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RESUMEN

En la rata, la acetilcolina regula de manera estimulante la ovulacién en cada fase del ciclo estral: en
estro, el bloqueo permanente o crénico de los receptores muscarinicos (mAChR) de la porcidn
derecha de la regidn predptica-hipotalamica anterior (POA-AHA-D), provoca la falta de ovulacién en
el dia del estro esperado, lo que no sucede en la porcidn izquierda de dicha regién, mientras que en
el diestro-2 estos efectos se invierten.

También en el dia del estro, la ausencia de uno de los ovarios en ratas con bloqueo
unilateral permanente de los mAChR invierte el efecto asimétrico que ejerce la acetilcolina,
provocando ahora que el bloqueo de la porcion izquierda sea el que disminuya la ovulacién.

No solo la region POA-AHA funciona asimétricamente, se ha mostrado que en la rata con
ovariectomia unilateral (ULO), cada ovario puede secretar diferente cantidad de estradiol (E2) una
hora después de realizar la cirugia.

Por otro lado, se ha mostrado que el estradiol regula la actividad del sistema colinérgico en
diferentes dreas del sistema nervioso central e inclusive en POA-AHA.

Por lo que la finalidad de esta investigacion fue analizar si la falta de un ovario influye en la
respuesta al bloqueo agudo o momentdneo de los receptores muscarinicos en POA-AHA sobre Ila
ovulacion y las funciones ovaricas. Asi mismo, estudiar la respuesta del hipotdlamo al E;, de la
hipdfisis a la GnRH y del ovario a la LH en ratas cuya ovulacion fue afectada por la ausencia de uno u
otro ovario, por el bloqueo unilateral agudo de los mAChR o por bloqueo agudo de los mAChR en
animales con ausencia de uno u otro ovario mediante el remplazo hormonal.

Los resultados obtenidos mostraron que el bloqueo momentaneo o agudo de los mAChR
mediante la microinyeccion de 62.5 ng de atropina en POA-AHA-D a las 13:00 h del dia del estro
causa el mismo efecto asimétrico de la acetilcolina sobre la ovulacién, permitiéndonos concluir que
la activacion momentanea de los mAChR del lado derecho de POA-AHA a esta hora del dia del estro,
es necesaria para que ocurra la ovulacion en el dia del estro esperado.

Ademas, mostraron la existencia de una vinculacién funcional e ipsilateral de caracter
estimulante entre el ovario y el sistema muscarinico de POA-AHA del lado derecho, que culmina con
la ovulacidn, ya que al eliminar las sefiales generadas por una u otra estructura de este lado no

ocurre la ovulacion.
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INTRODUCCION

En mamiferos la reproduccion esta regulada principalmente por el eje hipotadlamo-hipdfisis-
gonada, el cual participa en el control de las funciones del ovario, como el desarrollo folicular, Ia
ovulacidon y la esteroidogénesis. La hormona liberadora de las gonadotropinas o GnRH (por sus
siglas en inglés: Gonadotrophin Releasing Hormone) liberada y transportada hacia la eminencia
media y enviada a la adenohipdfisis, regula la sintesis y liberacién de la hormona luteinizante o
LH (por sus siglas en inglés: Luteinizing Hormone) y la hormona estimulante del foliculo o FSH
(por sus siglas en inglés: Follicle Stimulating Hormone), las cuales al ser liberadas al torrente
sanguineo estimulan las funciones del ovario (Prieto y Velazquez, 2002).

La secrecidon de GnRH y la liberacidn de LH y FSH se encuentran a su vez reguladas por el
efecto “feedback” positivo o negativo provocado por las hormonas esteroides (E; y
progesterona) y péptidos (inhibina, activina y folistatina), secretados por el ovario. La secreciéon
de GnRH también es regulada por diferentes moléculas secretadas en el cerebro, como
neurotransmisores (acido y-amino-butirico, dopamina, noradrenalina, serotonina, acetilcolina)
y aminoacidos excitadores (glutamato y aspartato) neuropéptidos (kispeptina, opioides
endégenos, las B-endorfinas, neuropéptido Y, galanina, la hormona liberadora de
corticotropinas, entre otras) (Herbison, 2015).

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor del sistema nervioso parasimpatico que
participa en multiples funciones fisiolégicas, entre las cuales se encuentra la ovulacién, donde
actua mediante su union a los receptores muscarinicos (mAChR) regulando de manera
asimétrica la ovulacion en los diferentes dias del ciclo estral. Cruz et al., (1989) mostraron que
el implante de cristales de atropina (antagonista del sistema muscarinico) en la porcion derecha
de la regidon predptica-hipotalamica anterior (POA-AHA) (a las 13:00 horas del dia del estro)

bloquea la ovulacién, mientras que del lado izquierdo no la afecta.
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Sin embargo, si el implante se coloca en el dia del diestro-1, tanto en el lado izquierdo
como en el derecho; bloquea la ovulacién; en el dia del diestro-2, sélo el implante del lado
izquierdo causa una disminucion en la ovulacién, y en el dia del proestro los implantes en uno u

otro lado de POA-AHA no modifican la ovulacion (Cruz et al., 1989).

La falta de ovulacién en animales con implante de atropina en POA-AHA-D realizado en
el estro se modifica cuando se elimina uno u otro ovario, ya que, al extirpar un u otro ovario en
este dia, el efecto por el implante de atropina se invierte, siendo ahora los animales con

implante en el lado izquierdo los que no ovulan (Cruz et al., 1992).

Esta falta de ovulacion en animales con ovariectomia unilateral (ULO) y con implante de
atropina en POA-AHA es explicado por las modificaciones en la secrecién fasica de la GnRH en Ia
tarde del proestro, ya que la inyeccion subcutanea de LHRH sintético a las 14:00 horas de este
dia, induce la ovulacion en ratas con implante de atropina que no habian ovulado, modificacién
que parece ser el resultado de una alteracién en el efecto “feedback” estimulante de los
estrogenos en POA-AHA-D, ya que al reestablecer esta sefal ovarica en la tarde del diestro-2
(por la inyeccién subcutdnea de 10 ug benzoato de estradiol), no se induce la ovulacién (Cruz et

al., 1992).

Se ha mostrado que cada ovario puede regular de manera asimétrica la concentracién
sérica del E, lo que sugiere que cada ovario secreta una cantidad diferente de esta hormona,
ya que cuando se extirpa el ovario izquierdo, la concentracidn sérica de 17B-estradiol es
semejante a un animal con ambos ovarios, mientras que cuando se extirpa el ovario derecho, la

concentracion de estradiol es menor (Cruz et al., 2006).
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MARCO TEORICO

La ovulacion es una funcién primordial de las especies animales y vegetales. En los vertebrados
la ovulacién es regulada por mecanismos neuroendocrinos que ocurren y cambian durante el

ciclo estral.

Ciclo estral

En los mamiferos, cuando la hembra alcanza la adultez, manifiesta cambios ritmicos en la
conducta sexual que se repiten periddicamente denominados celo o estro; durante este tiempo
la hembra se vuelve receptiva al macho y permite la cépula. El ciclo estral se define como el
tiempo que transcurre entre un periodo de celo y el comienzo del siguiente (Freeman, 2006).

La progresion del ciclo estral involucra la recurrencia de tipos celulares distintivos
correlacionados con el estado de la mucosa vaginal, el Utero y los ovarios; de la misma manera,
se asocia con alteraciones en la concentracién de los esteroides sexuales y las gonadotropinas
séricas. Un ciclo estral de 4 dias presenta cuatro fases: estro cuya duracién es de 25 a 27 horas,
metaestro o diestro-1 con una duracion de 6 a 8 horas, diestro-2 con una duracidon de 55 a 57
horas y proestro con una duracién de 12 a 14 horas (Freeman, 2006); los cambios en la citologia
del epitelio de la vagina son la referencia que se utiliza para determinar de manera rapida cada

fase del ciclo (Figura 1) (Goldman et al., 2007).

10
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Metaestro 0 diestro-1 Diestro-2

se observan una gran cantidad

En el fofisvaginalse obsenvan unagran | °C OPSeIvan trestiposde g cajujas epiteliales nucleadas.| S 0bserva una abundancia

celulares; las celulas epiteliales Er oyt : -
; i : 4 pueden
cantidad de leucocitos y pocas élulas | nycleadas, células epiteliales | ghservaree lgunas celulas de células epiteliales

nucleaas epitelales escamadas y leucocitos. e escamosa o cornificada

Figura 1. Caracteristicas citologicas observadas en los frotis vaginales en cada fase ciclo estral en la rata adulta.

Cada una de estas etapas estd caracterizada por cambios hormonales que dependen de
la hora del dia (Figura 2). En la madrugada del dia del estro (entre las 1:00 y 3:00 h) cuando
ocurre la ovulacidn, las concentraciones de progesterona (P4), 17B-estradiol (Ez), y LH en suero
se mantienen basales. En cambio, las concentraciones de FSH alcanzan un maximo en la
mafiana de este dia. En el dia del diestro-1 comienza a aumentar las concentraciones de P4,
mientras que las de E;, LH y FSH siguen siendo basales. En el dia de diestro-2 la P4, LH y FSH, se
mantienen en concentraciones basales, sin embargo, en la tarde de este dia, la secrecion de E;
comienza a aumentar paulatinamente. En el dia del proestro, se observan las concentraciones
maximas de P4, E;, LH y FSH, en forma de “picos” o secreciones pre-ovulatorias. Entre la
mafnana y el medio dia, las concentraciones plasmaticas de E; alcanzan su valor maximo, el cual
disminuye drasticamente hacia las 14: 00 h. Este cambio en la secrecién de E, induce la
secrecion de la GnRH, la que, a su vez, estimula la secrecidn pre-ovulatoria de FSH y LH hacia las

17:00 h de este dia (Freeman, 2006).
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Figura 2. Perfil de las concentraciones séricas de progesterona, estradiol, de la hormona luteinizante (LH) y la
foliculo estimulante (FSH), en plasma obtenido en intervalos de dos horas durante los 4 dias del ciclo estral de la
rata. Cada punto representa la concentracion media de la hormona (+ SE) de 5 a 6 ratas. Las barras negras
representan el intervalo de oscuridad a las que fueron sometidas los animales (06: 00-18: 00) y los numeros por

debajo de ellos representan la hora del dia. (Freeman, 2006).

La ciclicidad ovdérica tiene un profundo efecto sobre la mayoria de los sistemas del
organismo, entre los cuales se encuentra el sistema nervioso, donde produce efectos
temporales en la conducta reproductiva, el consumo de alimentos y fluidos, la actividad

locomotora y la cognicidn (Caligioni, 2009).
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La evaluacion de los cambios en la estructura de las células epiteliales de la vagina ha
sido utilizada como un método no invasivo para detectar los ciclos reproductivos en mamiferos
proporcionando un indice del estado funcional del eje hipotadlamo-hipdfisis-ovario (Caligioni,

2009).

Eje hipotalamo-hip&fisis ovario

La reproduccidn es un proceso esencial para el mantenimiento y la continuidad de la especie
resultado de la suma de multiples mecanismos fisiolégicos regulados en los mamiferos por el
eje hipotdlamo-hipdfisis-gdnada (Figura 3). La GnRH representa el inicio de estos mecanismos,
ya que, al ser liberada de las terminales nerviosas en la eminencia media, y llevada a la hipdfisis
anterior o adenohipdfisis en la circulacidn portal hipofisaria, produce la sintesis y liberacién de
las gonadotropinas, que seran liberadas al torrente sanguineo y seran capturadas por el ovario
(Gay y Sheth, 1972).

La LH y la FSH son glucoproteinas que intervienen en la maduracién gonadal y la
esteroidogénesis. En la hembra, la FSH actia en los foliculos ovaricos estimulando su
crecimiento y la secrecion de E»; mientras que la LH produce la ruptura del foliculo para la
liberacién de ovocito, da origen al cuerpo lUiteo y es mediadora en la producciéon de
progesterona (Prieto y Veldzquez, 2002). La liberacion de GnRH y de gonadotropinas se
encuentra a su vez regulada por el efecto de retrocontrol o “feedback” generado por las
hormonas secretadas por el ovario, asi como por diversos estimulos ambientales (Gay y Sheth,
1972).

Los esteroides gonadales estimulan o inhiben la actividad de las neuronas GnRH en el
hipotalamo, al regular la respuesta a la GnRH en los gonadotropos, siendo el efecto “feedback”
negativo o inhibitorio el que predomina en la mayor parte del ciclo reproductivo (Evans et al.,
1994).

Al final de la fase folicular (proestro en roedores), cuando las concentraciones de E; son

mas altas, el efecto “feedback” cambia a positivo o estimulante, iniciando el aumento continuo
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de la liberacién de GnRH (Herbison, 2015), mediante del incremento en la frecuencia y la

amplitud de los pulsos de secrecion.
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Figura 3: Eje Hipotdlamo- Hipdfisis- Ovario. La GnRH liberada hacia las terminales nerviosas de la eminencia media

y transportada desde la eminencia media hacia la adenohipdfisis donde produce la sintesis y liberacion la hormona

luteinizante (LH) y la foliculo estimulante (FSH) las cuales llegan al ovario por el torrente sanguineo. Una vez en el

ovario estimulan la sintesis de Estradiol y Progesterona las cuales causan un efecto “feedback” positivo o negativo

hacia el hipotdlamo o la hipdfisis.
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Hipotalamo

El hipotalamo se localiza en la base del diencéfalo, por debajo del tdlamo y es dividido por el

tercer ventriculo en una porcidon derecha y otra izquierda (McGeer et al., 1987). Para su

estudio, el hipotalamo se divide en nucleos (Ganong, 2001) o conglomerados de cuerpos

neuronales (Norris, 1996) y dreas de tejido en los que se reconoce una clara delimitacidn. Segun

Palkovits (2000), el hipotdlamo se divide en cuatro regiones organizadas rostro-caudalmente:

X/
L X4

X/
L X4

0

Area preédptica (POA): En la rata ocupa una cuarta parte del total del hipotdlamo

e incluye el nucleo predptico medial, el nicleo predptico periventricular y el
organo vasculoso de la lamina terminal.

Hipotalamo anterior: Es una continuacién del drea predptica, estd conformado
por los nucleos periventricular, supraquiasmatico, paraventricular, el
hipotalamico anterior y el nlcleo supradptico.

Hipotalamo medio: se encuentra conformado en su parte basal por la eminencia
media y los nucleos arcuato y ventromedial; en su parte dorsal por el nucleo
dorsomedial y en su parte medial-lateral por el nucleo perifornical.

Hipotalamo posterior o region premamilar: se encuentra conformado por el
nicleo premamilar dorsal y ventral, el tuberomamilar, el supramamilar,

hipotalamo posterior y nucleo arcuato.

El hipotdlamo realiza varias funciones, como regular la secrecion hormonal por parte de

la hipdfisis, modula los mecanismos que regulan la temperatura corporal y los ritmos

bioldgicos, se encarga del balance electrolitico, controla las conductas emocionales y regula el

hambre, la sed, agresién y motivacién sexual (Brown, 1994).

El hipotalamo secreta diferentes péptidos, algunos de ellos son liberados a la circulacion

sanguinea, en la cual viajan hasta sus células blanco, y otros son liberados en el Sistema

Nervioso Central (SNC), donde actian como neurotransmisores (Lerner y Urbina, 2008).

Algunas de las neurohormonas liberadas por las neuronas del hipotdlamo son: la GnRH,

la hormona liberadora de la corticotropina (CRH), la hormona liberadora de la tirotropina (TRH),

15



UNAM | FES ZARAGOZA 2016

la hormona liberadora de la prolactina (PRH), el factor inhibidor de la liberacién de prolactina
(PIF), la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) y la hormona inhibidora de
la liberacién de la hormona de crecimiento (GHIH) (Lerner y Urbina, 2008).

En la mayoria de los mamiferos incluyendo a la rata, los somas de las neuronas GnRH se
localizan desde la banda diagonal de Broca y areas septales hasta el hipotdlamo medio basal
(HMB), sin embargo, el mayor nimero de estos somas han sido localizado en el area predptica-
hipotaldmica anterior (POA-AHA) (Figura 4) (Prieto y Veldzquez, 2002). Estas neuronas
pequefias, de tipo bipolar y fusiforme, denominadas GnRHérgicas, establecen contacto con los
capilares y venas del sistema porta hipotdlamo-hipofisario, donde se libera la GnRH y es

transportada a la hipéfisis anterior (Ferin, 1998).
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Figura 4. a) corte sagital del cerebro en donde se muestra la ubicacion del hipotdlamo y del drea predptica,
(tomado y modificado de Paxinos y Watson, 2004); b) corte sagital mostrando la distribucion de las neuronas GnRH
(puntos negros) proyectando el drea donde converge POA-AHA 'y c) corte coronal de la distribucion de las neuronas
GnRH en el cerebro del ratén dentro de tres regiones cerebrales anatomicas definidas: la septal medial (MS), la
poblacion rostral drea predptica (rPOA), y el drea hipotaldmica caudal anterior (AHA) (tomado y modificado de
Herbison, 2015).
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GnRH

La GnRH es el enlace entre el sistema nervioso y el endocrino, su sintesis se lleva a cabo en el
soma de las neuronas GnRHérgicas (Charli et al., 1991) a partir de un precursor (pro-GnRH),
formado por 92 aminoacidos, dividido en tres partes: un péptido de 23 aminoacidos, seguido
por una secuencia de Gly-Lys-Arg esencial para el procesamiento proteolitico y por un residuo
de 56 aminoacidos conocido como péptido asociado con la GnRH (GAP) (Yen, 2001).

El gen que codifica para GnRH esta situado en el cromosoma 8 en humanos y en el
cromosoma 14 en ratdén, estd conformado por cuatro exones cortos y tres intrones largos
(Herbison, 2006). El primer exdn (I) contiene la regidon 5’ no traducida; el exdn dos (Il) codifica
para el péptido sefial del decapéptido de la GnRH, para el sitio de amidacién y para el sitio del
precursor, también codifica para el sitio de amino terminal de once aminodcidos de un segundo
péptido asociado de 56 aminodcidos denominado GAP, el cual contiene el segmento prepro-
GnRH; el exodn tres (lll) codifica para los siguientes 32 residuos del GAP; el exdn cuatro (IV)
codifica para los ultimos trece aminoacidos del GAP, para el coddn de terminacion y para la
region 3’ no traducida del ARN mensajero (Fan et al., 1995).

Diversas especies contienen dos o mas formas de GnRH de las 15 moléculas conocidas
(Montaner et al., 2001). En los mamiferos se han identificado dos formas moleculares de GnRH,
la GnRH-I o hipotalamica, la cual posee una regién que varia en estructura en diferentes
especies y una forma altamente conservada en tejido cerebral y la GnRH-Il que se encuentra en
sitios extra hipotaldamicos donde actia como neurotransmisor, con una variacién en la
secuencia de tres aminodcidos (el nimero 5, 7 y 8) (Pawson et al., 2003).

La secuencia lineal del decapéptido de GnRH en mamiferos es (Prieto y Velazquez, 2002):

pyroGlu'-His?-Trp3-Ser*-Try>-Gly®-Leu’-Arg®-Pro°-Gly!-NH2
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El procesamiento molecular en el interior de las neuronas de GnRH ocurre
fundamentalmente en el nucleo donde se da la transcripcién y el procesamiento del gen de la
Pro-GnRH, una vez que se ha formado el ARNm es transportado hasta el citoplasma o el
ribosoma, donde tiene lugar la traduccidon (Yen, 2001). Una vez sintetizado el péptido, es
transportado en la vesicula hasta la terminal sindptica, la cual finaliza en la eminencia media.
La secrecién de GnRH se da por exocitosis en respuesta a cambios en los potenciales de accién
de la membrana, que permiten la apertura de canales de calcio (Ca*?) dependientes de voltaje.
Como resultado de la entrada de calcio se activan las enzimas proteoliticas que degradan la
membrana plasmatica, de tal forma que es liberado el péptido (Charli et al., 1991).

La secrecién de GnRH se realiza en dos formas; la tdnica o de frecuencia baja que
favorecen la sintesis y liberacion de FSH y puede observarse durante la mayor parte del ciclo
ovarico, regula la foliculogénesis y esteroidogénesis, y el modo fasico o de frecuencia alta que
genera el pico preovulatorio de LH (Marshall, 1993).

La liberacién pulsatil de GnRH en la circulacion porta hipofisaria, ocurre cuando es
secretado el decapéptido de una manera sincronizada en la mayoria de las neuronas
GnRHérgicas. En teoria, se han propuesto dos mecanismos para que se dé el impulso de la
generacion pulsatil de GnRH: el primero hace referencia a la activacion periddica del soma de la
neurona y el segundo al mecanismo de sincronizacion de la liberacion de GnRH de las
terminales neuronales de la eminencia media para su posterior recaptura en la adenohipdfisis
(Gay y Sheth, 1972).

La regulacién en la sintesis y en el generador del impulso hipotalamico de la liberacion
de GnRH esta influida por varios factores como el E; y la P4, neuropéptidos (kispeptina, opioides
enddgenos, las B- endorfinas, neuropéptido Y, Galanina y la hormona liberadora de
corticotropinas (CRH)), Inhibina, Activina, neurotransmisores (acido y-amino-butirico (GABA),
Dopamina, Noradrenalina, Serotonina, Acetilcolina) y aminoacidos excitadores (Glutamato vy

Aspartato) (Herbison, 2015).
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La accién del E; sobre la red de neuronas GnRHérgicas esta dada de tres modos

fundamentales para influir en la liberacién de GnRH:

e Ruta indirecta o transinaptica: se han definido cuerpos neuronales de diferentes
neurotransmisores y neuropéptidos como GABA, glutamato y kispeptina que expresan
receptores a estrogenos (ER) y se proyectan hacia los cuerpos celulares de la GnRH, los
cuales pueden alterar la funcidn y excitabilidad de esta neurona.

e Retroalimentacion positiva: inducida por concentraciones de estradiol altos o crecientes
que modula una liberacién frecuente y alta de GnRH.

e Retroalimentacion negativa: genera una disminucién en la amplitud de los pulsos de
secrecion de GnRH. Los mecanismos mediante los cuales estradiol detiene la frecuencia
del pulso y la amplitud de la GnRH puede incorporarse de manera transindptica
indirecta o directa mediante la fosforilacién de cAMP modulando canales de potasio y
elevando las concentraciones de Ca*? intracelular de las neuronas de GnRH, y no

neuronal indirecta.

Se ha mostrado que las neuronas GnRHérgicas expresan sélo el receptor a estrégenos beta
(ER-B) en todas las especies de mamiferos examinados hasta la fecha, sin embargo, no se
conoce del todo su funcion, pero podria estar implicado como mediador de los efectos rdpidos
de E;sobre neuronas GnRH. El receptor a estrogenos alfa (ER-a) sin embargo, actia de manera
indirecta sobre la neurona de GnRH al ser expresado en células gliales o las células endoteliales

(Herbison, 2015).
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Receptores a GnRH

Los receptores a la GnRH se encuentran exclusivamente en membranas citoplasmaticas de los
gonadotropos o en células blanco de la amigdala, el hipocampo, el nucleo arqueado,
ventromedial y la sustancia gris central, donde pueden estar presentes por reciclamiento,
biosintesis de nuevos receptores y el desenmascaramiento de receptores que ya existian;
mientras que su disminucidn es resultado de Ila degradacidn, internalizacién o
enmascaramiento de los mismos cuando un agonista a GnRH se une a los receptores, los
envuelve y son internalizados para asociarse con lisosomas o con el complejo de Golgi y los
granulos de LH donde son degradados o reciclados (Prieto y Veldazquez, 2002).

La secuencia de aminoacidos del receptor de GnRH es de 327 en la rata y posee las
caracteristicas de un receptor acoplado a proteinas G, es decir, una sola cadena de aminodcidos
con una amina extracelular y siete segmentos hidrofébicos transmembranales (Prieto vy
Veldzquez, 2002).

La activacion de estos receptores por la union de la GnRH actua liberando segundos
mensajeros a través de Ggn1 principalmente para activar la fosfolipasa-C (PLC). En
consecuencia, se genera la elevacion citoplasmatica de Ca%'y la activacion de la proteina
guinasa C (PKC). Activando la sefalizacién para mediar la sintesis y secrecidon de gonadotropina
(McArdle y Roberson, 2015).

En la rata el nimero de receptores hipofisarios a la GnRH varia a lo largo del ciclo estral,
siendo menor en el estro y diestro 1, y comienzan a aumentar gradualmente hasta la tarde del

proestro, cuando alcanzan el mayor nimero de receptores (Prieto y Veldzquez, 2002).
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Receptores a estrogenos

Las hormonas esteroides comprenden a los esteroides gonadales (estrégenos, progestagenos,
andrégenos) y a los esteroides suprarrenales (glucocorticoides y mineralocorticoide).

Los estrogenos realizan sus efectos por medio de la unién con sus respectivos
receptores localizados en el nucleo y citoplasma de tejido mamario, uterino, vaginal, ovarico,
testicular, del epididimo, prostatico y encefdlico (Korach, 1994).

La unidén del estrégeno a su receptor provoca la activacion de este, mediante cambios
conformacionales que permiten que este receptor adquiera una alta afinidad a secuencias
especificas del acido desoxirribonucleico (ADN), regulando la transcripcién de uno o varios
genes minutos después de que el estrogeno se internalice en la célula blanco (Falkenstein et al.,
2000).

Se han identificado dos tipos de receptores a estrégenos: a y B formados por seis
dominios, que han sido denominados con las letras de la “A” a la “F” (Figura 5). La primera
region A/B, esta localizada en el extremo N-Terminal y es conocida como activador funcional-1
(AF-1), es la region menos conservada entre los distintos receptores nucleares (Gustafsson y
Mathews, 2003). Inmediato a él se encuentra el dominio C o regiéon de union al ADN, esta
region es la mas conservada entre los diferentes receptores nucleares y estd compuesta por
nueve residuos de cisteinas, de los cuales, ocho estan coordinados alrededor de dos iones de
Zn%* para formar los dedos de zinc, que permiten al receptor interactuar con el ADN. Esta
secuencia estd determinada por la composicién de los aminoacidos localizados entre estos dos
dedos de zinc, conocida como la caja P (P-box) (Freedman, 1992).

La regién D o regién de bisagra, permite alterar la conformacion de la proteina, participa
en la union a la proteina chaperona de golpe de calor hsp 90 (heat shock protein 90), la cual
permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo. Esta regién se
une al dominio que se va a acoplar al ADN y el dominio donde esta el ligando (Freedman, 1992).
La siguiente region es el dominio E o dominio de unién al ligando, donde se une la hormona

esteroide al receptor por lo que esta secuencia es altamente especifica.
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Finalmente, en el extremo C-terminal se encuentra el dominio F, esta region es
importante en la transcripcion, la activacion y la represion de anti-estrégenos sintéticos. En el
dominio F se asocian con mayor o menor afinidad antagonistas y agonistas sintéticos, lo que

depende del tipo de célula y del ligando (Peters y Khan, 1999).

1 185 251 355 549 595

N- ae C D E FIC ERO
1 148 214 304 500 530

N=t ap c D E FC ERp

Figura 5. Estructura del receptor a estrégenos (RE) ay [ (tomado y modificado de Richard, 2015).

Hipofisis

La hipdfisis o pituitaria es una glandula endocrina que se encuentra en la base del cerebro
alojada en el hueso esfenoides y cubierta por la duramadre (Fink, 2000). Estd unida al
hipotdlamo por el tallo hipofisario, el cual contiene a la red de vasos sanguineos del sistema
porta hipofisario y se encuentra dividida en tres partes: el I6bulo anterior, el I6bulo intermedio
(adenohipdfisis) y el I6bulo posterior (neurohipdfisis) que es una extensiéon del hipotadlamo
(Arimura, 2000). A su vez, la neurohipdfisis se divide en tres regiones: el proceso infundibular,
el tallo infundibular y la eminencia media. La adenohip&fisis se divide en la parte intermedia, la
parte tuberal y la parte distal; en la que se encuentran cuando menos cinco tipos de células que
secretan hormonas en respuesta a estimulos hipotalamicos y periféricos (Lerner y Urbina,

2008).
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La adenohipdfisis secreta diferentes hormonas entre las cuales se encuentran la
Hormona Adreno-Corticotrdpica (ACTH), Prolactina (PRL), Hormona Estimulante de la Tiroides
(TSH), Hormona Estimulante de los Melanocitos (MSH), la Hormona del Crecimiento (GH) y las
gonadotropinas (Brown, 1994), las cuales, al ser liberadas a la circulacién estimulan a sus
6rganos blancos (Brown, 1994; Arimura, 2000; Guyton y Hall, 2001).

Las células blanco para la GnRH en la adenohipdfisis son los gonadotropos, en ellos la
union de esta neurohormona genera la liberacién de gonadotropinas, sin embargo, existen
otras respuestas provocadas por la GnRH, como el aumento o disminucidn de sus receptores a
la GNRH mediante su biosintesis y la desensibilizacién de los gonadotropos (Prieto y Veldzquez,
2002). En condiciones in vitro existe una respuesta bifdsica en el nimero de receptores a
GnRH, los cuales inicialmente muestran una disminucion asociada a la desensibilizacién de los
gonadotropos, seguido de un incremento en el nimero de receptores el cual, es dependiente
de la sintesis de proteinas y de las concentraciones de calcio extracelular (Prieto y Velazquez,

2002).

Ovario

El ovario es uno de los érganos principales del sistema reproductor (Guyton y Hall, 2001), en
vertebrados se presenta como un érgano pareado a ambos lados de la cavidad pélvica superior
(Bahr et al., 1999). Estd limitado por un epitelio cubico simple derivado del peritoneo
denominado epitelio germinativo, debajo del cual se encuentra la tunica albuginea, una capa
delineada formada de tejido conectivo denso (Sanchez, 2003). Estdn suspendidos en un pliegue
peritoneal llamado mesovario y son responsables de la ovogénesis, la secrecion de hormonas
esteroides (P4, testosterona y E;) y de la secrecidn de hormonas proteicas (inhibina, actividad y
folistatina) que participan en la regulacion del eje hipotdlamo- hipdfisis-ovario (Guyton y Hall,
2001). Estd conformado por un compartimiento intersticial formado por células de la teca
interna de foliculos atrésicos, uno folicular conformado por los foliculos en crecimiento y uno

luteal formado por los cuerpos luteos resultantes de la ovulacién (Guyton y Hall, 2001).
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Ambos ovarios reciben inervacién la cual, en mamiferos estd compuesta una por una
inervacién intrinseca formada por fibras sensoriales y una inervacion extrinseca formada por
fibras parasimpaticas y simpaticas. Las fibras parasimpaticas provenientes del nervio vago
contienen diversos péptidos como la somastotantina, sustancia P, gastrina y el péptido

intestinal vasoactivo (VIP) (Mayerhofer et al., 2003).

Las fibras simpaticas, agrupadas en dos vias; el plexo ovarico (PO) y el nervio ovarico
superior (NOS), estan constituidas por neuronas catecolaminérgicas que contiene
noradrenalina; peptidérgicas que sintetizan neuropéptido Y, péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP), el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la sustancia P; asi como por

neuronas colinérgicas y gabaérgica (Mayerhofer et al., 2003).

Mediante la administracion del virus recombinante (Toth et al., 2007) se mostrd que
existen prolongaciones de neuronas del ovario que llegan hasta la médula ventrolateral, el
nucleo gigantocelular, el drea postrema, los nucleos vagales, el noradrenérgico (grupos
celulares Al y A5), los nucleos del rafe caudal, el locus coeruleus, el nicleo paraventricular del

hipotdlamo y el hipotdlamo lateral.

Foliculogénesis

El foliculo es la unidad anatdmica y funcional del ovario y estd conformado por el ovocito, las
células de la granulosa, las células de la teca y una membrana basal.

La foliculogénesis es el proceso por medio del cual ocurre el crecimiento y diferenciacion de los
foliculos (Figura 6), al pasar por varias etapas hasta la formacién de un foliculo preovulatorio

(Spicer y Echternkemp, 1986), las cuales son:

+* Foliculo Primordial: formado por un ovocito primario, rodeado por una capa de células

foliculares planas Ilamadas células pre-granulosa y una membrana basal.
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Foliculo Primario: compuesto por un ovocito primario rodeado de 2 a 8 capas de células
cubicas (células de la granulosa); en esta etapa el foliculo ha aumentado de tamafio y
comienza la formacion de la zona peliucida que separa el ovocito de las células
foliculares (Baker, 1982).

Foliculo Secundario: formado por un ovocito rodeado de 8-10 capas de células de la
granulosa entre las cuales se empieza a acumular el liquido folicular rico en acido
hialurénico, esteroides y factores de crecimiento.

En este estadio una red invade la trama fibrosa ubicada entre las células que rodean al
foliculo, constituyendo a la teca interna. Por fuera de esta capa se diferencia la teca
externa rica en tejido conectivo y fibroblastos.

Foliculo Preantral: conforme el foliculo va creciendo y diferencidndose, se forman
espacios (cuerpos de call-exner) entre las células granulosas por la secrecion de licor
folicular, los cuales se iran uniendo para formar el antro folicular. La capa de células de
la teca se hace aun mas prominente.

Foliculo Preovulatorio: aparece el cumullus oophorus (acumulacion de células de la

granulosa que suspende al ovocito) y se forma el antro folicular (Baker, 1982).
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Figura 6. Etapas y cambios en la estructura de un foliculo durante su desarrollo; en la imagen se muestra sefialado
con el numero 1) a las células de la pre-granulosa de un foliculo primordial, 2) al ovocito, 3) a las células de la
granulosa, 4) a la zona peltcida, 5) a las células de la teca, 6) a los cuerpos de call-exner, 7) al antro folicular y 8) al

cumullus oophorus (Tomado y modificado de http://www.uam.es/departamentos/ciencias/biologia/citologia).

La formacion y el crecimiento inicial de los foliculos ovaricos, no es mediada por la
actividad de las gonadotropinas ya que las células de la pre-granulosa que conforman a los
foliculos primordiales no expresan receptores a gonadotropinas. El paso de un foliculo
primordial a un primario estd regulado por proteinas que actian entre las células somaticas del
ovocito y las del foliculo, como los activadores de AMPc, el factor de crecimiento y
diferenciacion-9 (GDF-9) perteneciente a la familia de los factores de crecimiento
transformantes—B (TGF-B) / activina y el factor de crecimiento de fibroblasto—7 (FGF-7 o KGF).
(Hunzicker y Mayo, 2015).
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Tras la estimulacion apropiada de la FSH y LH a su célula diana en el ovario, los foliculos
producen hormonas que proporcionan un ambiente dptimo para su crecimiento, la maduracion
del ovocito y la ovulacién.

El 17B- estradiol induce la mitosis de las celulas de la granulosa, evento que resulta en el
crecimiento del foliculo, asi mismo estimula la formacion de receptores a FSH a partir del
foliculo primario y los de LH cuando el foliculo alcanza el estadio preovulatorio.

Una vez que las células de la granulosa proliferan y expresan receptores a FSH, el
foliculo continta su crecimiento y como consecuencia desarrolla un antro lleno de liquido.

La FSH regula la expresion de 500 genes en la célula de la granulosa que promueven el
crecimiento folicular, ya que codifican para moléculas de sefializacidn intracelular y moléculas
promotoras implicadas en la reorganizacion de los microtubulos y citoesqueleto de actina.

Sélo un pequefio subconjunto de los foliculos ovaricos sobrevive a la madurez, la mayor parte
se pierde en el camino mediante un proceso de muerte celular programada denominado

atresia (Hunzicker y Mayo, 2015).

Esteroidogénesis

El proceso de esteroidogénesis en el ovario se lleva a cabo dentro de los foliculos, de acuerdo
con la teoria de la doble célula- doble hormona (Figura 7), es decir, se produce en dos tipos
celulares que conforman el foliculo: las células de la teca interna que contiene receptoresa LHy
células de la granulosa que pose receptores a FSH (Fernandez., 1983).

Las hormonas esteroides tienen como precursor al colesterol, el cual puede obtenerse
de tres fuentes principales: el colesterol que circula en la sangre unido a lipoproteinas de alta 'y
baja densidad, el que se sintetiza de novo dentro del ovario a partir de la acetilcoenzima-A y el
que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en las gotas lipidicas (Tresguerres y

Castillo, 1999).
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Figura 7. Esquema de la esteroidogénesis en el foliculo ovarico, basado en la teoria de la doble célula-

doble hormona.

El primer paso en la sintesis de hormonas esteroides es la formacion de la

pregnenolona, a partir de la unién de la LH a los receptores que se encuentran en la membrana

celular de las células de la teca interna, lo cual induce la formacién de adenosin-monofosfato

ciclico (AMPc) a partir de adenosin-trifosfato (ATP), este activa al complejo enzimatico

citocromo P450 que cataliza la formacién de pregnenolona en la membrana interna de las

mitocondrias de las células de la teca (Gore-Langton et al., 1994; Hinshelwood, 1999).

Una vez sintetizada la pregnenolona, sale de la mitocondria y se transforma en

progesterona (P4); es a partir de ésta que se forma la 17-hidroxiprogesterona la cual, por la

accién de la C17, 20-liasa se biotransforma a androstenediona, que se convierte a testosterona

por accién de la enzima 17B-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (17B-HSD) (Gore-Langton et al.,

1994; Hinshelwood, 1999).
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La androstenediona y testosterona se difunden a través de la membrana basal y llegan a
las células de la granulosa, donde son aromatizadas a estrégenos por el complejo enzimatico
P450-aromatasa, que se activa por el incremento de AMPc a partir de ATP inducido por la unién
de la FSH a sus receptores en las células de la granulosa. La testosterona se transformara en
estradiol (E2) y la androstenediona se transforma en estrona, que serd transformada en E; por

medio de la enzima 17B-HSD (Gore-Langton et al., 1994).

Participacion de la Acetilcolina en la regulacion del eje Hipotadlamo-Hipdfisis- Ovario.

La ACh es uno de los neurotransmisores que participa en la regulacion de la secrecién de la
GnRH, a pesar de que la via colinérgica rara vez produce sinapsis en las neuronas GnRH, se ha
sugerido una ruta no sinaptica dominante en esta comunicacion neural (Herbison, 2006).

Everett et al. (1949) mostraron que el sistema colinérgico participa de manera
estimulante en la regulacion de la secrecion preovulatoria de la LH que ocurre en el dia del
proestro, al observar que la inyeccién de un antagonista del sistema muscarinico bloqueaba la
ovulacidn en el dia del estro esperado.

Experimentos in vitro muestran que en POA existe una relacién directa entre la
concentracion de 17B-estradiol y la proporcién de receptores muscarinicos de alta y baja
afinidad (Egozi et al., 1986), que cambia a lo largo del ciclo estral, ya que en la mafiana del dia
del proestro aumenta la proporcién de sitios de unién de alta afinidad a los agonistas
muscarinicos (60%), comparado a lo observado en diestro-2 o en la tarde del proestro (35%).

Los cambios significativos en los receptores muscarinicos coinciden con el llamado
“periodo critico”, caracterizado por altas concentraciones de estrégenos y un gran nimero de

receptores a estréogenos en POA (Egozi y Kloog, 1985).
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El contenido de ACh, y el numero y la afinidad de sus receptores cambia durante el ciclo
estral. En el dia del diestro-1 se presentan las concentraciones maximas de ACh y en el diestro-2
las minimas. Las concentraciones de ACh en POA-AHA presentan diferencias asimétricas, en el
dia del diestro-1 y en el proestro el lado derecho de POA-AHA tiene una mayor concentracion
de ACh que el lado izquierdo. También los receptores presentan diferencias asimétricas en la
afinidad, la cual es mayor en el lado izquierdo de POA-AHA en los dias del estro, diestro-1y
proestro (Cruz et al., 1997).

En la hipdfisis la ACh actiia como un factor pardcrino mediador de la actividad de Ca?,
pero no se han identificado los receptores que median su accién y los tipos de células en los
gue actuan estos receptores, sin embargo, se ha identificado la expresion de ARNm de los
receptores muscarinicos Ma, M3 en la hipdfisis (Zemkova et al., 2012). Estudios in vitro con
células de hipdfisis e hipotdlamo muestran que la ACh estimula la liberacion de la FSH y LH
(Egozi y Kloog, 1985), y se ha mostrado que la activacidon de los receptores Ma por ACh en la
hipdfisis resulta en inhibicién de AMPc causando la liberacion de LH (Zemkova et al., 2012).

La ACh llega al ovario mediante los nervios parasimpaticos y el transporte de vasos
sanguineos a las células intersticiales, las células de la teca y posiblemente el cuerpo luteo, sin
embargo las células de la granulosa que son las células blanco de las ACh no hacen contacto
con estas fibras nerviosas ya que estas no cruzan la ldmina basal que separa a las células de la
teca y la granulosa (Cooke y Payne 1988), esto hizo pensar que la ACh llegaba por difusién a las
células de la granulosa (Mayerhorfer et al.,1999).

Las células de la granulosa de humano y otros primates poseen receptores muscarinicos
de los tipos MI, M3 y M5 y que son estos los que median la funcién de la ACh autdcrina y
pardcrina sobre el ovocito, las células de la granulosa luteales o ambas (Mayerhorfer et al.,
2003), modulando de manera estimulante la produccién de hormonas esteroides (Kornya et al.,

2001).
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Acetilcolina: sintesis y liberaciéon

La ACh (Figura 8) es un neurotransmisor del CH
sistema nervioso parasimpatico, se sintetiza a H
2
partir del acetato y colina, que son obtenidas de C +Nb
. , \ / \ / /,"'.
la corriente sanguinea o de la recapturada en el o) C CH_v,
espacio sinaptico, donde se encuentra como H2 CH3

Figura 8. Estructura quimica de la Acetilcolina (Tomado de
Mendoza, 2008).

producto de su degradacidon por medio de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Mendoza,
2008).

La sintesis de ACh se lleva a cabo en el soma de la neurona y esta catalizada por la
enzima colino-acetil-transferasa (ChAT), cuya mayor actividad se encuentra en el nucleo
interpeduncular, el nucleo caudado, la retina, el hipocampo, la corteza cerebral y las raices
ventrales de la médula espinal.

En las terminales colinérgicas, la ACh es liberada como resultado de cambios en los
potenciales de accidon de la membrana, que permiten la apertura de canales de Ca*?
dependientes de voltaje activando asi proteinas contractiles del citoesqueleto, lo que facilita
gue la vesicula que contiene la ACh, sea llevada directamente a la membrana presindptica y
liberarla por exocitosis al espacio sinaptico (Stidhof, 1995).

La neurotransmision colinérgica concluye con la inactivacion de la ACh, que implica la

hidrdlisis del neurotransmisor, en la que la AChE produce colina y acetato (Felder, 1995).
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Figura 9. Sintesis, liberacion y recaptura de la
acetilcolina (ACh), 1) Sintesis de la ACh en el
soma de la neurona colinérgica a través de la
colino-acetil- transferasa (ChAT), 2) liberacion
de la acetilcolina en la hendidura sindptica, una
vez liberada es rdpidamente degradada por la
enzima acetilcolinesterasa  (AChE) 'y 3)
recaptura de la colina en la terminal axdnica
(Tomado de
http://neuroquimicaclinica.blogspot.mx/20

10/08/neurotransmisor-de-la semana.html).
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Receptores para Acetilcolina

La ACh se une a dos tipos de receptores colinérgicos de membrana:

+* Los receptores nicotinicos permiten la apertura de canales idnicos, los cuales generan

respuestas rapidas y estan localizados en los ganglios simpaticos, en el SNC y la placa

muscular (Gotti et al., 1997).
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% Los receptores muscarinicos (MAChR) que interactlan con proteinas unidas a
nucledtidos de guanina (proteina G); participan en los efectos de la ACh en las sinapsis
post ganglionares, en el musculo liso, corazén y glandulas exocrinas; son responsables
también de los efectos de ACh en el SNC y ganglios autondmicos (Unwin, 1995). Estan
localizados en varias zonas del cerebro como la corteza cerebral, el cuerpo estriado, el
hipocampo, el tdlamo, el hipotdlamo, el cerebro medio, la médula espinal, el cerebelo y

el cordodn espinal (Wei et al., 1994).

Los receptores muscarinicos se encuentran en la membrana citoplasmatica, poseen siete
dominios transmembranales y los extremos tanto amino como carboxilo terminal, que se
localizan dentro y fuera de la neurona respectivamente (Richmond et al, 1999). Se han
identificado cinco subtipos identificados como m1, mz, ms, ma 'y ms (Bonner et al., 1988).

Los receptores muscarinicos pueden ser inhibidos por farmacos especificos, como la
atropina (ATR), que es clasificada como un farmaco antagonista que impide cualquier tipo de

acciéon que pueda tener la ACh sobre cualquiera de los cinco receptores muscarinicos.

La ATR (Figura 10) es un alcaloide presente en

CH20H

plantas de la familia Solanaceae Atropa belladona vy ﬁ) ‘
. ;. , .. N-»CH: oC

Datura stramonium; quimicamente es un éster organico C(

H

formado por el acido trépico y una base organica

(tropina) (Velazquez et al., 2008). Atraviesa la barrera

Figura 10. Estructura quimica de la atropina (Tomado

hemato-encefalica, por lo que sus efectos llegan a SNC. de Stoelting, 1991).

Su constante de afinidad (pKq) promedio para los diferentes receptores es de 9 a 9.8 y su
acciéon puede durar de 45 min a 1 h y su vida media de eliminacién es de 2.3 h, posteriores a las
cuales experimenta hidrélisis con la formacién de metabolitos inactivos de acido trdpico y

tropina (Stoelting, 1991).
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Vias colinérgicas aferentes al hipotalamo y receptores muscarinicos en POA-AHA

En el SNC las neuronas colinérgicas se organizan principalmente como circuitos locales vy
neuronas de proyeccion. En el cerebro anterior de la rata se han identificado dos vias

colinérgicas principales:

++ La via tegmental dorsal, cuyos somas neuronales colinérgicos se localizan en el nucleo
cuneiforme de la formacién reticulada mesencefalica, que proyectan sus fibras hacia el
téctum, el drea pretectal, los cuerpos geniculados, el tdlamo y el sistema limbico.

< La via tegmental ventral, cuyas neuronas se encuentran en la sustancia negra y el
nucleo tegmental ventral del cerebro medio y sus fibras nerviosas viajan a lo largo del
haz tegmental ventral y atraviesan el hipotalamo y el subtidlamo hasta llegar al tallo

cerebral (Nistico y Muller, 1989).

Existen grupos neuronales colinérgicos densos en el nidcleo submamilar del hipotalamo y
otras neuronas dispersas en el area predptica (POA), y en las areas posterior y lateral del
hipotalamo (Nisticd y Miuller, 1989), areas hipotalamicas donde también se encuentran las

neuronas GnRHérgicas.

Asimetrias

La primera evidencia que llevé a considerar la existencia de una asimetria funcional y una
dominancia cerebral fue dada en 1861 por Paul Broca, al informar que las afasias cerebrales
eran provocadas por malformaciones o lesiones en una region delimitada del hemisferio
izquierdo. Esta fue la base fundamental para observaciones subsecuentes, a partir de las cuales
se formulé la teoria clasica de la lateralizacion, que comprende la existencia de un hemisferio

dominante para una funcién especifica (Gerendai y Halasz, 2001).
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En cambio, la asimetria implica una respuesta desigual y opuesta que se produce ante
un mismo estimulo, que puede provenir de un centro localizado en el mismo lado del cuerpo
(ipsilateral) o del lado opuesto (contralateral) (Gerendai y Halasz, 2001).

Desde finales de la década de 1960, se mostré que cada hemisferio es dominante en
ciertas funciones y que la asimetria esta presente en todo el reino animal. Por otra parte, una
gran cantidad de datos indican la existencia de asimetria en las areas subcorticales y en las
estructuras neuronales, ya sea morfoldgica, bioquimica, farmacolégica y funcionales. Los
estudios que conducen a la primera descripcion de asimetria en el control neural de las
glandulas endocrinas fueron originalmente disefiados para demostrar la existencia de una
relacion neuronal directa entre el cerebro y las glandulas enddcrinas (Gerendai y Halasz, 2001).

La asimetria no solo se restringe a aspectos macroscépicos, sino que también incluye al
tamario de las neuronas y su distribucién dendritica. Estas asimetrias funcionales y anatémicas
pueden acompanarse o no, de diferencias en el contenido de neurotransmisores y de algunos
aminodacidos esenciales. En la rata se describen como asimétricas las concentraciones de
noradrenalina en el cuerpo estriado y el talamo, la concentracidon de serotonina en el cuerpo
estriado y el nucleo acumbens y la cantidad de dopamina en la corteza cerebral y el nucleo
acumbens (Mora et al., 1948; Rosen et al., 1984; Oke et al., 1978; Robinson et al., 1985).

Gerendai et al., (2001) mostraron que los mecanismos neuroendocrinos que se generan
en las porciones izquierda y derecha de POA-AHA son diferentes, al indicar que, en la rata
hembra, la concentracion de la GnRH en la porcién derecha del hipotalamo medio basal (HMB)
era el doble que la del lado izquierdo. Dicha asimetria también fue mostrada en la rata macho,
pero ésta solo se observa en horas especificas del dia (Bakalkin et al., 1984).

La region predptica responde de manera asimétrica a las hormonas esteroides; el
implante de estradiol en el lado derecho de POA o del nucleo ventromedial de ratas hembras
prepuberes provoca masculinizacidon cuando los animales llegan a la edad adulta, en cambio

cuando el E; se implanta en el lado izquierdo ocurre defeminizacion (Nordeen y Yahr, 1982).
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En la rata adulta con ambas gdnadas, la lesidn unilateral electrolitica en el hipotdlamo
anterior reduce en un 50% el nimero de animales ovulantes mostrando que cada lado de esta
zona puede ser capaz de compensar parcialmente la ausencia de la otra, sin embargo, en estos
animales la lesién causé una disminucién en el nimero de ovocitos liberados de manera
asimétrica, siendo mayor en el ovario derecho que en el izquierdo (Cruz et al., 1990).

En la rata adulta con ovariectomia unilateral (ULO), la lesion electrolitica en POA
izquierda reduce el porcentaje de animales ovulantes mientras que la del lado derecho no Ila
afecta (Cruz et al., 1990).

Hay resultados convincentes que sugieren la presencia de una asimetria funcional
gonadal, indicando un mayor potencial funcional por parte del ovario izquierdo, ya que éste
libera de manera normal mas ovocitos que el del lado derecho (Dominguez et al., 2003), asi
mismo en la rata hembra, la extirpacién de uno de los ovarios resulta en el aumento del
contenido de GnRH del mismo lado del HMB (Gerendai et al., 1979).

Finalmente, Cruz et al., (2006) mostraron que cuando se extirpa el ovario izquierdo, la
concentracion sérica de 17B-estradiol es semejante a la de un animal con ambos ovarios,
mientras que cuando se extirpa el ovario derecho, la concentracidon de E; es menor; lo que

sugiere que cada ovario secreta diferente cantidad de la hormona.

Diversas evidencias sugieren también una regulacién asimétrica por parte de factores
hormonales y neuroendocrinos implicados en la ovulacion. Un ejemplo de esto es la influencia
asimétrica de los receptores muscarinicos de POA-AHA sobre la secrecion de GnRH durante el
ciclo estral (Cruz et al., 1989; Cruz et al., 1992). De acuerdo con Cruz et al., (1989) el implante
de atropina en de POA-AHA-D (a las 13:00 horas del dia del estro) bloquea la ovulacidn,

mientras que el lado izquierdo no la afecta.

Sin embargo, si el farmaco se coloca en el dia del diestro-1, ambos implantes (los del
lado izquierdo y del lado derecho) bloquean la ovulacién; en el dia del diestro-2, sélo los
implantes del lado izquierdo causan una disminucién de la ovulacion, y en el dia del proestro los

implantes en uno u otro lado de POA-AHA no la modifican (Cruz et al., 1989).
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Se ha mostrado que la falta de ovulacion en animales con implante unilateral de
atropina en POA-AHA-D realizado en el estro se modifica por la falta de uno u otro ovario, ya
gue, al extirpar un ovario en este dia, el efecto por el implante de atropina se invierte, siendo

ahora los animales con implante en el lado izquierdo los que no ovulan (Cruz et al., 1992).

Esta falta de ovulacién en animales ULO y con implante de atropina en POA-AHA es
explicado por las modificaciones en la secrecion fasica de la GnRH en la tarde del proestro, ya
gue la inyeccidn subcutanea de LHRH sintético a las 14:00 horas de este dia, induce la ovulacion
en ratas con implante de atropina que no habian ovulado (Cruz et al., 1992), modificacidon que
parece ser el resultado de una alteracion en el efecto “feedback” estimulante de los estrégenos
en la porcion derecha de POA-AHA, ya que al reestablecer esta sefial ovarica en la tarde del
diestro-2 (inyeccion subcutdnea de 10ug benzoato de estradiol), induce la ovulacién sélo en
aquellos animales con implante de atropina en el diestro-1 del lado izquierdo de POA-AHA (Cruz

etal., 1992).

Esta asimetria ha sido descrita del mismo modo en la actividad de la ChAT entre el lado
izquierdo y derecho de POA-AHA a lo largo del ciclo estral, ya que en el estro donde esta
diferencia es mas marcada ya que la concentracién de esta enzima es mucho mayor en el lado

derecho (Sanchez et al., 1994).
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JUSTIFICACION

En POA-AHA, la unién de la ACh a los mAChR regula de manera estimulante la ovulacidn, y es
asimétrica en los dias del estro y el diestro-2. Cruz et al., (1989) mostraron que el bloqueo
permanente o crénico por 96 horas de los receptores muscarinicos, mediante el implante de
cristales de atropina, en la porcidon derecha de POA-AHA (a las 13:00 horas del dia del estro)
bloquea la ovulacién, mientras que del lado izquierdo no causa efecto. Esta falta de ovulacion
se modifica por la falta de uno u otro ovario, ya que al extirpar un ovario en el dia del estro el
efecto por el implante de atropina se invierte, siendo ahora los animales con implante en el

lado izquierdo los que no ovulan (Cruz et al., 1992).

Se ha sugerido que la cantidad de E; secretada por cada ovario es diferente, ya que
cuando se extirpa el ovario izquierdo, la concentracién sérica de esta hormona es semejante a
un animal con ambos ovarios, mientras que cuando se extirpa el ovario derecho, la
concentracion de estradiol es menor (Cruz et. al., 2006), por lo que el efecto “feedback”
enviado por los ovarios al hipotalamo podria verse alterado. Ademas, se ha mostrado que el E;

regula la actividad de las neuronas colinérgicas (Egozi et al., 1986).

Por lo que en este estudio se decididé analizar si la falta de un ovario influye en Ila
respuesta al bloqueo agudo de los receptores muscarinicos en POA-AHA sobre la ovulacion. Asi
mismo, se estudiard en ratas con bloqueo de los receptores muscarinicos la sensibilidad del
hipotdlamo al estradiol, de la hipdfisis a la GnRH y del ovario a la LH y como ésta puede estar

alterada por la falta de un ovario.
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HIPOTESIS

Dado que en el dia del estro el bloqueo crénico por 96 horas del sistema muscarinico en POA-
AHA regula de forma asimétrica la ovulacion, que el 17B-estradiol regula la actividad de las
neuronas colinérgicas y de que este esteroide es secretado en cantidades diferente por uno u
otro ovario, entonces la ausencia de una de las génadas, que implica la disminucién o no de la
concentracion de E,, alterara la funcion asimétrica que ejerce el sistema muscarinico de POA-

AHA sobre la ovulacidn.

OBJETIVOS GENERALES:

o,

% Estudiar la participacién de los ovarios en los mecanismos de regulacién del

sistema muscarinico de POA-AHA sobre la funcion ovarica.

¢+ Analizar la sensibilidad del hipotdlamo al E, de la hipdfisis a la GnRH y del ovario a

la LH en ratas con ULO y bloqueo del sistema muscarinico de POA-AHA.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Cuantificar los efectos de la ULO sobre la funcidn ovdrica y la concentracién sérica de E;,

FSHy LH.

2. Cuantificar los efectos del bloqueo unilateral y agudo de los mAChR de POA-AHA sobre

la funcién ovarica y la concentracioén sérica de E;, FSH y LH.

3. Cuantificar los efectos del bloqueo unilateral agudo de los mAChR de POA-AHA en

animales con ULO, sobre la funcién ovarica y la concentracién sérica de E;, FSH y LH.

4. Estudiar la sensibilidad del hipotalamo al E;, de la hipdfisis a la GnRH y del ovario a la LH
en ratas con ULO, con el bloqueo unilateral agudo de los mAChR de POA-AHA, o con

bloqueo unilateral agudo de los mMAChR de POA-AHA en ratas con ULO.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES

En este estudio se utilizaron ratas hembra adultas ciclicas de la cepa ClIZ-V de tres a cuatro
meses de edad, con peso corporal de 190-260 gr, alojadas en grupos de siete individuos por
jaula, mantenidas en condiciones controladas de iluminacién (luces encendidas de 5:00 a 19:00
horas) y temperatura (22 +1 °C), con acceso libre al alimento (Purina lab chow 5001) y al agua.

El ciclo estral de cada uno de estos animales fue estudiado mediante la toma diaria de
frotis vaginal, que se realizaron entre las 9:00 y 9:30 h. Unicamente se utilizaron aquellos
animales que presentaron al menos dos ciclos consecutivos de cuatro dias.

En el dia del estro, las ratas fueron seleccionadas al azar para incluirlas en algunos de los
grupos experimentales (intactos o grupo testigo absoluto, con laparotomia unilateral izquierda
o derecha, con ULO izquierda o derecha, con microinyeccidon de agua izquierda o derecha, con
microinyeccién de atropina izquierda o derecha y con ULO izquierda o derecha en animales con
microinyeccion unilateral de atropina).

El grupo intacto o testigo absoluto fue conformado por 6 animales intactos sin ninguna
manipulacion adicional a la toma de frotis vaginal.

Todos los animales, excepto los del grupo testigo fueron anestesiados con (25mg/kg) de
pentobarbital sddico, inyectado por via intraperitoneal, entre las 12:10 y las 12:30 h del estro y
fueron sometidos a los distintos tratamientos siguiendo la metodologia particular para cada

objetivo planteado.

Todos los animales de los grupos experimentales fueron sacrificados por decapitaciéon
entre las 9:00 y 10:00 horas del estro esperado. Se disecaron los ovarios y el utero, de los
ovarios se separo el oviducto para contar el nUmero de ovocitos liberados en un microscopio
estereoscopico (Olympus SZ2-LGCL) (Figura 11). Los ovarios y le utero fueron pesados en una
balanza de precision (ESJ SERIES, modelo: ESJ200-4), su peso se expresé como media + e.e.m.

del peso relativo (mg/100 g de peso corporal).
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Figura 11. Oviducto y ovocitos contenidos en el mismo de un animal intacto sacrificado en el dia del estro. Las
flechas sefialan a los ovocitos dentro (a) y fuera del oviducto)
Los cerebros de los animales microinyectados se extrajeron del craneo y fueron fijados
en para-formaldehido al 4% por 48horas; se cortaron en un vibratomo (Sectioning System 3000.
Technical Products International, INC) en sentido coronal y en forma seriada a 60 um. Con la
ayuda de un microscopio estereoscdpico se procedié a localizar el area de la microinyeccion,

utilizando el atlas del cerebro de la rata (Koning y Klippel. 1963) (Figura 12).

Figura 12. Zona de microinyeccion, a) del lado izquierdo y b) lado derecho de POA-AHA. Las flechas sefialan la

trayectoria de la aguja insertada
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CUANTIFICACION DE HORMONAS

Para evaluar los efectos de aquellos tratamientos que modificaron la ovulacién sobre la
concentracion preovulatorias de E;, LH y FSH, grupos de 6 animales con estos tratamientos
fueron sacrificados por decapitacidén para la obtencién de suero sanguineo a las 9:00 y 17:00 h
del proestro esperado (Pe).

Para ello, la sangre del tronco que fue colectada en tubos de ensayo se dejo reposar
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd (Centrifuge Power Spin MX. C5624)
a 3500 rpm durante 15 min. Se obtuvo el suero y fue almacenado a 4°C en alicuotas de 300 plL
en tubos Eppendorf, hasta el dia de la cuantificacién de las hormonas.

La cuantificacién de las concentraciones séricas de LH y FSH, fue realizada por Radio
Inmuno Analisis (RIA) mediante el uso de estuches comerciales para LH (NIDDK-anti- r LH-S-11)
y para FSH (NIDDK-anti- rFSH-S-11). Se utilizaron tubos de polipropileno impregnados con
anticuerpo de coneja y viales marcadas de acuerdo a su hormona (para FSH fueron marcados
con I-12> anticuerpo policlonal en fase liquida y anti-FSH monoclonal inmovilizado, utilizando
una dilucidn inicial de 1:62500 en los tubos de polipropileno; para LH marcados con I-1?°
anticuerpo policlonal en fase liquida y anti-LH monoclonal inmovilizado con una dilucién
1:25200 en los tubos de polipropileno). A cada tubo se le adicionaron 100uL del suero de la
muestra mas 1000uL de la hormona marcada, fueron agitados durante un minuto y se

incubaron a temperatura ambiente durante tres horas.

Posteriormente se decantaron y se limpiaron por la parte externa del tubo y finalmente
con la ayuda de un contador de centello Gama (modelo Cobra 5005, Packard), se cuantifico la
cantidad de hormona problema con un coeficiente de variacion para LH 7.4% y 12.1% intra e

inter ensayo fueron, mientras que para FSH fueron de 9.3% y 14.6%.

Los datos de la concentracidn de FSH y LH se expresaron en ng/mL. La curva patrén fue
establecida mediante calibradores para cada hormona (FSH-1*?°: 0, 1.5, 5, 15, 30, 60 y 100
ng/mL; LH-1*?*: 0, 1, 5, 7, 15, 30, 75, 150 y 300 ng/mL).
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La cuantificacion de la concentracidn sérica de E; se realizé mediante ensayo inmunoenzimatico
(ELISA), mediante el uso del kit comercial (DRG® para Estradiol). Se utilizé una placa de 96 pozos
sensibilizada al anticuerpo policlonal anti-estradiol, a cada pozo se le afiadieron 25 uL de Ia
muestra o del control del kit (dependiendo del arreglo en la placa) y se dejaron incubar durante
5 minutos. Inmediatamente después se le agregaron 200 uL de la enzima conjugada y se agito
durante 10 segundos. Pasado el tiempo se incubaron durante 120 minutos, se realizaron tres
lavados con solucién de lavado e inmediatamente se le adicionaron 100 pL de solucion de

sustrato y se dejd incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Al finalizar el tiempo se agregaron 50 uL de solucién de paro y se dejaron reposar
durante 10 minutos. Finalmente se realizé la lectura de la placa utilizando el espectrofotémetro
Multiskan™ GO (Marca Thermo Scientific™), a una absorbancia de 450+10 nm. Los datos de la
concentracion de E, se expresaron en pg/mL. La curva patréon fue establecida mediante

calibradores a distintas concentraciones (0, 25, 100, 250, 500, 1000 y2000 pg/mL).

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos obtenidos del porcentaje de animales ovulantes fueron analizados por la prueba de
Probabilidad exacta de Fisher y expresados como porcentaje del total de animales del grupo y
el nimero de ovocitos liberados fue analizada por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba de Dunn. El peso de los ovarios y del Utero mediante un Andlisis de Varianza Multiple,
seguido de la prueba de Tukey. Para los casos en que se compararon los resultados de dos
grupos experimentales, se utilizé la prueba de “t” de Student o la “U” de Mann-Whitney. En
todos los casos se consideraron significativas las diferencias en las cuales la probabilidad fue
menor o igual a 0.05 (p < a 0.05).

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa estadistico GraphPad InStat

version 3.05.
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OBJETIVO PARTICULAR: CUANTIFICAR LOS EFECTOS DE LA ULO SOBRE LA FUNCION
OVARICA Y LA CONCENTRACION SERICA DE E,, FSH Y LH.

MATERIALES Y METODO

Con la finalidad de evaluar el efecto de extirpar uno u otro ovario a las 13:00 h del dia del estro
sobre la ovulacion, 8 animales previamente pesados y anestesiados fueron sometidos a una
laparotomia dorso lateral (LPD) del costado izquierdo o derecho (-I, -D) o a una ULO.
Veinticuatro horas después del tratamiento se continud con la toma de frotis diaria hasta el dia
de su sacrificio, en el dia el estro esperado del ciclo siguiente al que se llevaron a cabo los

tratamientos.

Laparotomia dorso lateral (LPD): usando jabon quirdrgico y una navaja de afeitar se procedid a
limpiar y rasurar el costado izquierdo o derecho. Se realizdé una incision de piel y musculo de

aproximadamente un cm, después de la cual se procedid a suturar el musculo y la piel.

Ovariectomia unilateral (ULO): una vez realizada la incision del mismo modo que en las LPD, se
exteriorizé uno de los ovarios (- o -D) y con ayuda de unas pinzas Kelly se corté el flujo
sanguineo entre el cuerno uterino y el ovario. Se realizé una ligadura en esta zona con sutura
estéril, se separd el ovario y se introdujo el cuerno uterino a la cavidad para suturar el musculo
y la piel. El ovario extirpado fue separado de la grasa y del oviducto, para ser pesado en la
balanza de precision.

Con los datos obtenidos del peso del ovario y del niumero de ovocitos liberados, se
procedid a calcular la hipertrofia compensadora del ovario (HCO) y la ovulacién compensadora

(OC) mediante las siguientes formulas:

HCO = peso del ovario remanente — peso del mismo ovario del animal con LPD 100
- peso del mismo ovario del animal con LPD x

#ovocitos liberados por el ovario remanente — #ovocitos liberados por el mismo ovario del animal con LPD

oc x 100

#ovocitos liberados por el mismo ovario del animal con LPD
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RESULTADOS

Porcentaje de animales ovulantes

El porcentaje de animales ovulantes al dia del estro esperado no se modificé por la LPD, con
respecto a los animales intactos (LPD-l: 100% o LPD-D: 100% vs. Intactos: 100%). La ULO
tampoco provocé cambios en el porcentaje de animales ovulantes con respecto a la LPD (ULO-I:

80% vs. LPD-1: 100%; ULO-D: 82 % vs. LPD-D: 100%).

Numero de ovocitos liberados

La LPD unilateral no modificé el nimero total de ovocitos liberados con respecto a la de los
animales intactos. Del mismo modo la ULO no modificé el nimero total de ovocitos liberados

con respecto a las LPD (Grafica 1).
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M
1

Numero de ovoitos liberados
(media = e.e.m.)
[a]

O_ —_—

Intactas LPD-I ULO- | LPD-D ULO-D

Grdfica 1. Efecto de la LPD-l o LPD —D o de la ULO- | 0 ULO-D realizadas a las 13:00 h del estro, sobre el nimero
total de ovocitos liberados en el dia del estro esperado. En los grupos intactos o con LPD se grafican los ovocitos

liberados por ambos ovarios.
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El nimero de ovocitos liberados por el ovario remanente de las ratas con ULO aumentd
con respecto al ovario correspondiente en la LPD (ULO-I: 11.1 + 0.7 vs. LPD-1: 5.8 £ 0.5, p<

0.0025; ULO- D: 13.8 + 1.4 vs. LPD- D: 6.6 £ 1.0 p< 0.0012)

Al expresar el numero de ovocitos liberados como OC se observé que el ovario derecho
del animal con ULO-I liberé un 90% mas de ovocitos que el mismo ovario de los animales con
LPD-I, del mismo modo, el ovario izquierdo remanente de los animales con ULO-D liberé un

108% mds con respecto al mismo ovario de los animales con LPD-D.

Peso de los ovarios y del ttero

Ni las LPD ni las ULO, modificaron el peso de los ovarios y del utero (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efectos de la LPD-1 o LPD —D o de la ULO- | o ULO-D realizadas a las 13:00 h del estro, sobre la masa de

los ovarios y del Utero (mg/100 g de masa corporal) en el estro esperado.

Grubos exberimentales Ovario Izquierdo Ovario derecho

P P media *+ e.e.m. media * e.e.m. media + e.e.m.
Intactas 17.0£0.9 175+ 0.7 1749+ 6.8
LPD- | 194+1.8 17.1+1.1 196.3+8.9
uLo-1 e 20.4+0.8 164.7 £+ 9.3

EE Y
Intactas 17.0+0.9 175+ 0.7 1749+ 6.8
LPD-D 18.1+1.1 179+15 188.1 + 6.7
ULO- D 21.7+09  mmmmmm- 185.6 + 8.8

Al expresar el peso de los ovarios como HCO se observd que el ovario derecho
remanente de las ratas con ULO-I compensa un 20% con respecto al mismo ovario de los
animales con LPD-I. De igual manera, el ovario izquierdo remanente de los animales con ULO-D

compensa un 18% con respecto al mismo ovario de los animales con LPD-D.
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OBJETIVO PARTICULAR: CUANTIFICAR LOS EFECTOS DEL BLOQUEO UNILATERAL
AGUDO DE LOS mAChR DE POA-AHA SOBRE LA FUNCION OVARICA Y LA
CONCENTRACION SERICA DE E,, FSH Y LH.

R/

< Experimento 1. Seleccion previa del vehiculo en el que fue disuelta la atropina y que al ser
microinyectada en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA a /as 13:00 del estro no altero /a
owvulacion espontanea.

Con el propdsito de seleccionar el solvente en el que se diluiria la atropina, se utilizaron grupos
de 5 animales previamente anestesiados, los cuales fueron colocados en un aparato
estereotaxico (modelo 900, David Kopf Instruments, USA). Con jabdn quirdrgico y una navaja
Guillet se rasurd la piel de la zona dorsal de la cabeza, se realizé una incisiéon en el cuero
cabelludo de aproximadamente un cm de largo, desde el hueso frontal a la parte media de los
parietales; se limpid la zona con agua oxigenada para visualizar el punto de referencia Bregma
(punto de unién de los huesos parietales con el frontal) (Figura 13); vy con base en las
coordenadas del atlas del cerebro de la rata de Koning vy Klippel (1963) se seleccionaron las
mismas para llegar a POA-AHA (Antero-Posterior (AP)= -0.4, Medio-Lateral (ML)= + 0.6,
Ventral= - 0.86). Se perforé el craneo con un roto-motor odontolégico (Marca DREMEL,
modelo300, Hecho en México) y por medio de una aguja de acero inoxidable de 25G unida a
una bomba de microinyeccién (CMA400, Byochemical System,USA), se microinyecté un ul de
agua estéril (H,0 estéril) o de agua inyectable (H,0 inyectable) o de solucién salina (0.09%), a
una velocidad de 60 segundos en el lado izquierdo (-) o derecho (-D) de POA-AHA a las 13:00 h
del estro. Los animales fueron suturados y veinticuatro horas después a la cirugia se reanudoé la

toma de frotis vaginales hasta el dia del sacrificio en el siguiente estro esperado.
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Figura 13. Representacion esquematica de la direccidn de las coordenadas de microinyeccién media lateral (ML),
anteroposterior (AP) y ventral (V) en el craneo de la rata partiendo del punto de referencia cero (Bregma),

(Tomada y modificada de Paxinos y Watson, 2004).

Figura 14. Corte coronal histolégico que muestra la zona seleccionada para insertar la aguja a POA-AHA.
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RESULTADOS

Porcentaje de animales ovulantes

Los diferentes vehiculos (H2O estéril, solucién salina y H,0 inyectable) microinyectados para la
disoluciéon de atropina, no modificaron el porcentaje de animales ovulantes en el estro
esperado con respecto al grupo de ratas intactas (Gréfica 2).

Debido a que ninguno de los vehiculos altero el porcentaje de animales ovulantes, se seleccioné
al H,O estéril como vehiculo idéneo dado que en estudios previos del laboratorio (Garcia,

2007), se habia utilizado como solvente para la dilucién de atropina.
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Grdfica 2. Efecto de la microinyeccién de H,0 estéril, inyectable o Solucién salina en POA-AHA-I o —D realizada a las

13:00 h del estro sobre el porcentaje de animales ovulantes en el estro esperado.
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MATERIALES Y METODO

» Experimento 2: Estudio del efecto de la microinyeccion de atropina en el lado izquierdo o derecho de
POA-AHA a las 13:00 del estro sobre la ovulacion espontdnea

Una vez seleccionado el solvente (H,O estéril) y con la finalidad de analizar los efectos del
blogueo de los receptores muscarinicos, grupos de 8 animales fueron anestesiados vy
microinyectados con 62.5 ng/uL/minuto de atropina (ATR) en POA-AHA-I o -D. La dosis de
atropina fue seleccionada con base a estudios previos (Garcia, 2007). Veinticuatro horas
después de la cirugia se reanudd la toma de frotis vaginales hasta el dia del sacrificio en el

siguiente estro esperado.

RESULTADOS

Porcentaje de animales ovulantes

La microinyeccion de 62.5ng de ATR en POA-AHA-D a las 13:00 h del estro provocd una
disminucion en el porcentaje de animales ovulantes con respecto al grupo de H,0-D estéril,

mientras que la inyeccidn de ATR en POA-AHA-I no modificé la ovulacion (Gréfica 3).
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& p< 0.0002 vs. H20. (Prueba de Probabilidad exacta de Fisher)

Grdfica 3. Efecto de la microinyeccién de ATR en POA-AHA-I o —D realizada a las 13:00 h del estro sobre el

porcentaje de animales ovulantes en el estro esperado.

Numero de ovocitos liberados

La microinyeccion unilateral de H,O estéril en POA-AHA no modificd el nimero total de
ovocitos liberados con respecto a la de los animales intactos (H,O-I: 11.3 + 1.3, H,0-D: 159
1.7 vs. Intactos: 12 + 0.8). La microinyeccion de ATR en POA-AHA-I no modificé el nimero de
ovocitos totales liberados en comparacion con el H,O (ATR-I: 11.6 + 1.1 vs. H,0-I: 11.3 + 1.3).

Los dos animales que ovularon después de la microinyeccion de ATR en POA-AHA-D liberaron 9

y 11 ovocitos respectivamente.
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Peso de los ovarios y del utero

La microinyeccién de H,0 o de ATR no modificd el peso de los ovarios y del utero (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de la microinyeccion de 62.5ng de ATR en POA-AHA-I o —D realizada a las 13:00 h del estro, sobre

la masa de los ovarios y del Utero (mg/100 g de masa corporal) en el estro esperado.

Grupos experimentales  SURO RUSE®  CEGS LSO (mediaseem)
Intactos 17.01+0.9 175+ 0.7 1749+6.8
H20- | 17.7+£1.7 16.7+1.3 216.6 £22.2
ATR- | 17.6 £0.9 16.7+1.1 183.5+14.4
e
Intactos 17.01+0.9 17.5+0.7 1749+ 6.8
H20-D 149+0.9 155+ 0.5 212.2+14.9
ATR-D 15.4+0.7 15.4+0.6 186.8 + 10.8

Concentracion sérica de E, LH y FSH

Ni la microinyeccion de H;0 ni la de ATR en POA-AHA-D modificaron las concentraciones séricas
de E; a las 9:00 h del Pe. Sin embargo, a las 17:00 h la microinyeccién de H,O resulté en el
incremento de la concentracién de esta hormona con respecto al grupo intacto. La
microinyeccién de ATR en POA-AHA-D disminuyé la concentracién de E; con respecto a la

microinyeccién de H,0 (Grafica 4).
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Grdfica 4. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de E; en animales sacrificados a las 9:00 o 17:00 h del Pe

después de la microinyeccion de ATR en POA-AHA-D realizada a las 13:00 h del estro.

La concentracidn sérica de FSH a las 9:00 y a las 17:00 h del Pe no se modificé por los
tratamientos. En cambio, la concentracién de LH no fue modificada a las 9:00 h del Pe, pero a
las 17:00 h la concentraciéon fue menor en los animales con microinyeccién de H,O en POA-

AHA-D, efecto que se mantiene por la microinyeccion de ATR (Grafica 5).
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Grdfica 5. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de FSH y LH de animales sacrificados a las 9:00 y 17:00 h del

Pe después de la microinyeccién de ATR en POA-AHA-D realizada a las 13:00 h del estro.
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OBIJETIVO PARTICULAR: CUANTIFICAR LOS EFECTOS DEL BLOQUEO UNILATERAL
AGUDO DE LOS mAChR DE POA-AHA EN ANIMALES A LOS QUE SE LES HAYA
EXTIRPADO EL OVARIO IZQUIERDO O DERECHO, SOBRE LA FUNCION OVARICAY LA
CONCENTRACION SERICA DE E;, FSH Y LH.

MATERIALES Y METODO

Con la finalidad de conocer el papel de los ovarios en los efectos que ejercen los receptores
muscarinicos en la ovulacion, a grupos de 8 animales previamente anestesiados, se les realizo6 la
extirpaciéon de uno de los ovarios (el ipsilateral o el contralateral al lado en que fueron
microinyectados), y fueron colocados en el estereotdxico para microinyectar la atropina en
POA-AHA-I o -D. Veinticuatro horas posteriores a la cirugia se reanudd la toma de frotis
vaginales hasta su sacrificio en el dia del estro esperado del ciclo siguiente en el que se llevaron

a cabo los tratamientos.

RESULTADOS

Porcentaje de animales ovulantes:

La microinyecciéon de ATR en POA-AHA-l en ratas con ULO-D provocd disminucidn en el
porcentaje de animales ovulantes con respecto al grupo tratado con ATR-l. Mientras que la
microinyeccion de ATR en POA-AHA-D en ratas con ULO-l indujo la ovulacién en un mayor

numero de animales (Grafica 6).
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Grdfica 6. Efecto de la microinyeccién de ATR en POA-AHA- | 0 —D en ratas con ULO realizadas a las 13:00 h del

estro, sobre el porcentaje de animales ovulantes en el estro esperado.

Numero de ovocitos liberados:

La microinyeccién de ATR en POA-AHA-I en ratas con ULO-I no modificé el nimero total de
ovocitos liberados con respecto a las microinyeccién de ATR-I (Grafica 7). Los dos animales con
ULO-D y microinyeccion de ATR en POA-AHA-I que ovularon, liberaron un total de 12 y 13
ovocitos, resultado semejante al del grupo con atropina en POA-AHA-I (11.6 = 1.1).

La microinyectados con atropina en POA-AHA-D en animales con extirpacién de uno u
otro ovario liberé un ndmero similar de ovocitos que el grupo con LPD-D (14 + 1.5) o los
intactos (12 + 0.8). Dado que solo 2 animales microinyectados con atropina en POA-AHA-D

ovularon (9 y 11), no fue posible realizar una comparacién estadistica.
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Grdfica 7. Efecto de la microinyeccion de ATR en POA-AHA- | o0 —D en ratas con ULO realizadas a las 13:00 h del

estro, sobre el niUmero total de ovocitos liberados en el dia del estro esperado

Cuando se analiza el numero de ovocitos liberados por el ovario remanente, observamos que
los animales con ULO-I y microinyeccién de atropina en el mismo lado de POA-AHA resultd en
un mayor numero de ovocitos con respecto al ovario correspondiente de un animal con
microinyeccién de atropina (ULO-1+ ATR-I: 12 £1.9 vs. ATR-I: 6.4 £0.9, p< 0.049).

En los animales con ULO y microinyecciéon de atropina en POA-AHA-D, el ovario
remanente liberé un mayor nimero de ovocitos (ULO-I + ATR-D: 13.6 £ 1; ULO-D + ATR-D: 15 *
1). No se realiz6 la comparacidn estadistica con respecto al grupo con ATR-D, ya que solo se

cuenta con dos datos (Ol: 4y 5; OD: 4y 7).
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Peso de los ovarios y del ttero:

El peso de los ovarios y del Utero no se modificé en los animales con ULO y microinyeccién de

ATR (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de la microinyeccion de ATR en POA-AHA- | o —D en ratas con ULO realizadas a las 13:00 h del

estro, sobre la masa de los ovarios y del Utero (mg/100 g de masa corporal) en el estro esperado.

Grupos experimentales Ovarip Izquierdo Ovarip derecho 'Utero
media + e.e.m. media + e.e.m. media + e.e.m.

ATR-I 17.5+£0.9 16.7+1.1 1835+ 14.4

ULO-I + ATR-I  mmmmmmm - 17.2+£0.9 199.7 £11.7

ULO-D + ATR-I 193+£12 e 198.7 + 8.6
e

ATR-D 154 +0.7 15.4+0.6 186.8 £ 10.8

ULO-1+ ATR-D  mmmmmmm 16.6 £ 0.7 212.7+£15.9

ULO-D + ATR-D 174+05 e 209.8 +18.1

Concentracion sérica de E;, LH y FSH

La concentracidn sérica de E; a las 17:00 h del Pe disminuyé en los animales con ULO-D y
microinyeccién de ATR en POA-AHA-D (Gréfica 8).
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ATR- ULO-D + ATR- | ATR-D ULO-D + ATR-D

&% p<0.0014 vs. ATR-D (prueba de “t” de Student)

Grdfica 8. Media * e.e.m. de la concentracion sérica de E; en animales sacrificados a las 17:00 h del Pe después de

la ULO-D y microinyeccién de ATR en POA-AHA-I o D, realizadas a las 13:00 h del estro.

Las concentraciones séricas de FSH a las 17:00 h del Pe no se modificaron en los
animales con ULO y microinyeccién de atropina en POA-AHA-I o -D (Grafica 9), mientras que la
concentracion de LH disminuyd en ratas con ULO y microinyeccion de atropina en POA-AHA-I.
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Grdfica 9. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de FSH y LH en animales ULO-D y microinyeccion de ATR en

POA-AHA-I o0 —D, realizada a las 13:00 h del estro, sacrificados a las 17:00 h del Pe.
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OBJETIVO PARTICULAR: ESTUDIAR LA SENSIBILIDAD DEL HIPOTALAMO AL E;, DE LA
HIPOFISIS A LA GnRH Y DEL OVARIO A LA LH EN RATAS CON ULO, CON EL BLOQUEO
UNILATERAL AGUDO DE LOS mAChR DE POA-AHA, O CON BLOQUEO UNILATERAL AGUDO
DE LOS mAChR DE POA-AHA EN RATAS CON ULO.

MATERIALES Y METODO

Para conocer la sensibilidad del hipotdlamo al E;, los grupos de animales que presentaron una
disminucion en el porcentaje de animales (Cuadro 4), fueron inyectados con 25ug de benzoato
de estradiol (BE) a las 14:00 h del diestro-2 esperado. La sensibilidad de la hipdfisis a la GnRH y
del ovario a la LH se evalué mediante la inyeccidn por via subcutanea de 3.7 ug/kg de hormona
liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) sintética o con 25 ui de gonadotropina coridnica
humana (hCG) a las 14:00 h del proestro esperado (Pe). Todos los animales fueron sacrificados

al estro esperado.

Cuadro 4. Grupos experimentales que presentaron disminucion en el porcentaje de animales ovulantes y que

fueron tratados con BE, LHRH-sintética y hCG

Grupos experimentales Porcentaje de Ovulacion
microinyeccién de ATR en POA-AHA-D 19%
ULO-D y microinyeccién de ATR en POA-AHA-I 25%
ULO-D y microinyeccién de ATR en POA-AHA-D 45%
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RESULTADOS

Andlisis de la sensibilidad del hipotdalamo al E>, de la hipofisis a la GnRH y del ovario a la hCG

en ratas con microinyeccion unilateral de ATR

Porcentaje de animales ovulantes:

La inyeccion de BE en animales con microinyeccion de ATR en POA-AHA-D no indujo la

ovulacion, pero se indujo cuando se inyecto LHRH y de hCG (Grafica 10).

o
100% -
@
g 80%
W
Q
c 0
= 60% -
=
Q
W
Q 40% -
vy}
£
=
<  20% -
0% A —— ——
ATR-D ATR-D+ BE ATR-D + LHRH ATR-D+ hCG

e p<0.034 vs. ATR-D; & p <0.0007 vs. ATR-D (prueba de Probabilidad exacta de Fisher)

Grdfica 10. Porcentaje de animales ovulantes con microinyeccidon de ATR en POA-AHA- D realizadas a las 13:00 h

del estro, sacrificados al estro esperado después de la inyeccién de BE, LHRH o de hCG.
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Andlisis de la sensibilidad del hipotdlamo al E; y de la hipdfisis a la GnRH en ratas con ULO y

bloqueo de los receptores muscarinicos

Porcentaje de animales ovulantes:

La inyeccion de BE o de LHRH en animales indujeron la ovulacién en ratas con ULO-D vy

microinyeccién de ATR en POA-AHA-I o —D (Grafica 11).

100% -

80% -

60%

40% -

20%

Animales ovulantes (%)

0% - | | | |
ULO-D + ATRH  ULO-D + ATR4 + ULO-D + ATR-I+ ULO-D+ATR-D ULO-D + ATR-D ULO-D + ATR-D +
BE . . LHRH . +BE . . LHRH

¢ p<0.021 vs. ULO-D +ATR-l; * p< 0.05 vs. ULO-D+ ATR-D (prueba de Probabilidad exacta de
Fisher)

Grdfica 11. Porcentaje de animales ovulantes con ULO- D y microinyeccion de ATR en POA-AHA-I o —D realizadas a

las 13:00 h del estro, sacrificados al estro esperado después de la inyeccién de BE o LHRH.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la sefal neural generada por la
activacion de los mAChR en POA-AHA-D, a las 13:00 h del estro, es esencial en el proceso de
ovulacion. Ademas, muestra que este mecanismo de regulacidon depende de la presencia de
uno u otro ovario. Asi mismo, corroboran que la ausencia permanente de la sefial muscarinica
(generada por los implantes de atropina (Cruz et al, 1989) o momentanea (por la
microinyeccién del farmaco) regula asimétricamente la ovulacidn.

A las 96 horas de la ULO, uno u otro ovario in situ compensa la ovulacién por la ausencia
del otro, ya que la cantidad de ovocitos liberados es semejante a la observada en un animal con
ambas gbénadas. Cruz et al., (1992) mostraron que en los animales con ULO realizada en el dia
del estro, no se modifica el ciclo estral, ni en el nimero de animales ovulantes,
independientemente del ovario que fuera extirpado, sin embargo, el nimero de ovocitos
liberados aumenta con respecto al ovario extirpado.

El aumento en el nimero de ovocitos liberados ha sido explicado por el aumento en la
concentracion de FSH en suero, la cual se presenta a 12 horas posteriores a la ULO realizada en
la mafiana o en la tarde del dia del estro (Howland y Skinner, 1972; Flores et al., 1990). El
aumento de FSH provoca un mayor crecimiento de los foliculos antrales (Welschen et al., 1978),
lo que explica un mayor nimero de ovocitos liberados y una mayor OC.

La baja HCO que desarrollaron los ovarios de los animales con ULO es explicado si
recordamos que el crecimiento y la diferenciacién de los foliculos en las primeras etapas del

desarrollo no depende de gonadotropinas (Hunzicker y Mayo, 2015).

La microinyeccion de H,O a las 13:00 horas del estro en POA-AHA-D retrasa la secrecion
preovulatoria de LH, sin afectar la ovulacidn en el estro esperado. En un animal intacto de la
cepa ClIZ-V el llamado “pico” preovulatorio de E; ocurre a las 15:00 horas y desciende a valores
basales a las 19:00 horas; mientras que el de LH se presenta a las 17:00 horas en el proestro

(Dominguez-Gonzalez et al., 1998).
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Dado que a las 17:00 horas del Pe la concentracion de E; en los animales
microinyectados con H,O es mayor que en un animal intacto, sugerimos la microinyeccién de
H>0 mantuvo el “pico” por al menos 2 horas mas, por lo que el “pico” preovulatorio de LH, que

se encuentra ausente a esta hora, podria estar desfasado un tiempo semejante.

El papel asimétrico del sistema muscarinico de POA-AHA en la ovulacién podria estar
vinculado con la modificacion en la actividad de este sistema de neurotransmisién, ya que en el
dia del estro, la actividad de la ChAT en POA-AHA-D es mayor que en la izquierda y la afinidad
de los mAChR a la escopolamina (antagonista colinérgico) en membranas obtenidas de POA-
AHA de ratas intactas a las 13:00 horas del estro (Sanchez et al., 1994). Otra explicacién a dicha
asimetria podria estar relacionada con las neuronas GnRH, ya que en el ratén hembra adulta
hay mds neuronas de GnRH en el lado derecho del cerebro (Inase y Machida, 1992); la cantidad
de ARNm de GnRH en POA-AHA derecha (Arteaga-Lopez et al., 2003) y de su proteina en el

HMB derecho (Gerendai et al., 1978) son mayores que en el izquierdo.

Los resultados de esta tesis muestran una vez mas, que la ACh a través de los mAChR
participa en los mecanismos de regulacion estimulante de la secrecién fasica de GnRH del dia
del proestro (Cruz et al. 1992). Esta alteracién de la secrecion de GnRH parece ser consecuencia
de una ausencia o de una “inadecuada” sensibilizacién del hipotdlamo o de la hipdfisis al 173-
estradiol, ya que en ratas con blogueo de los mAChR de la porcion derecha de POA-AHA
responden a LHRH, pero no al benzoato de estradiol. Estos resultados confirman los

observados previamente en ratas con bloqueo permanente de los mAChR (Cruz et al., 1992).

Los resultados de la concentracion de 17B-estradiol en ratas con bloqueo de los mAChR
de POA-AHA derecha nos permiten sugerir un posible mecanismo de regulacién estimulante de
los mAChR sobre la sintesis de los RE, ya que aun cuando la concentracion de 17B-estradiol es
semejante al grupo microinyectado con agua o intactos, los que recibieron la atropina no
ovularon (Figura 12, modelo 2). Previamente se ha mostrado que la inyeccidn subcutdnea de
sulfato de atropina a las 13:00 horas del estro provoca la falta de expresiéon del ARNm para el

REa a las cuatro y 24 horas posteriores al bloqueo muscarinico (Arteaga-Lopez, 2005).
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Segun Wintermantel et al. (2006) el efecto feed-back estimulante de los estrégenos
sobre la secrecion de la GnRH y de LH depende de los REa. Esto explicaria la ausencia de la
secrecion preovulatoria de LH a las 17:00 horas del proestro en animales con bloqueo
muscarinico del lado derecho de POA-AHA y la inducciéon de la ovulacién por la administracién

de hCG.

Figura 12. Efectos del bloqueo agudo de los mAChR a las 13:00 h del estro, sobre el porcentaje de animales
ovulantes (TAO) y la concentracion de estradiol (E,), de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH); 1) modelo de animales con microinyeccién POA-AHA-1y 2) modelo se animales con

microinyeccién POA-AHA-D.
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Los resultados obtenidos a partir de los tratamientos combinados (ULO y blogueo de
MAChR) nos permiten sugerir la existencia de una vinculacién funcional de caracter estimulante
entre el ovario derecho y el sistema muscarinico de POA-AHA-D, que culmina con la ovulacién,
ya que cuando se eliminan las sefiales generadas por una u otra estructura de este lado del
cuerpo, el porcentaje de animales ovulantes es bajo (Figura 13, modelo 3; Figura 14, modelos 4
y 6). Esta vinculacién entre los mAChR del lado derecho de POA-AHA y el ovario derecho regula
de manera estimulante la secrecion preovulatoria de LH, lo que explica el blogueo de la
ovulacién.

Los mecanismos de regulacién de los mAChR de POA-AHA derecha en la ovulacién son
diferentes en animales con ULO izquierda versus ULO derecha, ya que cuando el ovario derecho
esta in situ el 70% de los animales ovulan (Figura 14, modelo 5), pero si el ovario in situ es el
izquierdo, solo ovula el 45% de las ratas tratadas (Figura 14, modelo 6). Este hecho estaria
relacionado con la ausencia de estradiol en las ratas con ausencia del ovario derecho (Figura 14,
modelo 6); lo que sugiere que el ovario derecho secreta mas estradiol que el izquierdo a las 76
horas de extirpar la génada. Este resultado apoya y concuerda con lo observado por Cruz et al.
(2006) a la hora de realizada la ULO a las 13:00 h del diestro-2.

Con base en los modelos 3 de la Figura 13 y 6 de la Figura 14, sugerimos que el ovario
izquierdo secreta estradiol si los receptores muscarinicos del lado derecho estan activos y se
inhibe si son desactivados. Esta idea es apoyada por el hecho de que la inyeccidon de BE o de
LHRH indujo la ovulacidon en la mayoria de las ratas con ULO y microinyeccién de ATR en POA-
AHA-l o0 -D.

En resumen, el ovario derecho mantiene activo al sistema colinérgico muscarinico de
POA-AHA-D, quiza al estimular la sintesis de ChAT y la mayor afinidad de los mAChR de este
lado de POA-AHA (Sanchez et al., 1994). Estos resultados son parcialmente semejantes a los
obtenidos con bloqueo permanente de los mAChR con los implantes de ATR (Cruz et al., 1992).
La explicacion a estas diferencias podria ser el tiempo que los mAChR permanecen bloqueados,
ya que en los animales en los animales con implante es un tiempo estimado de 96 horas,

mientras que en los microinyectados este es de 2% horas aproximadamente (Stoelting, 1991).

68



UNAM | FES ZARAGOZA 2016

E; y FSH semejantes

Figura 13. Efectos de la ULO y del bloqueo agudo de los mAChR a las 13:00 h del estro, sobre el porcentaje de
animales ovulantes (TAO) y la concentracién de E,, FSH y LH; 1) modelo de animales con microinyeccion POA-AHA-
I, 2) modelo de animales con microinyeccién en POA-AHA-I y ULO-l y 3) modelo de animales con microinyeccion en

POA-AHA-1y ULO-D.
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LH, FSH y TAO semejantes

Figura 14. Efectos de la ULO y del bloqueo agudo de los mAChR a las 13:00 h del estro, sobre el porcentaje de
animales ovulantes (TAO) y la concentracién de E,, FSH y LH; 4) modelo de animales con microinyeccion POA-AHA-
D, 5) modelo de animales con microinyeccidon en POA-AHA-D y ULO-l y 6) modelo de animales con microinyecciéon

en POA-AHA-D y ULO-D.
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CONCLUSIONES

A las 13:00 h del dia del estro, la activacién momentdnea de los mAChR del lado
derecho de POA-AHA es necesaria para que ocurra la ovulacién en el dia del estro
esperado. Este mecanismo de regulacidn ocurre a través de la falta de respuesta

del hipotdlamo al estradiol y la ausencia de la sefial pre-ovulatoria de la GnRH.

El papel estimulante de los mAChR del lado derecho de POA-AHA en la ovulacion
es regulada en forma estimulante por el ovario derecho, a través de la secrecion de

LH en la tarde del proestro.
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