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RESUMEN

La ovulacion es un proceso regulado por informacion hormonal y nerviosa. En el hipotdlamo se encuentra
la mayoria de las neuronas que sintetizan la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), las
terminales de estas neuronas se localizan en la eminencia media, donde liberan la GnRH en un sistema de
capilares conocido como sistema porta hipotalamico-hipofisario, que la distribuye en el I6bulo anterior de
la hipdfisis. La GnRH estimula la sintesis y liberacion de las gonadotropinas: la hormona estimulante de
los foliculos y la hormona luteinizante. Las gonadotropinas son secretadas en la circulacion general por
medio de la cual llegan a sus células blanco en los ovarios, donde estimulan la sintesis de hormonas

esteroides y la ovulacion.

La actividad de las neuronas GnRHégicas depende de la influencia de otros grupos neuronales. Se
ha mostrado que uno de los elementos imprescindibles para la secrecion preovulatoria de GnRH es una
sefial nerviosa de naturaleza circadiana que induce la secrecién de la neuro-hormona cuando converge con
el incremento en la concentracion de estradiol que resulta del crecimiento y diferenciacion de los foliculos
ovaricos. El nacleo Supraquiasmatico (SCN), principal oscilador del sistema circadiano de los mamiferos,

es indispensable en la generacion de dicha sefial circadiana.

La lesion unilateral del SCN, asi como la seccion de vias dorsales al mismo, resultan en el bloqueo
de la ovulacion en la rata. En el presente estudio mostramos que los ovarios de estos animales presentan
gran cantidad de foliculos preovulatorios y el reemplazo hormonal con GnRH restaurd la ovulacion en
animales sometidos a los mismos tratamientos. Estos resultados permiten sugerir que ambos SCN son
necesarios para que ocurra la secrecion preovulatoria de GnRH y por tanto la ovulacion, ademas de que

son simétricos en su papel estimulante.

La inyeccién de benzoato de estradiol fue ineficaz para restablecer la ovulacién de los animales
con lesion unilateral del SCN. Animales tratados en las etapas anteriores al aumento natural en la
concentracion de estrogenos se vuelven aciclicos después de la cirugia. A partir de estos resultados se
sugiere que los animales tratados en estro y metaestro no ovularon debido a que el hipotalamo perdié la
sensibilidad a los estrogenos. Se concluye que el SCN y algunas fibras dorsales al mismo participan no
solo en la estimulacion de la secrecion preovulatoria de GnRH, sino en la preparacion del sistema para

responder al aumento en la concentracion de estrégenos. Se proponen dos posibles mecanismos, que no



son mutuamente excluyentes, para explicar los resultados de este estudio: el SCN y algunas fibras dorsales
al SCN regulan la expresion de los receptores a estrogenos en el area anteroventral periventricular, la
expresion de receptores a kisspeptina en el &rea predptica 0 ambos. Palabras clave: ovulacion, nucleo

Supraquiasmatico, GnRH, estradiol, ciclo estral.



ABSTRACT

Ovulation is regulated by hormonal and neural information. Most of gonadotropin releasing hormone
(GnRH)-neurons are located at the hypothalamus. GnRH-terminals are located at the median eminence,
where GnRH is released into a vessel system called the hypothalamic-pituitary portal system, which in
turn delivers GnRH to the anterior lobe of the pituitary. GnRH promotes synthesis and release of the two
gonadotropins: follicle stimulating hormone and luteinizing hormone. Gonadotropins are released into the
general circulation reaching their target cells at the ovary, stimulating steroid-hormone synthesis and

ovulation.

GnRH-neuron activity depends on the influence of other neuronal groups. It has been shown that
one pivotal element for GnRH preovulatory secretion is a neural and circadian signal that can only trigger
GnRH release when it converges with the high estradiol levels product of follicular development. The
Suprachiasmatic nuclei (SCN), main oscillator of the mammalian circadian system, is required for the

generation of such a circadian signal.

Unilateral SCN lesions, as well as sham surgery blocks ovulation. We found a high number of
preovulatory follicles at the ovaries of these animals and GnRH priming restores ovulation in animals
displaying similar surgeries. These results suggest that both SCN are required for the preovulatory release
of GnRH and hence ovulation, also that both SCN are symmetrical on its stimulant role.

Estradiol benzoate priming is not efficient inducing ovulation in treated animals. And animals with
surgeries performed during the estrous cycle-stages before the natural rising in estradiol levels become
acyclic after the procedure. These results allow us to conclude that animals treated on estrous or
metaestrous did not ovulate due to a hypothalamic insensitivity to estradiol. We conclude that the SCN
and some neural fibers above it not only participates stimulating the preovulatory GnRH release, but
preparing the system to respond to the rise in estradiol levels which in turn triggers the GnRH surge. We
propose two non-exclusive mechanisms in order to explain our results: SCN and neural fibers above it
regulates estrogen receptor and/or kisspeptin receptor expression at the anteroventral periventricular area
and preoptic area, respectively. Keywords: ovulation, suprachiasmatic nucleus, GnRH, estradiol,

estrous cycle



INTRODUCCION

La ovulacion es un proceso regulado a través de mecanismos hormonales y nerviosos. En el encéfalo
existen neuronas que sintetizan la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), cuyos axones se
prolongan a lo largo de la base del hipotalamo hasta la eminencia media. En la eminencia media, las
terminales de las neuronas GnRHérgicas liberan la GnRH en un sistema de capilares denominado sistema
porta hipotalamico-hipofisario; que la transporta al 16bulo anterior de la hipdfisis. Los gonadotropos
hipofisarios expresan el receptor para la GnRH y la union de los mismos con su ligando estimula la sintesis
y liberacion de las gonadotropinas: la hormona estimulante de los foliculos (FSH) y la hormona
luteinizante (LH). Las gonadotropinas son liberadas en la circulacion general, por medio de la cual llegan
al ovario. La LH y la FSH promueven el crecimiento y diferenciacion de los foliculos, la sintesis de
hormonas esteroides (progesterona, testosterona y estradiol) y proteicas (activina e inhibina). También
estimulan el proceso inflamatorio que promueve la ruptura del foliculo y la consecuente liberacion del

ovocito durante las primeras horas del estro (Herbison, 2015).

Se ha mostrado que la sefial endocrina que da inicio a la ovulacion es un aumento en la secrecion
de GnRH, que estimula la liberacion masiva de LH en un evento conocido como “pico” preovulatorio de
LH. Este proceso depende esencialmente de la conjuncion de dos sefiales: el aumento en la concentracién
de estrdgenos, que sucede como consecuencia del desarrollo de los foliculos ovaricos, y sefiales nerviosas
que se originan, entre otras regiones, en el SCN del hipotdlamo mediobasal. La actividad de las neuronas
que sintetizan la GnRH es regulada, a lo largo de todo el ciclo estral, por la actividad de grupos neuronales
ubicados en diversas regiones del encéfalo. La coordinacién temporal que caracteriza a los ciclos
reproductivos es producto de la convergencia de numerosas sefiales endocrinas y nerviosas que inciden

en el hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios (Barbacka-Surowniak y col., 2003).

A continuacion se describe uno de los circuitos que han sido relacionados con la regulacién de las
neuronas GnRHérgicas. Este es parte del sistema encargado de informar al hipotalamo que los foliculos
han alcanzado la madurez necesaria para ovular, y a su vez de estimular la secrecion preovulatoria de
GnRH/LH.



La regulacion de la secrecion de GnRH

Las neuronas que sintetizan la GnRH estan dispersas en la base del encéfalo; principalmente en los bulbos
olfatorios, la banda diagonal de Broca, el 6rgano vascular de la ldmina terminal (OVLT), el septo medial
el area preoptica (POA), el area hipotaldmica anterior (AHA) y el nucleo arqueado (ARC) (Figura 1)
(Castafieyra-Ruiz y col., 2013; Charli y col., 1991; Herbison, 2015; Shivers y col., 1983). En los roedores,
como en el resto de los mamiferos no primates, la mayor parte de estas neuronas se encuentra en el POA
yenel AHA (Castafieyra-Ruiz y col., 2013; Herbison, 2008). En la rata hay aproximadamente 1500 células
GnRHérgicas y la mayor parte de ellas envia proyecciones hacia la eminencia media (Silverman vy col.,
1987).

La secrecion de la GnRH sigue dos patrones distintos dependiendo de la etapa del ciclo estral ya
que es regulada por multiples elementos endocrinos y nerviosos, entre ellos, la retroalimentacion de los
estrogenos (Chapell, 2005; Freeman, 1994). Durante la mayor parte del ciclo, la secrecion de GnRH es
constante con la presencia de pulsos de baja amplitud cada 30 minutos. A este tipo de secrecién se le
denomina secrecidn tonica y cada pulso es seguido por pulsos de LH y estradiol (Chapell, 2005). Durante
la tarde del proestro, la retroalimentacion inhibitoria que ejerce el estradiol cambia a estimulante por un
mecanismo que aun no ha sido esclarecido (Herbison, 2008). La liberacion fasica de GnRH se aprecia
como un aumento brusco en la frecuencia y amplitud de los pulsos, lo que resulta de la sincronizacion de
la secrecidn de las neuronas GnRHérgicas localizadas en el POA. La liberacién masiva de GnRH estimula
un aumento brusco en la liberacion de LH que culmina con la ovulacion durante las primeras horas del
estro (Maeda y col., 2007). Se propone que la alternancia entre la retroalimentacion estimulante e
inhibitoria impide la presencia de sefiales erroneas que desencadenen el “pico” de LH antes de que los

foliculos ovéricos hayan completado su maduracion (Kriegsfeld y Silver, 2006; Maeda y col., 2007).

Existen dos teorias para explicar como es que el mismo tipo de neuronas presenta dos patrones de
secrecion, lo que depende del ambiente estrogénico. Una de ellas se basa en la secrecion pulsatil y
espontanea que exhiben las neuronas GnRHérgicas, tanto en el animal entero (Hickok y Tischkau, 2010),
como cuando son mantenidas en cultivo (Chappell y col., 2003; 2009). Estas células presentan oscilaciones
circadianas en la expresion de los genes reloj. Dichos genes estan relacionados con la regulacién de la
expresion de otros genes con relevancia en los procesos fisiologicos locales. La inhibicion transitoria de
la expresién de los genes reloj disminuye la secrecién de GnRH. De lo anterior se puede suponer que las

neuronas que sintetizan la GnRH tienen un mecanismo inherente que mide el tiempo (posiblemente



permitiendo la sincronizacién de su actividad con la de otras neuronas del mismo tipo) y que dicho
mecanismo esta acoplado al aparato neurosecretor (Chappell y col., 2003; Ohkura y col., 2009). Las
neuronas GnRHérgicas presentan una intrincada asociacion dendro-dendritica a través de aposiciones
epépticas. Las espinas dendriticas juegan un papel preponderante en esta asociacion, mismas que parecen

ser la clave para la sincronizacién entre las neuronas GnRHérgicas in vivo (Campbell y col., 2009).

Corteza cerebral

Bulbo olfatorio

L
7 Hipdfisis
A

Ost

AHA .

Figura 1. Distribucion de las neuronas GnRHérgicas en el encéfalo del ratdn. La imagen muestra la concentracion predominante
de estas neuronas (puntos negros) en el septo medial (verde), el area predptica (morado) y el &rea hipotalamica anterior (azul) en un corte
sagital (arriba) y cortes coronales (abajo). ME, eminencia media; ac, comisura anterior; 3V, tercer ventriculo; OC, quiasma éptico. Tomado
y modificado de Herbison, 2015.

La otra teoria sobre la regulacion de la secrecion de la GnRH estipula que la actividad de las neuronas que
la sintetizan es modulada por otros grupos neuronales. Estudios en los que se seccionaron las vias aferentes
al POA (desaferentacion) reportaron el bloqueo del pico preovulatorio de LH (Maeday col., 2007; Ohkura
y col., 2009; Phelps y col., 1976). Los resultados no se deben a la destruccion de las fibras que transportan



al péptido a la eminencia media pues después de la seccion aun se observan los tractos inmunoreactivos a
GnRH (Hoffman y Gibbs, 1982) y ademas se restaura la secrecion de LH mediante la estimulacion
eléctrica del POA (Phelps y col., 1972). La desaferentacion que secciona exclusivamente las vias que
Ilegan al POA desde regiones caudales del hipotalamo altera también el ciclo estral, inhibe la ovulacion e
impide el engrosamiento de la pared uterina y la cornificacion del epitelio vaginal (Kawakami y Terasawa,
1972).

La comunicacion entre el hipotdlamo y los ovarios

Si bien se han reportado células inmunoreactivas al receptor para estrogenos del tipo alfa (ERa) (Helena
y col., 2006) y beta (ERp) en el POA, su incapacidad para regular la secrecion de LH después de la
desaferentacion concuerda con la ausencia especifica de los primeros en las neuronas inmunoreactivas a
GnRH (Herbison y Pape, 2001; Watson vy col., 1992). Estos resultados apoyan la idea de que existen
estructuras sensibles a los estrogenos fuera de las neuronas GnRHérgicas del POA que interpretan las
sefiales provenientes de los ovarios y que posteriormente modulan la actividad de éstas Ultimas

dependiendo de la concentracién sérica del esteroide.

Los estrogenos son hormonas derivadas del colesterol y por tanto son liposolubles; generan
respuestas celulares al unirse a sus receptores, ya sea del tipo a o . Los estrdgenos ejercen sus acciones
por dos mecanismos diferentes, los genémicos y los no genémicos. En el caso de los primeros, la unién
del ligando resulta en modificaciones alostéricas en la configuracion del receptor que permiten el
reclutamiento de factores de transcripcion. Los complejos formados por el ER y su ligando forman
dimeros gque se unen al DNA en sitios altamente especificos, denominados elementos de respuesta a

estrogenos (ERES), lo que facilita la accion de la polimerasa (O"Malley y Tsai, 1994).

La fosforilacion del ER unido a un ERE, aln en ausencia de su ligando, promueve la transcripcion.
Cabe mencionar que no todos los genes poseen ERES, por lo que las acciones genémicas de los ER
también pueden ser mediadas por regiones conocidas como half-EREs, a las que se une la proteina nuclear
SF-1, ala cual a su vez puede unirse el ERa pero no el ERB. Los complejos ER-ligando pueden afectar la
sintesis de ARN, incluso si no existen EREs o half-EREs, mediante la interaccion con complejos
proteinicos formados por factores de transcripcion que ya se encuentran asociados al DNA. Finalmente,

existen ERa y ERf asociados a la membrana celular que tras unirse a su ligando activan cinasas, lo que



modifica la funcion de otras proteinas citoplasmaticas que son fosforiladas. Este mecanismo es conocido
como no gendémico y media algunos de los efectos de los estrégenos que son tan rapidos que no dependen

de la sintesis de proteinas (Bjornstrom y Sjoberg, 2005; Pedram y col., 2014).

Los efectos celulares del estradiol sobre la secrecion de GnRH/LH comenzaron a dilucidarse
mediante los experimentos en que se mostré que los inhibidores de la sintesis de RNA y proteinas
bloguean la liberacion de LH (Shivers y col., 1983). Recientemente se mostrd que los ratones que portan
una mutacion que impide la uniéon del ERa con los EREs no presentan el pico de LH ni son capaces de
ovular, pero la secrecion de LH aumenta en respuesta a la ovariectomia, por lo que se piensa que la
retroalimentacion estimulante depende totalmente del mecanismo genémico, mientras que la inhibitoria

puede ser mediada por mecanismos no gendomicos o por el ERB (Glidewell-Clenney y col., 2007).

La inyeccion de un antagonista del ERa bloquea el “pico” de LH, lo cual no ocurre cuando se
inyecta un antagonista para el ERB (Roa y col., 2008). Estudios realizados en ratones knockout para el
ERa o el ERB mostraron que todas las hembras ERa” son infértiles cuando adultos, aunque el desarrollo
de los foliculos ovéricos no se ve afectado. En cambio, el desarrollo folicular se altera en los animales
ERP™", pero la mayoria son capaces de ovular (Duponty col., 2000: Glidewell-Clenney y col., 2007). Estos
resultados concuerdan con la localizacion del ERpB, que es mas abundante en el ovario (células de la
granulosa), mientras que el ERa Se expresa en mayor proporcion en el resto de los tejidos, incluido el

sistema nervioso central (Hegele-Hartung y col., 2004).

Parece claro que el cambio de la retroalimentacion inhibitoria a la estimulante depende de los
mecanismos genomicos del ERa. En la busqueda de las estructuras que median este proceso se han
estudiado las regiones que expresan este tipo de receptor y que a su vez envian proyecciones hacia el POA.
Simodian y colaboradores (1999) inyectaron un trazador retrogrado en el POA de ratas Wistar y
observaron neuronas marcadas en las areas anteroventral periventricular (AVPv) y predptica
periventricular (pePOA), asi como en los nicleos hipotaldmicos dorsomedial (DMN), ventromedial
(VMN) y arqueado (ARC); mismas que también son inmunoreactivas al ERa. El orden en el que se
mencionan estas regiones corresponde con la densidad de las proyecciones que envian al POA. Estos

resultados concuerdan con los reportados en otras cepas de ratas (Chakraborty y col., 2003).

Recientemente se ha mostrado un interés particular en el estudio del ARC y el AVPv pues
concentran las dos mayores poblaciones de neuronas que sintetizan kisspeptina, un péptido de 145

aminoacidos que es codificado por el gen Kissl (Gottschy col., 2004; Smith y col., 2006), y porque ambas
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poblaciones tienen conexiones entre si y con otras regiones encefalicas relacionadas con la reproduccién
(Yeo, 2013). La kisspeptina fue aislada en la placenta y nombrada originalmente metastina (Maeda vy col.,
2007). Es el mayor inductor de la secrecion de GnRH que se conoce (Matsui y col., 2004) ya que incluso
concentraciones tan bajas como 10™° moles son efectivas para estimular su secrecion (Caraty y
Franceschini, 2008; Gottschy col., 2004). Poco después de su sintesis, el péptido es procesado por enzimas
proteoliticas, lo que origina péptidos de diferentes longitudes que comparten los Gltimos 10 aminoacidos
en el extremo C-terminal (Caraty y Franceschini, 2008; Roa y col., 2011), mismos que concentran toda la
actividad funcional de la molécula para estimular la secrecion de GnRH (Gottsch y col., 2004).

La kisspeptina se relacioné con la regulacion de la reproduccion al ser reconocida como el ligando
enddgeno del receptor GPR54. Los humanos y ratones con mutaciones en el gen que lo codifica presentan
hipogonadismo hipogonadotropico y son infértiles cuando son adultos (Gottsch y col., 2004; Smith y col.,
2006) a pesar de que tienen el mismo numero de neuronas GnRHérgicas que los animales sin la mutacion
(Dungany col., 2007). Cabe mencionar que la mayor parte de estas neuronas expresan el receptor GPR54

(Caraty y Franceschini, 2008).

El ARC y la retroalimentacion inhibitoria

El ARC es una estructura sensible a los esteroides (Cone y col., 2001). Dentro de sus limites se localiza
una gran poblacion de neuronas kisspeptinérgicas que también son inmunoreactivas al Era. Algunas de
estas neuronas coexpresan la Neurocinina B, dinorfina, f-endorfina y neuropéptido Y (NPY) y envian
proyecciones que terminan en aposicion con las neuronas GnRHérgicas del POA (Kinoshita y col., 2005;
Mittelman-smith y col., 2012; Simodian y col., 1999). Como se describe en la Figura 3, estas neuronas
parecen formar parte del mecanismo neuroendocrino que regula la retroalimentacion inhibitoria,
responsable de suprimir la secrecion masiva de GnRH/LH durante la mayor parte del ciclo estral como se

describe mas adelante (Mittelman-smith y col., 2012).

El ARC es sexualmente dimdrfico pues las neuronas que sintetizan kisspeptina son mas abundantes
en la hembra que en el macho (Overgaard y col., 2013; Xu vy col., 2012). La ovariectomia incrementa el
nimero de células inmunoreactivas a kisspeptina (Smith y col., 2005) y la inyeccion de estradiol
disminuye la concentracidn de este peptido péptido y de su mensajero (Adachi y col., 2007; Kinoshita y

col., 2005; Smith y col., 2005) (Figura 2). La concentracion de kisspeptina en el ARC fluctta durante el
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ciclo estral y tiene su acrofase (punto maximo) en los dias del diestro, cuando la concentracion de
estrégenos es mas baja que durante el pico preovulatorio del proestro, y su batifase (punto minimo)
coincide con la maxima concentracion de estradiol (Smith y col., 2006b). El efecto de los estrégenos en
el ARC no depende de los mecanismos genomicos del receptor, pues los mutantes cuyo ERa no puede
unirse a los ERESs si presentan la supresion de las neuronas kisspeptinérgicas mediada por el aumento en

la concentracion de estradiol (Gottschy col., 2009).

La inyeccion en el ARC de un virus que genera una secuencia antisentido a la kisspeptina decrece
la concentracion local del péptido, lo que resulta en la disminucién de la frecuencia de los pulsos de GnRH
y en alteraciones del ciclo estral (Beale y col., 2014). Esto mismo se observa al inyectar un antagonista
selectivo de la Kisspeptina. Es interesante notar que la inyeccién del mismo antagonista en el POA no
tiene ningun efecto, por lo que se ha propuesto que el ARC es parte del generador de pulsos de GhnRH y
que modula su liberacidn en las terminales que la vierten en el sistema porta hipotalamico-hipofisario (Li
y col., 2009; Ohkura y col., 2009). Existe evidencia de contactos axo-axonicos entre las neuronas
kisspeptinérgicas del ARC y las terminales GnRHérgicas en la eminencia media (Xu y col., 2012), pero
no de sinapsis verdaderas (Uenoyama y col., 2011). La inyeccion sistémica de kisspeptina induce la
liberacion de gonadotropinas y la ovulacion, por lo que debe actuar en estructuras cercanas a los

ventriculos o fuera de la barrera hematoencefalica (Matsui y col., 2004).

La destruccidn selectiva de las neuronas kisspeptinérgicas del ARC que coexpresan neurocinina B
y dinorfina (neuronas KNDY’s) bloquea el aumento en la concentracién de las gonadotropinas que
normalmente se observa en animales ovariectomizados (Mittelman-smith y col., 2012). Las neuronas
KNDY’s solo se encuentran en el ARC y estan conservadas evolutivamente. Los animales que no
producen neurocinina B son fenotipicamente similares a los mutantes que no expresan el receptor de la
Kisspeptina (Lehman y col., 2010), por lo que se ha propuesto que esta subpoblacion de neuronas
Kisspeptinérgicas es la que regula directamente las funciones reproductivas, mientras que otras parecen

regular procesos distintos pues inervan exclusivamente estructuras limbicas (Yeo, 2013).
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Figura 2. Patron de expresion de la kisspeptina en el ARC y el AVPv. El panel de la izquierda (tomado y modificado de Smith y
col., 2005) presenta el nimero de neuronas que expresan mensajero que codifica para la kisspeptina y el nimero de moléculas del mensajero
en el ARC y AVPV de ratones intactos, ovariectomizados (OVX) y ovariectomizados con implantes de estradiol (OVX+E2); ambos
pardmetros evaluados mediante hibridacion in situ. El panel de la derecha (tomado y modificado de Xu y col., 2012) presenta neuronas de
animales OVX y OVX+E2 que son inmunoreactivas a la kisspeptina (AVPv: Ay B, ARC: C y D) o que expresan su mensajero (AVPv: E y
F, ARC: Gy H).

El AVPv y el cambio a la retroalimentacion estimulante

El AVPv es una estructura ovoide ubicada a ambos lados del tercer ventriculo (3V) y en estrecha aposicién
con la pared ventricular. En la rata se extiende en sentido rostro-caudal por 200-300 pm, desde la porcion
caudal del OVLT hasta la porcion rostral del nucleo predptico medial (MPN) (Simerly vy col., 1985), por
lo que originalmente recibi6 el nombre de nlcleo predptico anteromedial (Watson y col., 1995). Este
concentra neuronas que sintetizan leu-encefalina, colecistocinina, neurotensina y tirosina hidroxilasa y no
hay informacion de neuronas positivas a GnRH (Simerly y Swanson, 1987). EI AVPv parece tener una
relacion funcional en la regulacion de la ovulacion con la region inmediatamente caudal, el pePOA
(Langub y Watson, 1992; Le y col., 1999). Las neuronas kisspetinérgicas en ambas regiones forman un
continuo (Roa y col., 2011) que se activa a la par que las neuronas del POA durante la secrecion
preovulatoria de GnRH (Le y col., 1999).

La concentracion de esteroides sexuales durante la etapa perinatal es crucial en la diferenciacién
sexual que caracteriza al AVPv y al pePOA de la hembra (Simerly, 1991). Ambas estructuras ocupan un
mayor volumen y presentan mayor densidad neuronal en el cerebro de las hembras (Hahn y Cohen, 2006;
Simerly y col., 1985). La cantidad de somas y fibras inmunoreactivas a kisspeptina (Adachi y col., 2007
Overgaard y col., 2013), prodinorfina (Simerly, 1991) y dopamina (Simerly y col., 1985) es igualmente
mayor, mientras que solo aquellas inmunoreactivas a proencefalina son mas abundantes en el macho



(Simerly, 1991). La densidad de las neuronas inmunoreactivas a todos los neurotransisores mencionados
es también mayor en el pePOA de la hembra, que ademas contiene gran cantidad de neuronas
dopaminérgicas (Le y col., 1999). Esta region es atravesada por un plexo metencefalinérgico que es
igualmente dimorfico sexual y que inerva especificamente a las neuronas que expresan receptores a

estrégenos (Langub y Watson, 1992) pero cuya funcion no se ha descrito.

El AVPv participa en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion; expresa el ERa,
envia fibras al POA (Simodian y col., 1999) y su lesién bilateral inhibe el pico preovulatorio de LH
(Barbacka-Surowniak y col., 2003). La inyeccion de un anticuerpo contra la kisspeptina en el AVPv inhibe
el pico de LH vy altera el ciclo estral, por lo que las neuronas kisspeptinérgicas que alberga modulan la
actividad de las neuronas GnRHérgicas del POA (Adachi y col., 2007; Kinoshita y col., 2005). Por otro
lado, la inyeccidn de acylina, un antagonista de la GnRH, en la misma region inhibe la capacidad de la
kisspeptina de estimular el pico de LH que se observa en los animales inyectados con el vehiculo (Dungan
y col., 2007; Gottsch y col., 2004).

A diferencia de lo que ocurre en el ARC, la activacion de las neuronas kisspeptinérgicas del AVPv
es dependiente de altas concentraciones de estradiol, semejantes a las que se observan durante el cambio
hacia la retroalimentacion estimulante por la tarde del proestro (Adachi y col., 2007; Smith y col., 2006).
La ovariectomia altera el ciclo estral y disminuye el nimero de células inmunoreactivas a kisspeptina en
esta region (Smith y col., 2005); efecto semejante al obtenido mediante la inyeccion de antiestrogenos
(Barbacka-Surowniak y col., 2003). La inyeccion de estradiol reestablece ambos parametros a los valores
observados en los controles, pero esto no ocurre en ratones que no expresan el ERa. Solo el 30% de las
neuronas kisspeptinérgicas, sin importar si se localizan en el AVPv o el ARC, expresan la isoforma [ del

receptor a estrogenos (Smith y col., 2005).

La inyeccion de un antagonista al ERa durante el proestro resulta en el bloqueo del efecto
estimulante de la kisspeptina sobre la secrecion de LH, lo que no ocurre si se bloquea el ERP. Este efecto
opuesto al que se observa cuando se inyectan agonistas de los receptores en lugar de antagonistas (Roa y
col., 2008). Como se mencioné anteriormente, los animales ERa”" no presentan retroalimentacion
estimulante pues no hay un aumento en la secrecion de LH. Recientemente se mostro que tampoco se da
el caracteristico incremento en el nimero de células inmunoreactivas a c-fos en el POA y el AVPv que
ocurre en el animal intacto o en el mutante ERB™"; resultado que prevalece cuando la mutacion de los

receptores a estrogenos solo se presenta en neuronas y no en todas las células (\Wintermantel y col., 2006).



Otra clara diferencia entre el AVPv y el ARC es entonces que la sefializacion genomica mediada por el

ERa es indispensable en el AVPv para modular la retroalimentacion estimulante, lo que no ocurre en el

ARC.

El nimero de células inmunoreactivas a kisspeptina en el AVPv durante la tarde del proestro es mayor
que la observada en el resto del ciclo y altas concentraciones de estradiol incrementan la concentracion
intracelular de la kisspeptina y del mensajero que la codifica (Figura 2). La concentracion de kisspeptina
en la misma estructura tiene también su acrofase durante el proestro y su batifase en el diestro, opuesto a
lo que ocurre en el ARC (Adachiy col., 2007; Smithy col., 2006b). La concentracion de péptidos opioides
en el AVPv es inversa a la de kisspeptina. Estos péptidos generalmente actian de manera inhibitoria en
las neuronas que expresan receptores a estrogenos por lo que se aprecia una regulacion explicita sobre las

neuronas que estimulan la secrecion de GnRH (Simerly y col., 1996).

Las evidencias antes mencionadas muestran que el AVPv es una de las estructuras que median la
retroalimentacion estimulante de los estrégenos (Figura 3), pero poco se conoce sobre cémo las células
sensibles a estrdgenos transmiten la informacion a las neuronas GnRHérgicas. Estas Ultimas presentan
una actividad eléctrica basal durante la retroalimentacion inhibitoria, misma que incrementa
draméaticamente cuando se da el cambio a la retroalimentacion estimulante. Esto no se observa en los
animales que no expresan el ERa 0 aquellos en que el receptor no puede unirse al DNA (Christian vy col.,
2008). Adicionalmente, la neurotransmision GABAérgica aumenta durante el pico de LH y disminuye
durante el resto del ciclo, otorgando al GABA un papel estimulante que no es frecuente. Es interesante
notar que las neuronas GABAérgicas que envian informacién al POA se ubican en el AVPv y en otra
estructura hipotaldmica, el SCN, que parece ser clave para la regulacion de la actividad de las neurona
GnRHérgicas, (Christian y Moenter, 2007).

El ndcleo supraquiasmatico y la regulacion temporal de la secreciéon de GnRH

El incremento en la concentracion de gonadotropinas que sucede al cambio en la retroalimentacion
estrogenica esta ligado a un componente temporal que lo ancla a un momento particular del dia. Las
primeras evidencias al respecto provienen de los estudios en los que se bloguearon uno 0 mas sistemas de
neurotransmision durante la tarde del proestro y se obtuvo un bloqueo de la secrecion de LH y de la

ovulacion que dura 24 horas; presentandose al dia siguiente a la misma hora (Everett, 1972; Everett vy
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Sawyer, 1950; Everett y col., 1949). A partir de ello se propuso que la liberacion preovulatoria de
gonadotropinas no depende Unicamente del aumento en la concentracion de estradiol, sino de su

convergencia con informacion nerviosa permisiva que sigue un ritmo circadiano y que es, al menos en
parte, catecolamineérgica y colinérgica.

N

Metastin

¥

1stin

y
AAN

GnRH/LH pulse

Y

)
Usbouyss Jo )\oeqpee\‘

GnRH/LH surge

V.

Steroidogenesis

Ovulation Follicular development

Figura 3. Participacion de las neuronas kisspeptinérgicas del AVPv y del ARC en la regulacién de la neurona
GnRHérgica. Se propone que las neuronas Kisspeptinérgicas del AVPv se activan en respuesta al incremento en la concentracion de
estradiol durante el proestro, estimulando la secrecion preovulatoria de GnRH. Las neuronas del ARC responden a bajas concentraciones de
estradiol modulando la liberacion ténica de la GnRH directamente en la eminencia media (tomado y modificado de Ohkura y col., 2009).

¢De donde proviene la informacion circadiana que limita el efecto estimulante de los estrégenos a
unas pocas horas durante la tarde del proestro? A partir de la década de los 70 se obtuvieron las primeras

evidencias de que el SCN es el oscilador central del sistema circadiano de los mamiferos. Este nucleo

11



hipotaldmico recibe informacidn sobre el estado del medio externo a traves de practicamente todos los
sistemas sensoriales (Card y Moore, 1991; Moore y Lenn, 1972; Moore y col., 2000; Refinetti, 2006) y a
su vez estd conectado con el resto de los tejidos del cuerpo por medio de secreciones humorales, asi como
de proyecciones nerviosas directas o indirectas (Buijs, 1993; Buijs y col., 2003). Esta caracteristica es
imprescindible tomando en cuenta que la funcién del SCN, ademas de generar ritmos circadianos, es
también sincronizarse con el medio externo y sincronizar a su vez a otros osciladores periféricos; lo que

proporciona al sistema un orden interno congruente con el medio externo (Panda y Hogenesch, 2004).

La lesion bilateral del SCN elimina los ritmos de actividad locomotora, ingesta de agua y de
secrecién de corticosterona (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Sucker, 1972). Es posible restaurar los
ritmos que desaparecen después de la cirugia si se trasplanta tejido del SCN de otro animal (Meyer-
Berstein y col., 1999; Sollar y col., 1995). Este procedimiento solamente es efectivo en la restauracion de
aquellos ritmos que no son enddcrinos, pues éstos Ultimos parecen depender de la integridad de vias
nerviosas eferentes bien organizadas (Meyer-Berstein y col., 1999). Quizas la evidencia mas contundente
sobre la naturaleza del SCN como reloj central del sistema circadiano proviene del hecho de que los ritmos
restaurados poseen el periodo enddgeno del donador, incluso cuando la diferencia entre el periodo del

donador y del receptor es de varias horas (Saitoh y col., 1991; Kaufman y Menaker, 1993).

Aunado a lo anterior, las neuronas del SCN presentan oscilaciones en su actividad eléctrica y
metabolica que son independientes al medio externo Esta caracteristica es imprescindible en un reloj
enddgeno. Dichas oscilaciones se han mostrado in vitro (Bos y Mirmiran, 1990; Gillete, 1991; Newman,
1991; Prosser, 1998; Shibata y Moore, 1987) e in vivo (Meijer y col., 1996; Schwartz y col., 1980; 1983;
Schwartz, 1991; Yamazaki y col., 1998) y son producto de una maquinaria molecular que opera a nivel
celular, por lo muchas de las neuronas del SCN son osciladores independientes. La sincronizacion
neuronal es la que finalmente permite observar los ritmos tan robustos que caracterizan al SCN (Honma
y col., 1998).

La maquinaria que explica la ritmicidad en las neuronas del SCN se encuentra activa en las células
de practicamente todos los tejidos del cuerpo (Prasai y col., 2011). Este descubrimiento permitio proponer
que el sistema circadiano es un conjunto de osciladores periféricos que son sincronizados por el SCN, que
funciona como puente de comunicacion entre el medio interno y el externo (Brown y Azzi, 2013). De
manera sobresimplificada, la maquinaria mencionada es un ciclo de expresion e inhibicion de genes y esta

conformada por dos asas de retroalimentacion, una estimulante y otra inhibitoria. Los genes que
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conforman el asa estimulante son Clock y Bmall (Circadian Locomotor Output Cycle Kaput y Brain and
Muscle ARNTL-like Protein, respectivamente). A partir de ellos se sintetizan proteinas que forman
heterodimeros en el citoplasmay que viajan al nucleo, donde se unen a secuencias E-box en los promotores
de los genes que conforman el asa inhibitoria, Period (Perl, Per2 y Per3) y Cryptochrome (Cryly Cry 2),
que funcionan como factores de transcripcién. Una vez sintetizadas las proteinas PER y CRY forman
heterodimeros que viajan de vuelta al nacleo, donde interfieren con la accion estimulante de
CLOCK:BMALL1 y por ende inhiben su propia transcripcion (Buhr y Takahashi, 2013; Dunlap, 2004).

Como se mencion¢ anteriormente, la secrecion preovulatoria de gonadotropinas ocurre cuando se
da la conjuncidn de una sefial estrogénica y otra nerviosa que se presenta cada dia a una hora particular.
Esto mismo se observa de forma mas clara en roedores ovariectomizados y con implantes que proveen
estradiol de manera continua en concentraciones semejantes a las del proestro. Estos animales, en los que
se ha eliminado el efecto inhibitorio de los estrogenos, presentan “picos” de LH todos los dias a la misma
hora y en estrecha relacion de fase con el inicio de la actividad locomotora (Robertson y col., 2009; Seegal
y Goldman, 1975; Stetson vy col., 1981). Estos “picos” persisten en condiciones constantes y son
acompafados por la activacion de las neuronas kisspeptinérgicas del AVPv (Robertson y col., 2009); otra
evidencia de que el AVPv integra las sefiales endocrinas provenientes de los ovarios con aquellas

nerviosas que provienen de otras regiones del cerebro, entre ellas el SCN.

El AVPV recibe proyecciones desde el SCN (de la Iglesiay col., 1995; Hahn y Coen, 2006) y envia
fibras de regreso al mismo (de la Iglesia y col., 1999). Las neuronas kisspeptinérgicas del AVPv, reciben
sinapsis de fibras provenientes del SCN que transportan arginina vasopresina (AVP), pero no al péptido
intestinal vasoactivo (VIP) (Figura 4). Este tipo de sinapsis aumenta a la par de la concentracion de
estradiol y es predominantemente ipsilateral (Smarr y col., 2012; Vida y col., 2010). Williams vy
colaboradores (2011) mostraron que las células que reciben estas sinapsis expresan el receptor V1aR para
AVP. Otro estudio que también mostr6é uniones semejantes mostro que la inyeccién de AVP incrementa
la actividad eléctrica de las neuronas kisspeptinérgicas, lo que depende de la presencia de estradiol. La
inyeccion previa de un antagonista del V1aR inhibe el aumento en la actividad eléctrica (Piety col., 2015).
Adicionalmente, en larata, la inyeccion de AVP incrementa la amplitud del pico de LH, lo cual solo ocurre
si se realiza por la tarde por lo que la sensibilidad del sistema a esta sefial sigue un ritmo circadiano (Palm
y col., 2001).
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Evidencia adicional sobre la interaccion entre el AVPv y el SCN proviene de la observacion de
que el estradiol acentta la expresion de los factores de transcripcion que preceden a la expresion de los
genes reloj en el SCN como respuesta a la luz (Abizaid y col., 2004). Esto concuerda con la ausencia del
ERa en el SCN, en el que s6lo se ha reportado la presencia de algunas células inmunoreactivas al ERf3
(Merchenthaler y col., 2004; Mitra y col., 2003; Shughrue y col. 1997). Adicionalmente, las neuronas del
AVPvV presentan ritmos circadianos en la expresion de los genes reloj, asi como en la del gen que codifica
para la kisspeptina y el V1aR. En el caso de estos dos genes, la expresion incrementa con la concentracion
de estrdégenos. Un protocolo que permite disociar la actividad de la regién dorsomedial del SCN (en la
que se encuentra la mayoria de las neuronas AVPérgicas) de la ventrolateral, mostré que la activacion del
AVPv permanece sincronizada a la de la region dorsomedial, apoyando la idea de que la AVP liberada en
las terminales sinapticas de fibras provenientes del SCN regulan la actividad de las neuronas
kisspeptinérgicas del AVPv (Smarry col., 2013).
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Figura 4. Proyecciones AVPérgicas del SCN que
inervan al AVPv. Las neuronas kisspeptinérgicas del
T AVPv son inervadas por fibras AVPérgicas (A) pero no
VIPérgicas (B). Reciben aposiciones en el soma (C), axén
y dendritas (D) que desaparecen después de la lesion
bilateral del SCN (E y F). Estas mismas neuronas expresan
el gen Kissl (J) a la par de la méxima expresion de Perl en
la region dorsomedial del SCN (H), pero no de la
ventrolateral (G y I) cuando se separa la actividad de ambas
mediante la exposicion a dos sincronizadores con periodos
distintos (Tomado y modificado de Smarr y col., 2012 y
Williams y col., 2011).
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AUn no se conoce el origen y las funciones de muchas de las proyecciones que llegan hacia el AVPv.
Desde la descripcion original de las fibras aferentes, en la cual se identificd por primera vez el plexo

AVPérgico descrito en parrafos anteriores (y que también inerva al PePOA), poco se ha reportado sobre
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las fibras inmunoreactivas a sustancia P, colecistocinina, leu-encefalina, neurotensina, neuropéptido Y y

dopamina B-hidroxilasa que inervan a las neuronas de esta region (Simerly y Swanson, 1987).

Por otro lado, la inyeccidn de trazadores neuronales ha mostrado que las regiones noradrenérgicas
Aly A2 de la médula ventrolateral, el nucleo del tracto solitario (Simodian y col., 1999) y el SCN envian
proyecciones a la mayoria de las estructuras que contienen neuronas GnRHérgicas (van der Beek y col.,
1993; 1997a; van der Beek, 1996). De particular interés para el presente estudio es el conjunto de fibras
inmunoreactivas al VIP que parten desde la porcion ventrolateral del SCN hacia el POA. La lesién
unilateral del SCN disminuye el nimero de somas inmunoreactivos a GnRH que reciben aferencias
VIPérgicas en el POA ipsilateral (van der Beek y col., 1993). Dichas neuronas son las mismas que son
inmunoreactivas a C-fos, un marcador de activacion celular, durante el pico preovulatorio de GnRH (van
der Beek y col., 1994). Estudios posteriores confirmaron que esta via es predominantemente ipsilateral,
con pocas fibras que inervan al POA contralateral (Figura 5) (de la Iglesia y col., 2003; van der Beek y
col., 1997a). También se mostraron fibras que parten del POA y que hacen sinapsis en las neuronas del
SCN (van der Beek y col., 1997b).

Cabe mencionar que los somas VIPérgicos del SCN que inervan a las neuronas en el POA
permanecen inactivos durante la tarde del proestro (van der Beek y col., 1994). Estos resultados permiten
suponer que la informacion VIPérgica que recibe el POA desde el SCN tiene un componente inhibitorio,
y que dicha inhibicion es suprimida al aumentar la concentracion de estrogenos. Esta teoria concuerda con
la inhibicion de la secrecion de gonadotropinas que resulta de la inyeccion intracerebroventricular de VIP
(Weick y Stobie, 1995). Asimismo, la administracion del péptido reduce el nimero de neuronas
kisspeptinérgicas y GnRHérgicas que coexpresan c-fos durante la tarde del proestro (Kauffman vy col.,
2004). Es interesante notar que la AVP puede estimular la secrecion de kisspeptina en todo momento,
mientras que la misma kisspeptina sélo puede inducir la liberacion de GnRH por la tarde y en presencia
de estradiol (Williams y col., 2011). Parece entonces que el VIP actta inhibiendo a la misma neurona
GnRHeérgica, confinando la liberacion masiva de GnRH a la ventana critica de tiempo descrita por Everett
y Sawyer a mitad del siglo pasado (Kalsbeek y Fliers, 2013). Otra posibilidad es que la sensibilidad de
estas neuronas se modifique de manera circadiana como se ha mostrado para el tratamiento con VIP y
AVP en cultivos in vitro (Zhao y Kriegsfeld 2009).
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Figura 5. La conexién VIPérgica entre el SCN y el POA. Las neuronas GnRHérgicas del POA reciben aposiciones inmunoreactivas
al VIP (A) que decrecen en el POA ipsilateral después de la lesion unilaeral del SCN (B). En el hdmster, la actividad de ambos SCN se
disocia en dos componentes separados por 180° tras la exposicion prolongada a luz constante (C). Tras la activacién de uno de los lados del
SCN se da la activacion de las neuronas GnRHérgicas del POA ipsilateral (flechas negras) (D), mientras que el circuito contralateral
permanece inactivo (flechas blancas) (E) (tomado y modificado de van der Beek y col., 1993; de la Iglesia y col., 2003).

Los ratones knockout a VIP presentan ciclos estrales irregulares, liberan menos ovocitos y su SCN tiene
menor actividad eléctrica, por lo que es probable que el péptido también participe de manera estimulante
en la regulacion de la secrecion de GnRH (Loh y col., 2014). Al menos in vitro, la administracion de VIP
a rebanadas coronales que contienen el POA, o sagitales que contienen parte del POA y del SCN, tiene un
efecto estimulante, ya que incrementa la actividad eléctrica que depende de la presencia de estradiol en el

medio de cultivo y de la hora del dia (Christian y Moenter, 2008).
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Las evidencias presentadas en esta seccion permiten suponer un modelo simplificado en el cual el
SCN envia sefiales vasopresinérgicas diarias al AVPv, mismas que son permisivas para la liberacion de
kisspeptina. Estas sefiales solo son efectivas cuando las células del kisspeptinérgicas del AVPv, que
expresan el ERa, han integrado la informacion indicativa de la madurez de los foliculos destinados a
ovular, es decir, altas concentraciones de estradiol. En conjunto con la liberacion de kisspeptina en las
terminales ubicadas en el POA, las neuronas del AVPv envian una sefial al SCN que tendria la funcion de

indicar el momento en que se debe suspender la inhibicion mediada por VIP.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen evidencias de que algunos de los circuitos nerviosos implicados en la regulacion de las funciones
ovaricas son lateralizados y presentan asimetrias funcionales (Gerendai y Halasz, 1997). Se ha descrito
que el hipotalamo izquierdo de la rata hembra tiene un menor contenido de GnRH que el derecho (Harris
y col., 1996). La desaferentacion lateral del POA izquierdo, pero no del derecho, inhibe el comportamiento
sexual (Yahry Greene, 1992) e impide la hipertrofia compensatoria del ovario ipsilateral, o que no ocurre
cuando se desaferenta el hipotdlamo derecho (Nance y col., 1983; 1984). Adicionalmente, se ha mostrado
que el hipotdlamo derecho es mas sensible que el izquierdo a la accion de los estrégenos como inductores

de la receptividad sexual (Roy y Lynn, 1987).

En el caso de los circuitos nerviosos en los que participa el SCN, y que estan relacionados con la
regulacién de la secrecion de GnRH, se ha mostrado la lateralizacion de las vias eferentes (de la Iglesiay
col., 2003; van der Beek y col., 1993; 1997a; van der Beek, 1996), pero a la fecha no existen estudios que

analicen las posibles asimetrias entre el SCN izquierdo y derecho en la regulacién de la ovulacion.

En un estudio previo mostramos que la lesién unilateral del SCN bloquea la ovulacion de la rata
sin importar el lado del SCN que es lesionado ni la etapa del ciclo estral en que se realiza la cirugia (Silva,
2013). Estos resultados nos permiten proponer que ambos lados del SCN son simétricos y necesarios en
la sefializacion neuroendocrina que estimula la ovulacion. El bloqueo de la ovulacion observado en dicho
estudio es acompariado por alteraciones del ciclo estral cuando los animales son tratados en el dia del estro
o del metaestro. Este hecho nos permite sugerir que el SCN interviene en la regulacién de otros eventos,
distintos a la secrecion preovulatoria de GnRH, que son indispensables para la progresion del ciclo estral

y por ende de la ovulacién.

Partiendo de lo anterior nos preguntamos si el SCN esta relacionado con la regulacion de la
sensibilidad del hipotdlamo a los estrogenos, de la hipdfisis a la GnRH o de los ovarios a las
gonadotropinas. Las alteraciones en el ciclo estral que se observaron podrian entonces ser producto de
problemas en la comunicacion que se da entre los elementos del eje hipotdlamo-hipofisis-ovario y la falta
de ovulacion en estos mismos animales seria entonces producto de la interrupcion de otros procesos,
distintos a la salida de la sefial permisiva que envia el SCN durante la tarde del proestro y que estimula la
secrecion de GnRH. Es posible que:
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1) Alinicio del ciclo (estro y metaestro) el SCN esté relacionado con la regulacion de la sensibilidad
de los ovarios a las gonadotropinas.

2) Al final del ciclo (diestro y proestro) el SCN esté relacionado con la sensibilidad del hipotalamo a
los estrogenos y de la hipéfisis a la GnRH, asi como con la estimulacién de la secrecion de GnRH.

En el presente estudio analizaremos los cortes histolégicos de los ovarios de los animales tratados
en el experimento anterior (Silva, 2013) con la finalidad de detectar anomalias en los foliculos que
pudieran deberse a alteraciones en la sensibilidad a las gonadotropinas. Posteriormente realizaremos el
reemplazo de GnRH. Este experimento nos permitira determinar si el bloqueo de la ovulacion en ratas con
lesion unilateral del SCN se debe a la supresion de esta sefial; asi como si la sensibilidad de la hipdfisis a
la GnRH y la de los ovarios a las gonadotropinas se modifica como resultado de la lesion. Con la finalidad
de determinar si la lesion del SCN afecta la sensibilidad que tiene el hipotalamo para integrar la
informacidn estrogénica que proviene de los ovarios, se realizo la inyeccidn de benzoato de estradiol. Este
tratamiento simula el aumento en la concentracién de estrégenos que desencadena la secrecion

preovulatoria de GnRH por la tarde del proestro.
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HIPOTESIS

Dado que en larata, la lesion unilateral del SCN realizada en estro y metaestro interfirié con el ciclo estral,
pensamos que existe una alteracion en el desarrollo de los foliculos ovéricos y entonces el analisis de la
poblacién folicular mostrard un aumento en la incidencia de atresia. Ratas con lesiones realizadas en las

mismas etapas del ciclo seran incapaces de ovular cuando se les inyecte GnRH o estradiol.

Dado que la lesion unilateral del SCN realizada en el diestro y proestro interrumpié Unicamente la
secrecion preovulatoria de GnRH, entonces se encontrara una gran cantidad de foliculos preovulatarios

sanos en los ovarios y por lo tanto la inyeccidn de estradiol o de GnRH reestablecera la ovulacion.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de la lesion unilateral del SCN, realizada a las 09:00 h de cada etapa del ciclo estral,
sobre la sensibilidad del hipotdlamo al estradiol, de la hipofisis anterior a la GnRH y del ovario a las
gonadotropinas; asi como analizar los cambios fisioldgicos que se presentaron en los foliculos ovaricos
destinados a ovular en el estro inmediato a la lesion.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar si el SCN forma parte de los mecanismos que regulan la ovulacién en etapas del ciclo

2)

3)

estral diferentes al proestro, es decir, si participa en eventos neuroendocrinos distintos a la

regulacion de la secrecion preovulatoria de GnRH
Describir la respuesta ovulatoria al reemplazo de la sefial hipotalamica (GnRH) u ovarica
(estradiol) en ratas con bloqueo de la ovulacién espontanea producido por la lesion unilateral

del SCN, realizada en cada etapa del ciclo estral.

Describir el efecto de la lesion unilateral del SCN, realizada en cada etapa del ciclo estral, sobre

el desarrollo de los foliculos ovéaricos destinados a ovular en el estro inmediato a la lesion.
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METODOS Y MATERIALES

1) Animales

En este estudio se utilizaron ratas hembras y virgenes de tres a tres y medio meses de edad de la cepa
ClIZ-V. Los animales se alojaron en jaulas acrilicas con acceso ad libitum al agua y alimento (Purina
S.A., México). En la sala se mantuvo una temperatura de 22+1°C y un fotoperiodo de luz-oscuridad de
14/10 con las luces encendidas de las 05:00 hasta a las 19:00 h (GTM-6).

Se monitored el ciclo estral de las ratas mediante la toma diaria de exudados vaginales, realizados
entre las 11:00 h y 12:00 h. Los frotis fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y analizados en un
microscopio optico OPTIPHOT-2 (Nikon Instruments Inc., USA). Unicamente se utilizaron aquellas que
presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias cada uno y que al dia de la cirugia tuvieron una masa
corporal de entre 230 y 260 gramos. Todos los tratamientos que se describen a continuacion se realizaron
entre las 09:00 h y las 10:10 h con grupos (n=7) en cada una de las 4 etapas del ciclo estral: estro,

metaestro, diestro y proestro.

2) Grupos experimentales
2.1 Lesion unilateral del nacleo Supraquiasmatico

Las ratas fueron anestesiadas mediante una inyeccion intraperitoneal de 25 mg/kg de pentobarbital sddico
(Salud y Bienestar Animal S. A. de C. V., México y fueron colocados en un aparato estereotaxico modelo
9000 (David Kopf Instruments, USA) con la barra de los incisivos ubicada a -5 mm. Se realiz6 una incision
de un centimetro de longitud en la piel y el mdsculo del centro de la cabeza, se limpid la porcion expuesta
del craneo con una solucion de perdxido de hidrogeno al 10% para visualizar facilmente las suturas coronal
y sagital. El punto en el que se intersectan ambas suturas, Bregma, fue utilizado como punto 0 de referencia
a partir del cual se ajustaron las siguientes coordenadas para el SCN izquierdo: Antero-Posterior = -0.3,
Medio-Lateral = +0.3, Dorso-Ventral =-9.1. Para el SCN derecho: Antero-Posterior =-0.3, Medio-Lateral
=-0.5, Dorso-Ventral = -9.1 (Figura 6). Posteriormente se realizd una craneotomia de aproximadamente
2 mm de didmetro con una fresa de carburo #4 montada en un instrumento rotatorio DREMEL modelo
300 (Bosch Tool Corporation, USA) a 5000 rpm. A través de ella se insert6 un electrodo TCZ con una

punta de 0.5 mm de largo por 0.25 mm de didmetro y una longitud total de 100 mm (Radionics, USA).
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Para generar la temperatura necesaria para destruir el SCN se utilizd un generador de radiofrecuencia
modelo RFG4A (Radionics, USA) hasta que la punta del electrodo alcanzé una temperatura de 95 °C

(aproximadamente 20 mV), la que se mantuvo por 15 segundos.
2.2 Operacion simulada

Se realiz6 el mismo procedimiento indicado para la lesion unilateral del SCN con la diferencia de que no
se paso corriente después de dirigir el electrodo hacia alguno de los SCN. El electrodo permanecio en el
sitio el tiempo equivalente al que toma una lesion regular. En ambos procedimientos, la lesion y la
operacion simulada, se siguié el protocolo reportado por Wirtshafter y colaboradores (1979) para evitar
el dafio al seno sagital superior cuando se realizan cirugias con objetivos cercanos a la linea media del
encéfalo. Cuando el dafio fue inevitable se inspecciond el cerebro durante la autopsia y se descartaron

aquellos animales con hematomas subdurales.

Una vez finalizada la cirugia se sell6 la herida con clips quirtrgicos, se coloco a los animales en
mantas calientes y se monitorearon hasta que se recuperaron de la anestesia. Posteriormente se colocaron
en jaulas individuales ubicadas en su sala de procedencia y al dia siguiente fueron agrupados nuevamente
(con la finalidad de minimizar el estrés, solo se agruparon animales que recibieron el mismo tratamiento

en la misma etapa y el mismo dia).

2.3 Grupo de anestesia y animales intactos

Como grupos de comparacién se utilizaron animales que Unicamente fueron anestesiados y animales

intactos sacrificados en el dia del estro vaginal.

3) Reemplazo hormonal
3.1 Sefial hipotalamica

Después de la cirugia, algunos animales fueron inyectados con 3.7 pg/Kg de LHRH-Gly sintética (Sigma-
Aldrich Co., USA) por via subcutanea (s.c.) a las 14:00 h del dia del proestro esperado del ciclo estral en
estudio. Esta inyeccion simula el aumento preovulatorio de GnRH que estimula la secrecidon de las
gonadotropinas y por tanto de la ovulacion. Este experimento nos permite determinar si el bloqueo de la

ovulacion observado tras la lesion unilateral del SCN se debio a la supresion de esta sefial; asi como si la
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sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH y la de los ovarios a las gonadotropinas se modifica como resultado

del tratamiento.

M-L=-0.5

Bregma Y

A-P=0.3

M-L=+0.3

A-P=-0.3
Bregma

D-V=-9.1

Figura 6. Coordenadas utilizadas en las cirugias estereotéxicas. Medio-Lateral (M-L), Antero-Posterior (A-P) y Dorso-Ventral (D-
V) (Tomada y modificada de Paxinos y Watson, 2004).

3.2 Sefial ovarica

Otro grupo de animales fue inyectado con 10 pg/animal de benzoato de 17 B-estradiol (Sigma-
Aldrich Co., USA) s.c. a las 14:00 h del dia correspondiente al diestro esperado. Este tratamiento simula

el aumento en la concentracion de estrogenos que desencadena la secrecion preovulatoria de GnRH por
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la tarde del proestro y permite determinar si la lesion del SCN afecta la capacidad del hipotalamo para

integrar la informacion estrogénica que proviene de los ovarios.

4) Sacrificio y autopsia

La toma de exudados vaginales se reinicid al dia siguiente del tratamiento y los animales fueron
sacrificados por decapitacion a las 09:00 h del dia del estro esperado del ciclo en que se realizo el
tratamiento. Se removid el oviducto de cada ovario y bajo el microscopio de diseccion se cuantifico el
namero de ovocitos liberados al interior de cada uno. Este nimero se verificd después de procesar la

muestra con hematoxilina-eosina.

Los ovarios fueron fijados en solucion de Bouin, incluidos en parafina y finalmente se realizaron
cortes en serie (cada 10 um) para realizar el andlisis de la poblacion folicular de los animales que no
recibieron reemplazo hormonal después de la cirugia. Los cortes se tifieron con hematoxilina-eosina y
fueron analizados con un ocular micrométrico (10X) al miscroscopio Optico. Se midieron los diametros
perpendiculares de todos foliculos en los que estaba presente el nicleo y nucléolo del ovocito y Gnicamente
se consideraron aquellos con un didmetro promedio igual o mayor a 300 um. Estos mismos fueron

divididos en sanos o atrésicos, considerando como signos de atresia folicular (Hirshfield y Midgley, 1978):

a) Descamacion de células de la granulosa al interior del antro.
b) Engrosamiento de las tecas.
c) Picnosis en el nucleo de las células de la granulosa.

d) Alteraciones en el ovocito.

Se extrajo el encéfalo de cada animal y se almacend a-70 °C hasta que se realizaron cortes seriados
de 60 um de grosor en un criostato MICROM HM 505 N (Termo Fisher Scientific Inc., USA). Los cortes
se tifieron con violeta de cresilo (técnica de Nissl) para determinar la posicion y el alcance de la lesion
utilizando un microscopio Gptico. Unicamente se utilizaron los datos provenientes de animales que
mostraron una trayectoria correcta hacia el SCN objetivo o la lesion completa del SCN y que a la vez

cumpliera los siguientes criterios (Figura 7):

a) Sin dafio o dafio minimo al quiasma Optico

b) Sin dafio al SCN contralateral
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¢) Sin dafio en el AVPv ipsi o contralateral

d) Sin dafio en el ARC ipsi o contralateral

Figura 7. Micrografias representativas de la operacion simulada y la lesion unilateral del SCN. El panel de la izquierda
representa una operacion simulada en el hemisferio derecho; la flecha indica la trayectoria del electrodo hacia el SCN. El panel de la derecha
muestra la lesién del SCN izquierdo; la flecha indica el sitio dafiado. OC, quiasma 6ptico; 3V, tercer ventriculo. Micrografias tomadas a 10X.

5) Analisis estadistico

El nimero de ovocitos liberados se expresé como aquellos liberados por ambos ovarios (O1+OD) y se
analizé con la prueba de Kruskall-Wallis seguida de la prueba de Dunn, cuando fue necesario comparar
dos grupos se realiz6 la prueba U de Mann-Withney. El porcentaje de foliculos atrésicos y sanos se analizé
con la prueba de ¥ (Chi cuadrada). Se calcul6 la tasa de animales ovulantes (TAO), definida como el
nimero de animales de cada grupo que ovularon entre el nimero total de animales en el mismo grupo
(TAO = # ovulantes = n) y la proporcion de animales que ovularon fue analizada con la prueba de
probabilidad exacta de Fisher. Fueron aceptadas como diferencias significativas aquellas en las que la
probabilidad fue < 0.05. El programa estadistico utilizado fue Prism 6 version 6.01 para Windows
(GraphPad Software Inc. USA).
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RESULTADOS

Efecto de la lesion unilateral del SCN sobre la ovulacién

La inyeccion intraperitoneal de barbitaricos a las 09:00 h de cada etapa del ciclo estral no modifico el
porcentaje de animales que ovulan en el estro inmediato, ni el nimero de ovocitos liberados (Figura 8),
por lo que fue utilizado como grupo de comparacion para los grupos experimentales. Como se muestra en
la Figura 9, la operacién simulada realizada en el estro o metaestro bloqued la ovulacion en la mayoria
de los animales, pero no alterd el nimero de ovocitos liberados en aquellos animales que son capaces de
ovular. El porcentaje de bloqueo es semejante para las cirugias realizadas en ambas etapas (estro: 71% vs.
metaestro: 86%) y no dependen del hemisferio encefélico en que se realizan (estro: izquierdo 57%,

derecho 86%; metaestro: izquierdo 100%, derecho: 74%).
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Figura 8. Porcentaje de animales ovulantes y media + EEM del nimero de ovocitos liberados por animales intactos o
anestesiados con barbituricos a las 09:00 h de cada etapa del ciclo estral. Anestesia con pentobarbital sodico (Pb) en estro (E),
metaestro (D-1), diestro (D-2) o proestro (P).

La lesién unilateral del SCN tiene un efecto semejante al de la operacion simulada (SCNI-E; SCND-E
Figura 9). En la etapa del estro, la lesion del SCN izquierdo bloqued la ovulacién del 100% de los
animales, mientras que la del derecho solo del 57%. Si bien se aprecia un efecto asimétrico, no es suficiente
para ser estadisticamente significativo. En la etapa del metaestro, la lesion de cualquiera de los SCN
bloquea la ovulacién de todos los animales tratados. No existen diferencias significativas en el bloqueo

de la ovulacion que dependan de la etapa del ciclo en que se realizaron los tratamientos.
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Figura 9. Porcentaje de animales ovulantes y media + EEM del nimero de ovocitos liberados por animales con lesion
unilateral del SCN u operacién simulada realizada en el estro 0 metaestro. En el panel superior se muestran los resultados de
animales anestesiados (Pb-E), con operacion simulada en el hemisferio izquierdo (Shaml-E) o derecho (ShamD-E), o con lesion del SCN
izquierdo (SCNI-E) o derecho (SCND-E) en dia del estro. El panel inferior muestra los resultados de animales con los mismos tratamientos
pero realizados en el dia del metaestro (D1). * p< 0.05 vs. Pb, o nimero de ovocitos liberados cuando el nimero de incidentes no permitio
realizar la prueba correspondiente.

El blogueo de la ovulacién fue acompafiado por alteraciones del ciclo estral en 37 de los 56 animales
tratados en estro y metaestro (Shaml, ShamD, SCNI y SCND), lo cual no depende del tratamiento que
recibieron (Cuadro 1). Sumando el porcentaje de animales aciclicos producto de cada tratamiento
obtenemos que el 86% de los animales tratados en el metaestro y el 46% de los tratados en estro mostraron

dichas anomalias después de la cirugia.

La Figura 10 representa la progresion de los dos ciclos previos al tratamiento y el ciclo en que se
realizo la cirugia. El ciclo caracteristico de los animales de esta cepa se describe en el panel A y las
alteraciones que se observaron después de las cirugias en los paneles B-D. De los 37 animales con
aciclicidad, 29 presentaron un exudado vaginal caracterizado por leucocitos durante 3 dias consecutivos

(B), lo que indica un alargamiento del metaestro-diestro. Dos animales presentaron un alargamiento de 24
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horas en la etapa del proestro (C), mientras que 6 animales se volvieron aciclicos por el resto del estudio

(D).

Cuadro 1. Porcentaje de animales con alteraciones del ciclo estral debidas a los tratamientos.

Sham-| 43 86 0 0
Sham-D 71 71 0 0
SCN-l 43 100 0 0
SCN-D 29 86 0 0

Operacion simulada en el hemisferio izquierdo (Sham-I) o derecho (Sham-D). Lesion del SCN izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) n=7.

c-A C- B
c-C C D

Figura 10. Alteraciones del ciclo estral observadas en animales con operacion simulada o lesidon unilateral del SCN
realizada en estro o metaestro. El panel A muestra la progresion normal del ciclo estral, cada punto representa un dia y el eje de
ordenadas el tipo celular predominante en el exudado vaginal. La etapa del estro, caracterizada por la predominancia de células cornificadas
(C) es seguida por los dias del metaestro y diestro, en los que aparecen gran cantidad de leucocitos en el exudado (L). El proestro subsiguiente
se caracteriza por la presencia mayoritaria de células nucleadas (N). Las alteraciones observadas se deben al alargamiento del ciclo, ya sea
por la adicién de un dia al metaestro-diestro (B) o al proestro (C). Cierto porcentaje de los animales mostré aciclicidad permanente tras los
tratamientos (D).
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Al contrario de lo que ocurre en los animales tratados en estro y metaestro, las operaciones simuladas no
tuvieron ningun efecto significativo sobre la tasa de animales ovulantes cuando se realizaron en el diestro
0 proestro (Figura 11). La lesion en el SCN izquierdo en el diestro, bloqued la ovulacién del 100% de
animales, mientras que la del derecho del 86%. La lesion de cualquiera de los lados del SCN resulta en un
bloqueo de la ovulacion en el 86% de los animales cuando se realizan en el proestro. Aquellos animales
que fueron capaces de ovular después de la lesion liberaron un numero de ovocitos semejante al observado
en los animales del grupo de anestesia. Las lesiones unilaterales que resultaron en falta de la ovulacion,
no modificaron el ciclo estral. Estos resultados muestran que en estas dos etapas no existen asimetrias

funcionales entre ambos lados del SCN en su papel en la regulacion de la ovulacion.
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Figura 11. Porcentaje de animales ovulantes y media + EEM del nimero de ovocitos liberados por animales con lesion
unilateral del SCN u operacion simulada realizada en el diestro o proestro. En el panel superior se muestran los resultados de
animales anestesiados (Pb-D2), con operacion simulada en el hemisferio izquierdo (Shaml-D2) o derecho (ShamD-D2), o con lesion del
SCN izquierdo (SCNI-D2) o derecho (SCND-D2) en dia del diestro. El panel inferior muestra los resultados de animales con los mismos
tratamientos pero realizados en el dia del proestro (P). * p< 0.05 vs. Pb, o nimero de ovocitos liberados cuando el nimero de incidentes no
permitio realizar la prueba correspondiente.
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Efecto de los tratamientos a nivel ovarico

En los ovarios de los animales que no ovularon, el nimero de foliculos con diametro promedio > 300 um
por animal fue similar a los grupos intacto y Sham (Figura 12). Un resultado similar se obtuvo cuando se
comparé el numero de foliculos en funcién del SCN lesionado (resultados no mostrados). No se

observaron diferencias en la incidencia de atresia en estos foliculos (Figura 12).
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Figura 12. Media + EEM del ndmero de foliculos con diametro promedio > 300 pm / animal y porcentaje de incidencia

de atresia en los mismos. Shamx y SCNx corresponden a la operacién simulada y a la lesién unilateral del SCN, respectivamente, sin
importar el hemisferio cerebral o la etapa del ciclo estral en que se realiz6 la cirugia.

En los ovarios de los animales tratados con la lesion unilateral del SCN o con la operacion simulada, el
namero de foliculos con antro fue mayor que en los animales intactos (Figura 13A). La lesion unilateral
del SCN decrece el numero de foliculos atrésicos en comparacion con los animales intactos o con
operacion simulada (Figura 13B). Este mismo patron se conserva cuando se considera la incidencia de
atresia separando los foliculos en aquellos con antro o sin antro (resultados no mostrados). Al analizar la
misma proporcion separando los foliculos en funcion de la etapa del ciclo estral en que se realizo el
tratamiento, las diferencias descritas s6lo se observaron en los animales tratados en diestro o proestro
(Figura 14). Este patron se conserva en los foliculos sin antro (resultados no mostrados) y en aquellos

con antro, es decir, los que pudieran haber ovulado en el ciclo inmediato a la cirugia.

En los animales con operacion simulada derecha realizada en la etapa del estro, el nimero de
foliculos atrésicos fue mayor que en los animales tratados en el hemisferio contrario, mientras que en los
animales tratados en metaestro ocurre lo opuesto (Figura 15). Este resultado tiene una correlacion
inversamente proporcional con el porcentaje de animales que ovularon después de los tratamientos, es
decir, un mayor niamero de animales ovularon cuando se realiz6 la operacion simulada izquierda en el dia
del estro y la derecha en el metaestro (Figura 8). No se encontraron diferencias significativas en el caso

de las lesiones unilaterales del SCN realizadas en cualquiera de las etapas del ciclo.
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Figura 13. Proporcidn de foliculos con o sin antro / tratamiento (A) y sanos o atrésicos / tratamiento (B). Shamx y SCNx
corresponden a la operacién simulada y a la lesion unilateral del SCN, respectivamente, sin importar el hemisferio cerebral o la etapa del
ciclo estral en que se realiz la cirugia. Se grafica el total de foliculos considerados por cada grupo de tratamientos. * p< 0.05 vs. el grupo
indicado por la linea.
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Figura 14. Proporcion de foliculos con antro sanos y atrésicos / tratamiento y etapa del ciclo estral. Shamx y SCNx

corresponden a la operacion simulada y a la lesion unilateral del SCN, respectivamente, sin importar el hemisferio cerebral en que se realizd
la cirugia. Se grafica el total de foliculos considerados por cada grupo de tratamientos. b p< 0.05.
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Figura 15. Proporcidn de foliculos sanos y atrésicos / tratamiento en las etapas del estro y metaestro. Operacion simulada
en el hemisferio izquierdo (Shaml) o derecho (ShamD) realizadas en el estro (E) o metaestro (D1). Se grafica el total de foliculos considerados
por cada tratamiento. * p< 0.05 vs. el grupo indicado por la barra.

Efecto del reemplazo hormonal con GhRH

La mayor parte de los animales que fueron tratados replicando las cirugias que bloquearon la ovulacion
en el experimento anterior (lesion unilateral del SCN y operacion simulada realizada en estro o metaestro)
y que posteriormente recibieron una inyeccion subcutanea de GnRH ovularon en el dia del estro predicho.
La inyeccion de GnRH restableci6 la ovulacion en los animales con operacion simulada realizada en estro
0 metaestro; resultado que dependio del dia y del hemisferio tratado (Figura 16). En la etapa del estro,
Unicamente el 20% de los animales no ovularon en cada tratamiento, mientras que en el metaestro el 20%
y el 50% de los animales tratados en el hemisferio izquierdo o derecho, respectivamente, ovularon después
de la inyeccion de GnRH. Este resultado no es estadisticamente significativo debido a que cerca del 20%
de los animales del grupo control (anestesia) tampoco ovularon. EI nimero de ovocitos liberados tiende a

disminuir, pero el nimero de observaciones no permite realizar la prueba correspondiente.
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Figura 16. Porcentaje de animales ovulantes y media + EEM del ndmero de ovocitos liberados por animales con
operacion simulada realizada en el estro o metaestro, con o sin el reemplazo posterior de GnRH. En el panel superior se
muestran los resultados de animales anestesiados (Pb-E), con operacion simulada en el hemisferio izquierdo (Shaml-E) o derecho (ShamD-
E) realizada en el estro, asi como de animales con los mismos tratamientos que recibieron el reemplazo hormonal con GnRH (+GnRH) en el
proestro inmediato. El panel inferior muestra los resultados de animales con los mismos tratamientos pero realizados en el dia del metaestro
(D1). * p<0.05 vs. Pb, o ndmero de ovocitos liberados cuando el nimero de incidentes no permitié realizar la prueba correspondiente.

El tratamiento con GnRH restablece la ovulacion de la mayoria de los animales que recibieron la lesion
unilateral del SCN. EI nimero de ovocitos que liberan es semejante al que liberan los animales del grupo
de comparacion. El 100% de los animales tratados en estro ovularon, mientras que 85% de los animales a
los que se les lesiond el SCN izquierdo y 100% de aquellos a los que se les lesion6 el derecho en el

metaestro ovularon (Figura 17).
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Figura 18. Porcentaje de animales ovulantes y media + EEM del nimero de ovocitos liberados por animales con lesién
unilateral del SCN realizada en el diestro o proestro, con o sin el reemplazo posterior de GNRH. En el panel superior se
muestran los resultados de animales anestesiados (Pb-D2), con lesion del SCN izquierdo (SCNI-D2) o derecho (SCND-D2) realizada en el
diestro, asi como de animales con los mismos tratamientos que recibieron el reemplazo hormonal con GnRH (+GnRH) en el proestro
inmediato. El panel inferior muestra los resultados de animales con los mismos tratamientos pero realizados en el dia del proestro (P). * p<
0.05 vs. Pb, o nimero de ovocitos liberados cuando el nimero de incidentes no permitio realizar la prueba correspondiente.
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En la etapa del diestro, la administracion de la neuro-hormona restablecio la ovulacion en un 100%
y 85% de los animales con lesion del SCN izquierdo y derecho, respectivamente. EI mismo tratamiento
restablecid la ovulacion de todos los animales tratados en proestro, esto sin importar el hemisferio en que
se realizo la lesion (Figura 18). Cabe mencionar que el porcentaje de aciclicidad reportado en el Cuadro
1 no se modificé de manera significativa, ni para los animales tratados en estro-metaestro ni para aquellos

tratados en diestro-proestro.

Efecto del reemplazo hormonal con estradiol
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Figura 19. Porcentaje de animales ovulantes y media £ EEM del nimero de ovocitos liberados por animales con
operacion simulada realizada en el estro o metaestro, con o sin el reemplazo posterior de estradiol. En el panel superior se
muestran los resultados de animales anestesiados (Pb-E), con operacion simulada en el hemisferio izquierdo (Shaml-E) o derecho (ShamD-
E) realizada en el estro, asi como de animales con los mismos tratamientos que recibieron el reemplazo hormonal con estradiol (+E2) en el
diestro inmediato. EI panel inferior muestra los resultados de animales con los mismos tratamientos pero realizados en el dia del metaestro
(D1). * p<0.05 vs. Pb, o nimero de ovocitos liberados cuando el nimero de incidentes no permitié realizar la prueba correspondiente.

En los animales con operacion simulada del lado izquierdo realizada en estro o metaestro, la inyeccion de

estradiol no restablecio la ovulacion (estro: 40%, metaestro: 0%), lo que si ocurrio en los animales tratados

37



en el hemisferio derecho (80%) (Figura 19). En el caso de la lesion unilateral del SCN realizada en estro,
la inyeccidn de benzoato de estradiol restablecié la ovulacion parcialmente (izquierdo: 65%, derecho:
50%). En los animales tratados en metaestro, el reemplazo hormonal es ineficaz para restaurar la ovulacion
(izquierdo: 0%, derecho: 20%). La inyeccidn de benzoato de estradiol en animales tratados en el diestro
restablecio la ovulaciéon unicamente en los animales tratados en el hemisferio derecho (derecho: 80%,
izquierdo: 30%) (Figura 20). El porcentaje de animales que presentaron anomalias del ciclo estral es

semejante al reportado en el Cuadro 1.
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Figura 20. Porcentaje de animales ovulantes y media + EEM del nimero de ovocitos liberados por animales con lesién
unilateral del SCN realizada en el estro, metaestro o diestro, con o sin el reemplazo posterior de estradiol. En el panel
superior se muestran los resultados de animales anestesiados (Pb-E) o con lesion del SCN izquierdo (SCNI-E) o derecho (SCND-E) realizada
en el estro, asi como de animales con el posterior reemplazo con estradiol (+E2) en el diestro inmediato. El panel del medio muestra los
resultados de animales con los mismos tratamientos pero realizados en el metaestro (D1). El panel inferior muestra los resultados de animales
tratados en el diestro (D2). * p< 0.05 vs. Pb, o nimero de ovocitos liberados cuando el nimero de incidentes no permitié realizar la prueba
correspondiente.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que para que los animales ovulen en la madrugada del
dia del estro, a las 09.00 h de cada dia del ciclo estral es necesaria la participacion de ambos SCN. También
sugieren que el SCN participa en la regulacion de otros mecanismos vinculados con la ovulacién ademas

de la secrecion preovulatoria de la GnRH.

Los resultados sobre el efecto de la inyeccion de barbitdricos a las 09:00 h de cada etapa del ciclo
estral sobre la ovulacion concuerdan en general con los reportados por Dominguez y Smith (1974). En
dicho estudio, los autores describen que es posible bloguear la ovulacion mediante la inyeccién de
barbitdricos en dias diferentes al proestro. Se logra un méximo porcentaje de bloqueo inyectando el
farmaco a partir del mediodia. Existen ciertas discrepancias entre los resultados obtenidos por Dominguez
y Smith y los de este estudio, las cuales se pueden explicar por la diferencia en las dosis utilizadas, 50

mg/Kg en el caso de Dominguez y Smith y 25 mg/Kg en el presente.

Diversos estudios muestran la existencia de sefiales nerviosas que siguen un patrén diario que se
presenta en cada dia del ciclo estral (Dominguez y Smith, 1974; Dominguez y col., 1982; 1987). Dichas
sefiales modulan procesos indispensables para la regulacion de la ovulacion en el estro inmediato. No es
posible argumentar que se trate de sefiales circadianas, como se ha mostrado para el caso de aquella sefial
que se presenta por la tarde del proestro y que estimula la secrecién preovulatoria de GnRH (Everett vy
Sawyer, 1950), pues no se han realizado estudios en condiciones constantes. Sin embargo, los resultados
del presente estudio sugieren que el SCN es una de las estructuras involucradas en la generacion de estas

sefiales, ya que la lesion unilateral realizada a la misma hora y en las mismas etapas suprime la ovulacion.

El blogueo de la ovulacion observado en animales con la operacion simulada realizada en las etapas
del estro y metaestro puede interpretarse de varias formas. Es posible que al bajar el electrodo hacia el
SCN se hayan seccionado fibras dorsales al mismo que reciban o transmitan informacion entre las
estructuras rostrales y caudales al SCN, que a su vez estan relacionadas con la regulacion de la ovulacion.
Por ello podria verse comprometida la comunicacion entre el AVPv y el POA, que son rostrales, y el ARC

y otros centros nerviosos caudales.

Otra posible interpretacidn es que el mismo electrodo dafie al POA o al AHA. La porcion mas

caudal de la primera y la mas rostral de la segunda se encuentran por encima del SCN (Paxinos y Watson,
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2004) y es posible que la respuesta inmune del sistema nervioso ante el dafio generado por el electrodo
inhiba temporalmente la actividad de las neuronas GnRHeérgicas del area. Esta opcidén parece menos
probable pues el POA contralateral no se ve afectado y probablemente continta funcionando. En el
hédmster, cuyo SCN izquierdo se ha disociado del derecho mediante la exposicion prolongada a la luz
constante, también se observa la activacion asimétrica del POA ya que se presentan dos “picos” en la
concentracion de LH separados por 12 horas (de la Iglesia y col., 2003), que equivalen a la mitad de la
concentracion normal de la hormona (Kriegsfeld y Silver, 2006). En la rata, una concentracion de LH
equivalente a la mitad de la que normalmente se libera durante el “pico” preovulatorio es suficiente para

inducir la ovulacién (Gosden, 1976).

Finalmente, el hecho de que algunos de los animales tratados en estro ovularon, mientras que todos
los tratados en metaestro no, podria indicar que los efectos de la cirugia se deban a una respuesta ante el
estrés. La corticosterona que secretan las glandulas adrenales en respuesta a estimulos estresantes tiene
efectos inhibitorios sobre la secrecion de hormonas hipotalamicas, hipofisarias y ovaricas (Brann vy
Mahesh, 1991; Kalantaridou y col., 2004). Se ha observado que en la rata, la respuesta al estrés es diferente
en funcidn de la etapa del ciclo estral (Komesaroff y col., 1998; Lovick, 2012; Marcondes vy col., 2001).

Lovick (2012), mostr6 que la sensibilidad al estrés aumenta al final del ciclo estral, lo que no
concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio, pues se encontré una mayor sensibilidad a
los tratamientos al inicio del ciclo (estro-metaestro). Esta explicacidn es poco probable pues la ovulacién
en los animales con el mismo tratamiento, pero realizado en el diestro y proestro no tiene efecto. Estos
animales fueron tratados mas cerca del dia del sacrificio y en las etapas en que se reporta hipersensibilidad
al estrés, por lo que un efecto producto del estrés deberia ser mas evidente en ellos. El hecho de que no
todos los animales tratados en el estro ovularan puede interpretarse como diferencias en la respuesta
individual de los animales al estrés (es improbable que se deba a diferencias en la cantidad de fibras
seccionadas durante la cirugia). La mayor parte de los animales tratados al inicio del ciclo estral se
volvieron aciclicos después del tratamiento, lo que no se observé en los animales tratados al final del ciclo.
Esto concuerda con la idea de que existen sefiales nerviosas que se originan en el encéfalo y que regulan

procesos relacionados con la actividad de los ovarios en dias diferentes al proestro.

La lesion unilateral del SCN bloqued la ovulacion sin importar el lado lesionado o la etapa del
ciclo estral en que se realizd. Con base en estos resultados se sugiere que se necesita de ambos SCN para

que ocurra la ovulacién. En animales con lesién bilateral incompleta del SCN, los ritmos eferentes que
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dependen del SCN como son: el ritmo diario en la actividad locomotora (Pickard y Turek, 1985), en la
temperatura central (Ruis y col., 2008), la secrecion de melatonina y corticosterona (Reppert y col., 1981)

0 en el patrén del suefio (Eastman y col., 1984), permanecen normales.

El mismo tipo de lesion parcial que destruye menos del 75% del SCN, no resulta en el bloqueo de
la ovulacién (Brown-Grant y Raisman, 1977; Raisman y Brown-Grant, 1977). Estos autores concluyen
que el porcentaje de neuronas del SCN que permanecen activas después de la lesion son suficientes para
regular las sefiales necesarias para la progresion del ciclo estral y la ovulacion. En nuestro estudio, la

eliminacion completa de uno de los SCN (50%) blogque0 la ovulacion.

Existen ciertas diferencias entre ambos experimentos que pueden explicar las discrepancias
observadas. Al intentar realizar una lesién bilateral se dafian ambos hemisferios, dejando intacto cierto
porcentaje de ambos SCN. En este estudio se elimind completamente uno de los SCN, dejando al otro
intacto. Los circuitos relacionados con la regulacién de la ovulacién en los que participa el SCN son
lateralizados, por lo que es posible que los resultados publicados por Brown-Grant y Raisman (1977)
dependan del nimero y tipo de neuronas que sobreviven a la lesién en cada SCN y que envian una sefal
estimulante hacia el POA ipsilateral y por tanto activan ambos circuitos. En nuestro experimento solo uno
de los SCN es capaz de hacerlo y entonces la actividad estimulante del SCN es de tipo cuantitativa y no
cualitativa. Por ello, es posible especular que para la regulacién de la ovulacién es necesaria la integridad
de un nimero minimo de neuronas del SCN en cada hemisferio, o bien, que existen subregiones dentro
del SCN que son indispensables para la regulacién de la ovulacion. En este Gltimo caso, se necesitaria la
integridad de las mismas regiones en ambos hemisferios. El presente estudio comprendié animales
tratados en cada etapa del ciclo estral y sacrificados en el estro inmediato, mientras que Brown-Grant y
Raisman realizaron todas las cirugias durante el diestro y sacrificaron a los animales entre 14 y 28 dias
después de la cirugia. Es importante denotar el tiempo de evaluacion pues es posible que los resultados
reportados por estos autores se deban a la compensacion homeostéatica del sistema o a la reinervacion de

estructuras afectadas por la lesion.

En el presente estudio, la falta de ovocitos en los oviductos no puede explicarse por un adelanto
en el momento de la ovulacion; ya que los ovarios de esos animales mostraron la presencia de los ovocitos
en foliculos grandes y preovulatorios sin signos de atresia, lo cual indica que la sefial neuroendocrina
necesaria para desencadenar la ovulacion no se presentd en el momento adecuado. Este resultado, en

primera instancia, estd de acuerdo con la idea general de que el SCN (y en este caso vias dorsales al
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mismo) modulan la secrecion de GnRH, que a su vez estimula el “pico” preovulatorio de LH que induce

la ovulacion.

En los animales intactos, la proporcién de foliculos y la incidencia de atresia son semejantes a las
descritas por (Hirshfield y Midgley, 1978) en la rata, con un mayor nimero de foliculos con antro
(preovulatorios) en el diestro y proestro. La aparente disminucion en la incidencia de atresia que resulta
de la lesion unilateral del SCN no debe ser interpretada como tal, ya que la diferencia proviene de los
animales tratados en diestro y proestro, animales en los que el tiempo de evolucidn fue considerablemente
menor. Tomando en cuenta la tasa de desarrollo folicular, en la que los foliculos crecen de 300 um a mas
de 600 um en solo 2-3 dias, y que hasta 99% de ellos se vuelven atrésicos en este lapso, es posible que si
se permitiera a los animales evolucionar un tiempo semejante se obtendria una tasa de atresia semejante

sin importar la etapa en que se realiza el tratamiento.

Considerando que los animales no ovularon por la ausencia de una sefial preovulatoria que
desencadena la secrecion de GnRH/LH, se realizé el reemplazo de esta hormona y se encontré que induce
la ovulacion en practicamente todos los animales, por lo que el SCN regula la secrecion preovulatoria de
GnRH. Adicionalmente, el tratamiento también muestra que la actividad secretora de la hipofisis anterior,
asi como su sensibilidad a la GnRH no se modifica luego de la lesion del SCN, lo mismo ocurre con la
sensibilidad de los ovarios a las gonadotropinas.

Si la lesion unilateral del SCN impide la secrecion de GnRH/LH vy la ovulacion, inmediatamente
surge la siguiente pregunta: ¢por qué no se liberd la GnRH necesaria para conducir la ovulacion? Es
posible, que como se ha reportado previamente, el SCN envie una sefial estimulante por la tarde del
proestro. Los resultados del reemplazo de la sefial estrogénica por la inyeccién de benzoato de estradiol
en la tarde del diestro, muestran que también se necesita la presencia de ambos SCN para que el hipotalamo

detecte el aumento en la concentracién de estradiol.

Con base en los resultados obtenidos, se propone que el SCN y algunas de las vias dorsales al
mismo participan en la regulacion de la expresion del ERa en el AVPv. Ante la falta de la estimulacion
de esos receptores el hipotalamo no puede interpretar la sefial ovarica indicativa de que los foliculos han
madurado y por tanto no se envia ninguna sefial al SCN remanente que a su vez resulte en la estimulacién
de la secrecion de la GnRH. Ademas, que el SCN también participa en la regulacion de la expresién del
receptor GPR54 en el POA. De ser asi, el hipotalamo detecta el aumento en la concentracién de estradiol

y envia una sefial al SCN, el cual estimula la secrecion de kisspeptina por parte de las neuronas del AVPv,
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lo que no induce la secrecion de GnRH. En la Figura 21 se presenta el modelo que explicaria la regulacién

que ejerce el SCN sobre la expresion del ERa y del GPR54 propuesta en este estudio.

La falta de respuesta ovulatoria al reemplazo de la sefial ovarica (benzoato de estradiol) en los
animales con lesion unilateral del SCN tiene otra posible explicacion. La cuantificacion de la
concentracion sérica de estradiol de los animales que no ovularon en el primer experimento mostré un
aumento de aproximadamente el doble al dia del sacrificio (resultados no mostrados). Es posible que no
haya ocurrido el decremento natural en la concentracion de estrégenos que ocurre en el proestro (Freeman,
1994), mismo que permite la secrecion preovulatoria de GnRH/LH. Si la concentraciéon de estradiol
permanecio constante es probable que por si misma inhibiera la secrecion de GnRH al actuar como un
anticonceptivo. En este caso podemos suponer que el SCN es indispensable para regular la actividad

esteroidogénica del ovario.

AVPv

Figura 21. Modelo propuesto sobre las interacciones del SCN con el POA y el AVPv que modulan la expresion del
receptor a estrégenos y del receptor a kisspeptina. Como se muestra en flechas rojas, se propone que la porcion ventolateral (VL)
del SCN estimula la expresion del receptor a kisspeptina (GPR54) en el POA a través de fibras que transportan péptido intestinal vasoactivo
(VIP), mientras que la porcion dorsomedial (DM) estimula la del receptor a estrogenos (Era) en el AVPv a través de fibras que transportan
arginina-vasopresina (AVP). Las flechas negras muestran el efecto de dichos neurotransmisores sobre sobre la regulacion de la secrecion de
la GnRH por neuronas del POA y de kisspeptina por neuronas del AVPv.
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El SCN se conecta de manera directa o indirecta con las regiones del encéfalo de las cuales se originan
los nervios simpaticos y parasimpéaticos que inervan al ovario (Buijs y col., 2003). Yoshikawa y
colaboradores (2009) muestran que el nervio ovarico superior no forma parte de las vias que mantienen
sincronizado al oscilador ovarico con aquel en el SCN y concluyen que la comunicacién entre el SCN y
el ovario es mediada por las gonadotropinas. Dicho estudio no aborda el papel de la inervacion
parasimpatica del ovario, mediada por el nervio vago. Dado que solo se evalud la capacidad de
sincronizacion, no se aborda la idea de que informacién circadiana proveniente del SCN module la
secrecion de esteroides sexuales por parte de la gonada. Es posible entonces que al lesionar un SCN se

interrumpa la coordinacion que existe entre ambos osciladores.

Tomando en conjunto los resultados de este estudio, se propone que el SCN modula la capacidad
del hipotalamo para responder al aumento en la concentracion de estrégenos, que regula la actividad
secretora de los ovarios, o ambas. Con la finalidad de esclarecer estas dudas es importante cuantificar la
concentracion de estradiol en el suero de los animales tratados en este estudio. Posteriormente seria
necesario analizar el efecto de la inactivacién transitoria del SCN sobre la expresion de los receptores
mencionados con la finalidad de determinar si existen cambios en el patron de expresion que dependan de

la interferencia de la actividad neuronal en el SCN.
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CONCLUSIONES

Existen estructuras dorsales al SCN que, durante el estro y metaestro, son necesarias para la

progresion del ciclo estral y para la regulacion de la ovulacion.

Se requiere de ambos SCN para la regulacion del ciclo estral, la secrecidn preovulatoria de GnRH

y la ovulacion.

Ambos lados del SCN son simétricos y estimulantes en la regulacion de los procesos antes

descritos.

El SCN regula otros procesos, en adicidn a su papel en la regulacion de la secrecion preovulatoria

de GnRH, que son indispensables para la ovulacion.
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