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Resumen

RESUMEN

En los vertebrados, el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo participa en la
regulacion de la secrecion preovulatoria de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) y la ovulacién. A su vez, la inervacion noradrenérgica que llega al ovario por
medio del nervio ovarico superior (NOS) participa en la regulacion del proceso
ovulatorio y la secrecion de hormonas esteroides.

Hay evidencias neuro-morfoldgicas de asimetria en la inervacion trans-neuronal del
ovario y en estructuras hipotalamicas y extra-hipotalamicas que conectan trans-
neuronalmente con el ovario. Ademas, hay evidencia de una regulacién lateralizada
de los ritmos circadianos entre los NSQs. EI NSQ se comunica con muchos tejidos
periféricos a través de las ramas simpatica y parasimpatica del sistema nervioso
autébnomo. A nuestro conocimiento, no hay evidencias anatomicas que demuestren
conexiones nerviosas entre el NSQ vy los ovarios. Por lo que, el objetivo del presente
estudio fue analizar si el NOS forma parte de la via multisinaptica de comunicacién
entre el NSQ y los ovarios durante el dia del proestro, y si el NSQ izquierdo, derecho
0 ambos participan de manera similar en la regulacién de la ovulacion y la secrecion

de hormonas esteroides.

Para este propdésito, ratas en proestro a las 11:00-12:00 o 17:00-18:00 horas fueron
anestesiadas con éter y sometidas a una lesion uni o bilateral del NSQ, a una
seccion uni o bilateral del NOS, o a una lesion unilateral del NSQ seguido por la
seccion unilateral del NOS ipsilateral al NSQ lesionado. Algunos animales fueron
sometidos a una operacion simulada del NSQ o laparotomia de la pared abdominal y
fueron usados como grupos de comparacion. También se incluyé un grupo testigo
intacto. Los diferentes tratamientos fueron evaluados 1 o 24 horas después de los
procedimientos quirurgicos. A la autopsia se evaluo la ovulacion espontanea (tasa de
animales ovulantes y numero de ovocitos liberados) y la concentracién de

progesterona, testosterona, estradiol y de hormona luteinizante (LH) en suero.
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En comparacion con los animales testigo, la operacién simulada o laparotomia uni o
bilateral no modificaron la tasa de animales ovulantes ni el numero de ovocitos
liberados.

En comparacién con la operacion simulada, la lesion bilateral del NSQ realizada a las
11:00 h resulté en anovulacion, la cual fue restaurada por la inyeccion de GnRH
sintética.

En comparacion con los animales laparotomizados, la seccién del NOS derecho o
bilateral realizada a las 17:00 h, resulté en una menor tasa de animales ovulantes y
del numero de ovoctios liberados por el ovario derecho. Los ovarios de animales no
ovulantes mostraron la presencia de foliculos luteinizados con ovocito atrapado. La
lesion del NSQ derecho realizada a las 11:00 h con o sin seccién del NOS derecho
resultd en un menor numero de ovocitos liberados. En ratas con lesion unilateral del
NSQ, con o sin seccion unilateral del NOS, las concentraciones de hormonas
esteroides dependieron de la hormona estudiada y del tiempo transcurrido entre la

cirugia y la autopsia.

Los resultados del presente estudio nos sugieren que en el dia del proestro, la
ovulacién y la secrecion de hormonas esteroides son reguladas por diferentes
mecanismos neuroendocrinos que provienen de los NSQs. Ademas apoyan la
hipétesis de que el NOS podria ser parte de la via de comunicacién entre el NSQ y

los ovarios.
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ABSTRACT

In vertebrates the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus participates in
the regulation of the preovulatory release of gonadotropins releasing hormone
(GnRH) and the ovulation. Also, the noradrenergic innervation arriving to the ovary
through the superior ovarian nerve (SON) is also involved in the regulation of the
ovulatory process and steroid hormone secretion. There is neuro-morphological
evidence of the trans-neuronal innervation asymmetry of the ovary and on the
asymmetry of the hypothalamus and extra-hypothalamic structures trans-neuronally
connected with the ovary. Furthermore, data has been published on the side-linked
regulation asymmetry of the circadian rhythm in the SCN. The SCN is connected to
many peripheral tissues via the sympathetic and parasympathetic branches of the
autonomic nervous system. To our knowledge, there are no anatomical evidences
showing the neural connections between the SCN and the ovary. For this reason, the
aims of the present study were to analyze if during proestrus day the SON forms part
of the multi-synaptic pathway between the SCN and ovaries determining the results
and if the left and right SCN participates in similar way on the regulation of ovulation

and ovarian steroids secretion.

For this purpose, rats on proestrus at 11.00-12.00 or 17.00-18.00 hours were
anesthetized with ether and submitted to a unilateral or bilateral injury of the SCN, a
unilateral or bilateral section of the SON, or with a unilateral injury to the SCN
followed by a unilateral sectioning of the SON ipsilateral to the treated SCN. Some
animals were subjected to sham surgery of the SCN or laparotomy of abdominal wall
that were used as comparison groups and one untouched control group was included.
Treatments were evaluated one or 24 hours after surgical procedures. At autopsy we
assessed the spontaneous ovulation (ovulation rate and number of ova shed), and
the progesterone, testosterone, estradiol and luteinizing hormone (LH) levels in

serum.



Abstract

Compared to control animals, the uni or bilateral sham surgery or laparotomy did not
modify the ovulation rate nor the number of ova shed. Compared to animals with
sham surgery, the bilateral SCN injury performed at 11.00 h resulted in anovulation,

which was restored by injecting synthetic of GnRH.

Compared to laparotomized animals, right or bilateral SON sectioning treatment at
17.00 h resulted in lower ovulation rates and number of ova shed by the right ovary.
The ovaries of non-ovulating animals showed early follicular luteinization signs and
trapped ova. The injury of the right SCN performed at 11.00 h, with or without right
SON sectioning, resulted in a lower number of ova shed. In rats with a unilateral injury
to the SCN, with or without unilateral sectioning of the SON, the effects on hormone
levels depended of the hormone studied and the time elapsed between surgery and

autopsy.

Present results suggest that on proestrus day ovulation and the regulation of steroid
hormone secretion takes place through different neuroendocrine mechanisms in the
SCN. In addition, present results support the hypothesis that the SON may serve as

the communication link between the SCN and the ovaries.
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INTRODUCCION

La expresion de los ritmos bioldgicos es una capacidad intrinseca de los seres vivos,
los cuales persisten en condiciones de aislamiento de las sefiales ambientales,
manteniendo un periodo similar al que mostraban previo al aislamiento (Klein y col.,
1991). Los procesos ritmicos en el sistema reproductor femenino dependen de la
actividad coordinada y sincronizada de multiples senales neuroendocrinas en cada
nivel del eje hipotalamo-hipofisis-ovario (Sellix, 2015).

En los mamiferos, el marcapaso circadiano localizado en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) del hipotdlamo anterior proporciona un marco temporal en
los mecanismos neuroendocrinos que controlan la liberacion de gonadotropinas, la
ovulacion y la secreciéon de hormonas esteroides (Urlep y Rozman, 2013, Sellix,
2015).

La importancia del NSQ en la generacién de ritmos circadianos fue evidente a
partir de experimentos en los cuales se realizaron lesiones bilaterales del NSQ y se
evaluaron diversas conductas o fendmenos biolégicos que presentan ritmos, como
es el caso de la ovulacion (Boden y Kennaway, 2006). En la rata hembra, la
destruccion bilateral del NSQ por radiofrecuencia induce estro vaginal persistente e
inhibicion de la secrecidon de la hormona luteinizante (LH) (Antunes-Rodrigues vy
McCann, 1967; Wiegand y Terasawa, 1982; Ma y col.,, 1990) que resulta en
anovulacién (Brown-Grant y Raisman, 1977).

El NSQ recibe diversas vias aferentes. Las mas estudiadas son el tracto retino-
hipotalamico (RHT), el tracto geniculo-hipotalamico (GHT) y entradas serotonérgicas
provenientes de los nucleos del rafe dorsal y medial (Dibner y col., 2010). De estas 3
vias el RHT envia informacién fética directa proveniente de la retina, mientras que el
GHT vy los nucleos del rafe proveen principalmente informacion no fética al NSQ
(Morin y Allen, 2006; Dibner y col., 2010).

El NSQ proyecta eferencias a varias regiones del sistema nervioso central,
entre las que se encuentran el area preoptica y el nucleo del lecho de la estria
terminalis que contienen neuronas secretoras de la hormona liberadora de
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gonadotropinas (GnRH) (Van der Beek y col., 1999; de la Iglesia y col., 2003;
Kriesgfeld y Silver, 2006), a otras regiones hipotalamicas y extrahipotalamicas que
modulan la activacion de dichas neuronas GnRHérgicas (Krout y col., 2002; Morin,
2012) y hacia otras regiones que participan en la regulacion de la disponibilidad de
alimento (Morin y col., 1994).

Estudios con trazadores muestran que existen conexiones multisinapticas del
NSQ con diversos 6rganos periféricos mediante el sistema nervioso parasimpatico y
simpatico, por lo que el NSQ juega un papel significante en el control de los ritmos
diarios del organismo (Bartness, 2001; Kennaway, 2005; Gerendai y col., 2009).

Los ovarios estan inervados por fibras de naturaleza simpatica, parasimpatica y
sensorial (Lawrence y Burden, 1980; Klein y Burden, 1988; Dissen y Ojeda, 1999;
Aguado, 2002). El nervio ovarico superior (NOS) provee el mayor aporte nervioso
simpatico que llega al ovario e inerva a la glandula intersticial y la teca externa de los
foliculos ovaricos (Burden, 1972; Lawrence y Burden, 1980).

La informacion que transcurre por el NOS modula de manera estimulante la
secrecion de hormonas esteroides y la ovulacion (Chavez y col.,, 1991; Morales-
Ledesma y col., 2012). Los efectos de la seccién del NOS varian en funcién de la
hora del dia y del ciclo estral, lo que nos sugiere un mecanismo de control circadiano
que regula la sintesis hormonal y la ovulacion (Ramirez, 2011). Es posible que las
sefales ritmicas originadas en el NSQ sean enviadas a los ovarios por una via
multisinaptica que llega al ganglio celiaco-mesentérico superior, en donde se
localizan los somas de las neuronas del NOS (Lawrence y Burden, 1980). Dado que
la informacion nerviosa que llega por el NOS modula la respuesta de los foliculos
ovaricos a las gonadotropinas (Chavez y col., 1991; Morales y col, 1993), es posible
que este nervio sea una de las vias nerviosas por las que el NSQ modula las
funciones de los ovarios. En el presente estudio se analizaron los efectos agudos o
sub-agudos de la lesion uni o bilateral del NSQ o la lesién unilateral del NSQ seguido
de la seccion unilateral del NOS, realizada en la rata adulta a las 11:00 o 17:00 horas
del proestro, sobre la ovulacién, la concentracion de hormonas esteroides y de LH en
suero.
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ANTECEDENTES

RITMOS BIOLOGICOS

La expresion de los ritmos biolégicos es una capacidad intrinseca de los seres vivos,
que persiste en condiciones de aislamiento de las senales ambientales, manteniendo
un periodo similar al que mostraban previo al aislamiento (Kwon y col., 2011). En
este contexto, los ritmos bioldgicos pueden haber surgido en el curso de la evolucion
en respuesta a determinadas variables ambientales ciclicas (exposicion a la luz,
temperatura, humedad, salinidad, etc), que actuan como sefales temporales o
zeitgebers [del aleman zeit, tiempo; geber, dador] (Aschoff, 1960; Salazar-Juarez y
col., 2006). En presencia de estos zeitgeber, el reloj bioldgico ajusta su periodo y

fase al ciclo ambiental (Golombek y Rosenstein, 2010).

Los ritmos bioldgicos se definen como la repeticién de eventos o fendmenos en
intervalos regulares de tiempo (Kennaway, 2005) y son el resultado de |la adaptacion

del organismo a las variaciones ciclicas del ambiente (Gruart y col., 2002).

Los ritmos biolégicos se expresan a nivel conductual, fisiolégico, bioquimico,
molecular, etc. Las caracteristicas de los ritmos biolégicos son: 1) su naturaleza
endodgena, es decir que la persistencia de la ritmicidad se mantiene en un ambiente
constante como la oscuridad continua, y por tanto no son adquiridos por aprendizaje;
2) su capacidad de sincronizarse (entrainment) con sefales o variables ciclicas del
medio ambiente, lo cual es importante en el contexto del ajuste estacional a la
duracion de los dias largos; y 3) la generacién de los ritmos es la consecuencia de la
oscilacion de un conjunto de genes reloj en las células que componen el NSQ (Gruart
y col., 2002; Kennaway, 2005).

Con base en la frecuencia de oscilacion, los ritmos biolodgicos se clasifican en:

ultradianos, circadianos e infradianos.



Antecedentes

» Los ritmos ultradianos tienen una frecuencia que van desde segundos a
menos de 20 horas, es decir, que ocurren mas de una vez durante el dia. Por
ejemplo, la ingesta de alimento y agua, el ritmo cardiaco y respiratorio (Gruart
y col., 2002).

» Los ritmos circadianos son aquellos con una duracién aproximada de un dia
(entre 19 y 28 horas), por ejemplo la secrecidn de cortisol, el ciclo suefio-vigilia
y el ciclo actividad-reposo (Gruart y col., 2002).

» Los ritmos infradianos son aquellos con una duracion de mas de 28 horas,
es decir, que requieren mas de un dia para que se repitan. Ejemplos de estos
ritmos son el ciclo estral, el ciclo menstrual y los ritmos de hibernacion de
algunas especies de animales. De todos los ritmos bioldgicos, los circadianos
han sido los mas estudiados, tanto en su descripcion como en los
mecanismos fisioldgicos y moleculares (Gruart y col., 2002; Salgado y col.,
2009).

En 1972 Stephan y Zucker identificaron a los nucleos supraquiasmaticos (NSQ)
como estructuras del hipotdlamo anterior de la rata que son esenciales para el

mantenimiento de los ritmos de actividad motora.

En el hamster con lesion bilateral del NSQ que perdié su ritmo de actividad
locomotora a causa de dicha lesion, el trasplante de células fetales de NSQ de otro
animal restablecié su ritmicidad (Meyer-Bernstein y col., 1999), pero con ritmos
circadianos proveniente del NSQ donante y no del huésped (Ralph y col., 1990).
Estos estudios establecieron la funcion del NSQ como un marcapaso circadiano
(Moore, 2013).
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ESTRUCTURA DEL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO (NSQ)

Anatomicamente, el NSQ es una estructura pareada, con forma ovoide que se
localiza en la porcidon ventral del hipotalamo anterior, ventro-lateral al tercer ventriculo
y dorsal al quiasma 6ptico (Kriegsfeld y Silver, 2006, Shirakawa y col., 2001) (Figura
1).

y o

NSQ

Figura 1. Corte coronal del sistema nervioso central a nivel del quiasma optico,
tefido con violeta de Cresilo, que ilustra la ubicacién del nucleo supraquiasmatico
(NSQ) en el cerebro de una rata hembra de la cepa CIIZ-V. En la ampliacion de la
zona estan presentes los NSQs, se observa el quiasma o6ptico (QO) y el tercer
ventriculo (3V).

En la rata, las dimensiones dorsoventral, mediolateral y rostrocaudal de cada
NSQ son 360, 450 y 750 um respectivamente, cada NSQ tiene un volumen de 0.064
mm?® (Gilner, 1983; Moore, 2013) y contiene un promedio de 8,000-10,000 neuronas,
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las cuales presentan aposiciones soma-soma, glias y terminales nerviosas (Van den
Pol, 1980, 1991; Reppert y Weaver, 2001; Shirakawa y col., 2001).

Las neuronas del NSQ expresan un gran numero de péptidos vy
neurotransmisores. Por criterios anatémicos, funcionales y neuroquimicos, en cada
NSQ se describen dos subregiones: la ventro-lateral llamada "core" y la dorso-medial
llamada "shell" (Abrahamson y Moore, 2001; Moore y col., 2002; Morin, 2012).

La region “core” esta formada por neuronas grandes con extenso desarrollo
dendritico (Shirakawa y col., 2001; Moore, 2013), la mayoria de las cuales sintetizan
el péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Welsh y col., 1995; Herzog y col., 2004), otras
sintetizan el péptido liberador de gastrina (GRP) (Van den Pol y Tsujimoto, 1985),
neurotensina (Moore y col., 2002) y una pequefia parte de las neuronas localizadas
en la interfase entre el “core” y “shell” sintetizan sustancia P (SP) (Card y col., 1988;
Mikkelsen y Larsen, 1993; Reuss y col., 1994). Las neuronas del “core” no generan
ritmos autbnomos en su actividad eléctrica. Las neuronas al recibir una senal fética
originada en la retina, presentan un ritmo diario en la expresién de c-fos y de los

genes reloj Per 1y Per 2 (Moore y Silver, 1998).

En la region “shell” las neuronas son pequefas, con poco desarrollo dendritico
(van den Pol, 1980) y sintetizan principalmente vasopresina (VP) (van den Pol y
Tsujimoto, 1985; Ingram y col.,, 1996), algunas de las cuales también sintetizan
angiotensina Il o encefalina (Sakanaka y col., 1990; Moore y col.,, 2002). Otras
neuronas sintetizan somatostatina (Moore y col., 2002) y un pequefio numero de
ellas, que se localizan en el borde de ambas regiones, sintetizan calretinina y acido
gamma-amino butirico (GABA) (Silver y col., 1996; Moore y col., 2002). Por la
actividad nerviosa espontanea y auto-sostenida que presentan éstas neuronas
presentes en el "shell", al NSQ se le considera un verdadero marcapaso circadiano
(Moore y Silver, 1998; Honma y col., 2004).

Ambas regiones del NSQ ("core" y "shell") sintetizan GABA, considerado uno de
los neurotransmisores principales del sistema circadiano (Abrahamson y Moore,
2001; Morin y Blanchard, 2001; Moore y col., 2002).
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A pesar de que la organizacion anatdmica del NSQ es similar entre los
roedores, la anatomia intrinseca del NSQ muestra diferencias entre especies. La
forma del NSQ en el hamster y el raton es vertical, mas o menos en forma de lagrima
(un poco mas eliptica en el hamster), pero en la rata la forma es achatada (Figura 2),
por lo que el NSQ tiene un eje medial-lateral mas grande que el eje dorsal-ventral
(Morin, 2007, 2012).

En el hamster, ademas del "core" y "shell", en el NSQ se describe un subnucleo
central caracterizado por presentar neuronas inmunoreactivas a calbindin, SP, GRP y
calretinina (LeSauter y col., 2002), mientras que en la rata no se ha descrito
estructura equivalente (Morin y col., 2006; Morin, 2012), lo que nos sugiere que la

organizacion del NSQ no es tan simple con regiones “core”/”shell” (Morin, 2007).

En la rata, ademas de las dos subdivisiones “core” y “shell’, presentan
diferencias en el fenotipo neuronal, de conexiones locales, en aferencias y eferencias
(Figura 3), ambas subdivisiones y ambos nucleos (izquierdo y derecho) interactiuan
como una sola unidad (Shirakawa, 2001). La base anatémica para este acoplamiento
no esta del todo conocido (Leak y col., 1999). Se describen conexiones sinapticas
entre las neuronas del “core” y “shell” (Figura 3). Primero, las neuronas de “shell”
proyectan al “shell” contralateral y las neuronas del “core” al “core” contralateral.
Segundo, las neuronas del “core” inervan densamente al “shell” ipsilateral en una
proyeccion no-reciproca (Leak y col., 1999; More y col., 2002). Los NSQ izquierdo y
derecho se conectan por axones que se extienden a través de la linea media (van
den Pol, 1980), por lo que ambos nucleos se comunican y sincronizan a través de
sinapsis. También se describe que bajo ciertas circunstancias, los nucleos pueden

funcionar independientes uno del otro (Shirakawa y col., 2001).
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Rata

Figura 2. Forma del NSQ en rata y raton. A) Forma achatada del NSQ en la rata, B)
Forma vertical del NSQ en el ratén. 3V: tercer ventriculo (Modificado de Morin, 2012).

VIAS AFERENTES Y EFERENTES DEL NSQ

Los relojes biolégicos presentan vias aferentes que transmiten las sefales externas
hacia el oscilador endoégeno y ajustan el tiempo circadiano con el ambiente, proceso
denominado sincronizacién (Balsalobre, 2002). El zeitgeber mas estable y por ende

mas predecible, es el fotoperiodo (Salazar-Juarez y col., 2006).

En la retina, la luz ambiental es detectada por fotorreceptores "circadianos"
diferentes a los que intervienen en la vision. Estos fotorreceptores son un tipo
especial de células ganglionares que poseen melanopsina, un fotopigmento que
mide la cantidad de luz (luminiscencia) y no la posicion o el movimiento de los

objetos en el espacio (Rollag y col., 2003).

La informacion luminica captada por la retina llega al NSQ por tres vias
aferentes (Figura 3) (Morin, 1994). La principal aferencia luminosa directa al NSQ es
el tracto retino-hipotalamico (RHT) (Moore y col., 1995). EI RHT también inerva la
IGL y ésta envia fibras hacia el nucleo del rafe dorsal (Morin y Blanchard, 2005). La

IGL envia informacién hacia el NSQ por medio del tracto geniculo-hipotalamico
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(GHT), lo que representa una segunda via indirecta hacia el NSQ sobre la
iluminacion que recibe el animal (Dibner y col., 2010). Las fibras del GHT transportan
GABA, neuropéptido Y (NPY) y encefalina a la region “core” del NSQ (Morin, 1994).
Los nucleos del rafe dorsal y medial envian fibras serotonérgicas hacia la region del
“core” del NSQ, lo que se describe como la segunda via nerviosa por la cual el NSQ

es modulado por sefiales no-foticas (Dibner y col., 2010).

Aferencias Eferencias
Hipotal Hipotalamo: MSPVZ, POA, DMH, PVH
T;ﬁg ?;Z;Zgral NSQ 3V NSQ Prosencéfalo basal: BST

Corteza limbica —_— = Télamo ventral: zona incerta
Prosencéfalo basal "ht‘” SheII Talamo de la linea media: PVT

/ \ Télamo de la linea media: PT, RE
| Télamo { core |/ > '/ o > §§Hipotélam0: PSCN, LSPVZ, VTA
‘* RHT /7‘ Prosencéfalo basal: LSN

' Luz Retina

¢ RHT GH

| Hojuela intergeniculada

¢ GHT
| Nicleo del Rafé I

Figura 3. Organizacion de aferencias, eferencias y de conexiones intrinsecas vy
comisurales de los NSQs de rata. Se puede observar las diferentes conexiones entre
las areas del sistema nervioso central (aferencias y eferencias) con el “core” y “shell”
del NSQ. Las conexiones intrinsecas en el NSQ van de “core” a “shell” y las
comisurales de “core” a “core” y de “shell” a “shell”. 3V: tercer ventriculo, RHT: tracto
retino-hipotalamico, GHT: tracto geniculo-hipotalamico, BST: nucleo de la estria
terminalis, DMH: nucleo dorsomedial del hipotalamo, LSN: nucleo septal lateral,
POA: area preoptica, PT: nucleo paratenial, PSCN: nucleo perisupraquiasmatico,
PVH: nucleo paraventricular del hipotalamo, PVT: nucleo paraventricular del talamo,
RE: nucleo reuniens, LSPVZ, area subparaventricular lateral, MSPVZ: area
subparaventricular medial, VTA, area tuberal ventral (Modificado de Leak y col.,
1999).

Los axones de las células ganglionares de la retina forman el RHT, un haz de
fibras nerviosas localizadas en el nervio 6ptico (Moore y col., 1995), que llega a la
porcion “core” del NSQ (Tanaka y col., 1993). La mayoria de estos axones liberan de
manera conjunta glutamato y SP, una subpoblacion de fibras liberan glutamato y el
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péptido activador del adenilato ciclasa hipofisiario (PACAP) (Hannibal, 2002), el cual
potencia la accion del glutamato en el NSQ (Harrington y col., 1999; Minami y col.,
2002). La liberacion de glutamato y PACAP induce la remodelacion de la cromatina
(Crosio y col., 2000) y por ello la expresion de genes reloj (Albrecht y col., 1997), con

una oscilacion de aproximadamente 24 horas (Kennaway, 2005).

La topografia de las terminales del RHT en los NSQs varia entre las especies
estudiadas, al igual que la contribucion de la inervacion retinal ipsi vs. contralateral al
NSQ (Morin, 2012). En el hamster y el ratdn, en la region “shell” del NSQ se
describe la presencia de gran cantidad de terminales nerviosas provenientes de la
retina que llega por el RHT, mientras que en la rata, esta region no recibe inervacion
de la retina y es la region “core” la que recibe la informacion luminica (Morin y col.,
2006). En la rata y el raton, el RHT proyecta bilateralmente al NSQ
(predominantemente contralateral en la rata) e ipsilateral en el ratén (Morin y col.,
2006).

La IGL es una region en la que convergen sefiales féticas y no-féticas (sefales
auditivas, de las interacciones sociales, temperatura, movimiento etc.). Las sefales
no-féticas son percibidas por los nucleos del rafe medial y dorsal (Dibner y col.,
2010) y transmitidas directamente al NSQ, o indirectamente a la IGL y de ésta a los
NSQs (Meyer-Bernstein y Morin, 1996; Huhman y col., 1997; Aguilar-Roblero y col.,
2004). Ademas de la IGL, otras dos regiones del talamo inervan
monosinapticamente al NSQ; el nucleo paraventricular y la zona incerta (Krount y
col., 2002).

Muchas zonas de la regidén predptica del hipotalamo que incluyen al nucleo
predptico medial, anterodorsal y anteroventral, a los nucleos periventricular
anteroventral (AVPV), ventromedial, dorsomedial y subparaventricular,del hipotalamo
proyectan fibras nerviosas directamente al NSQ, mientras que la region predptica
lateral lo hace por vias multisinapticas (Palm y col., 1999; Krount y col., 2002;
Aguilar-Roblero y col., 2004).

10
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El "shell" del NSQ proyecta de manera directa fibras que contienen VP al AVPV
(Watson y col.,, 1995; Barbacka-Surowiak y col., 2003). En el AVPV convergen
informacion del NSQ y hormonal (estradiol), las cuales estimulan la secrecion
preovulatoria de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Watson y col.,
1995; Williams y Kriegsfeld, 2012; Smarr y col., 2012). En el AVPV de la rata, las
neuronas que sintetizan kisspeptina son inmunoreactivas al receptor de estrégenos
alfa y envian proyecciones a las vecindades de las neuronas GnRH del area
predptica (POA) rostral (Simonian y col., 1999; Mahoney y Smale, 2005), las cuales
expresan el receptor a kisspeptina, el GPR-54 (receptor 54 acoplado a proteinas G)
(Clarkson y Herbison, 2006; Smarr y col., 2012).

En la rata adulta, las neuronas VIPérgicas de la region "core" del NSQ hacen
contacto monosinaptico directo con las neuronas GnRHérgicas localizadas en POA,
area hipotalamica anterior (AHA), la parte media de la banda diagonal de broca
(DBB) y en la region del 6rgano vasculoso de la lamina terminalis (OVLT) (Van der
Beek y col 1993), donde el 35% de las neuronas GnRHérgicas estan en aposicion

con fibras VIPérgicas (Mahoney y Smale, 2005).

La inyeccién de VIP en la parte medial de POA (mPOA) o en el tercer ventriculo
de ratas ciclicas intactas u ovariectomizadas tratadas con estrogenos, reduce la
amplitud del aumento de LH (Weick y Stobie, 1995; Van der Beek y col., 1997), por lo
que los autores sugieren que la secrecion enddgena de VIP por las neuronas del

NSQ ejerce un efecto inhibitorio a nivel de mPOA.

Las neuronas que sintetizan VP localizadas en la region "shell" del NSQ hacen
contacto con las neuronas GnRHérgicas localizadas en el mPOA (Van der Beek y
col., 1998). La lesion del NSQ disminuye la concentracion de LH en suero, mientras
que la microinyecciéon de VP en el area mPOA incrementa la secrecién de LH, por lo
que se propone que la VP regula la liberacion de LH (Palm y col., 1999). En co-
cultivos que contienen tejido del NSQ y del POA, la liberacion de VP por el NSQ

estimula la secrecion de GnRH (Funabashi y col., 2000). Por lo anterior, se postula
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que la VP es parte del sistema que estimula el aumento brusco en la concentracion
de LH ("pico" preovulatorio de LH) en la tarde del proestro (Palm y col., 1999;
Funabashi y col., 2000).

El NSQ tiene conexiones con diversos nucleos que regulan de manera indirecta
la secrecion de GnRH, entre los que se destacan el nucleo arcuato, el nucleo
paraventricular del hipotalamo y IGL, los cuales a su vez tienen conexiones
multisinapticas con las neuronas GnRHérgicas (Bons y col., 1983; Watson y col.,
1995; Krout y col., 2002; Barbacka-Surowiak y col., 2003; Morin y Blanchard, 2005;
Morin, 2012).

PARTICIPACION DEL NSQ EN LA REGULACION DE LAS FUNCIONES
OVARICAS

Los NSQs transmiten informacion ritmica a las células de otras regiones cerebrales y
organos periféricos via una gran variedad de sefales, que incluyen conexiones

nerviosas y sefiales humorales (Abrahamson y Moore, 2001; Dibner y col., 2010).

El NSQ regula la funcién reproductiva a través de proyecciones nerviosas
directas e indirectas al eje hipotalamo-hipdfisis-gébnada (Boden y Kennaway, 2006;
de la Iglesia y Schwartz, 2006; Kriegsfeld y Silver, 2006; Christian y Moenter, 2010).

En ratas macho, la lesion bilateral del NSQ desorganiza el patrén circadiano de
la actividad locomotora, la ingesta de alimento (Kennaway, 2005) y agua (Buijs y col.,
1993), la secrecion de la hormona adrenocorticotropa, de melatonina y la
temperatura corporal (Balsalobre, 2002; Aguilar-Roblero y col., 2004; Kennaway,
2005), debido a la alteracion de conexiones nerviosas, asi como de vias paracrinas o
endocrinas (Kennaway, 2005).

12



Antecedentes

Samson y McCann (1979) mostraron en ratas ovariectomizadas, que la lesién
bilateral del NSQ decrece el contenido de GnRH en la regién predptico-septal-
pericomisural y en la eminencia media, lo cual se traduce en la inhibicion de la
liberacion ciclica de LH inducida por progesterona. Los autores sugieren que el
efecto de la lesion bilateral del NSQ sobre la secrecion fasica de gonadotropinas
puede ser debido a un menor aporte de fibras GnRH que llegan a la eminencia
media, sin embargo, no descartan la participacion del NSQ en la generacién del ritmo

de secrecion de gonadotropinas.

En la rata hembra, la destruccion bilateral del NSQ por radiofrecuencia induce
estro vaginal persistente (Antunes-Rodrigues y McCann, 1967; Wiegand y Terasawa,
1982), inhibicion en la secrecién de LH (Antunes-Rodrigues y McCann, 1967;
Wiegand and Terasawa, 1982; Ma y col., 1990) y anovulacion (Brown-Grant y
Raisman, 1977).

Wiegand y Terasawa (1982) realizaron lesiones electroliticas bilaterales en el
NSQ o en el nucleo predptico medial (MPN) de ratas ciclicas y en ambos casos los
animales no ovularon. Kimura y Kawakami (1978) observaron que la lesién bilateral
del NSQ realizado en la tarde del proestro (12:00-14:00 h) también resulté en
anovulacién, mientras que Terasawa y col. (1980) mostraron que la lesion bilateral
del NSQ en la mafiana del proestro (09:00-10:00 h) no impidié la ovulacion al dia
siguiente. Con base en estos resultados, para explicar las discrepancias entre sus
hallazgos y los de Kimura y Kawakami, los autores sugieren la existencia de una
ligera diferencia en el lugar y tamano de las lesiones.

La lesion bilateral del NSQ disminuye la liberacion de LH estimulada por
progesterona, mientras que la lesion del MPN la elimina, por lo que se sugiere que la
anovulacion asociada con lesiones del MPN o NSQ se explica por la alteracion del
“feedback” estimulante de la progesterona en la liberacion de LH (Wiegand y
Terasawa, 1982), como Samson y McCann (1979) lo propusieron previamente. En

apoyo a esta interpretacion Ma y col. (1990) mostraron que la lesion bilateral del
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NSQ en el dia del proestro disminuye la concentracion de progesterona, sin

modificar la de estradiol.

En ratas en proestro, estro o metaestro, la lesion unilateral del NSQ realizado a
las 9:00 h del proestro bloquea la ovulacion en el dia del estro esperado (Silva y col.,
2012). El reemplazo de GnRH a las 14:00 h en el dia del proestro, restablecio la
ovulacion. Con base en estos resultados se sugiere que ambos lados del NSQ son
necesarios para gatillar el aumento preovulatorio de GnRH necesario para la

ovulacién (Silva y col., 2015).

ASIMETRIA CENTRAL

Existen numerosas evidencias de que diversas regiones pares del sistema nervioso
central presentan asimetria funcional en la regulacion de la secrecién de las
gonadotropinas y la ovulacion (Cruz y col., 1989; Cruz y col., 1992; Ramirez y Alba,
1993; Ayala y col., 1994; Gerendai y Halasz, 1997; de la Iglesia y col., 2003; Cruz y
col., 2014).

En la rata hembra adulta la concentracion de GnRH en el lado derecho del
hipotalamo medio basal es el doble que el izquierdo (Gerendai y col., 1978), lo cual
esta asociado con la mayor cantidad del ARNm que codifica para la GnRH en el lado
derecho del area preodptica-hipotalamica anterior(POA-AHA) (Arteaga-Lopez y col.,
2003).

Ademas, los implantes unilaterales de atropina (bloqueador de los receptores
muscarinicos) en el POA-AHA de la rata en el dia del diestro 1, en el lado izquierdo
en el diestro 2 o en el lado derecho en el dia del estro bloquean la ovulacion (Cruz y
col., 1989). Con base en esos resultados los autores sugieren que la regién POA-
AHA ejerce una regulacion asimétrica sobre la ovulacion, lo cual depende del dia del
ciclo estral en el que se realizd el implante. El bloqueo unilateral de los receptores
muscarinicos en el POA-AHA esta asociado a la inhibicion del crecimiento folicular
en los ovarios, lo que les sugiere que el crecimiento folicular también es regulado de

manera asimétrica por el sistema colinérgico de POA-AHA (Cruz y col., 2014).
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La participacion de la amigdala en los mecanismos que modulan la secrecidn
de GnRH es asimétrica. Banczerowski y col. (2003) mostraron que las
modificaciones en la secrecion in vitro de testosterona por los testiculos de ratas con
lesidn unilateral de la amigdala por la microinyeccion de acido kainico, no se explica
por la disminucion de la secrecion de LH, si no por mecanismos nerviosos
provenientes de la amigdala independientes de la sefial hipofisaria.

Los mecanismos que regulan los ritmos circadianos también presentan
asimetria. Estudios in vitro muestran que la actividad neuronal del NSQ derecho
presenta un patrén de actividad bimodal, mientras que la del izquierdo es unimodal
(Zhang y Aguilar-Roblero, 1995).

En hamsteres mantenidos en iluminacion constante se observo un patron de
actividad motora dividido que se presenta cada doce horas (llamado “split”)
(Pittendrigh y Dann, 1976). Cada periodo de actividad coincide con un aumento en la
secrecion de LH (Swann y Turek, 1985). Posteriormente, de la Iglesia y col. (2003)
mostraron que en el hamster mantenido en iluminacién constante, existe en el NSQ
alternancia en la actividad neuronal del lado izquierdo y derecho, determinado por la
expresion de c-Fos. Existen evidencias de que cada lado del NSQ funciona como un
marcapaso independiente, basados en el hecho de que el “split” desaparece
después de lesionar unilateralmente el NSQ (Stephan y Zucker, 1972; Pickard y
Turek, 1983).

En conjunto estas evidencias muestran que el hipotalamo y otras estructuras

extra-hipotalamicas (Sanchez y Dominguez, 1995; Cruz y col.,, 2001) regulan la

secrecion de GnRH y las funciones reproductivas de manera asimétrica.
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INERVACION SIMPATICA DEL OVARIO

En la regulacion de las funciones de diversos 6rganos participan conexiones
multisinapticas entre el sistema nervioso simpatico y parasimpatico con el NSQ
(Bartness y col., 2001; Buijs y col., 2003; Kalsbeek y col., 2004; Vujovi¢ y col., 2008;
Gerendai y col., 2009). Con base en diferentes estudios se describe una via de
comunicacién multisinaptica entre el sistema nervioso central y los ovarios (Gerendai
y col. 1998; Gerendai y col., 2005, 2009; Téth y col., 2007; Kagitani, 2008; Cruz y
col., 2014). Kennaway (2005) y Sellix (2015) proponen que la informacion
proveniente del NSQ participa en la regulacién de las funciones ovaricas, via la

inervacion simpatica o parasimpatica que reciben los ovarios.

Los ovarios estan inervados por fibras de naturaleza simpatica, parasimpatica y
sensorial (Lawrence y Burden, 1980; Klein y Burden, 1988; Dissen y Ojeda, 1999;
Aguado, 2002). Las funciones de los ovarios como la ovulacion y secrecién de
hormonas, son reguladas por una via humoral proveniente del eje hipotalamo-
hipdfisis-gbnada y de vias nerviosas provenientes del sistema nervioso central
(Burden, 1985; Gerendai y col., 1998; Morales y col., 1993; Moran y col., 2000;
Zhang y col., 2010; Flores y col., 2011; Morales-Ledesma y col., 2012; Uchida y
Kagitani, 2014; Uchida, 2015).

Las fibras simpaticas que inervan a los ovarios surgen de los segmentos
toracico 11 al lumbar 4 de la médula espinal. Estas fibras hacen sinapsis con las
neuronas post-ganglionares que se localizan en el complejo ganglio celiaco-
mesentérico superior (GCMS), donde se originan los somas de dos grandes
paquetes nerviosos, el nervio ovarico superior (NOS) y el nervio del plexo ovarico
(NPO) (Dissen y Ojeda, 1999).

El NOS corre junto al ligamento suspensorio del ovario e inerva a la glandula

intersticial y la teca externa de los foliculos ovaricos y provee el mayor aporte

noradrenérgico que llega a la goénada (Burden, 1972), mientras que el NPO se
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encuentra asociado a la arteria ovarica e inerva principalmente a los vasos

sanguineos (Lawrence y Burden, 1980; Klein y Burden, 1988).

Las fibras que componen al NOS y NPO son principalmente amielinicas con un
pequefio porcentaje de tipo mielinico (Payer, 1978; Lawrence y Burden, 1980;
Hanada y col., 2011). En el NOS existen fibras que utilizan como neurotransmisor a
la noradrenalina (NA), adrenalina, el VIP y NPY, mientras que en el NPO se
describen fibras que utilizan la NA, sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el
gen que codifica a la calcitonina (CGRP) como neurotransmisores (Lawrence y
Burden, 1980; Klein y Burden, 1988).

PAPEL DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR EN LA REGULACION DE LAS
FUNCIONES DEL OVARIO

Chavez y col. (1991) describen que en la rata adulta la seccion bilateral o derecha
del NOS, resulta en una menor respuesta ovulatoria por el ovario derecho, efecto que
no se restablece por la inyeccion de la gonadotropina coridnica humana. Los autores
concluyen que el NOS regula la ovulacion espontdnea de manera estimulante

modulando la reactividad de los foliculos ovaricos a las gonadotropinas.

En la rata adulta la seccion bilateral del NOS realizada a las 11:00 o 16:00 h del
dia del proestro, disminuye la concentracion de progesterona y estradiol a partir de
los 4 y hasta los 24minutos después de la seccion, mientras que tales efectos no se
observan si la cirugia se realiza a las 11:00 h del dia del estro, lo que sugirié que el
NOS regula de manera estimulante la secrecidén de esteroides por el ovario y que los
efectos dependen del dia del ciclo estral (Aguado y Ojeda, 1984).

Los efectos de la seccion del NOS también dependen del nervio seccionado y del

tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia. En un estudio previo mostré que la

seccion del NOS derecho a las 11:00 h del proestro resulta en el incremento en la
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concentracion de estradiol a la hora, mientras que ésta disminuye a las 24 horas. En

tanto que la seccion del NOS izquierdo no la modifica (Ramirez, 2011).

En el dia del diestro 1, la secciéon del NOS izquierdo o derecho a las 11:00 o
17:00 h no modifico la concentracion de progesterona una hora post-denervacion
(Ramirez, 2011), pero si la seccion del NOS derecho se realiza a las 13:00 h, se
observa una menor concentracion de la hormona (Flores y col., 2011).

En conjunto estas evidencias permiten postular que la informacion simpatica que
llega por el NOS participa en la regulacién de la esteroidogénesis ovarica y varia a lo

largo del dia.

Kagitani y col. (2008) mostraron que en la rata adulta, la estimulacion eléctrica
del NOS en el dia del estro, disminuye la tasa de secrecidén de estradiol, lo que les
sugirio que la informacion nerviosa que llega por dicho nervio modula de manera
inhibitoria la secrecion de estradiol. Esta reduccion en la secrecion de estradiol
durante la estimulacion del NOS fue bloqueado por la inyeccién de un antagonista
alfa 2-adrenérgico y no por la de un antagonista alfa 1-adrenérgico (Kagitani y col.,
2011).

Para descartar que la menor secrecién de estradiol fue consecuencia de una
menor produccion de testosterona, en el mismo modelo experimental, Uchida y
Kagitani (2014) observaron que la estimulacién del NOS inhibié la secrecion de
testosterona, la cual no fue modificada por la inyeccién de yohimbina, un antagonista
alfa 2-adrenérgico, pero fue abolida por la inyeccién de prazosin, un agonista alfa 1-
adrenergico. A partir de estos resultados los autores concluyen que el NOS regula la
secrecion de hormonas esteroides por diferentes mecanismos neuroendocrinos, ya
que la reduccion de la secrecion de estradiol por la estimulacion del NOS es

independiente de la reduccion de la secrecidn de testosterona.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

EI NSQ es uno de los centros nerviosos que regula la secrecion de GnRH y por ende
de las gonadotropinas, las hormonas ovaricas y la ovulacion. Es posible que las
sefales nerviosas originadas en el NSQ sean enviadas a los ovarios por una via
multisinaptica que llega al ganglio celiaco-mesentérico superior, en donde se

localizan los somas de las neuronas del NOS.

Dado que la informacién nerviosa que llega por el NOS modula la respuesta de
los foliculos ovaricos a las gonadotropinas, es posible que este nervio sea una de las
vias nerviosas por las que el NSQ modula las funciones de los ovarios.

Por ello, en el presente estudio se tratd de dar respuesta a la siguiente pregunta:
¢, Cual es el papel de los NSQs izquierdo, derecho o ambos en la regulacién de la
ovulacion y la esteroidogénesis ovarica y de qué manera interviene el NOS como una

via de relevo entre el NSQ y los ovarios?

Para responder a dicha pregunta, se plante6 la siguiente hipétesis:
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Hipotesis

HIPOTESIS

Dado que el NSQ regula la secrecion pulsatil de GnRH, y envia informacién ritmica
hacia los ovarios por medio del NOS, entonces la eliminacion de esta informacién por
la lesion unilateral del NSQ vy la seccion unilateral del NOS resultara en cambios en la

funcién ovarica.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

/¥ Analizar el papel del NSQ en la regulacion de las funciones ovaricas y la
participacion del NOS como una posible via multisinaptica de comunicacién

entre el NSQ y el ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES

¥ Analizar los efectos de la lesion unilateral o bilateral del NSQ en diferentes
horas del dia del proestro sobre la ovulacién espontanea y la concentracién en

suero de hormonas esteroides ovaricas.

/¥ Analizar en la rata adulta con lesién unilateral del NSQ los efectos de la

seccion ipsilateral del NOS sobre las funciones ovaricas.
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MATERIAL Y METODOS

Todos los experimentos se realizaron con estricto apego a lo establecido por la Ley
Mexicana de Proteccion Animal para el Uso de Animales de Experimentacion y
siguiendo las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. El
Comité Institucional para el Cuidado y Uso Animal de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza y el Subcomité del Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la
UNAM aprobaron el protocolo experimental. Se hicieron todos los esfuerzos posibles

para minimizar el numero de animales utilizados y su sufrimiento.

Se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa CII-ZV, mantenidas en condiciones
de iluminacion contralada de 14 h de luz por 10 h de oscuridad (luces encendidas de
05:00 a 19:00 h) y temperatura (22+2°C); con libre acceso al agua y alimento (Purina
S.A., México). El ciclo estral de los animales fue monitoreado por el analisis citolégico
de frotis vaginales diarios. Solo se utilizaron aquellos animales que presentaron al
menos dos ciclos consecutivos de 4 dias de duracién y el estudio fue realizado en

ratas en el dia del proestro.

v' Grupo Testigo Absoluto (Testigo)
Grupos de ratas hembra intactas fueron sacrificadas a las 12:00 o 18:00 horas del

proestro, o a las 11:00 o 17:00 horas de estro.

Grupos de 6-13 ratas ciclicas fueron anestesiadas con éter entre a las 11:00-
12:00 o entre las 17:00-18:00 horas. Los animales fueron sacrificados 1 0 24 horas
después de la cirugia. Los animales fueron asignados al azar en alguno de los

siguientes grupos experimentales:

v' Grupos con lesién uni o bilateral del NSQ
Grupos de animales en el dia del proestro una vez anestesiados fueron colocados en
un aparato estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga CA, USA). Se secciono el

cuero cabelludo, se hizo un orificio en el craneo con ayuda de una broca
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odontologica (1mm bit). Subsecuentemente, un electrodo térmico aislado excepto en
la punta (TCZ 0.2, Radionics, Inc. Burlington, MA; con 0.2 mm de longitud de la punta
y 0.3 mm de diametro) fue conectado a un Sistema Generador de Lesién por Radio
Frecuencia, modelo RFG 4A (Radionics, Inc. Burlington, MA). EI NSQ fue localizado
tomando las coordenadas estandarizadas que se calcularon a partir de las
coordenadas reportadas en el Atlas Estereotaxico del Cerebro de Rata (Paxinos y
Watson, 2004): para el NSQ izquierdo: -0.3 mm antero-posterior al bregma, +0.3 mm
lateral-medial al bregma, -9.1 mm por debajo del bregma; para el NSQ derecho: -0.3
mm antero-posterior al bregma, -0.4 mm lateral-medial al bregma, -9.1 mm por
debajo del bregma. El dafio al NSQ se produjo por el paso de corriente a través del
electrodo, calentando la punta de éste a una temperatura constante de 90°C por 15
segundos. La lesion fue realizada en el NSQ izquierdo, derecho o en ambos
(bilateral). Después de producida la lesion, el electrodo fue removido y la herida

suturada.

Como grupos de comparacion utilizamos animales a los que se les practico una
operacion simulada en el NSQ izquierdo (OS-I), derecho (OS-D) o bilateral (OS-B).
Los animales fueron tratados como se describié para los grupos con lesién y usando
las mismas coordenadas, el electrodo fue introducido al NSQ por 15 segundos sin
pasar corriente, inmediatamente después el electrodo fue removido y la herida

suturada.

En aquellos animales a los que se les practicod una lesion en el NSQ y se bloqued
la ovulacion, se les realizé un remplazo con GnRH sintética. Para ello, a las 14:00 h
del proestro a grupos de animales con lesién del NSQ se les inyectd, por via
subcutanea, 3.7 pg/kg de GnRH sintética (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

v' Grupos con seccién uni o bilateral del NOS
La seccion del NOS izquierdo, derecho o bilateral se realizé siguiendo la metodologia
descrita por Morales-Ledesma y col. (2012). En breve, los animales se anestesiaron

con éter y se les realizé una incisidon dorso-lateral por debajo de la ultima costilla que
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incluy6é piel, musculo y peritoneo. El ovario izquierdo, derecho o ambos fueron
expuestos, se identificd el ligamento suspensorio por donde corre el NOS, el cual se
seccion6 con la ayuda de una pinza fina a 1 cm de distancia del ovario. La génada

fue inmediatamente regresada a la cavidad abdominal y se suturé la herida.

Como grupos de comparacién utilizamos animales a los que se les realiz6 una
laparotomia izquierda (LAP-I), derecha (LAP-D) o bilateral (LAP-B), la cual consisti6
en la incision de piel, musculo y peritoneo, y sin tocar ningun organo interno se

suturd la herida.

v' Grupos con lesion unilateral del NSQ seguida de la seccion unilateral del

NOS ipsilateral al NSQ lesionado (Lesién+Seccidn)

Grupos de animales con lesion unilateral del NSQ fueron sometidos inmediatamente

a la seccion unilateral del NOS, ipsilateral al nucleo lesionado:

e Lesion del NSQ izquierdo seguido por la seccion del NOS izquierdo.

e Lesion del NSQ derecho seguido por la seccion del NOS derecho.

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los animales de cada grupo experimental fueron sacrificados por decapitacion 1 0 24
horas después del tratamiento. Se recogid la sangre del tronco en tubos de vidrio y
se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos. El suero se congel6 a -20 °C hasta que
se midié la cantidad de progesterona, testosterona, estradiol y LH por
radioinmunoanalisis (RIA) y se calculd la concentracién de cada hormona. Para
confirmar que se habia seccionado correctamente el NOS y el ligamento
suspensorio, a la autopsia se verifico el libre movimiento del ovario, lo que confirmo
la correcta seccion del NOS (Morales-Ledesma y col., 2012). Se disecaron los
oviductos en los que se busco la presencia de ovocitos, los cuales fueron contados

con la ayuda de un microscopio estereoscopico. Los ovarios fueron disecados,
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pesados y fijados en liquido de Bouin, incluidos en parafina, cortados a 10 um de
grosor y tefidos con hematoxilina-eosina. El cerebro de los animales con operacion
simulada o con lesién seguido o no de la seccién del NOS fue disecado, fijado en

formol al 10% durante ocho dias.

ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS OVARIOS

Con la ayuda de un microscopio binocular Nikon, en todas las secciones histologicas
de los ovarios de los animales que no ovularon, se buscé la presencia de cuerpos

luteos recién formados, de foliculos con ovocito atrapado o de ambos.

CONFIRMACION DE LA LESION EN EL NSQ

En los cerebros de los animales con operacion simulada o lesién seguidos o no de
seccion del NOS, se realizaron cortes coronales de 100 ym de grosor usando un
vibratomo (Serie 3000; Technical Products International, Inc., St Louis, MO). Cada
una de las secciones que incluian al NSQ fueron montadas por flotacién sobre
portaobjetos impregnados con gelatina al 2% disuelta en fenol al 0.5%. Los cortes
fueron tenidos con la técnica de Nissl (Violeta de Cresilo) y analizados con la ayuda
de un microscopio estereoscopico (Nikon SMZ800) para ubicar la trayectoria del
electrodo y la zona de lesidn, las cuales fueron fotografiadas con una camara digital
(HP Photosmart M637). En nuestro estudio sélo se incluyeron los resultados

obtenidos en aquellos animales en los que la lesion estuvo dentro del NSQ.

CUANTIFICACION DE LAS HORMONAS POR RIA

> Hormonas esteroides

La medicién de la concentracion de progesterona (ng/ml), testosterona y estradiol

(pg/ml) se realizé por RIA de fase sélida, con estuches comerciales (Coat-A-Count,
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Los Angeles, CA, USA), que consisten de tubos de polipropileno impregnados con

|125 |125

anticuerpos especificos: anti-progesterona-1'<°, anti-testosterona-l' > o anti-estradiol-

|12 y calibradores para la realizacion de la curva patron de cada hormona. En el caso
de progesterona y estradiol, a cada tubo se le adicionaron 100 ul de suero problema
y para testosterona se adicion6 50 pl del suero, mas 1 ml de la hormona radioactiva
(I'®). Los tubos se agitaron en un vortex durante un minuto y se incubaron a
temperatura ambiente durante tres horas. La muestra fue decantada, se retir6 el
sobrenadante y los tubos se colocaron en un contador de centelleo gamma modelo
Cobra 5005, Packard™. En funcién de las cuentas por minuto y de la curva de
calibracion, se determind la concentracion de la hormona en la muestra problema.
Los coeficientes de variacién intra e inter-ensayo fueron 6.58% y 7.42% para

progesterona, 7.85% y 8.76% para testosterona, y 7.54% y 8.21% para estradiol.
» LH

La cuantificacion de LH se realizé por RIA de doble anticuerpo, en tubos de vidrio se
colocaron 100 pl de suero problema mas 100 pl de hormona marcada con LH-1'%,
después se adiciond el anticuerpo obtenido de suero de borrego anti-LH y la mezcla
se dejé incubar por 24 horas. Posteriormente, se agregaron 100 ul del segundo
anticuerpo suplementado con suero normal de conejo y la mezcla se incub6 durante
2 horas. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm a -4 °C por 30
minutos, se decantd el sobrenadante y se secaron las paredes de los tubos y
enseguida se colocaron en un contador de rayos gamma, modelo Cobra 5005,
Packard™. La concentracién de la hormona en la muestra problema se calculd a
partir de las cuentas por minuto y de la curva de -calibracion, utilizando
concentraciones crecientes de LH y como estandar se utilizé la rLH-RP2 de NIH. Las
concentraciones de LH se expresaron en ng/ml de suero. Los coeficientes intra e

inter-ensayo fueron 5.1% y 6.5%. La sensibilidad del analisis fue de 0.02 ng/ml.
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La cuantificacion de las hormonas esteroides y proteicas se realiz6 en el
Laboratorio de Hormonas Esteroides y Proteicas del Departamento de Biologia de la
Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador

Zubiran”, bajo la supervision del Biol. Roberto Chavira y del Dr. Mario Cardenas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del numero de ovocitos liberados fueron analizados por la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de U de Mann-Whitney o de Dunn. La tasa de
animales ovulantes (numero de animales ovulantes/numero de animales por grupo)
fue analizada por la prueba de probabilidad exacta de Fisher. Las concentraciones
de hormonas esteroides y de LH fueron analizadas por la prueba de analisis de
varianza multifactorial (ANDEVA) de una via seguida por la prueba de Tukey. Las
diferencias entre dos grupos fueron analizadas con la prueba “t” de Student o U de
Mann-Whitney. En todos los casos se consideré como diferencia estadistica aquella

probabilidad que fue menor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

1. ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS CORTES DE CEREBRO

En la figura 5 se muestran fotografias de cortes de cerebro que confirman la
trayectoria del electrodo en los animales con operacién simulada, asi como las
lesiones producidas en el NSQ izquierdo, derecho o bilateral, seguidas o no por la

seccion del NOS.

Operacién simulada Operacion simulada
del NSQ izquierdo del NSQ derecho
”',.!‘ 7 e i
o™ Qo . o A
Lesién del NSQ izquierdo Lesién del NSQ derecho Lesién bilateral del NSQ
N
v vy v
~ «~ ~> —> e
N
v LV /
N < >
\ \ .
- P
v VY N Y
~ &« —> Ve
v - Yy N Y
-~ <« -> «

Figura 5. Fotografias de los cortes coronales de cerebro (100 um de grosor) de
animales con operacion simulada izquierda o derecha, o con lesion del nucleo
supraquiasmatico (NSQ) izquierdo, derecho o bilateral. Tefidos con Violeta de
Cresilo. Se puede observar la trayectoria del electrodo en el NSQ (operacién
simulada). Las flechas indican la ausencia del NSQ producida por lesion. 3V: tercer
ventriculo; QO: quiasma 6ptico. Ampliacion a 4X. Barra de escala=100 um.
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2. OVULACION Y MORFOLOGIA OVARICA

2.1. EFECTOS DE LA OPERACION SIMULADA DEL NSQ Y LAPAROTOMIA
ABDOMINAL

La tasa de animales ovulantes y el numero de ovocitos liberados por los animales
con operacion simulada o laparotomia uni o bilateral fueron similares a la del grupo

testigo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m del numero total
de ovocitos liberados de ratas testigo, con operacion simulada bilateral (OS-B),
derecha (OS-D) o izquierda (OS-l) del nucleo supraquiasmatico, o con laparotomia
abdominal bilateral (LAP-B), derecha (LAP-D) o izquierda (LAP-I), realizada a las
11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales fueron sacrificados 24 horas después
del tratamiento.

Hora de la 11:00 h 17:00 h
cirugia
GRUPOS TAO NUmero _total TAO NuUmero fcotal
de ovocitos de ovocitos
Testigo 9/9 11.8+0.9 8/8 12.8+0.6
0OS-B 10/10 10.6+0.7 10/11 10.2+1.1
LAP-B 10/10 13.44+0.9%* 7/7 10.6£1.3
0OS-D 8/8 11.4+0.6 11/11 12.7+0.4
LAP-D 10/10 11.9+1.1 9/10 11.9£1.0
oS-l 11/12 10.8+1.0 9/9 10.6+1.0
LAP-I 10/10 12.0+1.0 9/10 11.3£1.1

*p<0.05 vs. OS-B (Prueba U de Mann-Whitney).
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2.2. EFECTOS DE LA LESION UNI O BILATERAL DEL NSQ

La lesion bilateral del NSQ realizada a las 11:00 h resulto en la falta de ovulacion, lo
que no ocurrid en los animales tratados a las 17:00 h. El numero de ovocitos
liberados por los animales con lesion del NSQ derecho, a las 11:00 o 17:00 h, fue
menor que en los animales con operacion simulada (11:00 h: 7.7+1.1 vs. 11.4£0.6;
17:00 h: 9.2+1.0 vs. 12.7+0.4 ovocitos, p<0.05 prueba de U de Mann-Whitney). La
lesion del NSQ izquierdo no modificd la ovulacion en los animales tratados a las
11:00 0 17:00 h. (Cuadro 2).

La inyeccion de GnRH sintética a ratas con lesion bilateral del NSQ restaurd la
ovulacion (5/5 vs. 0/6, p<0.005, prueba de probabilidad exacta de Fisher) y el numero
total de ovocitos liberados fue similar a los animales con operacion simulada
(10.5+£0.9 vs. 10.6£0.7 N.S).
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Cuadro 2. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m del numero de
ovocitos liberados por ovario izquierdo y derecho de ratas con operacion
simulada (OS) o lesion bilateral (B) derecha (D) o izquierda (1) del nucleo
supraquiasmatico, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales
fueron sacrificados 24 horas después del tratamiento.

e 11:00 h 17:00 h
Numero de ovocitos NuUmero de ovocitos
GRUPOS TAO liberados por ovario TAO liberados por ovario
Izquierdo  Derecho Izquierdo Derecho
OS-B 10/10 6.0+0.5 5.7£0.5 10/11 4.5+0.6 5.7+0.8
Lesion-B 0/6% 0 0 11/11 5.8+0.6 6.1+£0.6
OS-D 8/8 5.7+0.5 5.1+0.4 11/11 6.5+0.4 6.2+0.6
Lesion-D 8/11 5.1+0.5 3.5+0.5%* 11/11 4.5+0.6*  5.2+0.8
OS-1 11/12 5.5+0.6 5.8+0.8 9/9 5.1£0.7 5.440.7
Lesion-1 8/10 6.0£0.7 4.6+0.3 9/9 6.2+0.5 6.3+0.8

#p<0.05 vs. OS-B (Prueba de probabilidad exacta de Fisher).
*p<0.05 vs. OS-D (Prueba U de Mann-Whitney).

2.3. EFECTOS DE LA SECCION UNI O BILATERAL DEL NOS

La seccién bilateral del NOS realizada a las 11:00 o 17:00 h resulté en un menor
numero de ovocitos liberado por animal ovulante (11:00 h: 8.2+1.0 vs. 13.410.9,
p<0.006; 17:00 h: 4.8+0.7 vs. 10.6+1.7 ovocitos, p<0.017, prueba U de Mann-
Whitney). EI numero de ovocitos totales liberados por los animales con seccion del
NOS derecho a las 11:00 o 17:00 h fue menor que en los animales con operacion
simulada (11:00 h: 6.241.0 vs. 11.9%£1.1, p<0.002; 17:00 h: 7.3£0.9 vs. 11.9%+1.0
ovocitos, p<0.005, prueba U de Mann-Whitney). En ambos casos, el numero de
ovocitos liberados fue menor en el ovario derecho (11:00 h) o izquierdo (17:00 h). La
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seccion del NOS izquierdo realizada a las 11:00 o 17:00 h no modificé la ovulacion.
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media + e.e.m del namero de
ovocitos liberados por ovario izquierdo y derecho de ratas con laparotomia (LAP)
o0 seccion bilateral (B), derecha (D) o izquierda (1) del nervio ovarico superior,
realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales fueron sacrificados 24
horas después del tratamiento.

Hora de 11.00 h 17.00 h
la cirugia
NUmero de NUmero de
TAO ovocitos liberados TAO ovocitos liberados
GRUPOS por ovario por ovario
Ovario Ovario . Ovario Ovario .
Izquierdo  Derecho |zquierdo  Derecho Izquierdo  Derecho |zquierdo  Derecho
LAP-B 10/10 9/9 6.7£0.7 5.6£1.0 7/7 7/7 4.6+0.8 6.0+1.1
Seccién-B 9/10 9/10 4.740.5%  4.240.2 10/14 6/14% 4.8+0.5 2.34+0.3%
LAP-D 10/10 9/10 5.6£0.7 7.0+0.6 7/10 9/10 57+0.5 6.6£0.8

Seccion-D 14/16 8/16 4.140.6  4.4+0.7* 11/15 7/15% 5.6£0.6  3.6+£0.9*

LAP-I 9/10 10/10 6.1£0.5  6.5+£0.5 9/10 9/10 6.0£0.6  5.4+0.7
Seccion-1 9/14 13/14 4.8+0.6  6.8+0.7 12/17 11/17 4.4+0.7  5.5+0.7

#p<0.05 vs. LAP (Prueba de probabilidad exacta de Fisher).
*p<0.05 vs. LAP (Prueba U de Mann-Whitney).

Los ovarios de ratas con seccién uni o bilateral del NOS realizada a las 11:00 h
que no ovularon, presentaron foliculos preovulatorios atrésicos, cuerpos luteos viejos
y poco desarrollo folicular. En las ratas tratadas a las 17:00 h se observé la presencia

de foliculos atrésicos o con signos de luteinizacion y ovocito atrapado (Figura 6).
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11:00 h 17:00 h
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Figura 6. Histologia ovarica de ratas con seccion del nervio ovarico superior
derecho o bilateral, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del dia del proestro que no
ovularon. Los animales fueron sacrificados 24 horas después del tratamiento. Las
microfotografias corresponden a secciones de ovario a 10 ym de grosor tefidas con
hematoxilina-eosina. FA: foliculo atrésico, FL: foliculo luteinizado, CLv: cuerpo Iuteo
viejo. Ampliacién a 10X. Barra de escala= 200 um.

2.4. EFECTOS DE LA SECCION IPSILATERAL DEL NOS EN ANIMALES CON
LESION UNILATERAL DEL NSQ

En los animales con lesién del NSQ derecho seguida de la seccién del NOS derecho
realizadas a las 11:00 h, la tasa de animales ovulantes fue menor que en los
animales con seccién. El numero de ovocitos liberados por el ovario derecho también
fue menor que en los otros grupos. El mismo tratamiento realizado a las 17:00 h no
modificé la ovulacién. La lesidn+seccion del lado izquierdo realizada a las 11:00 o

17:00 h tampoco modifico la respuesta ovulatoria (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Tasa de animales ovulantes (TAO) y media £ e.e.m del numero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de ratas con seccion del
nervio ovarico superior derecho (Seccion-D) o izquierdo (Seccidn-l), o lesion del
nucleo supraquiasmatico derecho (Lesion-D) o izquierdo (Lesion-l) seguida o no de
la seccion del nervio ovarico superior derecho o izquierdo, realizadas a las 11:00 o
17:00 horas del proestro. Los animales fueron sacrificados a las 24 horas después
del tratamiento.

Hora de la cirugia 11:00 h 17:00 h
Numero de ovocitos Numero de ovocitos
GRUPOS TAO I|b.erados por _ TAO Ilb.erados por_
ovario ovario ovario ovario
izquierdo derecho izquierdo derecho
Lesiéon-D 8/11 5.1£0.5 3.5+0.5 11/11 4.5+0.6 5.2+0.8
Seccion-D 14/16 4.1+0.6 4.4+0.7 11/15 5.6+£0.6 3.6+0.9

Lesion-D+Seccion-D ~ 3/10% 55404  1.7+0.3* 10/11 6.9+0.9  4.6£0.9

Lesion-I 8/10 6.0+0.7 4.6+0.3 9/9 6.24+0.5 6.3+0.8
Seccion-I 13/14 4.8+0.6 6.8+0.7 12/17 4.4+0.7 5.5+0.7
Lesién-1+Secciéon-I 7/11 4.0+0.9 5.0£1.3 12/13 5.440.8 6.9+1.0

#p<0.05 vs. Seccion-D (Prueba de probabilidad exacta de Fisher).
*p<0.05 vs. Lesion-D, Seccion-D (Prueba U de Mann-Whitney).

Los ovarios de ratas con lesion del NSQ derecho y seccién del NOS derecho
realizada a las 11:00 h que no ovularon, mostraron la presencia de foliculos
preovulatorios atrésicos con ovocito libre en el antro folicular. A las 17:00 h también

se observo la presencia de foliculos atrésicos (Figura 7).
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11:00 h 17:00 h

FA FA

Figura 7. Histologia ovarica de ratas con lesion del nucleo supraquiasmatico
derecho mas la seccidn nervio ovarico superior derecho, realizadas a las 11:00 o
17:00 horas del dia del proestro que no ovularon. Los animales fueron sacrificados
24 horas después del tratamiento. Las microfotografias corresponden a secciones de
ovario a 10 uym de grosor tefiidas con hematoxilina-eosina. F=foliculo normal,
FA=foliculo atrésico. Ampliacion a 10X. Barra de escala= 200 um.

3. CONCENTRACIONES HORMONALES EN SUERO

3.1. PROGESTERONA

3.1.1. EFECTOS DE LA OPERACION SIMULADA DEL NSQ Y LAPAROTOMIA
ABDOMINAL

Una hora después de realizada la operacion simulada o laparotomia uni o bilateral a
las 11:00 o 17:00 h, la concentracion de progesterona fue mayor que las ratas
testigo. Mientras que fue menor en los animales tratados con las mismas cirugias a

las 11:00 h, sacrificados 24 horas después (Figura 8).

24 h después de realizada la laparotomia unilateral a las 17:00 h, la

concentracion de progesterona fue menor que la del grupo testigo (Figura 8).
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Una hora después de realizada la operacién simulada bilateral a las 11:00 h, la
concentracion de progesterona fue mayor que en los animales con operacion
simulada derecha (38.41£3.3 vs. 28.5+2.2 ng/ml, p<0.05, prueba “t" de Student). 24
horas post operacion simulada derecha a las 11:00 h, la concentraciéon de
progesterona fue menor que en los animales con operaciéon simulada izquierda o
bilateral (OS-D: 5.6+0.6 vs. OS-I: 14.1+1.4; OS-B: 11.7£1.6 ng/ml, p<0.05, ANDEVA
seguida de la prueba de Tukey).
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Figura 8. Media + e.e.m de la concentracién de progesterona en suero de ratas
testigo, con operacion simulada izquierda (OS-l), derecha (OS-D) o bilateral (OS-B)
del nucleo supraquiasmatico o con laparotomia abdominal izquierda (LAP-I), derecha
(LAP-D) o bilateral (LAP-B) realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los
animales fueron sacrificados 1 o 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs.
Testigo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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3.1.2. EFECTOS DE LA LESION UNI O BILATERAL DEL NSQ

En la figura 9 se presentan los cambios resultantes de la lesion uni o bilateral del
NSQ, realizadas a las 11:00 o 17:00 h, sobre las concentraciones de progesterona

en animales sacrificados 1 0 24 horas después de la cirugia.

Una hora después de la lesion unilateral del NSQ realizada a las 11:00 h, la
concentracion de progesterona fue mayor que en las ratas con operacion simulada,

lo que no ocurrié en los animales con lesién bilateral del NSQ.

En los animales con lesion del NSQ izquierdo realizada las 11:00 h, sacrificados
24 horas después, la concentracion de progesterona fue menor que los animales con
operacion simulada. Tales diferencias no fueron observadas en las ratas con lesion
del NSQ derecho o bilateral.

Una hora después de la lesion del NSQ derecho realizada a las 17:00 h, la

concentracion de progesterona fue mayor a la de los animales con operacion

simulada.
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Figura 9. Media = e.e.m de la concentracion de progesterona en suero de ratas
con operaciéon simulada (OS) o lesion izquierda, derecha o bilateral del nucleo
supraquiasmatico, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales
fueron sacrificados 1 o 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs. OS (ANDEVA

seguida por la prueba de Tukey).
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3.1.3. EFECTOS DE LA SECCION UNI O BILATERAL DEL NOS

La concentracion de progesterona, 1 hora después de la seccion bilateral del NOS
realizada a las 11:00 h, fue menor que en los animales con laparotomia. En los
animales con seccién uni o bilateral del NOS realizadas a las 17:00 h, la
concentracion de progesterona fue similar al de los animales con laparotomia
(Figura 10).

Figura 10. Media = e.e.m de la concentracion de progesterona en suero de ratas
con laparotomia (LAP) o seccion izquierda, derecha o bilateral del nervio ovarico
superior, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales fueron
sacrificados 1 0 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs. OS (ANDEVA seguida
por la prueba de Tukey).
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3.1.4. EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS EN ANIMALES CON LESION
UNILATERAL DEL NSQ

En los animales con lesion del NSQ izquierdo y seccion del NOS izquierdo realizada
a las 11:00 h, sacrificados 24 horas después, la concentraciéon de progesterona fue
mayor que en el grupo con lesion del NSQ izquierdo. En aquellos con lesion del NSQ
derecho y seccidén del NOS derecho, la concentracion de progesterona fue menor

que en los animales tratados del lado izquierdo (Figura 11).
La concentracion de progesterona fue mayor en los animales con lesién del

NSQ izquierdo y seccion del NOS izquierdo realizadas a las 17:00 h, sacrificados 1

hora post-cirugia, que aquellos con lesién del NSQ izquierdo (Figura 11).

40



Resultados

11:00 h del proestro

70 1 70 1
w 60 - 60 -
& 50 - 50 -
X
e 40 40 +
22 30 30 -
§ 20 - %I 20 - * "
= ol Ml Dme
0 . 0 .
Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho
1 hora 24 horas

17:00 h del proestro

70 A * 70 A
% 60 - — 60 -
e} 50 A 50 -
N
L E 40 A 40 A
Eﬁ 2 30 30 A
O N—r
O 20 ~ 20 ~
S ©1 zml]
; | e N N
Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho
1lhora 24 horas
Lesion M Seccion O Lesion+ Seccidon Lesion H@ Seccion @ Lesion+ Seccion

Figura 11. Media = e.e.m de la concentracién de progesterona en suero de ratas
con seccion del nervio ovarico superior izquierdo o derecho, o con lesion del nucleo
supraquiasmatico izquierdo o derecho seguida o no de la seccién del nervio ovarico
superior izquierdo o derecho, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los
animales fueron sacrificados 1 0 24 horas después de la cirugia. *p<0.05 vs. su
respectivo grupo con lesion, #p<0.05 vs. Lesion+Seccion izquierda (ANDEVA
seguida de la prueba de Tukey).
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3.2. TESTOSTERONA

3.2.1. EFECTOS DE LA OPERACION SIMULADA DEL NSQ Y LAPAROTOMIA
ABDOMINAL

La concentracion de testosterona fue mayor en los animales con operacion simulada
unilateral o con laparotomia uni o bilateral realizadas a las 11:00 h, sacrificados 1
hora después de la cirugia, que en los animales testigo. 24 horas después de la
operacion simulada bilateral o con laparotomia uni o bilateral a las 11:00 h, la

concentracion de testosterona fue menor que en el grupo testigo (Figura 12).

Una hora después de realizada la operacién simulada bilateral a las 11:00 h, la
concentracion de testosterona fue menor que en los animales con operacion
simulada derecha (184+11.8 vs. 410+£38.8 pg/ml, p<0.05, prueba “t” de Student).
Mientras que, la concentracion de testosterona en los animales con operacion
simulada derecha fue mayor que en el grupo con operacién simulada izquierda
(410+38.8 vs. 237+£13.7 pg/ml, p<0.05, prueba “t” de Student).

En los animales con operacion simulada bilateral realizada a las 11:00 h,
sacrificados a las 24 horas post-cirugia, la concentracion de testosterona fue menor
que en los animales con operacion simulada izquierda o derecha (5.0£0.9 vs. OS-I:
145+25.5; OS-D: 167+15.4 pg/ml, p<0.05, ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

La concentracion de testosterona fue menor en los grupos con operacion
simulada o laparotomia uni o bilateral realizadas a las 17:00 h, evaluada 1 o 24 horas

post-cirugia que la del grupo testigo (Figura 12).

Una hora después de la operacion simulada derecha o bilateral realizada a las
17:00 h, la concentracion de testosterona fue menor que los animales con operacion
simulada izquierda (OS-D: 34.4+4.7; OS-B: 21.0£3.1 vs. OS-I: 102+10.5 pg/ml,
p<0.05, ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Figura 12. Media £ e.e.m de la concentracién de testosterona en suero de ratas
testigo o con operacién simulada en el nucleo supraquiasmatico izquierdo (OS-I),
derecho (OS-D) o bilateral (OS-B), o con laparotomia abdominal izquierda (LAP-I),
derecha (LAP-D) o bilateral (LAP-B) realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro.
Los animales fueron sacrificados 1 o 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs.
Testigo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

3.2.2. EFECTOS DE LA LESION UNI O BILATERAL DEL NSQ

En las ratas con lesién del NSQ derecho realizada a las 11:00 h, sacrificadas 1 hora
después, la concentracion de testosterona fue menor que en el grupo con operacion
simulada, lo que no ocurrié en los animales con lesion izquierda o bilateral del NSQ
(Figura 13).
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Una hora después de la lesion bilateral del NSQ realizada a las 11:00 h, la
concentracion de testosterona fue menor que la de los grupos con lesion unilateral
(139+13.8 vs. Lesion izquierda: 244+21.8; Lesion derecha: 251+18.1 pg/ml, p<0.05,
ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

24 horas después de la lesion del NSQ derecho realizada a las 11:00, la
concentracion de testosterona fue menor que en las ratas con operaciéon simulada,
mientras que la concentracion de la hormona fue mayor en los animales con lesion
bilateral del NSQ (Figura 13).

La concentracion de testosterona fue menor en las ratas con lesion del NSQ
izquierdo realizada a las 17:00 h, evaluada 1 hora después, que en los animales con

operacion simulada y fue mayor en aquellas con lesion bilateral del NSQ (Figura 13).

La lesién bilateral del NSQ realizada a las 17:00 h, evaluada 1 hora después,
resultdé en mayor concentracidon de testosterona que las lesiones unilaterales
(138+22.6 vs. Lesion izquierda: 22.1+5.5; Lesion derecha: 49.4+14.4 pg/ml, p<0.05,
ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

La concentracion de testosterona fue mayor en los animales con lesion del NSQ
izquierdo o bilateral realizada a las 17:00 h, evaluada 24 horas después, que

aquellos con operacion simulada (Figura 13).
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Figura 13. Media + e.e.m de la concentracién de testosterona en suero de ratas
con operacion simulada (OS) o lesion izquierda, derecha o bilateral del nucleo
supraquiasmatico, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales
fueron sacrificados 1 0 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs. OS (ANDEVA

seguida por la prueba de Tukey).
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3.2.3. EFECTOS DE LA SECCION UNI O BILATERAL DEL NOS

La concentracion de testosterona fue menor en los animales con seccion bilateral del
NOS realizada a las 11:00 h, sacrificados 1 hora post-cirugia, que en aquellos con
laparotomia (Figura 14).

24 horas después de la seccién bilateral del NOS realizada a las 17:00 h, la

concentracion de testosterona fue mayor que en el grupo con laparotomia (Figura
14).
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Figura 14. Media = e.e.m de la concentracion de testosterona en suero de ratas
con laparotomia (LAP) o seccion izquierda, derecha o bilateral del nervio ovarico
superior, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales fueron
sacrificados 1 0 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs. OS (ANDEVA seguida

por la prueba de Tukey).
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3.2.4. EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS EN ANIMALES CON LESION
UNILATERAL DEL NSQ

La concentracion de testosterona fue mayor en los animales con lesion del NSQ
derecho y seccion del NOS derecho, sacrificados 1 hora post-cirugia que los

animales operados en el lado izquierdo (Figura 15).

24 horas después de la lesion unilateral del NSQ y seccion unilateral del NOS
realizada a las 11:00 h, la concentracion de testosterona fue menor que en los

grupos con lesion unilateral del NSQ o con seccién unilateral del NOS (Figura 15).

En los animales con lesion del NSQ derecho y seccién del NOS derecho
realizada a las 17:00 h, sacrificados 1 hora después, la concentracion de
testosterona fue mayor que en los animales con lesion del NSQ derecho o con
aquellos sometidos a la seccion del NOS derecho, o bien, a la lesidon+seccion

izquierda (Figura 15).

24 horas después de la lesion del NSQ izquierdo y seccion del NOS izquierdo
realizadas a las 17:00 h, la concentracion de testosterona fue menor que en los
animales sometidos sélo a la lesion del NSQ izquierdo o a la seccién del NOS
izquierdo. Una respuesta similar fue observada en los animales con lesion del NSQ

derecho y seccion del NOS derecho (Figura 15).
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Figura 15. Media + e.e.m de la concentracion de testosterona en suero de ratas
con seccién del nervio ovarico superior izquierdo o derecho o con lesion del nucleo
supraquiasmatico izquierdo o derecho seguida o no de la seccién del nervio ovarico
superior izquierdo o derecho, realizadas a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los
animales fueron sacrificados 1 0 24 horas después de la cirugia. *p<0.05 vs. su
respectivo grupo con lesién, ¢p<0.05 vs. su respectivo grupo con seccion, #p<0.05
vs. Lesion+Seccion izquierda (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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3.3. ESTRADIOL

3.3.1. EFECTOS DE LA OPERACION SIMULADA DEL NSQ Y LAPAROTOMIA
ABDOMINAL

La concentracion de estradiol fue mayor en los animales con operacion simulada o
laparotomia uni o bilateral realizadas a las 11:00 h, sacrificados 1 hora después, que
los animales testigo. Mientras que 24 horas después de la cirugia la concentracidn

de estradiol fue menor (Figura 16).

En las ratas con operacidon simulada derecha o bilateral realizadas a las 11:00
h, sacrificadas 24 horas post-cirugia, la concentracion de estradiol fue menor que la
del grupo con operacion simulada izquierda (OS-D: 57.614.5; OS-B: 46.8+4.8 vs. OS-
I: 85.7£6.1 pg/ml, p<0.05, ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

La concentracion de estradiol fue menor en los animales con operacién
simulada derecha o bilateral, o con laparotomia unilateral realizadas a las 17:00 h,

sacrificados 1 hora después de la cirugia, que en los animales testigo (Figura 16).

En los animales con operacién simulada o laparotomia izquierda realizada a las
17:00 h, sacrificados 24 horas después, la concentracién de estradiol fue mayor que
en las ratas testigo. Mientras que, en los animales con las misma cirugia del lado
derecho, la concentracion de la hormona fue menor que en las ratas testigo (Figura
16).

En comparacion con el grupo testigo o con la operacién simulada izquierda, la

concentracion de estradiol fue menor en el grupo con operacion simulada derecha

realizada a las 17:00 h, evaluada 24 horas después.
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Figura 16. Media + e.e.m de la concentracion de estradiol en suero de ratas
testigo o con operacion simulada izquierda (OS-I), derecha (OS-D) o bilateral (OS-B)
del nucleo supraquiasmatico, o con laparotomia abdominal izquierda (LAP-I),
derecha (LAP-D) o bilateral (LAP-B) realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro.
Los animales fueron sacrificados 1 o 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs.

Testigo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

3.3.2. EFECTOS DE LA LESION UNI O BILATERAL DEL NSQ

24 horas después de realizada la lesién bilateral del NSQ a las 11:00 h, la

concentracion de estradiol fue mayor que en el grupo con operacion simulada
(Figura 17).
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Una hora después de la lesion del NSQ derecho o bilateral realizada a la 17:00
h, la concentracion de estradiol fue mayor que en los animales con operacion

simulada (Figura 17).

Figura 17. Media + e.e.m de la concentracion de estradiol en suero de ratas con
operacion simulada (OS) o lesion izquierda, derecha o bilateral del nucleo
supraquiasmatico, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales
fueron sacrificados 1 0 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs. OS (ANDEVA
seguida por la prueba de Tukey).
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3.3.3. EFECTOS DE LA SECCION UNI O BILATERAL DEL NOS

La concentracion de estradiol fue mayor en las ratas con seccion del NOS derecho a
las 11:00 h, evaluada 1 hora post-cirugia, que en los animales con laparotomia.
Mientras que la misma cirugia evaluada 24 horas después resultd en menor

concentracion de estradiol que los animales con laparotomia (Figura 18).

24 horas después de la seccion del NOS izquierdo realizada a las 17:00 h, la
concentracion de estradiol fue menor que en los animales con laparotomia, mientras

que la seccion bilateral del NOS la aumenté (Figura 18).
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Figura 18. Media £ e.e.m de la concentracion de estradiol en suero de ratas con
laparotomia (LAP) o seccion izquierda, derecha o bilateral del nervio ovarico
superior, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales fueron
sacrificados 1 0 24 horas después del tratamiento. *p<0.05 vs. OS (ANDEVA seguida
por la prueba de Tukey).
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3.3.4. EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS EN ANIMALES CON LESION
UNILATERAL DEL NSQ

En los animales con lesién unilateral del NSQ y seccion unilateral del NOS realizadas
a las 11:00 h, sacrificados 24 horas post-cirugia, la concentracion de estradiol fue
menor que en los grupos sometidos sélo a la lesion del NSQ o a la seccion del NOS
(Figura 19).

24 horas después de la lesién del NSQ izquierdo y seccion del NOS izquierdo
realizada a las 17:00 h, la concentracion de estradiol fue menor que en los animales
con lesién del NSQ izquierdo. Mientras que la lesion del NSQ derecho seguido por la
seccion del NOS derecho resulté en mayor concentracién de estradiol que en los
grupos con lesion del NSQ derecho, con seccion del NOS derecho o con

lesion+seccidn del lado izquierdo (Figura 19).
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Figura 19. Media £ e.e.m de la concentracion de estradiol en suero de ratas con
seccion del nervio ovarico superior izquierdo o derecho, o con lesion del nucleo
supraquiasmatico izquierdo o derecho seguida o no de la seccién del nervio ovarico
superior izquierdo o derecho, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los
animales fueron sacrificados 1 0 24 horas después de la cirugia. *p<0.05 vs. su
respectivo grupo con lesién, ¢p<0.05 vs. su respectivo grupo con seccion, #p<0.05
vs. Lesion+Seccion izquierda (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Resultados

3.4.1. EFECTOS DE LA OPERACION SIMULADA DEL NSQ Y LAPAROTOMIA

ABDOMINAL

En comparacion con el grupo testigo, la operacion simulada derecha o izquierda

realizada a las 11:00 o 17:00 h, evaluada 24 o 1 horas después de la cirugia resultd

en menor concentracion de LH (Cuadro 5).

La laparotomia izquierda realizada a las 11:00 h, evaluada 24 horas post-

cirugia, resulté en menor concentracion de LH que en los animales testigo (Cuadro

5).

Cuadro 5. Media + e.e.m de la concentracién de LH (ng/ml) de ratas testigo o con
operacion simulada derecha (OS-D) o izquierda (OS-I) del nucleo supraquiasmatico,
o con laparotomia abdominal derecha (LAP-D) o izquierda (LAP-I), realizada a las
11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales fueron sacrificados 1 o 24 horas

después del tratamiento.

Hora de la cirugia 11:00 h 17:00 h
Autopsia 24 horas 1 hora
GRUPO

Testigo 0.57+0.07 26.7+7.7
OS-D 0.26+0.03* 12.8+£2.0*
LAP-D 0.51+0.04 23.5+3.2
0s-I 0.34+0.05%* 9.4+0.6*
LAP-I 0.36+0.04* 17.6£1.2

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

57



Resultados

3.4.2. FECTOS DE LA LESION UNILATERAL DEL NSQ

24 horas después de la lesion del NSQ derecho realizada a las 11:00 h, la
concentracion de LH fue menor que en los animales con operacion simulada o con

lesion del NSQ izquierdo (Cuadro 6).

Cuadro 6. Media + e.e.m de la concentracién de LH (ng/ml) de ratas con
operacion simulada (OS) o lesion derecha (D) o izquierda (lI) del nucleo
supraquiasmatico, realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales
fueron sacrificados 1 0 24 horas después del tratamiento.

Hora de la cirugia 11:00 h 17:00 h
Autopsia 24 horas 1 hora
GRUPO

OS-D 0.26+0.03 12.842.0
Lesiéon-D 0.16+0.04* 10.3+£0.8
OS-1 0.34+0.05 9.4+0.6
Lesion-1 0.30+0.02 10.3£1.0

*p<0.05 vs. OS-D; #p<0.05 vs. Lesion-I (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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3.4.3. EFECTOS DE LA SECCION UNILATERAL DEL NOS

Una hora después de la seccion del NOS derecho realizada a las 17:00 h, la

concentracion de LH fue menor que en los animales con laparotomia (Cuadro 7).

Cuadro 7. Media + e.e.m de la concentracion de LH (ng/ml) de ratas con
laparotomia (LAP) o seccién derecha (D) o izquierda (l) del nervio ovarico superior,
realizada a las 11:00 o 17:00 horas del proestro. Los animales fueron sacrificados 1 o
24 horas después del tratamiento.

Hora de la cirugia 11:00 h 17:00 h
Autopsia 24 horas 1 hora
GRUPO LH

LAP-D 0.51+0.04 23.5+3.2
Seccion-D 0.41+£0.04 12.5£1.9%
LAP-I1 0.36+0.04 17.6+1.2
Seccion-1 0.32+0.03 13.7+1.0

*p<0.05 vs. LAP-D (ANOVA seguida de la prueba de Tukey).

3.4.4. EFECTOS DE LA SECCION DEL NOS EN ANIMALES CON LESION
UNILATERAL DEL NSQ

24 h después de realizada la lesion del NSQ derecho y seccidon del NOS derecho
realizadas a las 11:00 h, la concentracién de LH fue menor que en los animales con
sélo seccidon del NOS derecho. La concentracion de LH en los animales con lesién
del NSQ derecho y seccion del NOS derecho realizada a las 17:00 h, sacrificados 1
hora post-cirugias, fue menor que la de los animales con seccion del NOS derecho
(Cuadro 8).
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En los animales con lesion del NSQ izquierdo y seccion del NOS izquierdo
realizadas a las 11:00 h, sacrificados 24 horas después de la cirugia, la
concentracion de LH fue menor que en los animales con solo lesién del NSQ
izquierdo o con seccidon del NOS izquierdo. En los animales con lesién del NSQ
izquierdo y seccion del NOS izquierdo realizada a las 17:00 h, sacrificados 1 hora
después, la concentracion de LH fue mayor que la de los animales con seccion del

NOS izquierdo o con lesion+seccion del lado derecho (Cuadro 8).

Cuadro 8. Media = e.e.m de la concentracién de LH (ng/ml) de ratas con seccién
del nervio ovarico superior derecho (Seccidén-D) o izquierdo (Seccidn-I), o lesion del
nucleo supraquiasmatico derecho (Lesion-D) o izquierdo (Lesion-l) seguida o no de
la seccién del nervio ovarico superior derecho o izquierdo, realizada a las 11:00 o
17:00 horas del proestro. Los animales fueron sacrificados 1 o0 24 horas después del
tratamiento.

Hora de la cirugia 11:00 h 17:00 h
Autopsia 24 horas 1 hora
GRUPO LH
Lesion-D 0.16£0.04 10.3+0.8
Seccion-D 0.41+£0.04 12.5+1.9

Lesion-D+Seccion-D 0.15£0.02e 6.8+0.9¢
Lesion-I 0.30+0.02 10.3£1.0
Seccion-I 0.32+0.03 13.7+1.0

Lesion-1+Seccion-I 0.14+£0.03*%e | 20.5£1.9*e#

*p<0.05 vs. Lesién, ¢p<0.05 vs. Seccion, #p<0.05 vs. Lesion-1+Seccidon-1 (ANOVA seguida
de la prueba de Tukey).
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que en el dia del proestro la ovulacion
y la secrecion de hormonas esteroides son reguladas por diferentes sefales
neuroendocrinas provenientes de cada NSQ, que depende de la hormona estudiada,
la hora del dia y del tiempo transcurrido entre la cirugia y la obtencién de la muestra.
Los resultados también nos sugieren que parte de la informacion nerviosa que se
origina en el NSQ derecho llega a los ovarios por medio del NOS y modula de

manera estimulante la reactividad del foliculo ovarico necesaria para la ovulacion.

Greig y Weisz (1973) mostraron que en la tarde del proestro se requiere una
cantidad de LH equivalente al 14% de la concentracion plasmatica de la hormona en
ese dia y a esa hora, para inducir la ovulacion. En nuestro estudio la seccidén uni o
bilateral de vias nerviosas dorsales al NSQ (operacion simulada) a las 11:00 o 17:00
h no modificé la tasa de animales ovulantes ni el numero de ovocitos liberados, lo
que nos sugiere que esa informacién nerviosa no participa en la regulacion de la
ovulacion a pesar de la menor concentraciéon de LH en los animales sacrificados a

las 18:00 h.

En el clasico estudio de Everett y Sawyer (1950) los autores propusieron la
existencia de una sefial nerviosa que se activa entre las 14:00 y 16:00 h del dia del
proestro para estimular el sistema liberador de LH indispensable para la ovulacion.
Dominguez y Smith (1974) mostraron que en los dias del diestro-1 y diestro-2
también se requiere de una sefal nerviosa similar a la propuesta por Everett y

Sawyer para que se produzca la ovulacion.
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La lesién bilateral del NSQ en la mafiana del proestro (9:00-10:00 h) no afecta
la ovulacion al siguiente dia (estro) (Terasawa y col., 1980), pero la misma lesion
realizada entre las 12:00 y las 14:00 h bloquea la ovulacion (Kimura y Kawakami,
1978). Tomados en conjunto, los resultados de Terasawa y col. (1980), Kimura y
Kawakami (1978) y los del presente estudio, nos sugieren que a partir de las 11:00 h
del proestro es necesaria la presencia de ambos NSQ para que se produzca la
secrecion adecuada de GnRH y la ovulacion, ya que la lesién bilateral del NSQ

bloqued la ovulacion y el remplazo con GnRH la restaura.

En el presente estudio la lesion del NSQ derecho no afecté la tasa de animales
ovulantes, pero el numero de ovocitos liberados fue menor, contrario a lo observado
por Silva y col. (2012) quienes mostraron que la lesion unilateral del NSQ en ratas en
proestro a las 9:00 h, bloqued la ovulacién. Estos resultados nos sugieren que la
sefal nerviosa originada en el NSQ derecho a las 9:00 h del proestro es necesaria
para estimular la secrecién de LH y la ovulaciéon. Sin embargo, a las 11:00 h se
observo que la falta de dicha sefial, aunque reduce la secreciéon de LH en un 72%,
también modularia la sensibilidad de los foliculos ovaricos a las gonadotropinas, lo
que se vio reflejado en el menor numero de ovocitos liberados. Dado que la lesidon
del NSQ izquierdo a las 11:00 h del proestro no modificoé la ovulacion y la bloqued
cuando la lesion se realizé a las 09:00 h (Silva y col., 2012), sugerimos que la
informacion que se origina en el NSQ izquierdo es necesaria antes de las 11:00 h del

proestro, mientras que la del NSQ derecho se requiere mas alla de esta hora.
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Chavez y col. (1991) mostraron que en ratas adultas, la seccién bilateral o
unilateral del NOS resulta en un menor nimero de animales ovulantes y de ovocitos
liberados, y que la inyeccidbn de gonadotropina coridbnica humana (hCG) no
restablece la ovulacidn en el ovario denervado. Los autores sugieren que la
informacion nerviosa que transcurre por el NOS modula de manera estimulante la
reactividad del foliculo ovarico a las gonadotropinas. Moran y col. (2000) mostraron
que en ratas infantiles la seccion bilateral o derecha del NOS resulté en un

crecimiento folicular menor y un aumento en el numero de foliculos atrésicos.

Segun Espey (1980) la LH induce hiperemia ovarica, vasodilatacion, edema e incluso
extravasacion de los vasos en los foliculos que van a ovular. Segun Zackrisson y col.
(2000) en la rata una reduccién aguda del flujo sanguineo durante el proceso
ovulatorio reduce la tasa ovulatoria. La electro-acupuntura a nivel de los segmentos
(T9-T10 y L3-L5), de los cuales se originan los nervios simpaticos que llegan al
ovario, incrementa la concentracion de NPY en el fluido folicular (Stener-Victorin y
col., 2003). De acuerdo a Yao y col. (1996) el VIP induce una relajacion de los vasos
pre-contraidos con NA, mientras que el NPY invierte notablemente la relajacion
inducida por el VIP, lo que sugiere que una disminucion en el suministro de sangre al
ovario puede estar relacionado con aumentos en NA y NPY (Markiewicz y col.,
2003). Ademas se ha mostrado que la estimulacion eléctrica del NOS decrece el flujo
sanguineo del ovario (Kagitani y col., 2008). A partir de estas evidencias proponemos
que la informacion nerviosa aportada por el NOS a los ovarios (Dissen y Ojeda,

1999), participa en la regulacién de la etapa final del proceso ovulatorio.
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En el presente estudio, observamos que la participacion del NOS en el dia del
proestro en la regulacion de la ovulacion es asimétrica y varia en intensidad con la
hora del dia, ya que la informacién que transcurre por el NOS izquierdo no parece
ser crucial en los procesos que conllevan a la ovulacion. El bajo numero de ovocitos
liberados en ratas con seccion bilateral o derecha del NOS a las 11:00 o 17:00 h
sugiere que la respuesta normal del foliculo preovulatorio a la LH requiere algun tipo
de informacion nerviosa que llega por medio del NOS. Dado que la tasa de animales
ovulantes no fue modificada por la seccién del NOS realizada a las 11:00 h, pero fue
baja en aquellos tratados a las 17:00 h, proponemos que el reducido crecimiento
folicular y la falta de nuevos cuerpos luteos es el resultado de la disminucién en la
sensibilidad de los foliculos a las gonadotropinas y no a una falta en la secrecion de
las mismas. La menor sensibilidad de los foliculos se explicaria por la falta de una
senal nerviosa y el reordenamiento de factores neuroendocrinos que modulan la
sensibilidad de los foliculos a las gonadotropinas. El hecho de que el numero de
ovocitos liberados por el ovario derecho de los animales con lesion del NSQ vy
seccion del NOS derecho, fue menor que en los animales con lesion o seccién

derecha, apoya nuestra interpretacion.

La seccion del NOS izquierdo en los animales con lesién del NSQ izquierdo no
modificd la respuesta ovulatoria, por lo que sugerimos que la informacidn nerviosa
que se origina en el NSQ-NOS del lado derecho estd mas comprometida con la
regulacion de la ovulacion y que las sefiales nerviosas provenientes del NSQ regulan
los cambios neuroendocrinos del ovario necesarios para la ovulacion, por medio de

la informacién nerviosa aportada por el NOS.
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En el presente estudio, los efectos que resultan de la lesidn uni o bilateral del
NSQ en la ovulacibn no son paralelos a los cambios observados en las
concentraciones de hormonas esteroides. Esto sugiere que aunque las sefales
endocrinas que regulan la ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides son los
mismos, los mecanismos neuroendocrinos que las modulan son diferentes.

El NSQ envia y recibe sefiales nerviosas desde el area preodptica medial y el
nucleo paraventricular del hipotalamo (Watts y col. 1987), regiones que participan en
la regulacion de la secrecion de LH (Herbison, 2006; Dobson y col., 2003). En la rata
la principal fuente de progesterona en el dia del proestro son las glandulas adrenales
(Flores y col., 2005). Buijs y col. (1999) y Sage y col. (2002) mostraron que la
sensibilidad de la corteza adrenal a la hormona adrenocorticotropica y por tanto su

funcion secretora, es modulada por el NSQ.

En este estudio observamos que la concentracion sérica de progesterona fue
mayor en los animales con operacion simulada realizada a las 11:00 o 17:00 h,
sacrificados 1 hora después, que en los testigos, o que nos sugiere que la
informacion nerviosa que transcurre por las vias dorsales al NSQ regula de manera
inhibitoria la secrecion de progesterona por las adrenales. En cambio, 24 horas
después de la operacion simulada realizada a las 11:00 h la informaciéon que
transcurre por esas vias regularia de manera estimulante la secrecién de

progesterona.

En un estudio in vitro, Zhang y Aguilar-Roblero (1995) mostraron que el NSQ
derecho presentaba un patron bimodal de actividad eléctrica, mientras que el NSQ
izquierdo presentaba un patréon unimodal, lo que sugiri6 un patron de actividad
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asimétrica entre los NSQs que podria reflejar una organizacién funcional lateralizada.
En el presente estudio, la mayor concentracion de progesterona en los animales con
lesion del NSQ izquierdo realizada a las 11:00 h, sacrificados 1 hora después,
sugiere que la informacion nerviosa que se origina en el nucleo izquierdo regula de
manera inhibitoria la secrecion de la hormona. Mientras que la informacion nerviosa
generada en el NSQ derecho la regula de manera inhibitoria tanto a las 11:00 como a
las 17:00 h. Estos resultados podrian ser el reflejo de una funcién alternada de los

NSQs que regula la secrecion de progesterona.

En la rata adulta, la secciéon bilateral del NOS realizada a las 11:00 o 16:00 h
del proestro, disminuye la concentracidn de progesterona a partir de los 4 minutos y
se mantiene hasta los 24 minutos (Aguado y Ojeda, 1984). En el presente estudio la
seccion bilateral realizada a las 11:00 h del proestro result6 en una menor
concentracion de la hormona a la hora después de la cirugia, la cual se recupera 24
horas mas tarde, en tanto que la seccion unilateral no la modifica en ninguno de los

dos tiempos evaluados.

A partir de estos resultados sugerimos que en el dia del proestro existen otras
vias nerviosas que regulan la secrecion de progesterona ovarica a la falta de la
informacion simpatica, mientras que en los animales con seccién unilateral, basta la
integridad de uno de los nervios para regular la secrecion de la hormona. Forneris y
Aguado (2002) mostraron que la seccién bilateral del NOS en la rata neonata no
modifica la actividad de la 33-HSD (enzima implicada en la sintesis de progesterona)
en el cuerpo luteo ni la concentracién sérica de progesterona, 56 dias después de la
denervacion, resultados que apoyan nuestra interpretacion. Al parecer la actividad de
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la enzima limitante en la sintesis de la hormona depende mas de la informacion
parasimpatica aportada por el nervio vago, ya que en la rata prefiada la seccion

bilateral de éste nervio resulta en un decremento de la actividad en la A5-33-HSD en

glandula intersticial y cuerpo luteo (Burden y Lawrence, 1977).

En el presente estudio, la seccion derecha del NOS en animales con lesion
derecha del NSQ realizada a las 11:00 o 17:00 h, sacrificados a 1 hora post-cirugia,
resultd en similar concentracion de progesterona que los animales con solo lesion del
NSQ. Este resultado nos sugiere que la sefal nerviosa que proviene del NSQ, que
regula la secrecion de progesterona, no llegaria a los ovarios via el NOS o que
especificamente en estas horas no es necesaria la informacién nerviosa aportada por
el NOS derecho. En cambio, cuando la lesion y denervacion se produjeron en el lado
izquierdo la concentracion de progesterona fue mayor, lo que nos sugiere que la
informacion que llega al ovario por el NOS izquierdo regula de manera inhibitoria la

secrecion de la hormona.

La mayor concentracion de testosterona en los animales con operacion
simulada uni o bilateral del NSQ a las 11:00 h, nos sugiere que existe informacion
nerviosa que transcurre por las vias dorsales al NSQ y regula de manera inhibitoria la
secrecion de testosterona, mientras que a las 17:00 h la regulacion seria estimulante.
Sin embargo, no podemos descartar que la disminucion en la concentracién de LH
observada una hora después de la seccion unilateral de las vias dorsales a las 17:00

h sea la causa de la disminucioén en la concentracion de testosterona.
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La menor concentracion de testosterona en los animales con lesién del NSQ
derecho a las 11:00 h, nos sugiere que el NSQ derecho modula de manera
estimulante la secrecion de testosterona, mientras que a las 17.00 h es el NSQ
izquierdo quien modula la secrecion de la hormona, lo que apoya la idea de dos

osciladores independientes propuesto por Zhang y Aguilar-Roblero (1995).

Morales-Ledesma y col. (2012) mostraron que 1 hora después de la seccién
bilateral del NOS en la rata prepuber, la concentracion de testosterona es mayor que
en los animales con laparotomia y que estos cambios no siempre se correlacionan
con cambios en la concentracion de LH. En el presente estudio, la concentracion de
testosterona disminuye o aumenta en funcién de la hora del dia en que se realiza la
seccion bilateral del NOS, lo que apoya la idea de Flores y col. (2011) de que las
modificaciones en las concentraciones de testosterona que resultan de la

denervacion son el reflejo de los cambios en la sensibilidad del ovario a la LH.

La seccién unilateral del NOS realizada a las 11:00 o 17:00 h no modificé la
concentracion de testosterona, o que nos sugiere que en estas horas la presencia de
la sefial nerviosa de uno de los nervios ovaricos es suficiente para mantener la

secrecion de la hormona.

Segun Gerendai y col. (2009), Dominguez y Cruz-Morales (2011) y Cruz y col.
(2014), el NOS y el nervio vago son via nerviosas que conectan al sistema nervioso
central con los ovarios. En el presente estudio exploramos si el NSQ utiliza al NOS
como parte de una via nerviosa que regula la secrecion de hormonas esteroides. Los

resultados obtenidos sugieren que el NOS es una de las posibles vias nerviosas de
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comunicacién entre el NSQ y los ovarios y su funcionamiento varia durante el dia. En
los animales con lesién unilateral del NSQ y seccion del NOS ipsilateral realizada a
las 11:00 h, evaluada 1 hora post-cirugias, no modificé la concentracion de
testosterona en relacion con lo observado en los animales con lesion del NSQ, lo que
nos sugiere que la sefal nerviosa que proviene del NSQ no llega al ovario via el
NOS. En cambio, cuando la lesion y la denervacion se realizan del lado derecho a las
17:00 h, la concentracién de testosterona fue mayor que en los animales soélo con
lesion del NSQ, lo que nos sugiere que las vias de comunicacion entre los NSQs y

los ovarios por intermedio de los NOS varia segun las horas del dia.

Dado que 24 horas después de realizar la lesion unilateral del NSQ y la seccion
unilateral del NOS, la concentracion de testosterona es menor que en los estudios
agudos (1 hora), proponemos que estos cambios reflejan el re-acomodo de factores
nerviosos que regulan la esteroidogénesis ovarica, como ha sido propuesto por

Moran y col. (2000).

El hecho que a las 11:00 h la lesion unilateral del NSQ no modificé la secrecion
de estradiol, nos sugiere que la informacion nerviosa que proviene de cada nucleo es
suficiente para mantener la secrecién normal de estradiol. Sin embargo, a las 17:00
h, es la informacién nerviosa originada en el NSQ derecho quien regula de manera

inhibitoria la secrecidon de dicha hormona.

Existen evidencias de que los mecanismos neuroendocrinos que regulan la
secrecion de hormonas esteroides ovaricas varian dependiendo de la hormona

estudiada. En un sistema ex vivo (usando el modelo de ganglio celiaco-NOS-ovario
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izquierdo) en el dia del proestro, el agregar NA o acetilcolina al compartimento
ganglionar, induce liberacion de androstenediona y estradiol mientras que inhibe la

de progesterona (Delgado y col., 2010).

De acuerdo a Uchida y Kagitani (2014) y Kagitani y col. (2008) la estimulacion
eléctrica del NOS derecho afecta diferentes mecanismos neuroendocrinos que
inhiben la secrecion ovarica de testosterona y estradiol, a través de la activacion de
adrenoreceptores alfa 1 o alfa 2, respectivamente, lo que indica que la reduccion en
la secrecion de estradiol por la estimulacion del NOS es independiente de la

reduccion de la secrecion de testosterona (Uchida y Kagitani, 2014).

Los cambios en las concentraciones de hormonas en los animales con lesion
unilateral del NSQ y seccién unilateral del NOS, sugieren que los cambios en los
mecanismos neuroendocrinos dependen de sefales adrenérgicas que regulan la

secrecion de cada hormona.

Los resultados del presente estudio sugieren que la informacién nerviosa
aportada por el NOS derecho en la mafnana del proestro esta mas comprometida con
la regulacion de la secrecion de estradiol, mientras que por la tarde parece ser
indispensable la informacion nerviosa aportada por el NOS izquierdo o por ambos

nervios.

Garraza y col. (2004) mostraron que la secrecidon de progesterona in vitro por
los ovarios provenientes de animales en diestro-1 o diestro-2 sobre-estimulados con
NA, NPY o VIP depende del neurotransmisor utilizado y del dia del ciclo en que se

realiza el tratamiento. Rosas y col. (2014) mostraron que la estimulacién VIPérgica
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de los ovarios modifica la secrecion de hormonas esteroides lo que depende del
tiempo de estimulacion y del dia del ciclo estral estudiado. Dado que el NOS
proporciona a los ovarios informacion nerviosa utilizando a la NA, VIP y NPY, los

efectos de seccionar el NOS representaria la falta de dichos neurotransmisores que

modulan la esteroidogénesis.

Los resultados del presente estudio sugieren que el NOS es parte de la via de
comunicacién con el NSQ que modula la secrecion de estradiol, que varia en funcion
de las horas del dia, respuesta que puede ser el resultado de cambios en la
sensibilidad de los ovarios a la LH, en la actividad aromatasa o en ambos, como han

sugerido Flores y col. (2011).

Tomados en conjunto, los resultados del presente estudio nos sugieren que en
el dia del proestro el NSQ regula la secrecion de hormonas esteroides y la ovulacion
por diferentes mecanismos neuroendocrinos, que varian en funcion de la hora del
dia. La regulacion de la secrecion hormonal es estimulante o inhibitoria dependiendo
de la hormona estudiada. La participacion del NSQ derecho en la regulacion de la
ovulacién es estimulante y lateralizada, quizas utilizando como via final al NOS
derecho. La informacion nerviosa del NSQ izquierdo no parece ser esencial en dicho

proceso.
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Modelo

Figura 20. En este modelo se resumen los efectos de la seccion izquierda, derecha o
bilateral del nervio ovarico superior (NOS), o de la lesion izquierda, derecha o
bilateral del nucleo supraquiasmatico (NSQ) seguida o no de la seccion ipsilateral del
NOS. Realizadas a las 11:00 horas del proestro y evaluados 24 horas después de la
cirugia, sobre la ovulacion y la concentracion de progesterona (P4), testosterona (T)
y estradiol (E2).. Las flechas indican disminuciones o aumentos en los parametros
evaluados, los signos de igual indican que no se presentaron cambios significativos y
el tache indica bloqueo. Como observamos en el modelo, las diferencias en la
respuesta ovulatoria dependen del NSQ lesionado y la participacién de cada nucleo
en la regulacion de la secrecion de la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH). La participacion del NOS sobre las funciones de los ovarios dependen del
nervio seccionado y de la hormona estudiada Dado que el NOS proporciona a los
ovarios informacién nerviosa utilizando a la noradrenalina, al péptido intestinal
vasoactivo y al neuropéptido Y, los efectos de seccionar el NOS representaria la falta

de dichos neurotransmisores que modulan la esteroidogénesis.

También nos sugiere que parte de la informacién nerviosa que se origina en el NSQ
derecho llega a los ovarios por medio del NOS derecho y modula de manera
estimulante la reactividad del foliculo ovarico a las gonadatropinas necesaria para
producir la ovulacién. La informacién nerviosa del NSQ izquierdo no parece ser
esencial en dicho proceso. La regulacion en la secrecién hormonal es estimulante o
inhibitoria dependiendo de la hormona estudiada. GC-MS: Ganglio celiaco-

mesentérico superior.
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CONCLUSIONES

Algunas sefiales provenientes de vias nerviosas dorsales al NSQ participan en la
regulacion de la secrecion de hormonas esteroides, efectos que varian con la hora

del proestro.

A partir de las 11:00 h del proestro, la informacion nerviosa proveniente de ambos

NSQs es esencial para la secrecién preovulatoria de GnRH y la ovulacion.

En el dia del proestro, cada NSQ modula de manera alternada la secrecion de

hormonas esteroides, lo que depende de la hora del dia.

En el dia del proestro la ovulacion y la secrecion de hormonas esteroides son
reguladas por diferentes sefiales neuroendocrinas provenientes de cada NSQ, que

depende de la hormona estudiada y la hora del dia.

En el dia del proestro, la informacién nerviosa que se origina en el NSQ derecho y
llega a los ovarios por medio del NOS derecho, modula de manera estimulante la
reactividad del foliculo ovarico necesaria para la ovulacion, mientras que la
informacion nerviosa que proviene del NSQ izquierdo no parece ser esencial en

este proceso.
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