa de células epiteliales planas llamadas pregranulosa (Guyton, 2007). Los foliculos
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presentan una lamina basal que posteriormente se hard mds prominente y sera la membrana basal,

la cual rodea al estrato granuloso y al ovocito, y los separa de compartimento tecal y de los vasos

sanguineos (figura 7) (Greenwald y Roy, 1994).

Foliculos primarios: En esta etapa el ovocito aumenta de tamafio (Goldfien y Monroe, 2000).
Las células epiteliales adquieren una forma cubica y son llamadas células de la granulosa. Las células
mesenquimales del estroma se agrupan alrededor de la membrana basal y se diferencian en las

células de la teca (Bergman et al., 1998; Geneser, 2000).

Foliculos secundarios: Se caracterizan por un estrato granuloso de siete a ocho capas
(Dominguez et al., 1991). Las células de la teca se diferencian en dos capas: la interna (células
cuboidales que reciben suministro sanguineo y nervioso) y la externa (conformada de tejido
conectivo con fibras de coldgeno y fibras musculares lisas), En las areas en que se pierde la unién
entre las células de la granulosa se forman unas lagunas conocidas como cuerpos de Call-Exner, que

son previa a la formacion del antro (Yao y Bahr, 1988; Lawrence et al., 2006) (Figura 7).

Foliculos terciarios o preovulatorios: Constituido por el ovocito que alcanza su tamafio
maximo, un antro desarrollado completamente y lleno de liquido folicular, y varias capas de células
de la granulosa (Hirshfield, 1997). Los vasos sanguineos al igual que los nervios sélo llegan a la teca
interna, ya que no penetran a la granulosa. Algunas de las fibras nerviosas terminan en el musculo
liso presente en la teca externa y estos nervios regulan la contractibilidad de las mismas, lo que
influiria en el mecanismo de la ovulacién. En el ovario de la rata, los foliculos llegan a este estadio de
desarrollo entre 17 y 19 dias después de haber iniciado el crecimiento (Yao y Bahr, 1999; Lawrence

et al., 2006).
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4.5 OVULACION

La ovulacion se puede definir como el proceso por el cual el ovario libera hacia el exterior uno o
varios ovocitos capaces de ser fecundados (Van-Voorhis, 1999), también es considerada como el
resultado de un proceso inflamatorio localizado, ya que antes de que se produzca la salida del
ovocito hay edema en la capa de células de la teca interna, apoptosis y aumento de prostaglandinas
en el drea. Para que se produzca la ovulacion son necesarios varios cambios en la pared del foliculo y
en las relaciones entre las células de la granulosa y de la teca (Lawrence et al., 2006).

La estimulacién en la zona pelucida por la LH, forma un estigma en el dpice de cada foliculo
preovulatorio. Esta es la primera sefial de que el proceso de ovulacion ha comenzado. Conforme la
ruptura folicular se aproxima, las células epiteliales germinales superficiales que cubren el estigma,

se rompen en pequeiios grupos (Espey y Richards, 2006).

El rompimiento y la salida de células de la granulosa que rodean al ovocito llamado cumullus
oofurus y del ovocito requieren de 11 a 12 horas. Primero las células de la granulosa comienzan a ser
expulsadas a través de la membrana basal, seguida por el ovocito. Una vez que el ovocito ha salido y
encuentra el camino hacia el oviducto, sale una gran cantidad de liquido folicular. En la hora
posterior a la ovulacion, los ovocitos rodeados del cumullus oofurus pueden ser reconocidos en el

tercio superior del oviducto (Espey y Richards, 2006).

En la rata, los cuerpos luteos persisten morfolégicamente de 12 a 14 dias. Para el diestro-2,
el nuevo cuerpo luteo formado ha alcanzado su talla maxima, la cual se mantiene hasta el diestro-1
del siguiente ciclo. Para el diestro-2 del segundo ciclo el cuerpo luteo sufre un retroceso abrupto.
Esta regresion coincide con el cierre de los vasos sanguineos (Bassett, 1943), la apariciéon de las
areas de degeneracion, la infiltracion de leucocitos, el incremento de 20a-hidroxiesteroide

deshidrogenasa (Pupkin et al., 1966) y el incremento de contenido de colesterol (Everett, 1945).
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4.6 PARTICIPACION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES EN EL PROCESO
DE LA OVULACION

Las hormonas esteroides son sintetizadas a partir del colesterol, molécula lipidica de 27 dtomos de
carbono, que es transportado en el plasma sanguineo por lipoproteinas de baja densidad (Van-
Voorhis, 1999).

En la mitocondria de las células de la granulosa del ovario, el colesterol es convertido a
pregnenolona por accién del citocromo P450c, complejo enzimatico que rompe la cadena lateral del
colesterol (Van-Voorhis, 1999). La pregnenolona es biotransformada a progesterona por dos vias

metabdlicas: la A4 o la A5, siendo la A4 la que se utiliza principalmente en el ovario.

Por la via A4, la pregnelonona es convertida en progesterona por medio de la actividad de la
3B- hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HDS), la cual se localiza en el reticulo endoplasmico liso de
las células de la teca y luteales. Por lo general, esta ruta se lleva a cabo en las células del cuerpo

Idteo (Van-Voorhis, 1999).

La progesterona es hidroxilada a 17a-hidroxiprogesterona por la enzima 17a- hidroxilasa; en
el producto 17a-hidroxiprogesterona dentro de la mitocondria, que actia la enzima 17-20

desmolasa, para separar la cadena lateral entre los carbonos 17 y 20 y obtener androstenediona.

La via A5 se inicia con la hidroxilacién de la pregnenolona por la 17a- hidroxilasa, con el fin de
convertirla en 17a-hidroxipregnenolona, por accién de la enzima 17-20 desmolasa es transformada
en dehidroepiandroterona (DHEA), sobre la cual actuaran las enzimas 3B-HDS y A5-4 isomerasa,
para transformarla a su vez en androstenediona y a través de la enzima P450 aromatasa produce
estrona que a su vez se tranforma, mediante la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa a

estradiol (Pedernera, 1993; Van-Voorhis, 1999).

En la sintesis de los estrégenos participan dos células del foliculo: la célula teco-intersticial, |a
que a partir del colesterol que obtiene del plasma sanguineo, o del acetato o de la sintesis de novo,

sintetizan andrdégenos. Estos esteroides (androstenediona, testosterona o ambos) atraviesan la
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membrana basal y son incorporados al citoplasma de las células de la granulosa, donde son

aromatizados a estrégenos por la enzima aromatasa, la cual es regulada de manera estimulante por
la FSH. Los estrogenos regulan la sintesis de los receptores a FSH y LH en las células de la granulosa,
este estrégeno se difunden en la circulacion general, que al llegar al hipotalamo y la hipdfisis regulan

la secrecidon de GnRH, FSH y LH respectivamente (Dominguez et al., 1991).

La LH estimula selectivamente el complejo enzimatico que separa la cadena colateral del
colesterol y la actividad de la 17a-hidroxilasa y la C17, 20- desmolasa, las que provocan la
conversion de colesterol a pregnenolona, paso limitante en la sintesis de progesterona (Erickson,

1982; Erickson, 1983; Eisenberg et al., 1984).

La FSH estimula la sintesis de estrégenos por las células de la granulosa al unirse a su
receptor en la membrana celular. El complejo hormona-receptor actla sobre el sistema de la
adenilato ciclasa, lo que provoca el aumento del adenosina monofosfato ciclico (AMPc) y estimula la
sintesis de la aromatasa (Lawrence et al., 2006).

La LH también estimula la actividad de la aromatasa en aquellas células de la granulosa que
fueron previamente estimuladas por la FSH y el efecto de la LH es amplificado por su liberacidon

pulsatil (Hsueh et al., 1983).

Ademds de las hormonas esteroides, el ovario secreta varias hormonas de naturaleza
polipeptidica que regulan directa o indirectamente las funciones del foliculo y de la hipdfisis, una de
ellas es la inhibina que se define como un factor polipetidico de origen gonadal que disminuye
selectivamente la tasa de secrecion de la FSH (Dominguez et al., 1991). Otra de las hormonas
polipeptidicas es la activina que tiene un efecto dual en la secrecion de la FSH; actua sobre los
gonadotropos en la adenohipdfisis al estimular la secrecidon de la FSH, y sobre el propio ovario al

estimular la proliferacion mitotica de las células de la granulosa (Van-Voorhis, 1999).

4.7 ASIMETRIAS OVARICAS
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En general se considera que los érganos pareados son fisiolégica y anatdmicamente muy similares,

pero hay evidencia de que estos no son idénticos en cuanto a su funcién y a los mecanismos que los
regula. Por ejemplo, en las mujeres, la ovulacién se produce en el ovario derecho dos veces mas que

en el izquierdo (Potashnik et al., 1987).

En mamiferos poli-ovulantes, también se han observado diferencias en la capacidad
ovulatoria entre el ovario izquierdo y el derecho. En murciélagos, las asimetrias funcionales,
anatémicas o ambas, de los drganos femeninos reproductivos son mucho mas frecuentes vy
marcadas que las observadas en cualquier otro orden animal, por ejemplo, la ovulacién ocurre
predominantemente en la génada derecha, pero el ovario contralateral tiene la capacidad de
funcionar, sdlo si se extirpa el ovario dominante este efecto sucede también en aves (Gerendai y

Halasz, 1997; Dominguez et al., 2003).

En las aves solo el ovario izquierdo es funcional, la génada derecha se reduce a una capa de
tejido localizado por debajo de la vena cava inferior, pero si se extirpa el ovario izquierdo provoca la
activacion de la génada derecha, la cual, hasta ese momento, tiene el aspecto de un testiculo y
secreta testosterona (Dominguez et al., 2003).

En la rata adulta, se ha observado que el ovario izquierdo libera un promedio de seis
ovocitos, mientras que el derecho solo cuatro (Dominguez et al., 2003), el peso del ovario izquierdo
es mayor que el derecho (Gerendai y Haldsz, 1997). También se ha mostrado en ratas
hemiovariectomizadas que el ovario derecho e izquierdo tiene diferentes capacidades

compensadoras, tanto en nimero de ovocitos liberados como en masa ovarica (Chavez et al., 1987).

En el animal con ovariectomia unilateral, la proporciéon de animales que ovulan en el dia del
estro es el doble cuando el ovario derecho se encuentra in situ que cuando estd el izquierdo (Cruz et

al., 2001).

Estas asimetrias funcionales de los ovarios se han explicado por diferencias en la inervacion
del ovario, la que participa en la modulacion de los efectos de las gonadotropinas en los foliculos

ovaricos (Burden, 1985; Ojeda y Aguado, 1985; Dominguez et al., 1988).
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4.8 INERVACION EXTRINSECA DEL OVARIO

En la rata, los somas de las fibras nerviosas que llegan al ovario se encuentran en el ganglio celiaco
(GC), el ganglio mesentérico y los nervios lumbares. El GC, localizado en la pared ventral de la aorta
abdominal (Anesetti et al., 2009), se conecta con otros nervios a través de paquetes ganglionares

(Baljet y Drukker, 1980).

Los componentes que inervan al ovario y entran por el hilio son el: nervio vago (NV), el plexo

ovarico (PO) y el nervio ovarico superior (NOS) (Burden, 1978: Lawrence y Burden, 1980).

Plexo Ovdrico. Contiene en su mayoria fibras de naturaleza sensorial (Burden, 1978) que
aportan al ovario la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen que codifica la calcitonina
(CGRP) (Dees et al., 1986; Klein y Burden, 1988). Algunas de sus fibras son de naturaleza simpdtica y
transportan noradrenalina (NA) y neuropéptido Y (NPY), los cuales pueden ser sintetizados por una
misma fibra. Las fibras nerviosas del PO se encuentran a lo largo de la arteria ovdrica (Lawrence y
Burden, 1980; Dissen et al., 1998). La inervacién sensorial del ovario, deriva del ganglio nodoso y del
ganglio dorsal, que se localizan entre el segmento toracico caudal (T9-T11) y el segmento lumbar
craneal (L2-L4) de la médula espinal (Burden, 1978; Burden, 1985).

Nervio Ovarico Superior tiene axones de naturaleza simpatica asociados al ligamento
suspensorio en una matriz de tejido conectivo. Aporta catecolaminas y péptido intestinal vasoactivo
(VIP) a los compartimentos ovaricos. La porcion simpatica de la inervacidn ovarica se origina de los
segmentos T9-T11 y L2-L4 de la médula espinal y hace sinapsis en los ganglios celiaco y mesentérico

superior (Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1980; Burden, 1985; Dissen et al., 1998).
Las fibras del NOS inervan el ovario, el oviducto y el Utero. En el ovario, las terminaciones

nerviosas del NOS se encuentran asociadas a la vasculatura, rodean a los foliculos en desarrollo e

inervan células de la teca y de la glandula intersticial. El cuerpo lUteo y la capa de células de
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granulosa carecen de inervacién, no obstante responden ante un estimulo catecolaminérgico,

debido a la presencia de receptores B-adrenérgicos (Lawrence y Burden, 1980; Dissen et al., 1998).

Nervio Vago. Es un nervio mixto que contiene en su mayoria fibras de naturaleza
parasimpatica (75%). Asi como algunas fibras sensoriales y motoras. Este paquete neural transporta
acetilcolina, SP y en menor proporcién VIP y somatostatina. Los somas de las neuronas del nervio

vago, se proyectan desde el bulbo raquideo (Burden et al., 1983).

5. ACETILCOLINA

La acetilcolina (ACh) que estd almacenada en las vesiculas de las terminales de las neuronas
colinérgicas es sintetizada en el citoplasma de la neurona, a partir de acetato y de la colina,
moléculas que son tomadas de la corriente sanguinea o de la recapturada en el espacio sinaptico. La
enzima colino-acetil-tranferasa (CAT) es la enzima de sintesis de la ACh (Massoulie y Bons, 1982). La
inactivacion de la ACh, que implica la hidrdlisis del neurotransmisor, es producida por la

acetilcolinesterasa (AChE) en el espacio sindptico, la que produce colina y acetato (Figura 8).
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Figura 8. Sintesis y degradacion de la acetilcolina. A) Captacion de la colina del medio sinaptico. B) En la
union de colina con la Acetil coenzima A por medio de la Colino Acetil Transferasa, se forma la acetilcolina
y la Coenzima A. C) La Acetilcolina es llevada por la Vesicula transportadora de Acetilcolina hacia el boton
sinaptico. D) La Acetilcolina es liberada y esta se une con su receptor muscarinico o nicotinico o puede ser

degradada por la Enzima Acetil Colinesterasa en acetato y colina, de esta manera la colina pueda ser
recapturada.

En las terminales de neuronas colinérgicas, la ACh es liberada y se transporta a través de la
membrana de manera activa y dependiente del Na* (McMahan, 1992; Alcardz, 2001;) como
resultado de un estimulo nervioso que induce el ingreso de Ca*? a la célula y se acumula en el
citoplasma de la neurona; esto activa las proteinas contractiles del citoesqueleto y facilita que la
vesicula que contienen la ACh, sean llevadas directamente a la membrana presinaptica y sea

liberado el neurotransmisor por exocitosis al espacio sinaptico (Stidhof, 1995).

Los receptores a ACh se dividen en dos categorias: nicotinicos (nAChRs) y muscarinicos
(mAChRs). Los nAChRs son receptores asociados a canales idnicos (ionotrdépicos), los que al
interactuar con la ACh estimula la apertura del canal, mientras que los mAChRs son del tipo

metabotrépico (Nathanson, 1987).
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6. RECEPTORES MUSCARINICOS

Los receptores muscarinicos pertenecen a una gran familia de receptores acoplados a proteinas G,
los cuales estan constituidos por siete dominios transmembranales. Estos receptores transmiten
varias sefales quimicas provenientes desde el espacio extracelular mediante cuatro clases
heterotriméricas de proteinas G, que son activadas de manera distinta dependiendo de la via o sefial

de comunicacion (Michal et al., 2007).

Los receptores muscarinicos tienen dos sitios principales de activacién, el primer sitio
relacionado con la molécula de senalizacion (o su ligando) en la superficie de la membrana y el
segundo sitio de activacion esta en el interior de la membrana por su asociacidén con una proteina G

(Michal et al., 2007).

En la actualidad se han caracterizado cinco tipos de mAChRs, denominados como m1AChR,
m2AChR, m3sAChR, msAChR y msAChR (nomenclatura de Bonner, 1989) (Kubo et al., 1986; Bonner,
1988; Peralta et al., 1987).

6.1 RECEPTOR MUSCARINICO TIPO-2

El m2AChR se encuentra acoplado a tres tipos de proteina G: Gg/11, Gi/o, Y Gs. La activacion de este
receptor y su mecanismo de accién parecen depender del tipo de célula. La proteina Gs estimula la
sintesis de AMPc, la proteina Gg/11 induce la acumulacion de fosfato inositol (IP), el que a su vez
tiene un efecto directo sobre la fosfolipasa C y la proteina Gi/q inhibe la sintesis de AMPc (Michal et

al., 2001).
La localizacién del mAChR ha sido identificada en diferentes tipos de tejido y drganos como

el musculo liso, el endometrio, el miometrio, el nédulo sinoauricular del corazén, la vejiga, el tubo

digestivo y el testiculo (Michal et al., 2001).
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En la industria farmacéutica, se han creado de manera sintética substancias agonistas o

antagonistas para el myAChR, los agonistas se fijan en el receptor y la energia quimica liberada con
la fijacion induce un cambio de conformacién que pone en marcha una cadena de acontecimientos
bioguimicos en el interior de la célula, lo que conduce a una respuesta similar a la de la accién de la
acetilcolina unido al myAChR, un ejemplo de los agonistas al m;AChR son: Oxotremorina, Betanecol,

Pilocarpina.

Los antagonistas se fijan en el receptor, pero no los activan. No inducen un cambio en la
conformacidn vy, por tanto, no muestran ninguna “respuesta” al interior de la célula. Sin embargo,
dado que los antagonistas ocupan al receptor, impiden que la ACh se fije y, por consiguiente,
bloguean su accidn, un ejemplo de antagonistas para el mAChR es la Metoctramina (MTC) y el AF-

64 (Michal et al., 2001).

La MTC (N, N’-bis[6-[[(2-metoxi fenil)-metillhexil]-1, 8-octanol] diamino) se une
especificamente con el myAChR ya que este antagonista tiene una gran afinidad por este receptor

(Melchiorre et al., 1987) y una muy baja afinidad por el msAChR (Jakubik et al., 2014).

7. PARTICIPACION DEL SISTEMA COLINERGICO EN LA OVULACION

En el humano, el mono y la rata la ACh no sélo llega al ovario a través de las fibras del nervio vago,
sino que también es producida por células de la granulosa de los foliculos preovulatorios, ya que
estas células expresan la CAT (Mayerhofer y Kunz, 2005). Unicamente en la células de la granulosa
de ovarios de humano y primates se ha mostrado por RT-PCR e inmunohistoquimica, la presencia
de m1AChR, msAChR y el m3sAChR en el ovocito (Fritz et al., 2001). En el cuerpo IUteo de la vaca se ha
identificado el m,AChR; y en cultivo de células luteales se ha mostrado la presencia de CAT. La
adicion de ACh y LH a los medios de cultivo de células luteales de bovino resulta en la sintesis de P4
(Al-zi’abi et al., 2009). Los efectos de la activacion de este sistema muscarinico del ovario son de

indole mitogénico, autdcrino y paracrino (Mayerhofer et al., 2003).

Pagina

29



UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar
En la rata, la inyeccion subcutanea de MTC (0.5 mg/Kg peso) en el dia del proestro, pero no

en las otras fases del ciclo estral, disminuye el porcentaje de animales que ovulan en el dia del
estro esperado (Hernandez, 2012). En el proestro, el bloqueo de los m>AChR del ovario izquierdo no
interrumpe la ovulacion, pero aumenta el peso de ambos ovarios y disminuye el peso del Gtero. En
el estro, la micro-inyeccién de MTC por via peritoneal bloquea los m;AChR el cual no modifica el
porcentaje de animales ovulantes, sin embargo disminuye el porcentaje de animales ovulantes del
ovario inyectado, aunque lo hagan del derecho (Hernandez, 2013). La micro-inyeccién de MTC en el
ovario izquierdo de la rata provoca el bloqueo de la ovulacién en ambos ovarios, cuando el farmaco
se inyecta en el diestro-2. Estos resultados sugieren la presencia de estos receptores en el ovario,

aungue a la fecha no hay evidencias de su presencia en las distintas estructuras ovaricas.
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8. JUSTIFICACION

Las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios de humano, mono y rata sintetizan CAT y
ACh, pero sélo en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios de humano y de mono se
ha identificado el ARNm de los miAChR y msAChR (Mayerhofer y Kunz, 2005). Los efectos de la
activacion de este sistema muscarinico en el ovario son de indole mitogénicos, autdcrinos vy
paracrinos (Mayerhofer et al., 2003). En cultivo de células luteales de bovino, la adicién de ACh y de
LH incrementa la sintesis de P4 (Al-zi’abi et al.,, 2009) y se sugiere la presencia del m;AChR en
cuerpos lateos de la vaca. En la rata, la micro-inyeccién de MTC en el ovario izquierdo de una rata en
el dia diestro-2 bloquea la ovulacion (Hernandez, 2013). A pesar de que estos resultados sugieren la
presencia de los m;ACh en el ovario, a la fecha no se ha demostrado su presencia en la génada. Por
lo que en esta tesis se decidido detectar la proteina y la distribucion del m;AChR en el ovario
izquierdo y derecho de la rata en cada fase del ciclo estral. Asi como estudiar a las 13:00 h del
diestro-2, los efectos del bloqueo de los m;AChR del ovario derecho sobre la ovulaciéon, con la

finalidad de analizar si este receptor participa en la regulacion de la ovulacion en uno y otro ovario.
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9, HIPOTESIS

1.- Dado que la administracion de un antagonista especifico al m;AChR en el ovario de la rata,
resulta en el bloqueo de la ovulacidn, entonces la proteina del m;AChR estara localizada en el

ovario de la rata adulta.

2. La integracion de las sefiales endocrinas en cada nivel del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario son
necesarias para que ocurra la ovulacién, por lo que el reemplazo de GnRH, LH o del E; en animales
tratados con un antagonista especifico al m;AChR serd necesario para el restablecimiento de la

ovulacion.
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10. OBJETIVO GENERAL

Detectar la distribucién del m;AChR en el ovario izquierdo y derecho de la rata adulta, en los

diferentes dias del ciclo estral y su posible participacién en la ovulacion.

11. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Detectar la proteina del m>AChR en las distintas estructuras anatéomicas de los ovarios a las

13:00 h de cada fase ciclo estral de la rata adulta.

2. Analizar si existe asimetria en la distribucidn y el contenido de la proteina del m;AChR entre

el ovario izquierdo y derecho de la rata adulta en las distintas fases del ciclo estral.

3. Detectar la proteina del myAChR en el ovario de animales tratados con un antagonista

especifico de myAChR.

4. Evaluar la respuesta ovulatoria al restablecimiento de la sefial hipotalamica, hipofisaria y

ovarica en animales tratados con un antagonista especifico para mAChR.
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12. MATERIALES Y METODOS

12.1 ANIMALES EXPERIMENTALES

El estudio se realizdé en ratas hembras adultas de la cepa ClIZ-V (Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza), de 3-4 meses de edad, con pesos de 195 a 225 g. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones de luz/oscuridad controladas (14 horas luz/10 horas oscuridad, luces de 05:00 a 19:00
h), con libre acceso al alimento (Harlan SA, México) y agua. Los ciclos estrales se estudiaron
mediante la toma diaria de frotis vaginales. Solamente las ratas que mostraron dos ciclos estrales
consecutivos de 4 dias se utilizaron. Para el estudio de la distribucion del m>AChR, en cada ovario se
tomaron cuatro ratas en cada fase del ciclo estral y fueron sacrificadas en una cdmara de cloroformo

entre las 12:30y 13:30 h.

Los ovarios y el Utero fueron disecados y en los oviductos se contaron el nimero de ovocitos
liberados con la ayuda de un microscopio estereoscépico (Olympus, Modelo SZ51, Tokio, Japdn). Los
ovarios y el Utero se pesaron en una balanza analitica (Electronic Balance, Modelo ESJ 200-4,
Guangdong, China), y su peso fue expresado en mg/100g de peso corporal. El porcentaje de

animales ovulantes se determind bajo la siguiente formula.

numero de animales ovulantes
X 100

numero de animales

12.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

A las 12:15 h del diestro-2 (n=16) otras ratas fueron inyectados con un “cocktail” de
ketamina/xilazina (25 mg / 0.1 mg, respectivamente). Una vez que fueron anestesiados, entre las
12:30 y 13:30 h, se les realizé una incision dorso-lateral en el costado derecho, a través de la piel y
musculo, el ovario derecho se extrajo, evitando la manipulacion de otros érganos, y se inyecté 1uL

de MTC o del vehiculo (Veh), a través de un tubo de teflén (0,65 mm de didametro exterior
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Bioanaliticos Systems, INC), conectado a una jeringa (29G) de acero inoxidable, que fue conectada a

una jeringa Hamilton de 20 pL, montada a una bomba de microinyeccion (CMA 100, BAS, Estocolmo,
Suecia). Ocho de estos animales fueron inyectados con 19 ng/uL de MTC (Sigma-Aldrich, México),
esta dosis fue seleccionada a experimentos previos por nuestro laboratorio que demuestra el efecto
farmacoldgico deseado (datos no publicados) y las ocho ratas restantes fueron inyectadas con el
vehiculo (agua destilada). La velocidad a la que se inyectaron las soluciones fue de 60 segundos.
Para evitar que la solucién saliera de la bursa, la aguja se mantuvo en la bursa del ovario, durante un
minuto después de la inyeccion. Posteriormente, la superficie del ovario se enjuagd cuidadosamente
con solucion salina fisioldgica y se volvid a colocar en la cavidad abdominal. La incisidn quirdrgica se
suturd con hilo de seda y los animales se sacrificaron a la mafiana del estro esperado (09:00-10:00 h)

en una camara de cloroformo.

Para llevar a cabo el restablecimiento de las sefales hipotalamica, hipofisaria y ovarica en
animales no ovulantes por la micro-inyecciéon de MTC en la bursa del ovario derecho se utilizaron

tres diferentes grupos de animales con los siguientes tratamientos:

* Grupol.3.7 ug/kg peso de LHRH-Gly sintética (Zigma Aldrich, México) a
las 14:00 h del proestro del ciclo tratado,

= Grupo Il. 25 Ul hCG (Gonadotropina Coriénica humana) a las 14:00 h del
proestro del ciclo tratado

= Grupo lll. 10 yug de BE (benzoato de estradiol) a las 14:00 h del diestro-2 del

ciclo tratado.

Todos los animales fueron sacrificados en una cdmara letal con cloroformo en la mafiana

del estro esperado.
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12.3 INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunorreactividad (IR) se detecté usando un protocolo convencional basado en avidina-biotina
peroxidasa. Los ovarios fueron incluidos en parafina y se obtuvo secciones de ovario de 6 um de
grosor de grupos de cuatro ratas intactas en los diferentes dias del ciclo estral, asi como también a
un grupo que fueron tratados con Veh y MTC. Los cortes de tejidos fueron desparafinados,
hidratados y pre-tratados con agua oxigenada (H20:) al 1% durante 30 minutos, para desactivar la
peroxidasa enddgena, se hicieron tres lavados de una solucion de buffer de fosfatos (PBS) 0.1 M/Ly
después se incubaron con boro hidruro de sodio (NaBH4) al 1% para reducir los grupos aldehidos.
Para facilitar la interaccion del anticuerpo con su antigeno se utilizé una solucidn de citrato de sodio
10 mM, las secciones de tejido se incubaron con el anticuerpo primario m;AChR (NB120-2805, Novul
Biologicals, Littleton, Colorado) a una dilucién 1:50 a 4°C durante 48 horas. Posteriormente, las
secciones se incubaron con el anticuerpo secundario dilucion 1:100 a temperatura ambiente
durante 2 h (pk-6101, Kit Vectastain Elite ABC, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). El
complejo inmuno-reactivo se detectd con avidina-biotinia (AB) (PK-6100, Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA) peroxidasa (figura 9). Las secciones fueron tefiidas con diaminobencidina (DAB) (Sk-
4100, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) y se contratifieron con hematoxilina de Meyer (H-
3404, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). Posteriormente los cortes se deshidrataron vy
fueron cubiertos con medio de montaje (H-5000, Vect Mount, Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA) para ser observados en el microscopio de luz equipado con una camara digital (Nikon Eclipse
Modelo E400, Tokio, Japdn). Como control negativo, el anticuerpo primario se omitid, y se procedié
con el resto del procedimiento como se menciond anteriormente. Se midid la intensidad media de la
IR con el programa NIS-Elements (Nikon, software versidon 3.0), la intensidad de la ir-m2AChR se

determind con el promedio obtenido en el rango de luz entre 0 y 250 (rango negro y blanco

respectivamente) la férmula para clasificar fue la siguiente 4 == (R=Recorrido [valor maximo -
"

valor minimo], K=Intervalos [tres intervalos debido a las cruces], A=Amplitud [rango de los

intervalos]), donde si el promedio presenté mayor IR se colocaron tres cruces (+++), si presentaron

un rango intermedio se colocaron dos cruces (++) y si presentaron un promedio bajo se colocd una

cruz (+). También se cuantificd los foliculos que presentaron ir-m;AChR.

Pagina

36



UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar

B Sl
4
Anticuerpo Y A Complejo de
A : @ ®  Avidina-biotina
secqndarlo *‘
Anticuerpe . _ .‘_‘.'x‘. C
primario B ) - i
= i'r‘s 5 ie
Receptor :
transmembranal

Figura 9. Representacion esquematica de la técnica de inmunohistoquimica. Se observa el proceso por el
cual los cortes de ovario de rata fueron incubados con el anticuerpo primario (A), después por el
anticuerpo secundario (B) y finalmente con el complejo de Avidina-biotina (C) para la deteccion del
m2AChR.
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12.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del nimero de animales ovulantes se analizaron por la prueba de la probabilidad
Exacta de Fisher. El nUumero de ovocitos liberados asi como el nimero de cuerpos luteos ir-m>AChR
se analizo por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los datos del peso de los
ovarios, del Utero se analizaron por la prueba de Andlisis de Varianza (ANDEVA), seguida de la
prueba de Turkey. En los casos en que se compararon dos grupos, se utilizo la prueba de “t” de
Student o la prueba de “U” de Mann-Whitney. En todas las pruebas estadisticas se aceptaron como

significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue < 0.05.
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13. RESULTADOS

Deteccion del mzAChR en el ovario de la rata adulta durante el ciclo estral

Los resultados obtenidos mostraron que la proteina m;AChR se detecta en todos los cuerpos luteos
del ovario izquierdo y derecho. En cada ovario el nimero de cuerpos IUteos depende de la fase de
ciclo estral en la que se encontrd el animal. Interesantemente, el nimero de cuerpos lateos
encontrados en el ovario izquierdo es ligeramente mayor (14%) al ovario derecho. En la fase del
diestro-1 se observé la mayor cantidad de cuerpos IUteos en el ovario izquierdo. En cambio, en el
ovario derecho no se observaron diferencias significativas en la cantidad de cuerpos luteos por cada

rata en las diferentes fases del ciclo estral (figura 10).

Figura 10. Nimero de cuerpos liteos ir-mzAChR en el ovario de la rata adulta a las 10:00 h de cada fase del
ciclo estral
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a<0.05 vs. estro (prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn)

Con respecto a la etapa de crecimiento de los foliculos y el dia del ciclo estral, se observd que la
proteina del ir-m;AChR no se encuentra presente en los foliculos primordiales de ambos ovarios

(figura 11). Sin embargo, en el estro, Unicamente en el ovario derecho, el 5% del total de foliculos
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pre-antrales presentaron ir-m;AChR. En el diestro-1, los foliculos pre-antrales con ir-m;AChR sdlo

estuvieron presentes en el ovario izquierdo, mientras que en el ovario derecho los foliculos ir-
m2AChR fueron antrales. En el diestro-2 ningun tipo de foliculo presenté ir-m2AChR en el ovario
izquierdo. En cambio, en el ovario derecho los foliculos ir-m>AChR fueron los antrales. En el
proestro, el ovario izquierdo presentd foliculos pre-antrales y antrales ir-m;AChR. En cambio el
ovario derecho sélo mostro foliculos pre-antrales ir-mAChR (figura 11). En esta fase del ciclo, tanto
en el ovario izquierdo como en el derecho, el porcentaje de foliculos pre-antrales ir-mAChR es
significativamente mayor que en la otra fase del ciclo donde se observd la ir-m;AChR. Estos
resultados sugieren una distribucién diferencial del m;AChR en las distintas estructuras anatémicas

del ovario a lo largo del ciclo estral de la rata.

Figura 11. Porcentaje de foliculos primordiales, pre-antrales y antrales ir-m2AChR del ovario en la rata
adulta en cada fase del ciclo estral
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Ovario izquierdo: a, p<0.001 vs. Diestro-1, Ovario derecho: a, p<0.001 vs. Estro (Prueba de Ji2. con
correccion de Yates)

Con base en la intensidad promedio de la ir-m2AChR que presentardn los cuerpos luteos, se observé

gue en el ovario izquierdo mostraron mayor intensidad en la fase del diestro-1 y la menor en el
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diestro-2 y el proestro. Mientras que en el ovario derecho la mayor intensidad estuvo presente en el

proestro y la menor en el diestro-1 (Tabla 1, figura 12).

Tabla 1. Intensidad del m2AChR en los cuerpos liteos del ovario de la rata adulta en las diferentes fases
del ciclo estral

Etapa del ciclo Grado de intensidad | Grado de intensidad del
estral del Ovario Ovario Derecho
Izquierdo
Estro S ++
Diestro 1 +++ +
Diestro 2 + s
Proestro + +++

Cuando se analizé la distribucion de ir-m2AChR en los foliculos y los cuerpos |Uteos se observaron
que en los foliculos pre-antrales la ir-m,AChR se localizé predominantemente en el ovocito (figura
13). Mientras que, en los foliculos antrales (sanos o atrésicos) la ir-m>AChR se localizé en el ovocito y
las células de la granulosa de la corona radiada, murales o ambas (Figura 14). En cambio, en los
cuerpos luteos, la ir-m2AChR se localizé en todas las células luteinizadas, tanto granuloso-luteinicas

como teco-luteinicas.
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OVARID IZQUIERDO OVARIO DERECHO

ESTRO

DIESTRO-1

DIESTRO-2

FROESTRO

Figura 12. Inmuno-localizacion del mzAChR en el cuerpo liiteo del ovario izquierdo y derecho en cada fase
del ciclo estral de la rata adulta. Fotomicrografias a 10X. Las flechas indican la inmuno-tincion (color café)
del mz2AChR. Los tejidos fueron contratefiidos con hematoxilina de Meyer (células azules sin ir)
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Figura 13. Inmuno-localizacién del mzAChR en el ovario izquierdo (panel Ay B) y derecho (panel Cy D) de
la rata adulta. Se puede observar la ir-mzAChR en la membrana del ovocito de un foliculo pre-antral (A),
Fotomicrografia 10X. En el recuadro se muestra el foliculo pre-antral (40X), con ir-mzAChR en la
membrana citoplasmatica del ovocito. Los ovarios fueron contrateiiidos con hematoxilina de Meyer
(células color azul sin ir). CL=Cuerpo Liteo, Fol =Foliculo.
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Figura 14. Inmuno-localizacién del m2AChR en foliculos antrales del ovario de la rata adulta. Se puede
observar la ir- mzAChR en la corona radiada y algunas zonas de la capa mural de células de la granulosa
(panel A) o en el ovocito (panel B) y algunas zonas de la capa mural de células de la granulosa (panel C),

fotomicrografias 10X. En cada recuadro se muestra una zona con ir- mzAChR (40X), que se presenta en la
membrana citoplasmatica (café). Los ovarios fueron contratefiidos con hematoxilina de Meyer (células
color azul sin ir) CL=Cuerpo Liiteo, Fol =Foliculo.
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Efectos del bloqueo del mzAChR en el ovario derecho de la rata adulta

La microinyeccion del antagonista especifico de m;AChR (MTC) en el ovario derecho, redujo
significativamente el porcentaje de animales ovulantes en el estro esperado, en comparacién con el

grupo de animales tratados con vehiculo (figura 15).

Figura 15. Porcentaje de animales ovulantes en el dia del estro esperado después del tratamiento de
metoctramina en el ovario derecho alas 13:00 h del diestro-2
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20-

% DE ANIMALES OVULANTES

INTACTOS VEH MTC

a, p<0.001 vs. VEH (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher)

El tratamiento con MTC bloqueo la ovulacién en el ovario contralateral (ovario izquierdo), mientras
que, en el ovario derecho solo el 7% de los animales tratados ovularon. El tratamiento no modificé

el nimero de ovocitos liberados en el ovario derecho (Tabla 2).
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Tabla 2. Media + e.e.m del nimero de ovocitos liberados por los ovarios, en la mafiana del estro esperado
de animales intactos, micro-inyectados con Veh o MTC alas 13:00 h del diestro-2

Grupo experimental

Numero de ovocitos liberados por

ovario izquierdo

ovario derecho

ambos ovarios

Intacto 6.1+0.7 7.3£0.5 13.4+0.5
Vehiculo 6.6+0.7 6.4+0.3 13.0+0.4
Metoctramina 0 5.5(56) -

Con respecto al peso de los ovarios y el Utero no se observé cambios en los animales que recibieron

la micro-inyeccidn de vehiculo o de metoctramina con respecto al grupo de animales intactos (Tabla

3).

Tabla 3. Media * e.e.m del peso del ovario izquierdo (no tratado), del ovario derecho (tratado) y del titero
en la manana del estro esperado de animales intactos o micro-inyectados con Veh o MTC en el ovario
derecho alas 13:00 h del diestro-2

Grupo experimental

Peso (mg/100g peso corporal)

ovario izquierdo ovario derecho Utero
Intacto 15.7+0.8 16.5+0.8 156.6+6.6
Vehiculo 14.1+£0.8 14.2+0.7 166.6+7.8
Metoctramina 12.9+1.0 13.4+0.9 191.4+12.9

Con respecto al niumero de estructuras e intensidad de la ir-m;AChR en los ovarios derecho e
izquierdo de los animales tratados Veh o MTC, a las 13:00 h del dia del diestro-2, no se observd

diferencias significativas en la ir-m;AChR en el estro esperado comparado con el grupo intacto

(Tabla 4y 5, figura 16).
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Tabla 4. Ir-m2AChR en las estructuras anatémicas del ovario izquierdo después del tratamiento con Veh o
MTC a las 13:00 h del diestro-2

Estructuras Ir/estruc- % Ir/estructura % Ir/estructuras %
turas s totales totales
totales
Intacto Micro-inyeccion del Micro-inyeccion de
vehiculo metoctramina
Foliculos 0/10 0 0/6 0 0/8 0
primordiales
Foliculos pre- 0/1 0 0/13 0 0/16 0
antrales
Foliculos antrales 0/3 0 0/12 0 0/16 0
Cuerpos luteos 14/14 100 21721 100 26/26 100

Tabla 5. Ir-m2AChR en las estructuras anatémicas del ovario izquierdo después del tratamiento con Veh o
MTC alas 13:00 h del diestro-2

Estructuras Ir/estructur % Ir/estructuras % Ir/estructuras %
as totales totales totales
Intacto Micro-inyeccion del Micro-inyeccion de
vehiculo metoctramina
Foliculos 0/23 0 0/12 0 0/6 0
primordiales
Foliculos pre- 121 5 0/16 0 0/9 0
antrales
Foliculos antrales 0/12 0 0/16 0 0/9 0
Cuerpos luteos 24/24 100 27/27 100 32/32 100
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OVARIO IZQUIERDO OVARIO DERECHO C)
Grado de Grado de
intensidad del | intensidad del
Ovario Ovario
izquierdo derecho
Intacto ++ ++
Vehiculo ++ ++
Metoctramina ++ ++

Figura 16. Ir-mz2AChR en ambos ovarios de animales tratados con Veh (panel A) o con MTC (panel B) en el
ovario derecho, a las 13:00h del diestro-2. Las fotomicrografias panoramicas a 10X muestran la intensidad
de la ir-mzAChR en los cuerpos liteos (Panel C).

Efecto del restablecimiento de las seiiales hipotalamica, hipofisaria u ovarica en
animales tratados con un antagonista especifico del m:AChR

El restablecimiento de la sefal hipotalamica por el reemplazo hormonal con LHRH-Gly sintética
restablecié la ovulacién en el 100% de los animales tratados con el antagonista especifico para
m2AChR (MTC). En cambio el tratamiento de reemplazo de la sefial hipofisaria con hCG o de la sefial

ovarica con BE restablecié en un 80% la ovulacién en los animales tratados con MTC (figura 17).
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Figura 17. Restablecimiento de la ovulaciéon en animales tratados con MTC en el ovario derecho a
las 13:00 h del Diestro-2
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a, p<0.001vs. MTC (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher)
El restablecimiento de la sefial hipotaldmica, hipofisaria u ovarica en animales con bloqueo de los
m2AChR en diestro-2 no afecté el nimero de ovocitos liberados con respecto a los animales
tratados con MTC y Veh (Tabla 6).

Tabla 6. Media * e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por los ovarios de animales tratados con Veh o
MTC alas 13:00 h del dia del diestro-2 después del reemplazo hormonal

Grupo experimental Numero de ovocitos liberados por
ovario ovario ambos ovarios
izquierdo derecho
Vehiculo 6.610.7 6.410.3 13.0+0.4
Metoctramina 0 5.5(5,6) -
Metoctramina +LHRH 6.710.6 3204 9.740.5
Metoctramina +hCG 5.3#40.6 6.241.1 11.5#0.6
Metoctramina +BE 5.710.4 2.5#1.5 8.240.8
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El restablecimiento de la “sefal hipotalamica” a animales con bloqueo de m,AChR en el diestro-2,
disminuyd el peso del Utero en comparacion con el grupo tratado con MTC. El restablecimiento
de la “sefial hipofisaria” o “sefal ovarica” no modificé significativamente el peso del ovario y del

Utero en los animales tratados con MTC (Tabla 7).

Tabla 7. Media # e.e.m. del peso de los ovarios y del iitero en animales tratados con Veh o MTC a las 13:00
h del dia del diestro-2 después del reemplazo hormonal

GRUPO EXPERIMENTAL | PESO (mg/100g peso corporal)

ovario izquierdo | ovario derecho Utero
Metoctramina 12.9+1.0 13.36+0.9 191.4+12.9
Metoctramina +LHRH 14.9+0.8 13.8+1.3 145.6+£14.5*
Metoctramina +hCG 16.1+1.5 15.60.8 160.2£13.6
Metoctramina +BE 15.7+1.0 15.7£1.3 191.4£13.1

*
p<0.05 vs. Metoctramina (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey)

Pagina

50



UNAM Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Tesis de Licenciatura Miguel Martin Herndndez Escobar

14. DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos mostramos que los ovarios de la rata adulta expresan el
mAChR. Dichos receptores estdn presentes en los cuerpos lUteos y en menor porcentaje en
foliculos. Durante el ciclo estral, ambos ovarios presentan un niumero similar de estructuras inmuno-
reactivas para el m;AChR. La micro-inyeccién de Veh o MTC en el ovario derecho no modifica la
intensidad de la ir- mAChR en ninguno de los ovarios. Sin embargo, bloquear el m;AChR inhibe la
ovulacidon como resultado de la alteracién de la sefal ovarica (17B-estradiol), y en consecuencia de

la modificacion de la secreciéon preovulatoria de GnRH y LH.

El m>AChR se acopla a la proteina Gi que inhibe a la adenilato ciclasa y activa canales de
potasio (Michal et al., 2001, Golan et al., 2012). Deckel (1983) mostrd que la maduracion del ovocito
de la rata es inhibida por AMPc. Dado que el ovocito de los foliculos primarios y pre-antrales
expresan el m2AChR, nos permite sugerir que en las primeras etapas de desarrollo del foliculo, la

maduracion del ovocito estaria regulado de manera estimulante por la unién de ACh a los m>AChR.

En las células de cuerpos luteos de bovino en cultivo, la ACh promueve la produccion de P4 al
medio (Al-zi’abi et al., 2009). La presencia del receptor m>AChR en los cuerpos lUteos de la rata nos

lleva a sugerir que estos receptores regularian la secrecidn de progesterona.

En nuestra cepa de rata, la concentracion de P4 a las 13:00 h del diestro-1 alcanza los valores
maximos con respecto a las otras fases del ciclo (Flores et al., 2008). En nuestro estudio, en la fase
del diestro-1 la desigual intensidad de ir-m>AChR en los cuerpos luteos del ovario izquierdo
respecto al derecho, sugieren una asimetria funcional. En la cerda, Rao y Edergton (1984) mostraron
diferencias en la unién especifica de hCG marcada con yodo radioactivo, en la concentracion de P,
y en las actividades de la enzima citocromo C oxidasa (una enzima mitocondrial), de la acetil-D-

glucosaminidasa (una enzima lisosomal) y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.
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La P4 es el esteroide gonadal dominante en la regulacidon de la secrecidn de la GnRH durante

la fase IuUtea, ya que inhibe la frecuencia de los pulsos de secrecion de la GnRH (Herbison, 2006). En
la rata con ciclos estrales de 4 dias, la inyeccidon de P4 en los dos dias de diestro resulta en el retraso
de la ovulacion (Everett, 1948). Con base en estos resultados y los mostrados por Al-zi"abi (2009),
sugerimos que los m;AChR presentes en los cuerpos lUteos tendrian un papel estimulante de la
secrecion de progesterona, la que se mantendria durante todos los dias del ciclo estral por la

presencia constante de los cuerpos luteos.

También se plantea que la progesterona eleva la amplitud de los pulsos de secrecion de la
GnRH (Krey et al., 1973; Clifton et al., 1975; Levine et al., 1980), pero este efecto es dependiente de
la sintesis de los receptores a P4 inducidos por estradiol (Chappel et al., 1997; Mahesh et al., 1998).
Por lo que la falta de ovulacién en ratas micro-inyectadas con MTC en el ovario izquierdo, a las 13:00
h del diestro-2 estaria apoyando esta hipdtesis. Ya que tanto el reemplazo de E;, de LH y de GnRH

indujeron la ovulacién. Esta hipétesis estaria apoyada por los resultados obtenidos.

La indometacina inhibe la sintesis de prostaglandina E; (PGE), asi como la ovulacién inducida
por LH (Tsafriri et al., 1973) o por un andlogo de la GnRH (Ekholm et al., 1982). Estos hechos
explicarian el bajo nimero de ovocitos liberados en los animales tratados con MTC y LHRH-sintética
o MTC y BE, lo que nos permite sugerir que el mAChR podria estar involucrado en la sintesis de
PGE; y en las modificaciones de la respuesta del foliculo a la LH enddgena secretada, ya que la

administrada (hCG) si indujo el rompimiento de los foliculos que estaban listos a ovular.

El BE estimula la mitosis y la angiogénesis del endometrio del Utero (Di Augustine et al.,
1988). La disminucién del peso de este érgano observada en las ratas con reemplazo de “sefal
hipotalamica” nos lleva a sugerir que en los animales con bloqueo de los m2AChR la secrecion de
estradiol esté afectada, que la sensibilidad del Utero al estradiol esté modificada resultado de un
desfasamiento en tiempo de la sefial hipofisaria, o por ambos hechos. Esta idea es apoyada por el
hecho que en las ratas con blogueo del m,AChR, la inyeccion de BE resulta en un Utero con peso

semejante al de las ratas sin BE.
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15. CONCLUSIONES

En la mafiana de cada fase del ciclo estral, la proteina del m,AChR se detectd en las células de los
cuerpos luteos de uno u otro ovario. La intensidad de la ir-m>AChR en los cuerpos Iuteos varia con la

fase del ciclo estral.

En los foliculos en crecimiento la proteina se observé en el ovocito de foliculos pre-antrales y en las

células de la granulosa de foliculos de diferentes etapas de crecimiento.

A las 13:00 h del diestro-2, la union de la ACh a los m2AChR del ovario derecho regula de manera
estimulante la ovulacidon. Mecanismo que esta vinculado con una modificacion de la secrecidn pre-
ovulatoria de E;, y en consecuencia de la secrecion fasica de la GnRH en el dia del proestro y por

tanto, de la secrecion pre-ovulatoria de la LH.

La micro-inyeccion del Veh o de la MTC en el ovario derecho no modifica la distribucién vy la

intensidad de la proteina del m2AChR en los ovarios.
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