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Organizacion del trabajo de investigacion

La presentacion escrita del trabajo de investigacion se organizé en 2 capitulos, una

discusion general, un modelo general, conclusiones y bibliografia.

Primer capt'tulb. Este capitulo esta destinado a la investigacion sobre la participacion

del sistema colinérgico muscarinico en el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, las asimetrias
hipotalamicas, la asimetria del sistema muscarinico y la funcion reguladora del ovario
sobre el hipotalamo. Este capitulo incluye los antecedentes, el planteamiento del
problema, la hipotesis, asi como los objetivos propuestos para llevar a cabo la
investigacion. Al final del capitulo se presenta el articulo que se public6 como resultado

de este primer objetivo.

Segundo capitulo. En este capitulo se muestran los manuscritos elaborados a partir de

la investigacion aprobada por el Comité Académico y que se desarrollaron durante las

Actividades Académicas y de Investigacion (I-VIII), bajo la supervision del Comité Tutor.
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Resumen

En el dia del diestro-2, el bloqueo prolongado (por medio de implantes de cristales de
atropina) de los receptores muscarinicos (MAChR) del area preoptica hipotalamica
anterior (POA-AHA) izquierda impide la ovulaciéon. En el presente estudio de analizaron
los efectos del bloqueo agudo de dichos receptores realizado a las 13:00 h del diestro-2,
sobre la ovulacion y algunos de los mecanismos neuroendocrinos que la regulan. Para
ello, se analizaron: 1) los efectos sobre la ovulacién del bloqueo de los MAChR de POA-
AHA izquierda o derecha, por la micro-inyeccion de 62.5 ng o 6.25 ug de atropina. 2) El
efecto de la ausencia de uno de los ovarios (ULO) sobre la ovulacién y 3) el papel de los
MAChHR de uno y otro lado de POA-AHA n el animal con ULO. Con el fin de analizar cual
de las senales enddcrinas fueron alteradas por los tratamientos experimentales y que
resultaron en ausencia de la ovulacién, ratas con dichos tratamientos fueron inyectadas
con hormona liberadora de la hormona luteinizante sintética (LHRH) o con benzoato de
estradiol (BE).

Los resultados obtenidos muestran que la atropina micro-inyectada en POA-AHA
izquierda disminuyo la tasa de ovulacion y la concentracion de estradiol y LH en la tarde

de proestro. La inyeccion de LHRH o EB reestablecio la ovulacion en estos animales.

La ULO izquierda o derecha resulté en la disminucion de la tasa de ovulacion y
en un menor numero de ovocitos liberados. La inyecciéon de LHRH restaurd la ovulacion
en ratas con ULO, sin embargo la inyeccion de BE solo estimuld la ovulacion en
animales con el ovario izquierdo in situ. La concentracion de estradiol, FSH y LH en ratas

con ULO izquierda fueron mayores que en animales con laparotomia unilateral.

En el grupo de animales con ULO y micro-inyectados con atropina en POA-AHA
izquierda, la ovulacion fue similar a la de las ratas con ULO. En cambio, la ovulacién se
bloqued en el grupo de ratas con ULO y micro-inyeccion de ATR en POA-AHA derecha,

efecto que fue revertido por la inyeccion de LHRH o BE.

En conjunto, los resultados confirmaron que a las 13:00 h del diestro-2, la
activacién de los mAChRs en el lado izquierdo de la POA-AHA es necesaria para la

secrecion preovulatoria de GnRH, LH y la ovulacidon. Ademas, que la estimulacién de
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estos receptores es un componente clave en la retroalimentacion estimulante de los
estrogenos, y que los ovarios regulan la actividad del sistema muscarinico de POA-AHA

derecha, pero no la de POA-AHA izquierda.
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Summary

On the diestrus-2 day, prolonged blockade of the muscarinic receptor (MAChR) of the left
POA-AHA prevents ovulation. In the present study, we analyzed the effects of the acute
blockade of these receptors performed at 13:00 h of diestrus-2, on ovulation and some of
the neuroendocrine mechanisms that regulate it. For this, the effects of the blockade of
left or right POA-AHA mAChR were analyzed by the microinjection of 62.5 ng or 6.25 ug
of atropine on ovulation. The blocking of the POA-AHA left mAChR resulted in the lack of
ovulation, effect that was not observed in the treaties on the right side. Injection of the
gonadotropin-releasing hormone (LHRH) or estradiol benzoate (BE) stimulated ovulation
in animals treated in POA-AHA left. Unilateral ovariectomy (ULO) at the same time
reduced the number of ovulating animals. Injection of LHRH in animals with unilateral
ovariectomy stimulated ovulation, whereas the injection of BE induced it only in the
animals that maintained the left ovary. Unilateral ovariectomy in animals with blockage of
the right POA-AHA mAChR resulted in the absence of ovulation. Taken together, the
present results confirmed that at 13:00 h of diestrus-2 day, activation of mMAChRs on the
left side of the POA-AHA is required for the preovulatory secretion of GhRH and LH
necessary for ovulation. Additionally, stimulation of these receptors is a key component
of the stimulatory feedback of estrogens. We propose that the muscarinic system in the
right POA-AHA patrticipates in a feedback effect, by steroid hormones, on the preovulatory

secretion of gonadotropins and ovulation.
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Introduccion

El sistema colinérgico regula la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH), la secrecion de la hormona luteinizante (LH), de la hormona
estimulante del foliculo (FSH) y la ovulacién (Everett et al., 1949, Sawyer et al., 1949,
Markee et al., 1952, Libertum y McCann, 1973). El Implante intra-hipotalamico de
atropina (ATR) resulta en la disminucion del peso de los ovarios en los animales con
ambas gonadas y en ratas con ovariectomia unilateral, previene la hipertrofia
compensadora del ovario (COH) (Monti et al., 1970, Sala et al., 1971).

La regulacion que ejerce el sistema colinérgico sobre la ovulacion varia con la
horay el dia del ciclo estral (Dominguez et al., 1982). El bloqueo de los mAChR del POA-
AHA afecta la ovulacion, pero esto depende del lado de POA-AHA y del dia del ciclo. En
el dia del estro el implante de atropina que bloquea la ovulacién es el del lado derecho.
En el dia del diestro-1, tanto el colocado en el lado izquierdo como en el derecho la
afectan. En diestro-2, el implante efectivo es el colocado en la porcién izquierda de POA-
AHA 'y en el dia del proestro los implantes en uno u otro lado de POA-AHA no la modifican
(Cruz et al., 1989).

La falta de ovulaciéon en animales con implante de atropina en POA-AHA derecha
realizado en el estro se modifica cuando se elimina uno u otro ovario (ULO), ya que, al
extirpar un u otro ovario en este dia, el efecto por el implante de atropina se invierte,
siendo ahora los animales con implante en el lado izquierdo los que no ovulan (Cruz et
al., 1992).

Esta falta de ovulacion en animales con ULO y con implante de atropina en POA-
AHA es explicado por las modificaciones en la secrecion fasica de la GnRH en la tarde
del proestro, ya que la inyeccion subcutanea de LHRH sintético a las 14:00 horas de este
dia, induce la ovulaciéon en ratas con implante de atropina que no habian ovulado,
modificacién que parece ser el resultado de una alteracion en el efecto “feedback”
estimulante de los estrégenos en POA-AHA derecha, ya que al reestablecer esta sefal
ovarica en la tarde del diestro-2 (por la inyeccién subcutdanea de 10 pg benzoato de

estradiol), no se induce la ovulacién (Cruz et al., 1992).
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Cada ovario regula de manera asimétrica la concentracion sérica de Ez, lo que
sugiere que cada ovario secreta una cantidad diferente de esta hormona, ya que cuando
se extirpa el ovario izquierdo, la concentracion sérica de 173-estradiol es semejante a un
animal con ambos ovarios, mientras que cuando se extirpa el ovario derecho, la

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

Con la finalidad de estudiar si a las 13:00 h del diestro-2 la informacion neural
proveniente de uno u otro ovario participa en la regulacion que el sistema colinérgico de

POA-AHA ejerce sobre la ovulacidn se analizaron:

1) Los efectos del bloqueo de los mAChR en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA

sobre la ovulacion.
2) Los efectos de la ausencia de un ovario sobre la ovulacion.

3) Los efectos de la ausencia de un ovario en animales con bloqueo unilateral de los
MAChR de POA-AHA sobre la ovulacion.

4) Los efectos del bloqueo unilateral de los mMAChR de POA-AHA o de la ULO sobre la

concentracion sérica de estradiol, FSH y LH en el dia del proestro esperado.

5) Con la finalidad de conocer si la falta de ovulacién se debié a modificacion de la
secrecion preovulatoria de la GnRH se analizo el efecto de la sensibilidad de la hipdfisis
a la GnRH mediante la inyeccidén subcutanea de 3.7 pug/kg de LHRH (Sigma Chemical
Company St. Louis MO) sintética a las 14:00 h en el dia del proestro esperado de los

grupos con bloqueo de la ovulacién.

6) Para conocer si la falta de ovulacion se debidé a la modificacion de la secrecion
preovulatoria de estradiol; se analizé el efecto de la sensibilidad del hipotalamo a los
estrogenos mediante la inyeccion subcutanea de 10 ug de benzoato de estradiol (Sigma
Chemical Company St. Louis MO) a las 14:00 h del diestro-2 esperado de los grupos con

bloqueo de la ovulacion.
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Antecedentes

Antecedentes

Participacion del sistema colinérgico muscarinico en el eje hipotdlamo-hipdfisis-
ovario

Las neuronas colinérgicas se organizan principalmente como circuitos locales y
neuronas de proyeccion (Herbison, 2015). En el cerebro anterior de la rata se han
identificado dos vias colinérgicas principales. La via tegmental dorsal que proviene de
los somas colinérgicos del nucleo cuneiforme de la formacion reticulada mesencefalica,
cuyas fibras proyectan hacia el téctum, el area pretectal, los cuerpos geniculados, el
talamo y el sistema limbico. En la sustancia nigra y el nucleo tegmental ventral del
cerebro medio existen neuronas colinérgicas cuyas proyecciones viajan a lo largo del
haz tegmental ventral y atraviesan el hipotalamo y el subtalamo hasta llegar al tallo
cerebral (Nistico y Muller, 1989). En el nucleo submamilar del hipotalamo se encuentra
un conglomerado denso de neuronas colinérgicas (Jacobowitz y Palkovits, 1974),
mientras que en hipotalamo posterior y lateral existen células aisladas de este tipo,
excepto en la parte rostral de este ultimo (Muller, 1977). Dispersas en las areas
posterior y lateral del hipotalamo existen otras neuronas inmunoreactivas a la acetil-
colinesterasa (AChE) (ir-AChE). El area preodptica lateral (POA/) es rica en células ir-
AChE y aquellas que se ubican en la porcién dorsal de POA envian fibras hacia la
amigdala, via la estria terminal. En el hipotalamo dorsal se encuentran células AChE
positivas, que se proyectan hacia el globo palido y el nucleo reticular. Los nucleos
supraquiasmatico, periventricular y arcuato tienen pocas fibras AChE, mientras que
algunas células de los nucleos mamilares, supraodptico y el paraventricular tienen una
concentracion moderada de la enzima, pero sus axones carecen de ella (Jacobowitz y

Palkovits, 1974; Muller, 1977).

En el POA de ratas macho y hembra existen diferencias sexuales en el numero

de sitios de unidén a agonistas muscarinicos, siendo mayor en los machos que en las
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hembras. En ratas hembras ciclicas se observa que en el POA la poblacién de sitios
de union de alta afinidad a los agonistas muscarinicos es mayor en el dia del proestro
que en los demas dias del ciclo estral (66 vs. 38%). La lesion del area predptica medial
(POAm) y del area preoptica posterior (POAp) provocada por la inyeccion de 6-
hidroxidopamina produce un decremento del 60% del numero total de mAChR en el
hipotadlamo, por lo que es posible pensar en la existencia de mMAChR presinapticos

ubicados en las terminales catecolaminérgicas del hipotalamo (Avissar et al., 1981).

En el hipotalamo y la adenohipdfisis de la rata, el E2 y la P4 disminuyen la
proporcion de sitios de union de alta afinidad y la constante de disociacion (evaluados
por ensayos de competencia con H°-N-metil-4-piperidil bencilato, antagonista
muscarinico tritiado de alta afinidad). A partir de estos resultados se sugiridé que existe
una vinculacion entre el sistema colinérgico muscarinico y los mecanismos por los
cuales los esteroides ovaricos inducen la liberacién de las gonadotropinas por la

hipdfisis (Sokolovsky et al., 1981).

Las primeras evidencias de la participacion del sistema colinérgico en la
regulacion de la secrecion de las gonadotropinas fueron obtenidas por los experimentos
de Everett et al.,, (1949), Sawyer et al., (1949) y Markee et al., (1952) quienes
describieron que el bloqueo de este sistema, por la inyeccidn subcutanea de atropina,
interrumpe la ovulacion de la coneja (un animal de ovulacién refleja) cuando se
administra inmediatamente después del coito y en la rata (un animal de ovulaciéon
espontanea), se bloquea la ovulacion cuando se inyecta en la mafiana del proestro.

En la rata, la inyeccion subcutanea de sulfato de atropina (70 mg/100 g de peso)
o su aplicacion directa en el tercer ventriculo cerebral (250 ug), entre las 11:00 y 13:00
horas del proestro, bloquea la secreciéon de LH, FSH y prolactina (PRL). En estos
animales, la inyeccion de GnRH sintética restablece la liberacién de LH, por lo que se
concluyé que sus efectos eran en el sistema nervioso central (SNC) y que el bloqueo
de los receptores muscarinicos alteraba la secrecién normal de la GnRH (Libertum vy
McCann, 1973). Los implantes intra-hipotalamicos de atropina resultan en la

disminucién del peso del ovario en animales con ambas gdénadas y previene la
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hipertrofia compensadora del ovario en ratas con ovariectomia unilateral (Monti et al.,

1970, Sala et al., 1971).

Estudios in vivo muestran que en el POA de la rata hembra, el numero de
mMAChHR varia durante el ciclo estral. En la mafiana del proestro se observa un aumento
en la proporcion de sitios de union de alta afinidad a agonistas muscarinicos (60%),
comparado con lo observado en diestro-2 o en la tarde del proestro (35%). Los cambios
significativos en los mAChR de POA coinciden con el llamado “periodo critico”,
caracterizado por altas concentraciones de estrégenos y gran numeros de receptores
a estrogenos en el POA (Egozi y Sokolovsky, 1985). Durante el “periodo critico” del dia
de proestro, la concentracion de acetilcolina en POA cae y luego incrementa de un

modo abrupto (Egozi et al., 1986).

La sensibilidad del sistema colinérgico al sulfato de atropina varia durante el ciclo
estral; la dosis necesaria para bloquear la ovulacion en el 100% de animales tratados
depende del dia del ciclo estral y de la hora en que el farmaco se administra, siendo el
diestro-1 el dia mas sensible, ya que se requiere la dosis menor (100mg/kg peso)

(Dominguez et al.,1982).
Asimetrias hipotaldmicas
La existencia de asimétrica ha sido descrita en los distintos érganos pares, tales como

la glandula tiroidea y paratiroidea, las adrenales, los rifiones y las gonadas, incluso esta

presente en el hipotalamo (Gerendai, 1986).

El complejo POA-AHA regula de forma asimétrica la sintesis y secrecion de
gonadotropinas; asi como la ovulacion (Nance y Moger, 1982; Fukuda et al., 1984;
Nance et al., 1984; Cruz et al., 1989; Cruz et al., 19902; Cruz et al., 1990P°; Inase y
Machida, 1992; Moran et al., 1994; Sanchez et al., 1994; Arteaga-Lépez et al., 2003).
En la rata macho y hembra se ha descrito que la cantidad de GnRH en el hipotalamo
medio basal (HMB) derecho es el doble que en el izquierdo (Gerendai et al., 1978;

Bakalkin et al.,, 1984), la que aumenta de manera ipsilateral al ovario extirpado
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(Gerendai et al., 1978). A las 13:00 h del diestro-2 la expresion del acido ribonucleico
mensajero (ARNm) de la GnRH en POA-AHA derecha es mayor que en la izquierda
(Arteaga-Lopez et al., 2003). La expresion del ARNm del receptor a estrogenos alfa
(REa) es mayor en POA-AHA derecha a las 17:00 h del estro (Arteaga-Lopez et al.,
2003); la cantidad de neuronas inmunoreactivas a GnRH (ir-GnRH) en el cerebro de
ratobn es mayor en la porcion derecha que en la izquierda (Inase y Machida, 1992); la
concentracion de acetilcolina a las 13:00 h del diestro-1 y proestro es mayor en POA-
AHA derecha (Cruz et al., 1998). La cantidad de neuronas ir-REa en la mafana del
diestro-1 es mayor en POA-AHA derecha (Mendoza-Garcés et al., 2007). En ratas
hembras de cinco dias de vida, hipotalamo anterior responde de manera asimétrica a
las hormonas esteroides, ya que el implante de estradiol en POA o en el nucleo
ventromedial derecho provoca masculinizacion cuando los animales llegan a la edad
adulta (estas hembras prefieren sexualmente a otras hembras); en cambio, cuando el
estradiol se implanta en el lado izquierdo, ocurre defeminizacion (los animales no tienen
ciclos estrales) (Norden vy Yahr,1982).

El POA derecho parece jugar un papel preponderante en el proceso de
hipertrofia compensadora del ovario, ya que en la rata ovariectomizada
unilateralmente, la lesidbn de esta porcidn hipotalamica previene la hipertrofia
compensadora del ovario remanente (HCO), en tanto que la lesidén del lado izquierdo
no la modifica (Fukuda et al., 1984). La lesion unilateral de esta misma area del
hipotdlamo con acido kainico bloquea la HCO, solo si la lesion y la ovariectomia se
realizan del mismo lado (Nance et al., 1984 y 1988). La lesidn electrolitica del 90% del
hipotalamo anterior derecho o izquierdo, en la manana del diestro-1 bloquea la
ovulacién, aun después de 42 dias posteriores a la destruccion de una de las porciones
(Cruz et al., 1989).

Asimetria del sistema muscarinico

El sistema colinérgico de POA-AHA regula de manera asimétrica la secrecion de las

gonadotropinas y la ovulacién, como resultado de la actividad asimétrica intrinseca del
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propio sistema. Durante el ciclo estral de la rata, en POA-AHA existe un ritmo
colinérgico endégeno en la concentracion de acetilcolina. En el diestro-1 se presentan
las concentraciones maximas de acetilcolina y en diestro-2 las minimas. En el diestro-

1y el proestro, se observaron diferencias asimétricas; es decir, el POA-AHA del lado

derecho tiene mas acetilcolina que el izquierdo (Figura 1) (Sanchez et al., 1994).
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La actividad de la colino-acetil-tranferasa (CAT) (enzima que sintetiza la
acetilcolina) en POA-AHA derecha varia durante el ciclo estral; sus valores maximos
se observan en el estro y los minimos en diestro-2. En cambio, la actividad de la CAT
en POA-AHA izquierda no varia. Ademas, en estro, la actividad de esta enzima en
POA-AHA derecha es mayor que en la izquierdo, y en diestro 2 esta relacion se invierte
(Sanchez et al., 1994).

La cantidad de sitios de uniéon (Bmax) para la [?H]-N-metil-escopolamina en
membranas de tejido de POA-AHA cambia durante el ciclo estral. La mayor cantidad
se midi6 en el estro y la menor en el proestro. En los dias del diestro-2 y del proestro,
la Bmax del lado derecho fue menor que en el izquierdo, llegando a ser indetectables

en el proestro (Figura, 2) (Sanchez et al., 1994).
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El efecto regulador de los mAChR de POA-AHA en la ovulacion cambia durante

el ciclo estral (Cruz et al., 1992), ya que el implante de atropina en la porcion derecha
de POA- AHA a las 13:00 h del dia del estro bloquea la ovulacion en el 100% de los

animales, mientras que el implante del lado izquierdo no la interrumpe en ninguno de

los animales tratados. En diestro-1 el farmaco implantado tanto en el lado izquierdo

como en el derecho, resulta en el bloqueo de la ovulacién de la mayoria de los

animales. En diestro-2, solo los implantes del lado izquierdo la afectan y en el proestro

ninguno de los implantes la modifican (Figura, 3) (Cruz et al., 1992).
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en POA-AHA regulan de forma
asimétrica la ovulacion. Esta
asimetria cambia durante el ciclo
estral * p<0.05 vs colesterol del
mismo lado (Datos graficados de
Cruz et al., 1992).

Pagina | 12



La estimulacion del sistema colinérgico de POA-AHA, mediante los implantes de
pilocarpina (agonista muscarinico), tiene un efecto opuesto al provocado por los
implantes de atropina, de tal forma que en el dia del estro, los implantes de pilocarpina
en el lado izquierdo son los que provocan bloqueo de la ovulacion y no los del lado
derecho. En diestro-1, el 40% de los animales ovulan cuando el implante se coloca en
el lado izquierdo, pero ninguno lo hace cuando se coloca del lado derecho; en diestro-
2, los implantes de pilocarpina en el lado izquierdo o derecho bloquean la ovulacién en
el 38 y 50% de los animales y en el dia del proestro los efectos son muy similares a los

observados en el dia del estro (Lopez et al., 1997).

La falta de ovulacidon en animales con implante de atropina o pilocarpina en
POA-AHA resulta en modificaciones en la secrecion fasica de la GnRH en la tarde del
proestro, ya que la inyeccion subcutanea de LHRH sintético a las 14:00 horas de este
dia, induce la ovulacion en las ratas con implante que no habian ovulado (Cruz et al.,

1992, Lépez et al., 1997).

Con base en estos resultados experimentales se sugirié que en el dia del estro,
la unién de la acetilcolina a los mAChR del lado derecho del POA-AHA estimula la
secrecion preovulatoria de la GnRH, las gonadotropinas y la ovulacion. En cambio, la
unién de la acetilcolina a los mMAChR del lado izquierdo inhibe la secrecion de GnRH,

las gonadotropinas y la ovulacion (Cruz et al., 1992, Lopez et al., 1997).

En el POA-AHA el sistema colinérgico regula el efecto estimulante de los
estrogenos en forma asimétrica, ya que la inyeccion de BE a ratas con implante de
atropina en POA-AHA derecha realizado en el dia del estro o del diestro-1 no reduce
la ovulacion, pero si en ratas con implante en el lado izquierdo en el diestro-2. La falta
de un efecto estimulante de BE en ratas tratadas con atropina en el lado derecho de
POA-AHA es el resultado de la alteracion en la expresiéon del ARNm del REaq, ya que
en el dia del estro o del diestro-1, la inyeccién subcutanea de sulfato de atropina
disminuye a valores no detectables el ARNm para este receptor, incluso una hora

después de la inyeccion del farmaco. Cuando el bloqueo del sistema muscarinico se
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lleva a cabo a las 09:00 horas del diestro-2 se observa un efecto semejante al de las
ratas inyectadas con atropina al medio dia, es decir, en la ausencia del ARNm para el
REa del lado izquierdo de POA-AHA. Estos resultados fueron explicados por los
autores como la posibilidad de la inhibicion de la expresion del gen o del aumento en

la traduccidn del mensajero en la proteina (Arteaga-Lopez et al., 2003; Garcia, 2007).

La funcion reguladora del ovario sobre el hipotilamo

El papel regulador del ovario sobre el hipotalamo se mostré al cuantificar el contenido
de GnRH en el hipotalamo medio basal del mismo lado en que se extirpaba uno de los
ovarios: en ratas con extirpacion del ovario derecho aumentdé la cantidad del
decapéptido del lado derecho del hipotalamo (haciendo mas marcada la asimetria
hipotalamica del contenido de GnRH), mientras que al extirpar el ovario izquierdo
aumento el contenido de la neuro-hormona del lado izquierdo del hipotalamo (anulando

asi la asimetria) (Gerendai et al., 1978).

En la mafana del proestro, la inyeccion de xilocaina en el ovario izquierdo de
una rata a la que se le extirpa el ovario derecho, provoca el bloqueo la ovulacién. En
cambio, si la xilocaina se inyecta en el ovario derecho de animales con ovariectomia
izquierda, todos los animales ovulan. La inyeccion de gonadotropina coridbnica humana
(hCG) restablece la ovulacion en ratas con xilocaina en el ovario izquierdo (Dominguez

et al., 1998).

El papel asimétrico de la acetilcolina del POA-AHA se invierte al extirpar una
gonada, ya que al contrario de lo que ocurre en la rata con ambos ovarios, en el dia del
estro, la extirpacion de un ovario provoca que el bloqueo de los mAChR del lado
izquierdo del POA-AHA interrumpa la ovulacion, mientras que la desactivacion de los
receptores del lado derecho no la afectan (Cruz et al.,, 1992). En ambos modelos
experimentales (ratas con una o ambas gdénadas), la inyecciéon de GnRH o de la
gonadotropina coriénica humana (hCG) a las 13:00 horas del dia del proestro esperado

induce la ovulacién. Sin embargo, la inyeccion de BE la induce unicamente en los
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animales implantados con atropina en el lado izquierdo de POA-AHA (Cruz et al., 1992).

La existencia de una comunicacion neural entre el ovario y el cerebro se mostré
mediante la inyeccion del virus de la pseudorrabia. La inyeccion de éste en el ovario
izquierdo o derecho, fue identificado en el puente ventrolateral, los nucleos giganto-
celular, para-gigantocelular, el nucleo del tracto solitario, el nucleo dorsal vagal, el
grupo de células A1 y A5, el nucleo del rafé caudal, el nucleo hipotalamico
paraventricular y el hipotalamo lateral. La marca en estas zonas del cerebro fue mayor
cuando se inoculé en el ovario izquierdo, lo que demuestra la asimetria anatomica de
la conexion neural del ovario y el cerebro (Gerendai et al., 2005, Toth et al., 2007).

Otra evidencia que apoya la hipétesis de una comunicacion neuroendocrina
entre el ovario y el hipotalamo es que el bloqueo de los mAChR del tipo 1 (m1AChR)
del ovario izquierdo, a las 13:00 h del dia del proestro, inhiben la secrecion preovulatoria
de la GnRH y la ovulacion; efecto que disminuye por la seccion del nervio vago (Cruz
et al., 2015), lo que manifiesta la comunicacion multisinaptica entre este ovario y el

hipotalamo (Toth et al., 2007).

Justificacion.

Con base en todos estos resultados, se sugirié que la falta de informacién tanto neural
como enddcrina, provocada por la extirpacion de un ovario, modificaba la sensibilidad
de ambos lados del POA-AHA a los efectos estimulantes y lateralizados del sistema
colinérgico y de los estrogenos sobre la liberacion preovulatoria de las gonadotropinas
y la ovulacion.

Por lo que en esta tesis se analizaron los efectos de la extirpacion del ovario izquierdo
o derecho sobre el efecto asimétrico y estimulante, que en un animal con ambas

gonadas, ejerce la acetilcolina de POA-AHA sobre la ovulacién.

Pagina | 15



Hipotesis.
Dado que en el dia del estro la funcidon asimétrica de POA-AHA es regulada por las
gonadas y que el sistema colinérgico muscarinico de ésta region estimula la secrecion
de la GnRH y la ovulacion, entonces en el dia del diestro-2, la extirpacion de un ovario
modificara la asimetria funcional que ejerce la acetilcolina sobre la ovulacion, lo que

dependera de la gonada extirpada y del lado de POA-AHA estudiado.

Objetivo general.
Estudiar en el dia del diestro-2, los efectos de la ausencia de la senal neuroendocrina

de uno de los ovarios sobre el papel estimulante de la acetilcolina del lado izquierdo o

derecho de POA-AHA sobre la ovulacion espontanea de la rataadulta.

Objetivos particulares:

1.- Analizar a las 13:00 h del diestro-2, los efectos de micro-inyectar atropina en las
porciones izquierda o derecha de POA-AHA sobre la ovulacion espontanea de la rata.
2 y 4. Estudiar cual de las senales del eje hipotalamo-hipodfisis-ovario son alteradas en
los animales que no ovulen como resultado de la extirpacion de un ovario y la micro-

inyeccion unilateral de atropina en diestro-2.

3 y 5. Estudiar a las 13:00 h del diestro-2, los efectos de extirpar el ovario izquierdo o
el derecho sobre el papel asimétrico que ejercen los receptores muscarinicos de POA-
AHA sobre la ovulacion.

6.- Analizar cual de las sefales del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario son alteradas en los
animales que no ovulen como resultado de la extirpacién de uno de los ovarios y el

bloqueo de los receptores muscarinicos del POA-AHA.
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Abstract

Background: Muscarinic receptors (mMAChRs) of the preoptic and anterior hypothalamus areas (POA-AHA) regulate
ovulation in an asymmetric manner during the estrous cycle. The aims of the present study were to analyze the effects of
a temporal blockade of mMAChRs on either side of the POA-AHA performed in diestrus-2 rats on ovulation, the levels of
estradiol, follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) and the mechanisms involved in changes in
ovulation.

Methods: Cyclic rats on diestrus-2 day were anesthetized and randomly assigned to the following groups: 1)
microinjection of 1 pl of saline or atropine solution (62.5 ng) in the left or right POA-AHA; 2) removal (unilateral
ovariectomy, ULO) of the left (L-ULO) or right (R-ULO) ovary, and 3) rats microinjected with atropine into the left or right
POA-AHA plus L-ULO or R-ULO. The ovulation rate and the number of ova shed were measured during the predicted
estrus, as well as the levels of estradiol, FSH and LH during the predicted proestrus and the effects of injecting synthetic
LH-releasing hormone (LHRH) or estradiol benzoate (EB).

Results: Atropine in the left POA-AHA decreased both the ovulation rate and estradiol and LH levels on the afternoon of
proestrus, also LHRH or EB injection restored ovulation. L- or R-ULO resulted in a lower ovulation rate and smaller
number of ova shed, and only injection of LHRH restored ovulation. EB injection at diestrus-2 restored ovulation in
animals with L-ULO only. The levels of estradiol, FSH and LH in rats with L-ULO were higher than in animals with
unilateral laparotomy. In the group microinjected with atropine in the left POA-AHA, ovulation was similar to that in ULO
rats. In contrast, atropine in the right POA-AHA of ULO rats blocked ovulation, an action that was restored by either
LHRH or EB injection.

Conclusions: These results indicated that the removal of a single ovary at noon on diestrus-2 day perturbed the neuronal
pathways regulating LH secretion, which was mediated by the muscarinic system connecting the right POA-AHA and the
ovaries.

Keywords: Unilateral ovariectomy, Ovulation, Diestrus-2, Muscarinic receptors, Atropine, POA-AHA, Estradiol,
Gonadotropins
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Background

The preovulatory period of the estrous cycle is characterized by the rapid growth of ovarian follicles and the in- creased
secretion of estradiol (Ez). Plasma levels of E; are low on estrus day, increasing its levels from the afternoon of diestrus-
1 day until the morning of diestrus-2 day, reaching the highest levels between morning and noon on the proestrus day [1].
Ovarian E; secreted on diestrus-2 day is required to activate the LH surge on proestrus day, since the injection of estrogen
antagonists [2] or estradiol anti- serum [3] or ovariectomy [4] during diestrus-2 day block the preovulatory LH surge.

The LH surge is the result of an increase in the frequency and amplitude of pulses of secretion of gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) in the POA- AHA, in response to activation of several molecules present in the neural
network GnRH [5], such as neurons that synthesize acetylcholine (ACh). Importantly, ACh regulates the secretion of
GnRH, LH, and FSH as well as stimulates the weight of ovaries, the ovarian compensatory hypertrophy in ULO of
the rats [6-9]. Interestingly, the participation of the muscarinic cholinergic system is relevant to the regulation of
ovulation which varies throughout the estrous cycle and has a circadian rhythm [10].

The continuous blockade of mAChRs by implants of atropine crystals on either side of the POA-AHA blocked
ovulation depending on the day of the estrous cycle [6]. Similar effects were observed when pilocarpine, a specific
agonist of mAChRs, was administered in the POA-AHA [11]. Previous studies performed by our group showed that
ULO rats with implants of atropine  in the left POA-AHA during the estrus day did not ovulate, while the majority
of rats with implants in the right POA-AHA did. Furthermore, the injection of EB re- stored ovulation in animals with
atropine implants in the left POA-AHA [12]. These observations suggested that the cholinergic muscarinic system in
the POA-AHA exerted an asymmetric regulating action on spontaneous ovulation through the modulation of GnRH
secretion.

The aim of the present study was to examine whether or not the muscarinic system in the POA-AHA participates in
regulating ovulation on a permanent or temporary manner. To answer this, we analyzed the effects of ULO on
spontaneous ovulation in rats microinjected with atropine into the POA-AHA.

Methods

Animals

The study was carried out in 3-4 month old female virgin rats (195-225 g), of the CIIZ-V strain, from our own
production stock. The animals were kept under con- trolled light (05:00-19:00 h) and temperature (22 £ 2 °C)
conditions, with free access to tap water and a standard rodent diet (Harlan, SA, Mexico City, Mexico). Estrous
cycles were monitored by examining daily vaginal smears, and only animals with at least two consecutive estrous
cycles of 4 days each were used in the experiments. All treatments were performed from 12:30 to 13:30 h on diestrus-
2 day. After surgery (described below), each animal was placed in a cage with sawdust, warmed with an incandescent
lamp until they awoke. After the treatments, vaginal smears were obtained again at 24 h after abdominal or brain
surgery. Lastly, the animals were sacrificed at 10:00 h on the predicted estrus.

To investigate if the muscarinic system of the POA- AHA is involved in regulating ovulation on a transient or more
long-term manner, we designed three different sets of experiments as follows: 1) microinjection of atropine into the
left or right POA-AHA; 2) left or right ULO; and 3) left or right ULO, followed of blockade of the mAChRs in the
left or right POA-AHA (Fig. 1). Additionally, to investigate the mechanisms affected by blocking mAChRs at 14.00
h of the predicted proestrus day, groups of animals microinjected with atropine in left POA-AHA, left or right ULO
or left or right ULO followed by blockade of the mAChRs in the left or right POA-AHA were injected with synthetic
LH-releasing hormone (LHRH)-Gly-OH or with estradiol benzoate (EB). Finally, the levels of estradiol, FSH and
LH were measured in the morning and afternoon of expected proestrus of animals microinjected with atropine in the
left or right POA-AHA or with left or right ULO.

Experiment 1. Effects of the transient blockade of mAChRs in the left or right POA-AHA on spontaneous ovulation (Fig.
1A)

To investigate the effects of unilateral transient blockade of mAChRs in the POA-AHA on ovulation, microinjections
of atropine (a competitive and reversible antagonist of five mAChRs (m1-m5) [7, 13] were performed in the left or
right POA-AHA of rats. The animals were anesthetized with an intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (30
mg/kg; Anestesal, Smith-Kline Norden of México City, Mexico) and placed in a stereotaxic apparatus (David Kopff
Instruments, Tujunga, CA, USA). An incision in the skin of the dorsal region of the head was made subsequently
the left or right side of the skull was exposed and drilled with a stainless steel 1 mm diameter drill. Next, a 29-gauge
stainless steel needle was inserted into the left or right POA-AHA. The location of the POA-AHA was determined
according to the coordinates (AP 0.650 mm + 0.06 mm lateral, vertical 0.86 mm) from the Konig and Klippel Atlas
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[14]. The microinjection needle was connected through a piece of Teflon tubing (OD 0.65 mm 0.12 mm OI 9;
Bioanalytical Systems, Inc., West Lafayette, IN, USA) to a 20-yl Hamilton syringe mounted on a pump
microinjector (CMA/100, BAS, Stockholm, Sweden). Rats were randomly assigned to different groups (n = 8-10
animals per group) and microinjected as follows: 1) vehicle: saline solution 1 pl; 2) atropine, 62.5 ng/pl (Sigma-
Aldrich, Mexico); and 3) intact: cyclically untreated rats. The dose of atropine was selected based on previous
studies in our laboratory [6, 12]. All test solutions were injected at a rate of 1 pl/min.

Experiment 2. Effects of left or right ULO on spontaneous ovulation (Fig. 1b)

To evaluate the role of each ovary in the physiological mechanisms regulating spontaneous ovulation at 13:00 h of
diestrus-2 day, the rats were anesthetized and were randomly assigned to one of the experimental groups described
below.

Intact Group: Cyclical rats without treatment, sacrificed at 10:00 h of estrus day.

Unilateral Laparotomy: A unilateral incision was made 1 cm below the last rib, throughout the skin, muscle and
peritoneum. The ovaries were left untouched. At the end of the surgical procedure, the wound was sealed.
Unilateral Ovariectomy (ULO): A unilateral incision was made below the last rib, throughout the skin, muscle and
peritoneum, and the left or right ovary was carefully removed. The wound was subsequently sealed.

Experiment 3. Effects of the transient unilateral blockade of the mAChRs in the POA-AHA region in ULO rats on
spontaneous ovulation (Fig. 1c)

To test our hypothesis that the ovary is critical in controlling spontaneous ovulation mediated by the muscarinic
system in the hypothalamus, we combined L- or R-ULO with microinjections of atropine in the left or right POA -
AHA. The rats were treated as described in experiments 1 and 2. The abdominal and brain surgeries were performed
back to back on the same day.

Postmortem procedures

On the day of expected estrus (46 h after ULO), the rats were sacrificed by decapitation [15], the oviducts were
dissected and the number of ova shed was counted using a dissecting microscope (Olympus SZ51-LGB, Tokyo,
Japan). Next, the ovaries were removed, dissected and weighed on a precision balance (Mettler, AT-261,
Switzerland). The brain was also rapidly dissected and fixed in paraformaldehyde solution (4 % v/v). The ovulation
rate (number of animals that ovulated/total number of treated rats) was expressed as the percentage of rats that
ovulated.

Hormonal replacement with LHRH or EB in non-ovulating rats

A separate group of animals that received micro- injections of atropine in the left POA-AHA were also injected
subcutaneously (sc) with 3.7 pg/kg of LHRH (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) at 14:00 h of predicted
proestrus day as described [16], or with 10 yg of EB (Sigma Chemical Co.) at 14:00 h on diestrus-2 day as described
[17]. All animals were sacrificed on the morning of predicted estrus.
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Measurement of serum hormone levels

A different group animals treated as described above (experiment 1 or 2) was sacrificed at 11:00 or 17:00 h of the
expected proestrus day to measure the levels of E», FSH and LH. E, was measured using enzyme-linked immunoassay
(ELISA) kits (AccuBind, Monobind Inc., Lake To-est, CA, USA), the assay sensitivity was 6.5 pg/ml.

The leves of FHS and LH were measured by radioimmunoassay (RIA) methods with specific reagents and protocols from
the National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK) distributed by Dr. A. F. Parlow: LH
(NIDDK-HLR-I 125-S-11) and FSH (NIDDK-recombinant FSH-1125-1-9). The intra-assav and inter-assav coefficients of
variation for LH and FSH were 12.1 and 14.6%, respectively and the sensitivity of the assays for both hormones was 0.1
ng/ml.

Brain histological procedures

To verify the accuracy of the microinjection site, 100-um sections of the POA-AHA region were obtained with a
vibratome (Technical Products International Inc, St. Louis, MO, USA). The sections were mounted on slides and
immediately examined under a stereoscopic micro- scope. Only results from rats with verified microinjection into the
POA-AHA [18].

Statistical analyses

All statistical analyses were performed with GraphPad InStat3 Software, Inc. (San Diego, CA, USA). Ovulation rate
results were analyzed using Fisher’s exact probability test or the Chi-square test. Data on the number of ova shed were
analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test. Data on ovarian weight and estradiol, FSH and LH
levels were subjected to multivariate analysis of variance (MANOVA) followed by Turkey’s test. All values were
expressed as the mean + S.E.M. A probability value (p) < 0.05 % was considered statistically significant.

Results

Effects of transient blockade of mAChR in the left or right POA-AHA on spontaneous ovulation

The ovulation rate, number of ova shed and ovarian weight were similar in the vehicle and the intact group. The
ovulation rate was lower in animals with atropine injected in the left POA-AHA than in the vehicle group, and it did
not change when atropine was injected in the right side. The number of ova shed by animals with atropine injected
into the right POA-AHA was lower than in the vehicle group (Table 1). No differences in ovarian weight between
groups were observed. Rats with atropine in the left POA-AHA ovulated 48 h after the predicted estrus day (8/8 vs.
2/10, p < 0.001).

Ovulation was induced in 100 % of  animals microinjected with atropine in the left POA-AHA that later received
injections of synthetic LHRH (atropine + LHRH 5/5 vs. atropine 2/8, p < 0.0210, Fisher’s exact test). A similar result
was obtained when EB was injected (atropine + EB 5/5 vs. atropine 2/8, p <0.0216).
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Effects of left or right ULO on spontaneous ovulation

On the predicted estrus day, the ovulation rate of the left or right laparotomized groups was similar to that in the
intact group. However, the ovulation rate was lower in animals with ULO, compared to the respective laparotomized
only groups. The number of ova shed by the remaining ovary (left ovary) in the right ULO group was lower than in
the right laparotomized groups. In contrast, no changes were observed between left ULO and left laparotomized rats
except for one single rat ovulating in the left ULO group (Table 2). The weight of the ovaries in the right
laparotomized animals was higher than those in the intact group. However, the weight of the in situ ovaries in the
left and right ULO groups were even higher than in the respective laparotomized groups (Table 2). In animals with
ULO, vaginal estrus occurred 24 h after ULO. On this day, the animals with left ULO did not ovulate but right ULO
rats did.

Injection with LHRH re-established ovulation in all rats with ULO (left ULO + LHRH 5/5 vs. left ULO: 1/10; right
ULO + LHRH 5/5 vs. right ULO: 3/9, p < 0.01 Fisher’s exact probability test). In animals with right ULO (left
ovary in situ), replacement with EB induced ovulation in all treated animals, while in animals with left ULO (right
ovary in situ), EB treatment induced ovulation only in 33 % of the treated animals (Fig. 2).

The number of ova shed by animals with right ULO injected with LHRH was higher than in animals with right ULO
and no hormone injection (8.8 £ 0.9 vs. 2.0 £ 0.6, p < 0.01). LHRH injection in animals with left ULO resulted in
higher number of ova shed (7.2 £ 0.4), com- pared to the single animal with left ULO not treated with LHRH that
ovulated (4 ova shed). The number of ova shed by animals with right ULO injected with EB was higher than that of
rats with ULO (7.0£0.7 vs. 2.0 £ 0.6, p <0.01). Rats with left ULO and EB injection re- leased a similar number of
ova as the group that did not receive hormone treatment (2.3 + 0.9). The weight of the in situ ovaries in animals with
left or right ULO and LHRH or EB was lower than in ULO animals without hormonal replacement (Table 3).

Table 2 Ovulation in rats with unilateral ovanectomy (ULQ) performed at 13:00 h of diestrus-2 day

Group Ovulation rate*® Number of ova shed by the in situ ovary Weight of the in situ ovary (mg/100 g bw)™*

Left ovary Right ovary Left ovary Right ovary
Intact 10/10 71+05 5403 165+ 1.2 156+12
L-laparotomy 910 3213 48+286 149+13 156+14
L-ULO 1/10° - 4** - 327+33°
R-laparotomy 10110 62+14 B0+11 249 +40° 217 +2.2°
R-ULO 3/9° 20+ 056° - 334 +386° -

The ovulation rate and the number of ova shed {(mean * SEMs) and weight of the left or right ovary of intact rats, or rats subject to left (L-laparatomy) or right (R-
laparotomy) laparotomy, and those subject to left (L-ULO) or right {R-ULO) ULO were measured at the predicted estrus day

°p < 0.01 vs. respective laparotomy group (Fisher’s exact probability test)

Ep < 0.01 vs. respective intact group (Kruskall Wallis test, followed Dunn test)

“p < 0.01 vs. respective laparotomy group (Kruskall Wallis test, followed Dunn test)

***data statistically analyzed by ANOVA followed by Tukey test

**represents the number of ova shed by the ovulating rat

*Number of ovulating animals/number of treated animals

Effects of transitory mAChR blockade in the POA-AHA of ULO rats on spontaneous ovulation

The ovulation rate was not modified in ULO rat micro- injected with atropine in the left side of the POA-AHA, while
ovulation was blocked by atropine was in the right POA-AHA (Fig. 3). The number of ova shed (data not shown) in
ULO rats injected with atropine in either side of the POA-AHA was as low as that in ULO only rats (data not shown).
The weight of the in situ ovaries in ULO rats plus atropine injected in either side of the POA-AHA was lower than
that in ULO only rats (left ULO + left POA- AHA: 15.0 £ 0.8, left ULO + right POA-AHA: 17.6 £ 0.9 vs. left ULO:
32.7+3.3,p<0.01; right ULO + left POA AHA: 15.1 £0.7, right ULO + right POA-AHA: 17.9 + 0.4 vs. right ULO:
33.4+£3.6,p<0.001).

In ULO animals’ microinjected with atropine in either side of the POA-AHA, the number of ova shed induced upon
replacement of LHRH or EB, depended on what ovary was remained in situ. For example, the injection of LHRH in
animals retaining the right ovary in situ and microinjected with atropine in the right POA-AHA, shed a higher number
of ova than the ULO alone group. By contrast, rats with the left ovary in situ microinjected with atropine in either
POA-AHA released a smaller number of ova after LHRH injection (Fig. 4).

In ULO animals with the right ovary in situ, microinjection with atropine in the right or left POA-AHA and EB
replacement resulted in a higher number of ova shed than in the ULO alone group. The injection of EB in rats with
the left ovary in situ and atropine microinjection in either side of the POA-AHA did not modify the number of ova
compared to ULO rats (Fig. 4).
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Table 3 Effects of LHRH or EB on the weight of the in situ ovary
in rats with unilateral ovariectomy (ULO) performed at 13:00 h
of diestrus-2 day

Group Weight of the in situ ovary (mg/100 g bw)
Left Right

L-ULO - 32733
L-ULO + LHRH - 174 +1.1°
L-ULO +EB - 196 +1.29
R-ULO 33438 -

R-ULO +LHRH 19.7£1.5° -
R-ULO+EB 18.0+£1.3° -

The mean * SEMs of the weight of the left or right ovary of intact rats, or rats

. L . subject to left ULO (L-ULO) or right ULO (R-ULO), and ULO rats injected with
Fig. 2 Effects of EB on ovulation in ULO rats. Ovulation rate of thelefi | 5 Lie/Kg body weight of synthetic LHRH at 14:00 h of the predicted prosstrus

or ”ght in situ ovary of rats SUbJeCt tO left ULO (L'ULO) or ”ght uLo (R' day, or injected with 10 pg of EB at 14:00 h of the same day of the ULO. The
ULO), and ULO rats SUbsequenﬂY mJeCted with 10 Kg of EB at 14:_00 h animals were sacrificed at the predicted estrous day

on the same day of ULO. The animals were sacrificed at the predicted | “p <0.01 vs. the respective ULO group ([MANOVA, followed Tukey test)
estrus day. a p <0.01 vs. the respective ULO only group (Fisher’s Exac
Probability test).

Fig. 3 Effects of atropine microinjection into the left (L-atropine) or right (R-atropine) POA-AHA on ovulation in left-ULO (L-ULO)
or right-ULO (R-ULO).
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Number of ova shed by ULO rats with unilateral atropine

microiniection iniected with LHRH or EB

Fig. 4 Mean + SEM of the number of ova shed by ULO rats with unilateral atropine microinjection in the POA-AHA, treated with LHRH or EB. The

number of ova shed from the left or right in situ ovary of rats subjected to left or right ULO plus atropine microinjection into the left (L-atropine)
or right (R-atropine) POA-AHA, performed at 13:00 h of diestrus-2 and sacrificed at predicted estrus day. a p <0.01 vs. the respective ULO only
aroup (ANOVA followed Tukey test)

Effects of transitory mAChR blockade in the left or right POA-AHA on serum hormone levels At 11:00 h of the
predicted proestrus day, the serum levels of E>, LH and FSH were similar in all of the experimental groups. However,
at 17:00 h animals microinjected with atropine in the left POA-AHA had lower E; and LH serum levels than the vehicle
group, while rats treated in the right POA-AHA had levels similar to the vehicle group. FSH levels were higher in
animals treated with atropine on the left or right side of the POA-AHA than in vehicle-treated rats (Table 4).

Effects of left or right ULO on hormone serum level measurements

At 11:00 h of the predicted proestrus day, E2, LH and FSH serum levels in left ULO rats were higher than those in the
left sham group while right ULO did not modify E2 levels, but increased LH and FSH levels com- pared to sham operated
rats. At 17:00 h on the predicted proestrus day, LH serum levels in the sham rats were lower than in the intact group.
LH and FSH levels in ULO rats were lower than in the sham group (Table 5).
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Group Estradiol LH FSH Group Estradial LH FSH

POA-AHA pg/mL ng/mL ng/mL pg/mL ng/mL ng/mL
Proestrus 11:00 h Proestrus 11:00 h
Intact 203+03 07403 23+04 Intact 203£03 0.7£030 23£04
Left vehicle 32490 04005 16+0.13 Left laparotomy 145+40 04+006 2001
Left atropine 212455 024003 24£08 Left ULO 614+ 1617 1320207 421 £ 14.7%
Right vehicle 33449 05+0.02 124009 Right laparotomy  13.0£4.8 04001 2708
Right atropine 216419 0.4+0.09 12:03 Right ULO 124235 22x040°  >100°
Proestrus 17:00 h Proestrus 17:00 h
Intact 157429 228£19 724050 Intaot 157228 28:190  72£050
Left vehicle 236+6.0 249+25 49+25 Left laparotomy 108+05 125+001 52+050
Left atropine 3.0:+0.0% 35157 08.8+4.4% Left ULO nex2d 0520407 <0.040%
Right vehicle 372413 207418 41202 Right laparotomy  10.7:£1.3 194202 8808
Right atropine 332£10.2 212£26 83225 Right ULO 1593 142010°  21%1.04°

The mean + SEMs for the estradiol, LH and FSH of rats subjected to microinjection
of VEMCI? or atropine into the left or right PO%—AHA, at 13:00 h of diestrus-2 day, The mean + SEMs for the estradiol, LH and FSH of rats subjected to left or right
and sacrificed at 11:00 or 17:00 h on the predicted proestrus — day laparotomy, and left or right ULO at 13:00 h of diestrus-2 day, and sacrificed at

:P <0.01 vs. Left vehicle (ANOVA, followed Tukey test) 11:00 or 17:00 h on the predicted proestrus day
'p<0.01 vs. right atropine (ANOVA, followed Tukey test) ‘p < 0.01 vs. correspanding laparotomy (MANOVA, followed Tukey test)
“p = 0.01 vs. intact group (ANOVA, followed Tukey  test) “p < 0.02 vs. Right ULO (Student “t" test)
Table 4 Effects of atropine microinjected in the left Table 5 Effects of ULO performed at 13:00 h on
or right POA-AHA on hormone serum levels at diestrus-2 day on hormone serum levels at 11:00 or
11:00 or 17:00 h on predicted proestrus day 17:00 h on predicted proestrus day
Discussion

In the present study, transient blockade of the mAChRs in the POA-AHA with atropine modified the ovulation
process: it inhibited the ovulation rate when the blockade is the left POA-AHA or reduced the number of ova shed
when the right POA-AHA was treated with atropine. We think that the effect of the atropine on right POA- AHA on
the number of ova shed but not on ovulation rate may be explained for the lack of muscarinic signals in the POA -
AHA to the ovary for the growth and differentiation of follicles. Previously, our group showed that the ovaries of rats
with implants of atropine in the POA- AHA had fewer small follicles in the left ovary compared to control group [19].
Regarding the decrease in the levels of the E, and LH on the afternoon of proestrus day after temporary blockade of
the muscarinic system of the left POA-AHA, and considering that injection of EB restored ovulation, we believe that
these low levels of E2 are the cause of the observed blockade of ovulation. These results support the idea that neural
signals arising from the left side of the POA-AHA modulate the sensitivity of the ovaries to FSH and LH [19] and
by the muscarinic system. In fact, studies performed with subcutaneous injection of atropine on the diestrus-1 day
causes a 24-h delay on preovulatory LH and E2 levels, and ovulation [20]. Furthermore, the neural information coming
from each side of the hypothalamus differentially regulates ovulation in the right and left ovary [19, 21]. Thus, the
present study suggests that approximately at noon on diestrus-2 day, the muscarinic system innervating the left POA-
AHA regulates in a stimulatory manner the preovulatory secretion of LH, indicating that activation of mAChRs is a
key component in stimulating feedback of estrogens and in the pre-ovulatory surge of GnRH.

Tanaka et al. [22] have suggested that peritoneal innervation plays an essential role in the neural connection with the
central nervous system. In the current study, the effects of laparotomy on ovarian weight sup- ports that idea because
the weight of the ovaries in rats with laparotomy on the right side was greater than in in- tact animals, possibility
meaning that a higher number of follicles were growing. Previous studies by our group showed the participation of
the muscarinic system on estradiol secretion in hemiovariectomized rats by laparotomy, these animals displayed an
increase of LH and FSH at 11:00 h on the predicted proestrus day suggesting that nerve signal of the ovaries are
involved in the regulation of gonadotropin secretion on the proestrus day [23]. Also our group has shown that the
removal of the right ovary at 13:00 h on diestrus-2 day resulted in lower E; levels than in rats with perforation in the
right side of  the dorsal peritoneum, suggesting that it is neural communication with the ovaries what modulates the
secretion of E». Based on this previous study and the current results, we postulate that extirpating the left ovary results
in the concomitant removal of an inhibitory signal modulating E, secretion by the right ovary [23].

Mechanisms altered by the removal of an ovary are taken over by the remaining ovary. All rats with the left ovary in situ
(right ULO) ovulated after injection of EB, while the EB had no effect when the right ovary remained in situ (left ULO).
Despite the different effects on the levels of E» in ULO rats, the levels of FSH and LH increased in the morning of predicted
proestrus day and decreased in the after- noon, suggesting that other mechanisms led to increased serum gonadotropin levels.
One such mechanism could be down-regulation of Es of estrogen receptors in the hypothalamus and/or pituitary as previously
proposed [17, 24]. Classic cholinergic synapses have rarely been observed in GnRHergic neurons, suggesting the presence
of a predominantly non-synaptic path in this communication of the cholinergic neuronal system [13]. The current results in
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rats with muscarinic temporal blockade in the right POA-AHA support previous hypothesis stating that muscarinic
neuroendocrine mechanisms regulating ovulation are dependent on the neural information arising from the ovaries and
reaching the POA-AHA [12]. It is also likely that a combination of two events is at play here: 1) the absence of estrogen a-
receptor in POA-AHA secondary to the blockade of muscarinic receptors as previously shown [25]; and/ or 2) a decrease
in the number of high affinity sites in the POA and adenohypophysis as suggested [26] as a consequence of changes on
hormonal input [23] caused by ULO. Together, these two pieces of evidence allowed us to postulate that acetylcholine
mediates, via muscarinic receptors, the feedback effects of gonadal hormones on the secretion  of gonadotropins. There is
evidence that the ovaries have neural connections with several brainstem nuclei and that representation of the left ovary in
the central nervous system is greater than that of the right ovary [27]. In intact 4-day cyclic rats, the left ovary released
more eggs than the right [28], and the ability of each ovary to respond to the same endocrine signals was different and
variable throughout the estrous cycle [19, 23, 29, 30]. These findings suggest that asymmetric responses of the ovaries
to neuroendocrine signals are the result of differences in the innervation received by each ovary and intrinsic differences
between them. The current results support this idea because the number of ova shed by the right ovary was higher than
that by the left ovary in ULO rats with mAChR blockade that wereinjected with LHRH orEB.

Conclusions

Taken together, the present results confirmed that at 13:00 h of diestrus-2 day, activation of mAChRs on the left side of
the POA-AHA is required for the preovulatory secretion of GnRH and LH necessary for ovulation. Additionally,
stimulation of these receptors is a key component of the stimulatory feedback of estrogens. We propose that the muscarinic
system in the right POA-AHA participates in a feedback effect, by steroid hormones, on the pre- ovulatory secretion of
gonadotropins and ovulation.
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Discusion

Anteriormente se mostro que el implante de un cristal de atropina en POA-AHA Izquierda
alas 13:00 h del diestro-2 bloquea la ovulacién (Cruz et al., 1989). En el presente estudio,
la micro-inyeccion de 62.5 ng de atropina en el mismo dia del ciclo estral y en el mismo
lado de POA-AHA bloquea la ovulacion, sugiriendo que la activacién temporal o continua

de la sefial muscarinica del lado izquierdo de POA-AHA es requerida en la ovulacion.

La actividad colinérgica en POA-AHA es asimétrica a las 13:00 h del diestro-2
(Cruz et al., 1998 Sanchez et al., 1994), ya que la actividad de la ChAT es mayor en el
lado izquierdo que del derecho (Cruz et al., 1998). El nUmero de sitios de unién (Bmax)
y la constante de disociacion (Kd) para la (H3)-N-metyl-escoplamina es mayor en el lado
izquierdo de POA-AHA. Ademas, la concentracion de acetilcolina en ambos lados de
POA-AHA fue menor que el limite detectado por la metodologia usada (Sanchez et al.,
1994). Esta inherente asimetria del sistema colinérgico de POA-AHA explica los
resultados asimétricos en la ovulacion por el bloqueo de los mAChR en la porcion

izquierda de POA-AHA y no en la derecha (Figura 4).

El bloqueo unilateral de los mMAChR por el implante de cristales de atropina en
POA-AHA derecha a las 13:00 h del diestro-2 no modifica la ovulacién (Cruz et al., 1989).
En el presente estudio, el bloqueo temporal de los mMAChR no modifica la tasa de
animales ovulantes, pero el numero de ovocitos liberados por ovario fue mas bajo que
en el grupo con micro-inyeccion del vehiculo, sugiriendo que el crecimiento y la
diferenciacion de los foliculos se retrasé por la pérdida de la sefal muscarinica de POA-
AHA. Anteriormente se mostrd que los ovarios de las ratas con implantes de atropina en
el lado izquierdo de POA-AHA realizados en el diestro-2 y estudiados en el proestro
esperado o el estro presentan un menor numero de foliculos pequefios en el ovario
izquierdo y algunos medianos o preovulatorios, comparados con ovarios de ratas
implantados con colesterol (Cruz et al., 2014). Este resultado apoya la idea de que la
sefal muscarinica proveniente de POA-AHA izquierda resulta necesaria en el

crecimiento y diferenciacién de los foliculos.
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El bloqueo sistémico de los mAChR por la inyeccion subcutdnea de sulfato de
atropina realizado en el diestro-1 a las 13:00h provoca disminucidn en la concentracion
de E2 y el desfasamiento por 24 horas del pico preovulatorio de LH y de E2 (Cruz et al.,
2001). En estos animales, la inyeccion de BE restablece la ovulacion (Cruz et al., 2001),
sugiriendo que las bajas concentraciones de E2 causan el bloqueo de la ovulacion. En el
presente estudio, un efecto similar se observa en ratas con el bloqueo temporal de los
mMAChHR en el lado izquierdo de POA-AHA, dado que las ratas ovulan 48 horas después

de lo esperado (Figura 5).

La secrecion de hormonas esteroides en células de la granulosa humanas es
mediada por la actividad muscarinica, la que podria desempefiar un papel en la
regulacion de la vias intraovaricas (Kornya et al., 2001). La participacion del sistema
colinérgico en la regulacion de la secrecion de E2 varia de acuerdo al dia del ciclo estral,
ya que dos horas después de la inyeccion subcutanea de sulfato de atropina en el diestro-
1 o proestro, la concentracién de E2 disminuye, y aparentemente no tuvo efectos cuando
las ratas son inyectadas en diestro-2 (Cruz et al., 2006). En nuestro estudio, el bloqueo
temporal del sistema muscarinico del lado izquierdo de POA-AHA provoca disminucién
en la concentracion de E2 y de LH en la tarde del proestro (28 horas después del bloqueo
de los mAChR), resultados que apoyan la idea de que el bloqueo de la ovulacion es
parcialmente explicado por la pérdida de la secrecion de E2 durante la fase preovulatoria
del proestro. Estos resultados podrian también incluso explicar el bajo numero de
ovocitos liberados en ratas micro-inyectadas con atropina en el lado izquierdo de POA-
AHA izquierda. En conjunto estos resultados apoyan la hipétesis de que sefales neurales
provenientes de POA-AHA izquierda, modulan la sensibilidad de los ovarios hacia la FSH
y LH (Cruz et al., 2014).

La baja concentracion de E2 en la tarde del proestro esperado en ratas con
tratamiento de atropina del lado izquierdo de POA-AHA podria explicar la baja

concentracion de LH y el retraso de la ovulacion durante 48 horas.

Con base en los resultados previos (Cruz et al., 1989) y los actuales, sugerimos
que en la tarde del diestro-2, el sistema muscarinico que inerva el lado izquierdo de POA-
AHA regula de manera estimulante la secrecion preovulatoria de LH. La induccién de la
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ovulacion en ratas con micro-inyecciéon de atropina en POA-AHA izquierda ocurre
después de la inyeccion de LHRH y BE, sugiriendo que la activacion de los mAChR es
componente principal en el “feedback” estimulante de los estrogenos y en el pico

preovulatorio de GnRH (Figura 5).

En el presente estudio, el aumento en la concentracién de FSH a las 17:00 horas
del proestro en las ratas con bloqueo unilateral de los mMAChR en POA-AHA podria ser
explicado por una disminucion en la concentracion de progesterona. La inyeccion
subcutanea de sulfato de atropina en el diestro-2 resulta en una elevaciéon en la
concentracion de progesterona (Flores et al., 2005), y en ratones hembra juveniles, la
elevacion en la concentracion de FSH resultado de la ULO fue disminuida por la inyeccion
de progesterona (Gibson et al., 1979). La ligadura de la arteria ovarica provoca un
decremento en la irrigaciéon del flujo sanguineo del ovario, y una disminucion en la tasa
de ovulacién cuando las ratas fueron tratadas con una inyeccion de gonadotropinas, asi
como un decremento en la concentracion de progesterona en suero (Zackarisson et al.,
2000).

La inervacion peritoneal juega un papel esencial en la comunicacion neural del
sistema nervioso central (Tanaka et al., 2002). Los efectos de la laparotomia sobre el
peso de los ovarios apoyan la hipotesis de Tanaka, ya que el peso de los ovarios de las
ratas con laparotomia del lado derecho aumento respecto al animal intacto, sugiriendo

que un gran numero de foliculos se encuentran en crecimiento.

El efecto del reflejo neural en la piel abdominal afecta el flujo sanguineo de los
ovarios y la actividad del nervio ovarico superior (Uchida et al., 2005). La perforacion del
peritoneo derecho realizada en el dia del diestro-2 resulta en una elevacion en la
concentracion de estradiol en comparacion de los controles, mientras que la perforaciéon
del lado izquierdo resulta en una disminucién de la concentracion de dicha hormona
(Cruz et al., 2006). En nuestro estudio, las altas concentraciones de LH y FSH detectadas
a las 11:00 horas del proestro en ratas con laparotomia unilateral sugiere que la
estimulacién de la piel y el musculo en el lado derecho provocd una estimulacién de tipo
neural que participa en la regulacion de la secrecidén de las gonadotropinas en el dia del

proestro. Gibson et al, (1979) observaron un ligero aumento en la concentracion sérica
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de FSHyLH alas 4, 8, 32y 51 h después de la ULO en ratonas jovenes; el tratamiento
con progesterona redujo la concentracion de FSH en todos los tiempos estudiados,
aunque la de LH no fue afectada. Resultados previamente reportados por nuestro grupo
de investigacidn muestran que la concentracion de progesterona en ratas con perforacion
dorsal en el peritoneo realizada en el diestro-2 fue mas alta que en el grupo control
(Flores et al, 2008; 2011). Basados en este resultado, sugerimos que la ULO estimula la
secrecion de progesterona, lo cual resulta en la inhibicidn de la secrecion de FSH. En
este estudio la concentracion de LH a las 17:00 horas del proestro fue mas baja en ratas
sometidas a la laparotomia. Sin embargo, estos animales ovularon en el dia de estro

esperado, lo que sugiere un retraso en la secrecion preovulatoria de LH.

En el dia del diestro-2, la expresion de la aromatasa es mas alta en el ovario
izquierdo que en el derecho (Dominguez et al., 2013), e in vitro el ovario izquierdo
presenta una mayor capacidad de secretar E2 que el derecho (Ortega et al., 2013). La
extirpacion del ovario derecho realizada a las 13:00 h del diestro-2 resulta en una baja
en la concentracion de E2 en ratas con laparotomia en el lado derecho, lo que sugiriere
que una comunicacion neural entre los ovarios modula la secrecion de E2 (Cruz et al.,
2006).

Con base en los resultados del presente estudio, sugerimos que la extirpaciéon de
un ovario a las 13:00 h del diestro-2, resulta en la eliminacion de una senal estimulante

que modula la secrecion de GnRH, de LH y la ovulacion (Figura 6).

Los mecanismos que son alterados por la extirpacion de un ovario depende del
ovario remanente, ya que en todas las ratas con el ovario izquierdo in situ (ULO derecha)
ovularon después de la inyeccion de benzoato de estradiol, pero esta hormona no tuvo
efecto cuando el ovario derecho permanecio in situ (ULO lzquierda) (Figura 7). A pesar
de los diferentes efectos sobre la concentracion de E2 en ratas con ULO, la concentracion
de FSH y LH aument6 en la manana del proestro y disminuyo en la tarde, sugiriendo que
otro mecanismo estimuld el incrementd en la concentracién de gonadotropinas. Uno de
estos mecanismos podria ser el efecto "down-regulation" del estradiol sobre los
receptores a estrogenos en el hipotalamo y la hipdfisis (Weick et al., 1978, Borras et al.,
1994).
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Entre 50 y 80% de las neuronas colinérgicas en el nucleo preodptico medial, la
estria terminal y el septum lateral de ratas ovariectomizadas presentan receptores a
estrogenos (Gibbs, 1996), pero la sinapsis colinérgica clasica raramente ha sido
observada en las neuronas GnRHérgicas, sugiriendo la presencia de una via
predominantemente no sinaptica en esta comunicacion del sistema neuronal colinérgico
(Turi et al., 2008). El Ez participa en los mecanismos que regulan el sistema colinérgico
de POA-AHA, ya que la inyeccion de 17B-estradiol en ratas ovariectomizadas aumenta
la actividad de la acetilcolinesterasa en POA (Luine et al., 1980) y la unién especifica del
antagonista (*H)-QNB (Benzilato de quinuclinidilo tritiado) (Olsen et al., 1988), y
disminuye el numero de sitios de unién muscarinicos (Bmax), sin modificar su afinidad
(Kd) (Dohanich et al., 1982). En el dia del estro en ratas con ULO, los efectos del implante
unilateral de atropina fueron inversos A los observados en animales con ambos ovarios
in situ, lo que sugiere que los mecanismos neuroendocrinos colinérgicos que regulan la
ovulacion estan relacionados con la informacion neural que envian los ovarios al POA-
AHA (Cruz et al., 1992). Los resultados actuales observados en ratas con bloqueo
temporal de los mMAChR de POA-AHA izquierda apoyan la hipdtesis anterior. Estas
diferencias se relacionan con el dia del ciclo estral en el que se realizaron los
experimentos (estro en el estudio anterior y diestro-2 en este estudio), y quizas estén
vinculados con la secrecién de E2 porque la inyeccion benzoato de estradiol en ratas con
bloqueo de mMAChRs en el diestro-2 restauré la ovulacion. Asi que, con base en estos
resultados, sugerimos que en el dia del diestro-2, los ovarios regulan la actividad del

sistema muscarinico de POA-AHA derecha, pero no la de la izquierda (Figura 8).

Existe evidencia de que los ovarios envian proyecciones neuronales que van
hacia nucleos del cerebro anterior y la presencia del ovario izquierdo es mayor hacia el

sistema nervioso central, que la del derecho (Toth et al., 2007).

La respuesta asimétrica de los ovarios a las sefiales neuroendocrinas es el
resultado de la diferencia en la inervacion recibida por cada ovario encada fase del ciclo
estral y las diferencias intrinsecas entre ellos (Marchetti et al., 1985, Dominguez et al.,
1989, Zackrisson et al., 2000, Cruz et al., 2014, Cruz et al., 2015, Dominguez-Cruz-
Morales, 2011, Flores et al., 2005, Flores et al., 2011). Los resultados obtenidos en este
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estudio apoyan esta hipétesis, cuando se considera que la inyecciéon de LHRH y BE en
ratas con ULO y bloqueo de los mAChR liberaron un mayor niumero de ovocitos por el

ovario izquierdo que por el derecho.
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1)

2)

3)

Conclusiones

A las 13:00 h del diestro-2, la activacion de los mAChRs en el lado izquierdo de
POA-AHA es necesario en la secrecion preovulatoria de GnRH, LH y la ovulacion.
En este dia y hora del ciclo, la ausencia de uno de los ovarios bloquea la ovulacion
del ovario remanente, la que ocurre 24 horas después, cuando el ovario in situ es
el izquierdo. Cada ovario participa de manera diferente en los mecanismos de
regulacion estimulante de los estrogenos en la secrecion de LH, los que dependen
del ovario izquierdo.

La estimulacion de los mAChRs en el diestro-2 es un componente clave en la
retroalimentacion estimulante de los estrégenos y los ovarios regulan la actividad

del sistema muscarinico de POA-AHA derecha, pero no los de la izquierda.
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Modelos fisiologicos
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PRIMER MODELO

Figura 4 .- Modelo fisioldgico que explica la funcidn de la acetilcolina via
mAChR de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2, sobre la ovulacion.

La senal muscarinica proveniente de POA-AHA izquierda a las 13:00 h del
diestro-2 es indispensable y de tipo estimulante en la secrecion de la GnRH, la LH
y la ovulacion.
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Figura 5 .- Modelo fisioldgico que explica la funcidn de la acetilcolina via
mAChR de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2, sobre el eje hipotdlamo-
hipdfisis-ovario.

La activacion de los mAChR es componente principal en el “feedback”
estimulante de los estrogenos y en el pico preovulatorio de GnRH
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Figura 6. Modelo fisiolégico que explica la participacién del ovario izquierdoy
derecho en los mecanismos de regulacion de la ovulacion.

La extirpacion de un ovario a las 13:00 h del diestro-2, resulta en la eliminacion
de una senal estimulante que modula la secrecion de GnRH, de LH y la ovulacion.
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Figura 7. Modelo fisioldgico que explica los mecanismos neuroendocrinos que
regula el ovario derecho (A)y el izquierdo (B) a las 13:00 h del diestro-2.

A

Los mecanismos que son alterados por la extirpacion de un

ovario dependen del ovario in situ. -
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Copitido 2

Papel de la inervacidn de la pared abdominal y el peritoneo en la regulacion de la

ovulacion.
Regulacion de la sintesis y secrecion de la GnRH y sus efectos sobre la ovulacion.

Asimetria hipotalamica y la regulacion neuroendocrina de las glandulas

endocrinas.
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Papel de la inervacion de la pared abdominal y el peritoneo en la
regulacion de la ovulacion.

La epidermis posee capacidades metabodlicas y endocrinas, ya que las células
epidérmicas pueden sintetizar y liberar hormonas tales como la proteina relacionada con
la hormona paratiroidea (PTHrP), propiomelanocortina (POMC), hormona estimulante de
los melanocitos (MSH), hormona estimulante de la corteza adrenal (ACTH), B-endorfinas,
hormona liberadora de la corticotropina (CRH), péptidos de la urocortina, acetilcolina
(ACh) y catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina), serotonina, ademas de
precursores de amina biogénicas (Deplewski y Rosenfield, 2000).

La piel es también un sitio de activacion de hormonas esteroideas ya que convierte
testosterona a 5a-dihidrotestosterona o a estradiol; o bien de la conversion de T4a Tsa
partir de tiroglobulina. Estas hormonas y neurotransmisores sintetizados localmente
pueden actuar de forma autocrina o paracrina (Deplewski y Rosenfield, 2000).

La presencia de numerosas terminales nerviosas y una extensa red vascular provee a la
piel de mecanismos adicionales para la expresion de las funciones neuroendocrinas
(Deplewski y Rosenfield, 2000).

Considerar la piel como 6rgano neuroendocrino es un concepto relativamente nuevo en
el campo de la fisiologia, dado que combina tépicos de inmunologia, endocrinologia y
neurobiologia, que intervienen en la comunicaciéon multidireccional entre el sistema
nervioso central (SNC), el sistema endocrino e inmunoldgico y los érganos periféricos
(Slominski y Wortsman, 2000).

La piel tiene un papel unico debido a su localizacion, tamano y diversidad funcional.
Ademas, las senales cutaneas enviadas diferentes zonas del SNC pueden ejercer
funciones neuroendocrinas que regulan a su vez funciones de 6rganos periféricos que
resulta en el mantenimiento de la homeostasis local y sistémica (Deplewski y Rosenfield,
2000).

La piel presenta una red neural extensa representada por nervios colinérgicos y
adrenérgicos, asi como fibras sensitivas mielinicas y amielinicas. Los nervios autbnomos
inervan arteriolas, vasos sanguineos, musculos piloerectores y glandulas aprocrinas y
ecrinas. Las terminales de las fibras sensoriales estan cada una rodeadas de estructuras
histolégicas distintas, tales como los corpusculos de Pacini y de Meisser, el érgano de
Rifuni, los discos de Merkel y 6rganos mucocutaneos terminales. La vasta red de
terminales sensoriales libres rodea y penetra en los foliculos pilosos, las unidades
pilosebaseas, glandulas apocrinas y ecrinas, asi como la dermis y epidermis. Las redes
sensoriales autdbnomas, muestran diferencias regionales, de acuerdo a los sitios
anatomicos, en areas bien definidas llamadas dermatomas. El torso, las extremidades,
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la parte posterior de la cabeza y la nuca estan inervados por nervios originados en los
ganglios de la raiz dorsal de la medula espinal, mientras que la cara y el cuello estan
inervados por ramas del nervio trigémino (Deplewski y Rosenfield, 2000).

A finales de 1905 Heape demostré que en la coneja la ovulacién era inducida por los
estimulos asociados al coito, lo que provocaba que ésta se produjera entre 10y 12 horas
después. Por lo tanto en este animal la ovulacién se produce por medio de una respuesta
neurohormonal, que cuenta con dos vias; una via aferente nerviosa que transmite los
estimulos provocados por el coito al SNC y una via eferente hormonal que envia la senal
del SNC al ovario produciéndose la ovulacion.

En los mamiferos la reproduccion es una funcidn compleja que ademas de implicar
mecanismos neuroendocrinos entre el hipotalamo, la hipdfisis y la génada, que finaliza
en la ovulacion; también involucra conductas sexuales que facilitan la ovulacion y la
aceptacion al coito. Se trate de especies de ovulacion refleja o inducida, las conductas
sexuales suelen ser agresivas. El primer 6rgano que recibe este tipo de agresiones o
estimulos es la piel exterior de todo el cuerpo, como la que recubre a la vagina.

En la gata, como en los felinos la ovulacion es inducida por la cépula (Lein y Concannon,
1983) se ha mostrado que la ovulacidén ocurre mediante estimulacion cervical (Lawler et
al., 1993; Gudermuth et al., 1997; Verstegen, 2002).

El hurén y el vison, comparten la peculiaridad de ser especies de ovulacion inducida a
través de la copula (Verstegen, 1998), esta ultima estimula un reflejo que libera la
luteinizante (LH) por parte de la hipdfisis mediado por el hipotdlamo medio basal
(Robinson y Sawyer, 1987).

La piel provee al individuo las sensaciones del tacto, presioén, vibracion, temperatura,
dolor y placer a través de su red nerviosa que comprende receptores especializados y
terminales nerviosas desnudas (Deplewski y Rosenfield, 2000).

Las células de la piel presentan receptores a neuropéptidos y neurotransmisores
idénticos a los expresados en el SNC, por ejemplo los queratinocitos, que tienen
receptores muscarinicos, nicotinicos, opioides, a CRH, estrégenos, glucocorticoides,
mineralocorticiodes e histamina; mientras que los melanocitos tienen receptores a CRH,
LH, androgenos, estrogenos, glucocorticoides, muscarina e histamina (Slominski y
Wortsman, 2000).

En la piel de los mamiferos se encuentra una proteina precursora de alto peso molecular
llamada proencefalina A (PEA), que produce encefalinas como la Met-encefalina (Met-
E) y leu-encefalina (Leu-E). Ademas de éstas la piel de los mamiferos sintetiza una gran
cantidad de neuropéptidos que incluyen a las taquininas, sustancia P, neurocinina A
(NKA), proteina acoplada a proteina G (CGRP), péptido intestinal vasoactivo (VIP),
neuropéptido Y (NPY), somatostatina (SOM), galanina, péptido natriurético atrial (ANP),
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péptido metionina histidina (PHM), péptido histidina isoleucinamida (PHI), bradicinina,
colescisticinina (CCK) y el péptido liberador de la gastrina (GRP) (Slominski y Wortsman,
2000).

También puede sintetizar las neurotrofinas, tales como el factor de crecimiento neural
(NGF), neurotrofinas 3 y 4 (NT-3, NT-4) y el factor neurotrépico derivado del cerebro
(BDNF). En el caso especifico de NT-3, se detecta en los queratinocitos epidérmicos y
foliculares de la piel joven, mientras que en los animales adultos se encuentra en
queratinocitos de foliculos pilosos y fibroblastos (Slominski y Wortsman, 2000).

En cultivos celulares de queratiniocitos se ha demostrado que pueden sintetizar, secretar
y degradar ACh (Slominski y Wortsman, 2000).

La actividad de la acetilcolinoesterasa ha sido detectada en los melanocitos epidérmicos.
Ademas de la sintesis local de ACh, ésta es liberada por las terminaciones nerviosas que
inervan las estructuras de la piel. La epidermis de los humanos y roedores tienen la
capacidad de sintetizar dopamina, noradrenalina y adrenalina. La actividad de sintesis
de catecolaminas cutaneas reside predominantemente en los queratinocitos (Slominski
y Wortsman, 2000).

La piel puede convertir la dehidroepiandrosterona (DHEA) y su sulfato (DHEA-S) en
andrégenos y estrégenos activos. Especificamente, la actividad enzimatica corresponde
al 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A5A4 isomerasa (3B-HSD), localizada en las
glandulas sebaceas y en menor grado, en los foliculos pilosos, epidermis y glandulas
ecrinas, mientras que la 17-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD), ha sido
localizada en los queratinocitos epidérmicos y foliculares. La testosterona es también
convertida en dihidrotestosterona (DHT) a través de la accion de la 5a-reductasa,
detectada en los fibroblastos dérmicos y en la papila dérmica, queratinocitos epidérmicos
y glandulas sebaceas y apocrinas (Slominski y Wortsman, 2000)

La piel cubre al peritoneo que es una membrana serosa fuerte y resistente, que tapiza
las paredes de la cavidad abdominal y forma pliegues (los mesos, los epiplones y los
ligamentos) que envuelven, total o parcialmente, gran parte de las visceras situadas en
ella, de tal forma que mantiene en su lugar ese érgano. El peritoneo esta en contacto,
por un lado, con la cara interna de la cavidad abdominal y por el otro, con la cara externa
de los 6rganos. Este doble contacto es posible ya que el peritoneo es una membrana
serosa de dos capas u hojas (Tanaka et al., 2002).

A la capa exterior se le denomina peritoneo parietal y a la capa interior, peritoneo visceral.
(Bentley et al., 1981). La mayor parte del peritoneo parietal recibe nervios sensoriales de
los ganglios de la raiz dorsal, mientras que el peritoneo visceral los recibe de la raiz
dorsal, el ganglio nodoso y del nervio vago (Tanaka et al., 2002).
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Iggo (1986) identificé una categoria del mecano receptor C, el cual es una unidad de
distension sensitiva que se encuentra debajo de la capa serosa (o0 en el epiplén), pero
no se ve afectada por la contraccidon muscular; este autor describié que tal unidad recibe
fibras aferentes vagales.

Glise y Abrahamsson (1980 a, b, c) observaron que la estimulacion de los nervios
aferentes al peritoneo genera una respuesta inhibitoria refleja en la motilidad gastrica.
Mediante diferentes estudios estos autores concluyen que la estimulacion peritoneal
difusa suprime la motilidad gastrica a través de mecanismos reflejos vagales originados
en el ganglio nodoso y fibras vagales noradrenérgicas inhibitorias, o que incluye al
mecanismo reflejo espino-vagal compuesto por las aferencias espinales de los nervios
simpaticos, las vias ascendentes espino-bulbares y axones vagales eferentes (Gebhart,
2000).

La mayoria de las terminales nerviosas sensoriales viscerales de la médula espinal y las
fibras sensoriales contenidas en el nervio vago inervan los mismos 6rganos viscerales.
La inervacion sensorial del tracto gastrointestinal incluye todas las capas de una viscera
incluyendo al peritoneo (Gebhart, 2000).

Los nervios que inervan el peritoneo parietal, presentan fibras aferentes de los
segmentos L3 a L4 en el peritoneo que envuelve el espacio retroperitoneal (Bahn et al.,
1986).

De acuerdo con Williams et al. (1995), el peritoneo parietal esta inervado por los nervios
que estimulan a los musculos y la piel, mientras que el peritoneo visceral, como una parte
integral de las visceras, es inervado por las fibras aferentes autbnomas o viscerales.

Tanaka et al. (2002), analizo en la rata la distribucion de neuronas sensitivas que inervan
al peritoneo mediante el uso del trazador axonal fluoro-gold. El numero y la distribucion
de neuronas marcadas en la raiz dorsal resulta en un marcaje de células mayor en los
segmentos T8 y T9 del abdomen rostral derecho, T13 del abdomen caudal derecho; T10
del abdomen rostral izquierdo y L1 del abdomen caudal izquierdo. Asimismo describio
que el peritoneo pariental recibe segmentos de las fibras neuronales del ganglio de la
raiz dorsal. La inervacion visceral de este segmento esta dada por fibras del ganglio de
la raiz dorsal que atraviesan el tronco simpatico. El nervio vago también envia fibras
sensoriales del ganglio nodoso al peritoneo visceral.

Robbins et al.,, (1992) examinaron y compararon directamente las respuestas
electrofisiologicas de las fibras nerviosas aferentes hipogastricas y pélvicas a la
distension uterina y vaginal durante cada dia del ciclo estral. Estos autores sugirieron
que la sensibilidad de la respuesta de las fibras aferentes en los nervios pélvicos e
hipogastrico se ve afectada de forma diferente por las variaciones hormonales que
ocurren durante el ciclo estral (Robbins et al., 1989; Robbins et al., 1992).
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La existencia de una comunicacion neural entre el ovario y el cerebro se ha sugerido a
partir de diferentes resultados experimentales (Gerendai et al, 2005). Mediante la
inyeccion del virus de la seudorabia en el ovario izquierdo o en el derecho, se demostro
que la marca llega al puente ventrolateral, a los nucleos gigantocelular, para-
gigantocelular, al nucleo del tracto solitario, al nucleo dorsal vagal, al grupo de células
A1 y A5, al nucleo del rafé caudal, al nucleo hipotalamico paraventricular y al el
hipotalamo lateral (Téth et al., 2007).

En la rata la informacién sensorial de los 6rganos reproductivos pélvicos se transmite al
SNC a través de las fibras aferentes en los nervios hipogastrico y pélvico (Peters et al.,
1987; Robbins y Sato, 1991). Mientras que el utero esta inervado principalmente por
fibras aferentes del nervio hipogastrico. En cambio la vagina estd inervada
principalmente por fibras del nervio pélvico (Peters et al., 1987).

En la rata adulta la estimulacion cutanea nociceptiva aferente a la zona peritoneal
estimula contracciones vesicales. El cese de la actividad derivada de la estimulacion de
las ramas del nervio pélvico podria tener un papel en la inhibicion de estas contracciones,
ya que la denervacion de los nervios hipogastricos no alterd la respuesta, mientras que
la denervacién de los nervios pélvicos suprimi6 todos los efectos (Sato et al., 1975).

Las vias simpaticas tienen sus neuronas preganglionares dentro de los segmentos
espinales toracicos y lumbares, mientras que las vias parasimpaticas proceden de los
nucleos craneales y segmentos sacros de la médula espinal. En cualquiera de los casos,
la actividad ganglionar esta determinada principalmente por el centro de salida de los
axones preganglionares, de tal manera que si los nervios espinales estan dafiados, la
actividad refleja cesa (Keast, 1999).

Los ganglios simpaticos son de dos tipos, paravertebrales y prevertebrales, que difieren
en su localizacidon, conexiones, propiedades de integracion, receptores y transmisores
(Janig y McLachlan, 1987, 1992b; Gabella, 1995).

Los ganglios paravertebral descansan en dos redes lineales ("cadenas") a cada lado de
la columna vertebral. En algunos lugares, con mayor frecuencia en la regiéon caudal,
estas cadenas se fusionan en un solo ganglio que se encuentra cerca de la linea media.
La mayoria de estas neuronas son noradrenérgicas y contiene el neuropéptido Y (NPY),
aunque algunas son colinérgicas y contienen otros péptidos, como, el péptido intestinal
vasoactivo (VIP). Las neuronas poseen dendritas y tipicamente reciben un pequefo
numero de aferencias preganglionares, las cuales activan las células ganglionares a
través de los receptores nicotinicos de acetilcolina (ACh). La mayoria de estas neuronas
inervan la vasculatura periférica y como tal, su actividad esta vinculada a eventos
cardiovasculares (Janig y McLachlan, 1992a).
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Los ganglios simpaticos prevertebrales son unicos y se encuentran cerca de la linea
media, cercanos a los 6rganos periféricos que inervan. Son referidos como el "plexo
abdominal" o "ganglios mesentéricos", ya que se encuentran en el mesenterio y sus
conectores neuronales viajan con los vasos mesentéricos. La mayoria de las neuronas
son noradrenérgicas, aunque una minoria son colinérgicas y contienen péptidos, tales
como el VIP. Las neuronas normalmente poseen muchas dendritas y la complejidad de
su enramado dendritico puede variar entre las neuronas (Szurszewski, 1981).

Cada neurona recibe numerosas terminales sinapticas, sin embargo, mientras que en los
ganglios paravertebrales éstos surgen solo de los axones preganglionares espinales, en
los ganglios prevertebrales muchas neuronas reciben aportes de otras neuronas
periféricas (Miolan y Niel, 1996).

Tanto la aferencia periférica como la central a las neuronas prevertebrales son
excitatorios y son reguladas por las respuestas nicotinicas-colinérgicas. En los ganglios
prevertebrales también existe una considerable divergencia y convergencia de las
aferencias (Szurszewski, 1981; Janig y McLachlan, 1992a; Miolan y Niel, 1996).

Las neuronas que se encuentran en los ganglios permanecen muy cerca de sus 6rganos
blancos. En algunos casos, estos se encuentran incrustados en los tejidos cercanos o
en la musculatura externa de los organos, haciendo que el acceso experimental o
quirurgico sea dificil (Keast, 1999).

Las neuronas dentro del ganglio parasimpatico son un grupo funcional relativamente
homogéneo en comparacién con lo de los ganglios simpaticos. Las neuronas
parasimpaticas también son estructuralmente homogéneas y por lo general poseen
pocas o0 ninguna dendrita. Se cree que todas las neuronas parasimpaticas son
colinérgicas y que pueden sintetizar diversos péptidos dependiendo del 6rgano diana.
Otras sustancias comunmente sintetizados por las células ganglionares parasimpaticas
incluyen la sintetasa de 6xido nitrico (NOS) y el VIP (Keast, 1999).

Muchos érganos reciben inervacion simpatica y parasimpatica, aunque en unos cuantos
casos los axones inervan los mismos tejidos dentro del 6rgano y tienen una accion
realmente antagonica (por ejemplo, el nodo senoatrial del corazén). En general los tejidos
reciben axones parasimpaticos o simpaticos. Por lo tanto, el comportamiento de los
organos viscerales ha sido analizado por el tipo y numero de células ganglionares
autondmicas activadas, asi como por su patrén temporal de activacién (Furness y Costa,
1987).

La integracion central de la informacion sensorial y el patron motor subsecuente a través
de las vias simpaticas y parasimpaticas son criticos para una funcidon auténoma
adecuada. Sin embargo, los eventos que ocurren dentro de los ganglios periféricos y en

Pagina | 54



sus terminales proporcionan los puntos finales en el que la actividad motora puede ser
modificada (Keast, 1999).

Los ovarios envian informacion neural hacia varias regiones del SNC (Téth et al., 2008,
Gerendai et al., 2009) y esta informacion participa en la regulacion de la secrecion de
hormonas esteroides (Dominguez et al., 2003, Dominguez y Cruz, 2011, Toth et al.,
2008, Gerendai et al., 2009). Pero ademas los ovarios comparten informacion neural
(Toth et al., 2008, Gerendai et al., 2009) y el ganglio celiaco mesentérico superior (CG-
MG) facilita la comunicacion entre los ellos (Gerendai et al., 2005, Moran et al., 2005).

Segun Barco et al., (2003), una posible explicacion para la participacion de la inervaciéon
en la regulacion de la secrecion de hormonas ovaricas, es que el SNC envie diferentes
sefales nerviosas a los ovarios derecho e izquierdo. Una de las vias finales comunes
para cada ovario es el nervio ovarico superior (NOS), que también envia y recibe
informacion neuronal diferente de cada glandula suprarrenal y del peritoneo. En el ovario,
tal inervacion modula la respuesta de los foliculos a las gonadotropinas a través de la
liberacién de neurotransmisores, principalmente noradrenalina y actua en las neuronas
del ovario; también es posible que afecte al sistema colinérgico no neuronal del ovario.
Para cerrar el circuito, algunas de las neuronas en el ovario registra cambios de la funcion
ovarica los que se envian al SNC a través del nervio vago, los ganglios paravertebrales,
la columna intermediolateral y quiza el ovario contralateral, por medio de nervios
simpaticos (Barco et al., 2003).

Los ovarios de los mamiferos estan inervados por neuronas simpaticas y sensoriales
(con un pequeno componente parasimpatico) cuyas fibras llegan con los vasos por el
hilio o por el borde del ligamento suspensorio hasta la médula del ovario. Una parte de
los nervios pasan a la corteza del ovario a través del tejido intersticial y forman un plexo
que rodea a los foliculos en desarrollo, o en la teca interna y externa, pero no penetran
la capa de las células de la granulosa ni el cuerpo luteo (Burden, 1985; Dissen y Ojeda,
1999; Gerendai y Halasz, 1997).

Los nervios que inervan al ovario tienen su origen en el ganglio celiaco, el ganglio
mesentérico superior y el nervio esplacnico lumbar (Dissen y Ojeda, 1999). En la rata, la
inervacién simpatica ovarica procede de dos vias; el plexo ovarico (PO), que viaja a lo
largo de la arteria ovarica y el NOS que esta asociado al ligamento suspensorio
(Lawerence y Burden, 1980, Gerendai y Halasz, 1997), ambos nervios llegan a los
ovarios por el hilio (Bergman et al., 1998).

La inervacién simpatica del ovario no solo tiene un papel en su actividad secretora (Lara
et al.,, 1990), sino también en la regulacién del desarrollo folicular. La inyeccion de
anticuerpos al factor de crecimiento neural (NGF) a ratas neonatas resulta en el retraso
del desarrollo folicular, la pubertad, decremento en la secrecion de estradiol e
irregularidad del ciclo estral (Burden et al., 1978; Lara et al., 1990).
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La informacion parasimpatica que llega al ovario es aportada por el nervio vago (Burden
et al., 1982, 1983; Burden, 1985; Lawrence et al., 1980), el cual sintetiza diversos
péptidos como la somastotatina, sustancia P, gastrina y el péptido intestinal vasoactivo
(VIP) (Dissen y Ojeda, 1999; Ojeda et al., 1983).

Las neuronas que dan origen al nervio vago se localizan en: el nucleo ambiguo
(somatomotor); el nucleo cardio-neumo-entérico (visceromotor); el nucleo dorsal del
vago (viscerosensitivo) y la parte inferior del nucleo del fasciculo solitario
(somatosensitivo) (Bouchet y Willeret, 1978). Como se menciond, mediante el uso de
técnicas de rastreo transneuronal se ha descrito la existencia de una via multisinaptica
entre los ovarios y el cerebro. El marcaje de neuronas por los ovarios fue detectado en
el nucleo del tracto solitario, en el nucleo dorsal del vago, en el grupo celular A5
noradrenérgico, en el nucleo del rafe y en el nucleo paraventricular hipotalamico. Cuando
la inyeccidn del virus de la pseudorabia se realizo en el ovario izquierdo, se observé que
el patron de marcaje es diferente al observado para el ovario derecho, abarcando
también el nucleo caudal del rafe. Ademas que el marcaje proveniente del ovario
izquierdo en el SNC es mayor que el derecho (Gerendai et al., 2009).

El nervio vago es la via de conexidén entre el utero, el cérvix y el SNC. Los cuerpos
celulares de las aferencias vagales relacionadas con el utero se ubican en los ganglios
nodosos (Collings et al., 1999). Por otra parte el ovario forma parte del recorrido neural
del nervio vago (Gerendai et al., 2000).

La distribucién de las neuronas sensoriales que inervan el peritoneo parietal recibe
nervios sensoriales de la raiz del ganglio dorsal mientras que el peritoneo visceral las
recibe de la médula espinal y del nervio vago, por lo que la inervacion del peritoneo juega
un papel esencial en la comunicacién neural entre el peritoneo y el SNC (Tanaka et al.,
2002).

En la rata el estudio de la participacion neural en las diferentes funciones del ovario, asi
como de la respuesta asimétrica de éstos a estimulos neuroendocrinos, requiere de
llevar a cabo un procedimiento quirurgico invasivo de la cavidad abdominal. Con la
finalidad de analizar los efectos del estrés sobre el fendmeno en estudio se llevan a cabo
las denominadas laparotomias que pueden ser ventrales, dorsales o dorso-laterales.
Durante este tipo de cirugias, se lava el area con jabdn quirurgico, se afeita el pelo y se
procede a realizar un corte transversal de la piel y musculo con el fin de acceder al
ovario. Esta serie de procedimientos generan infinidad de estimulos sobre la piel que
repercuten en las funciones del ovario.

Una hora después de realizar una laparotomia ventral o dorso-lateral se altera la
concentracion seérica de progesterona, testosterona y estradiol, lo que depende del dia
del ciclo en el que se realiza. La laparotomia ventral resulta en mayores cambios en la
concentracion de estas hormonas que el tratamiento dorso-lateral unilateral o bilateral.
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Con base a sus resultados los autores sugieren que diferentes vias nerviosas que surgen
de la pared abdominal participan y desempefian diferentes funciones en la regulacién de
la liberacion de hormonas esteroides de origen ovarico (Flores et al. 2008). La
laparotomia ventral simulada, incrementa la concentracion sérica de progesterona y
testosterona en todos los dias del ciclo estral. Mientras que la laparotomia dorso-lateral
no eleva la concentracion de estas hormonas cuando se realiza en el dia del estro
(Flores et al., 2008, 2011).

El flujo sanguineo que llega al ovario es otra de las funciones que se altera al estimular
la zona ventral abdominal es el flujo sanguineo que llega al ovario (FBO) (Stern et al.
2006). El analisis de la participacion de los reflejos espinales y supra-espinales en el flujo
sanguineo del ovario muestran que durante la fase de estro o diestro-2 la electro-
estimulacion abdominal resulta en un aumento del flujo sanguineo del ovario. En los
miembros posteriores la estimulacion disminuye el flujo sanguineo. Como es de
esperarse la estimulacion a frecuencias menores no resultd en respuesta alguna. Los
efectos sobre el flujo sanguineo del ovario por la electro-estimulacion abdominal es mas
pronunciada en la fase de estro que en el diestro-2 (Stern et al. 2006).

Cuando la electro estimulacién se aplica tanto en la zona abdominal como en las
extremidades posteriores la regulacién del flujo sanguineo del ovario se anul6é después
de seccionar los nervios simpaticos y la médula espinal. Con base en estos resultados
los autores sugieren que los efectos en el flujo sanguineo del ovario a la electro-
estimulaciéon abdominal y de las extremidades posteriores es una respuesta refleja que
ocurre a través de los nervios simpaticos del ovario, la cual es controlada por vias supra-
espinales (Stern et al., 2003, 2004, 2006).

Los nervios simpaticos del ovario y no los nervios vagales, son responsables de regular
el flujo de sangre en el ovario. El aumento del flujo sanguineo del ovario se reduce
pasivamente en respuesta al aumento o disminucion de la presion sanguinea arterial
sistémica que resulta de la estimulacion mecanica aferente de un miembro posterior.
Estas respuestas pasivas son moduladas por la actividad refleja de los nervios ovaricos
vasoconstrictores simpaticos que regulan los cambios pasivos dependientes de la
presidn sanguinea del ovario (Uchida et al., 2003).

La activacion supra-espinal simpatica se produce cuando el estimulo surge de los
segmentos cervical o lumbar, mientras que la respuesta espinal, se produce cuando el
estimulo llega desde los segmentos espinales (Sato et al., 1997).

La inervacion simpatica del ovario de la rata procede de la médula espinal en los
segmentos T9-T10 (Gerendai et al., 1998). Por lo tanto, las agujas insertadas en el
abdomen pueden modular la respuesta simpatica a través de estos segmentarios. La
electro-estimulacion de los musculos inferiores produce impulsos aferentes al segmento
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lumbar (Takahashi y Nakajima, 1996), y por lo tanto, podria modular el flujo sanguineo a
través de reflejos supra-espinales.

En esta intercomunicacién del peritoneo con el ovario participa el sistema muscarinico,
en ratas con cirugia simulada dorso-lateral bilateral, la inyeccion de sulfato de atropina
incrementa la concentracion de testosterona. La cirugia simulada unilateral izquierda
dorso-lateral en proestro también aumenta la concentracion de testosterona, mientras
que la cirugia simulada derecha no lo hace. En comparacion con los animales sometidos
a la perforacion peritoneal unilateral izquierda, la concentracién sérica de testosterona
disminuye significativamente cuando la ovariectomia izquierda (ovario derecho in-situ)
se realiza en proestro (Cruz et al., 2006).

Conclusion

El tipo y la inervacién del peritoneo y de la piel son semejantes a la de los ovarios. Asi
que cualquier estimulo sensorial o fisico en la piel o el peritoneo pueden resultar en
diferencias en la fisiologia del ovario y del utero. Esto se ha observado en el cambio de
la irrigacion sanguinea del ovario y la concentracion de hormonas esteroides. Por lo que
es importante decidir con base a esta informacion el tipo de abordaje quirdrgico que se
disefiara al realizar una laparotomia.
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Regulacion de la sintesis y secrecion de la GnRH y sus efectos sobre la
ovulacion.

Introduccién

Las funciones del ovario estan reguladas por sefiales neuroendocrinas que provienen
del sistema nervioso central incluyendo areas hipotalamicas y extrahipotalamicas, de la
hipdfisis y del propio ovario. Estas sefiales presentan en forma secuencial y sincronica

(fendmeno en “cascada”), que dan como resultado la ovulacién (Cruz et al., 1992).

La produccion de gametos fértiles esta regulado por el eje hipotalamo- hipdfisis- gonada
(H-H-G). En el hipotalamo se localiza un grupo de neuronas especializadas, que integran
una variedad de estimulos externos y propios del organismo y como respuesta estas
neuronas secretan la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), por lo que se
denominan neuronas GnRHérgicas. A su vez, la GnRH la adenohipdfisis para que
secrete la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH), las
cuales actuan sobre el ovario estimulando el crecimiento y maduracion de los foliculos
ovaricos y contribuyen a la maduracion de los gametos, asi como a la secrecion de las
hormonas sexuales. A su vez, la hormonas sexuales regulan la actividad del eje
reproductor y estimulan el comportamiento reproductivo (Cruz et al., 2001). En todo el
hipotdlamo hay células nerviosas peptidérgicas llamadas neuronas GnRHérgicas las
cuales son células muy especializadas que secretan a la GnRH (Jennes y Stumpf, 1980;
Gore, 2002).

Bioquimica y evolucion de la GnRH
La GnRH es un decapéptido cuya secuencia lineal de aminoacidos es la siguiente:
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

La GnRH se sintetiza como parte de una molécula precursora de mayor peso molecular,
la que después de acciones enzimaticas, se elimina un péptido (sefial) en el grupo N-
terminal denominado péptido asociado a la GnRH (GAP). Todas las formas del

decapéptido presentan un pGlu en el grupo N-terminal y una Gly-amida en el grupo C-
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terminal (Kronenberg et al., 2009). En los mamiferos se han identificado dos genes que
codifican para la sintesis de la GnRH (Sherwood et al., 1993; Urbanski et al., 1999). El
primer gen codifica una proteina precursora de 92 aminoacidos, conocida como GnRH-
I; ésta es la que se encuentra en las neuronas hipotalamicas (Urbanski et al., 1999). El
segundo gen de la GnRH, codifica para la GnRH-II, este decapéptido difiere del primero
en tres aminoacidos (el numero 5, 7 y 8): pGlu-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr--Pro-Gly-
NH2 (Pawson et al., 2003). Esta ultima forma de GnRH se encuentra en el mesencéfalo,
y actua mas como neurotransmisor que como factor de liberacion hipotalamico (Pawson
et al., 2003).

Estudios filogenéticos indican que la GnRH es una molécula muy antigua y que durante
la evolucién, a partir de un gen ancestral comun, se derivaron distintas formas
moleculares. Se han descrito 15 formas moleculares de la GnRH (Montaner et al., 2001).
Tanto la GnRH-l como la GnRH-Il se encuentran en especies filogenéticamente
diferentes, desde los peces hasta los mamiferos, lo que sugiere que estas formas
multiples de la GnRH se separaron desde las primitivas fases de la evolucion de los
vertebrados (Fernald y White, 1999).

El gen que codifica la GnRH-I ha sido aislado originalmente en mamiferos y presente en
los humanos. La forma de GnRH-Il fue aislada en primera instancia del cerebro de gallina
y junto con la GnRH-I regulan la liberacion de las gonadotropinas en las aves. Al parecer,
la GnRH-II es la isoforma mas antigua identificada hasta hoy y la mas comun entre los
vertebrados (Montaner et al., 2001). La informacion obtenida de cDNAs clonados del
hipotalamo y de la placenta indica cuatro exones. El primer exdn consiste de la region
5’- que no se traduce que difiere de los ADN codificados en la placenta y el hipotalamo.
El segundo exdn codifica para el péptido sefal, la secuencia completa de GhnRH madura
(10 aa) y los primeros 11 residuos de aminoacidos de GAP. El tercer exdn codifica para
los residuos 12-43 de GAP. El cuarto exdn codifica para los 13 residuos de aminoacidos
terminales del GAP y la porcion restante del ARNm corresponde a la regiéon 3’ que no se
traduce (Kronenberg et al., 2009).

GnRH biosintesis

Genes de la GnRH
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En el ser humano la secuencia codificante de la GnRH se encuentra en el cromosoma 8
y en el raton en cromosoma 14 (Williamson, et al., 1991). El gen se compone de cuatro
exones y tres intrones cortos largos que abarcan aproximadamente 4,5 kb. El
decapéptido de la GnRH se deriva en ultima instancia desde el exén 2, mientras que
GAP se transcribe a partir de los exones 2, 3, y 4 (Adelman, et al., 1986; Seeburg y
Adelman, 1984).

En términos de regulacién transcriptional, la vida media relativamente corta de la GnRH
primaria (~18 minutos) y madura (~10 minutos) (Yeo et al., 1996, Maurer y Wray, 1997)
sugieren que existe una alta transcripcion basal de genes para mantener el elevado
numero de copias de ARNm de la GnRH en las neuronas GnRhérgicas (Maurer y Wray,
1999). Existe evidencia de que la transcripcion del gen de la GnRH no se produce a una
velocidad constante, pero fluctia en aproximadamente 2 horas en las células GT1 (linea

celular de neuronas hipotalamicas de raton) (Nunez, et al., 1998).

Tal vez el mejor ejemplo caracterizado de la regulacion de la transcripcion de genes de
la GnRH in vivo es el que esta asociado con la retroalimentacion positiva de los
estrogenos en un modelo en rata, en donde se ha demostrado que la transcripcion de
genes de la GnRH aumenta en un 40% de 2 a 4 horas antes de la aparicion del pico de
este péptido (Gore y Roberts, 1995; Petersen et al., 1996).

Si este aumento se requiere para la generacion de un nuevo péptido que sera liberado
unas horas mas tarde o si puede utilizarse para reponer las reservas del proximo pico
de la GnRH que habra de liberarse 4 dias después, permanece desconocido. Las
alteraciones fisiolégicas en la transcripcion de la GnRH son improbables, sin embargo,

en la rata estan restringidas unicamente a la retroalimentacion positiva.
ElI ARNm de la GnRH

La transcripcion del gen de la GnRH produce un transcrito primario poliadenilado de ~
4200 bases que se procesa por corte y empalme para un ARN maduro de 560 bases
(Adelman et al., 1986). Se estima que una simple neurona GnRHérgica contiene > 1000
ARNms (Maurer y Wray, 1999).
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Una caracteristica inusual de la neurona GnRHérgica es que de 30% a 40% de todas
las transcripciones de la GnRH se realizan en el nucleo en cualquier momento (Yeo, et
al., 1996; Jakubowski y Roberts, 1994) y se ha sugerido que esto actua como un gran
pool de ARNm disponible para la translocacion en el citoplasma cuando se requiera
(Gore y Roberts, 1997).

El procesamiento de la transcripcidén primaria parece ser rapida, con una vida media de
18 minutos (Yeo, et al., 1996).

Aunque estudios iniciales en el ratén no sugirieron ningun orden especifico del intron que
empalma para la GnRH (Yeo, et al., 1996), otros estudios en la rata y el raton indican
que el intrén B y luego el intrén C son suprimidos rapidamente de la transcripcion
primaria, con el intrén A siendo empalmado hacia fuera mas despacio Jakubowski y
Roberts, 1994; Seong et al., 1999).

Se ha demostrado que la eliminacion del intron A es un evento regulador clave que
permite en ultima instancia, la traduccion eficaz del ARNm de la GhnRH madura (Han et
al., 2002). Considerando que los intrones B y C contienen sitios de empalme apropiados,
el intrén A exhibe un sitio de empalme 3' subdptimo (Seong et al., 1999). El intrén A solo
puede ser empalmado después de la formacion de un complejo potenciador formado por
la proteina GAP de unién al ARN, la Tra2a y serina/arginina. Este complejo debe
interactuar con el potenciador exénico de empalme ubicado en los exones 3 y 4 para
lograr el corte y empalme del intréon A (Seong et al., 1999; Han et al., 2001; Seong et al.,
2002). Por lo tanto, se postula que los intrones B y C se retiran de la manera normal,
trayéndo asi a los exones 3 y 4 fisicamente mas cerca del intron A, para permitir el
reclutamiento del complejo potenciador de empalme, que facilita el sitio de unién 3" en el
intron A (Han et al., 2002).

Las transcripciones se encuentran junto al ARNm maduro en el cerebro (Jakubowski y
Roberts, 1994) y también proporciona una explicacion para la presencia de bajos niveles
de un ARN de la GnRH ante la falta del exdn 2 (Seong et al., 1999; Zhen et al., 1997).
En este caso es probable que el splicing ocurra entre el sitio de empalme 5°del intron A
y el sitio 3'del intron B escindiendo de este modo al exén 2 en su totalidad (Han et al.,

2002). La importancia funcional del splicing del intrén A fue revelada al demostrar que la
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traduccién del intron A que contiene transcripciones es muy pobre en comparacioén con
el ARN maduro (Son et al., 2003). Este reporte en relacion con el intron A proporciona
una buena explicacidn del fracaso del ratén hpg para producir GnRH. El ratén HPG es
estéril como resultado de una deleccion espontanea de ~ 30 kb en el cromosoma 14 que
incluye los exones 3 y 4 del gen de GnRH (Mason et al., 1986). A pesar de la presencia
de ARN transcrito a partir del exdn 2, no estaba claro por qué los ratones hpg no
producian el péptido. Ahora parece probable que la ausencia de los exones 3 y 4 en
estos ratones da como resultado ARN truncados incapaces de reclutar el complejo
potenciador de corte y empalme necesario para empalmar al intron Ay por lo tanto resulta
en la presencia de un intron A que contiene ARN que no se puede traducir de manera

eficiente (Seong et al., 2001).

Juntos, estos estudios indican que el procesamiento de pre-ARN y la escision del intron
A, en particular, es critico para la biosintesis de la GnRH. EI mecanismo subyacente a la
degradacion del ARNm citoplasmatico de la GnRH no ha sido establecido, sin embargo
el decaimiento de la transcripcion de la vida media de las neuronas en cultivos primarios
presenta una fase de 5 a 13 minutos, seguida de un detrimento mas lento que dura
alrededor de 300 horas (Maurer y Wray, 1999). Se piensa que una de las funciones del
acortamiento de la cola de poli(A+) en la decadencia de la transcripcién y la region no
traducida 3'del ARNm maduro, representan dos motivos altamente conservados que
pueden unirse a factores que regulan la degradacién (Gore y Roberts, 1997; Maurer y
Wray,1997). Se ha demostrado que el contenido del ARNm de la GnRH puede cambiar
ante la presencia del transcrito primario inalterado durante la pubertad (Gore et al., 1999),
y en respuesta a los neurotransmisores como la N-metil-D-aspartato (NMDA) (Gore y
Roberts, 1994), la regulacion de la degradacion o la estabilidad del ARNm de la GnRH
parece ser una forma importante de regulacién de biosintesis in vivo. Sin embargo, vale
la pena sefalar las considerables diferencias entre especies y de modelos que existen

en este sentido.

Considerando que la activacion del receptor de NMDA utiliza mecanismos
postranscripcionales para inducir un rapido aumento en los niveles de ARNm de la GnRH

in vivo en ratas macho (Gore y Roberts, 1994; Petersen et al., 1991), En contraste, en
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las células GT1, de NMDA utiliza los mecanismos de transcripcién, ya sea a estimular
(Jung et al., 1998) o inhibir (Belsham et al., 1996) el contenido de ARNm de la GnRH.

Traduccion de la GnRH

La traduccion del transcrito maduro de la GnRH resulta en la produccion de una
preprohormona que consiste en 92 aminoacidos. Los primeros 23 aminoacidos N-
terminales comprenden una secuencia de sefal con el resto que representa la
prohormona de la GnRH en el que se encuentra en el extremo N-terminal y esta separada
de GAP por un sitio de escision de 3 aminoacidos. Debido a que la activacion de la
proteina cinasa C resulta en una disminucion significativa en el numero de ribosomas
asociados con el ARNm de la GnRH (Gore et al., 1995), es posible que la traduccion de
la prepro-de GnRH sea autoregulada. Por lo menos cuatro pasos enzimaticos diferentes
estan involucrados en el procesamiento de la prohormona (Wetsel y Srinivasan, 2002).
El paso inicial involucra el clivaje de la preprohormona para sintetizar a la GnRH
intermedia y la maduracion de GAP, esto se logra mediante una o mas endopeptidasas
y prohormonas convertasa 1/3 y 2 que estan implicadas en este proceso. La GnRH
intermedia se somete entonces a la division de sus residuos basicos C-terminal mediante

carboxipeptidasa E (Wetsel y Srinivasan, 2002; Wetzel et al., 1998).

La importancia de la carboxipeptidasa E en el procesamiento de la Pro-GnRH in vivo se
demostrd en el raton infétil Cpe®, donde se encontré que una mutacion puntual de la
carboxipeptidasa E inactiva resulté en un aumento del C-terminal de la GnRH no
procesado (Rangaraju y Harris, 1993). Los pasos finales en la generacion del
decapéptido biolégicamente activo requieren la conversion de la glutamina N-terminal
(GIn'-GnRH) a piroglutamato (pGlu'-GnRH) por glutaminil ciclasa y la amidacion de la
glicina C-terminal por a-aminacion de la monooxigenasa peptidilglicina (Wetsel et al.,
1995). Estudios inmunocitoquimicos sugieren que el procesamiento de la prohormona
de la GnRH se produce dentro de las vesiculas durante su transporte por el axén y
mientras residente dentro de los terminales nerviosos (Rubin et al., 1987; King y
Anthony, 1983; Rangaraju et al., 1991). Una modificacién ulterior postraduccional de la
GnRH es la de la hidroxilacion del residuo de prolina para crear hidroxiprolina (Hyp®)
GnRH. Se ha demostrado que existe en el hipotdlamo de ratas adultas
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aproximadamente 10% de péptido GnRH-like como de (Hp®) GnRH (Rochdi, et al.,
2000). Aunque no es tan potente como la GnRH normal, el resto de hidroxiprolina es
capaz de estimular la liberacion de LH y FSH (Gautron et al., 1992). Se desconoce la
importancia fisiologica y el papel de (Hyp®) GnRH. Puede ser de importancia que
representa hacia arriba de 40% de todas las moléculas de GnRH en la rata neonatal
(Rochdi, etal., 2000) y se ha descrito que se localizan preferentemente en los terminales
nerviosos de la GnRH, ademas de que se ha encontrado fuera del hipotalamo (Gautron
et al., 1993).

Distribucién anatémica de las neuronas GnRHERGICAS

Las neuronas que producen la GnRH, tienen su origen embrionario fuera del sistema
nervioso central, derivan de la placoda olfatoria durante la gestacién temprana; dichas
neuronas migran hacia el hipotalamo junto con o como parte del nervio terminal a través

de la lamina cribiforme (Prieto y Velazquez, 2002).

Las neuronas GnRHérgicas son células pequefas, de forma bipolar y fusiforme, con finos
axones que se proyectan predominantemente a la eminencia media y al tallo infundibular
(Phoenix y Chambers, 1990). Las principales vias de neuronas que sintetizan la GnRH
en el sistema nervioso son: la septo-predptico infundibular, la de la regién pericomisural,
las vias procedente de los érganos circunventriculares y las que proyectan a zonas extra

hipotalamicas (Gore, 2002).

En todas las especies, la via mas importante de fibras GnRHérgicas es la
septopredptica—infundibular, la cual es una via comun que participa en la regulacién de
la funcién secretora de la hipdfisis. Esta via se conforma de las neuronas GnRH que se
localizan en zonas rostrales a la Banda Diagonal de Broca. Este paquete de axones
GnRHérgicos se bifurca cerca del area preodptica (POA), donde principia el tercer
ventriculo. Ambos paquetes viajan en la linea media: uno dorsal y el otro ventral a lo
largo de la superficie del quiasma o6ptico (Jennes et al., 1985; Silverman, 1994). Los
axones de las neuronas GnRH de las zonas mas caudales y laterales a POA y al
hipotalamo anterior viajan cerca del haz medial del cerebro anterior, cerca de la

eminencia media, este haz se desvia hacia la zona medial del hipotalamo. Estas fibras
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periventriculares contribuyen a la inervacion de la eminencia medial del hipotalamo y

quiza a la de estructuras mas caudales (Prieto y Velazquez, 2002).

En la rata, las neuronas GnRHérgicas hipotalamicas se concentran en el area preoptica
medial, la banda diagonal de Broca, las areas septales y el hipotalamo anterior (Phoenix
y Chambers, 1990).

Los Receptores a la GnRH (RGnRH) Efectos de la GnRH en la hipéfisis

Los RGnRH se encuentran exclusivamente en las membranas citoplasmaticas. El
principal sitio blanco de esta hormona es el gonadotropo de la adenohipdfisis. Sin
embargo, receptores para el decapéptido se han observado en las gonadas de la rata y
del humano, en la placenta, en el tejido adrenal, en algunos tejidos cancerigenos de
mama y en el sistema nervioso central (SNC) (Kronenberg et al., 2009). El RGnRH es un
receptor de siete dominios transmembranales acoplado a la proteina G (Cheng y Lung,
2005). Existen considerables evidencias in vivo e in vitro de que el nimero de receptores
de GnRH presentes en la superficie celular de los gonadotropos esta regulado por
variaciones de la frecuencia de los pulsos GnRH (Katt et al., 1985). La GnRH al unirse a
su receptor de membrana en los gonadotropos, estimula la sintesis y secrecion tanto de
la FSH como de la LH. Las concentraciones de GnRH estan reguladas por
neurotransmisores (acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina), aminoacidos
(dcido gama amino butirico [GABA], acido glutamico, aspartato, glicina), opidides,
péptidos y hormonas esteroides (el estradiol puede provocar tanto supresion como
estimulacion) las gonadotropinas (que provocan supresion) y el calcio y la proteina

cinasa C (que provocan la estimulacién) (Norris, 1996; Cheng y Lung, 2005).

Regulacién de la actividad de la neurona GnRHérgica por los sistemas colinérgico

y monoaminérgico
Sistema Colinérgico

Las neuronas colinérgicas se organizan principalmente como neuronas de proyeccion.
En el cerebro de la rata se han descrito dos vias colinérgicas principales. La via tegmental
dorsal y la ventral. La primera, formada por fibras que contienen tanto colinesterasa

inespecifica (ChE) como acetilcolinoesterasa (AChE), se origina en el nucleo cuneiforme
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de la formacién reticulada mesencefalica y se proyecta hacia el nucleo cuneiforme, el
area pretectal, los cuerpos geniculados, el talamo y el sistema limbico. Las fibras de la
via tegmental ventral, que s6lo contienen AChE, se originan en la sustancia negra y el
area tegmental ventral en el cerebro medio, atraviesan el hipotalamo y el subtalamo
hasta llegar al tallo cerebral. Desde aqui, muchas neuronas que contienen AChE, se
proyectan a todas las regiones de la corteza cerebral y del bulbo olfatorio (Mdller et al.,
1977)

En el nucleo submamilar del hipotalamo se encuentra un nucleo denso de neuronas
colinérgicas. Dispersas en las areas posterior y lateral del hipotalamo existen otras
neuronas acetilcolinesterasa-positivas. El area predptica lateral es rica en células
acetilcolinesterasa-positivas y aquellas que se ubican en la porcion dorsal del area

preodptica envian fibras hacia la amigdala, via la estria terminal (Muiller et al., 1977).

El hecho de que después del aislamiento del hipotalamo medio basal no existan cambios
significativos en la actividad de la colin-acetiltransferasa (CAT) abre la posibilidad de la
existencia de una via colinérgica tuberoinfundibular semejante a la dopaminérgica (Shieh
y Pan, 1995).

En el area predptica existen diferencias sexuales en el numero de sitios de union de
agonistas muscarinicos, siendo mayor en los machos que en las hembras. En las ratas
hembras ciclicas se observa que en el area predptica la poblacion se sitios de union de
alta afinidad a los agonistas muscarinicos es mucho mayor en el dia del proestro que en
los demas dias del ciclo estral (66 vs. 38%). La lesidon inducida por la inyeccion de 6-
hidroxidopamina intracisternal produce un decremento de 1/6 del numero total de
receptores en el hipotalamo, por lo que es posible pensar en la existencia de receptores
muscarinicos presinapticos ubicados en las terminales catecolaminérgicas del
hipotalamo (Bahr et al., 1974).

Estudios in vivo muestran que en el area preoptica de la rata hembra el numero de
receptores muscarinicos varia durante el ciclo estral. En el dia del proestro se observa
un aumento en la proporcion de sitios de unién de alta afinidad a los agonistas
muscarinicos (60%), comparado a lo observado en diestro-2 o en la tarde del proestro

(835%). Cuando porciones homogenadas de POA se exponen a la presencia de 17(3-
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estradiol resulta en la conversién de los sitios de union de alta afinidad a los agonistas
muscarinicos a sitios de unién de baja afinidad. Este efecto de la hormona se observa
unicamente en muestras de POA obtenidas en la mafana del proestro y puede ser
bloqueado por clomifeno (antiestrégeno) o prevenido por la ocupacion previa de los
receptores muscarinicos por sus propios ligandos antes de la adicion de la hormona. Los
cambios significativos en los receptores muscarinicos de POA coinciden con el llamado
“periodo critico”, caracterizado por altas concentraciones de estrégenos y gran numero

de receptores a estrégenos en POA (Egozy y Kloog, 1985).

En el hipotalamo y la adenohipdfisis de la rata, las propiedades de los sitios de union a
los agonistas muscarinicos, avaluados por ensayos de competencia con H3-N-Metil-4-
piperidil bencilato (antagonista muscarinico tritiado de alta afinidad) muestran que
unicamente las hormonas sexuales (17B-estradiol y progesterona) afectan las
propiedades de los sitios de unidn a los agonistas muscarinicos. Ambas hormonas
provocan decremento en la proporcidn de sitios de unidon de alta afinidad y en la
constante de disociacion. Esto permite sugerir una vinculacion entre el sistema
colinérgico muscarinico y los mecanismos por los cuales los esteroides ovaricos inducen

la liberacion de las gonadotropinas por la hipdfisis (Sokolovsky et al., 1981).

Evidencias experimentales muestran que el sistema colinérgico del POA-AHA presenta
cambios ciclicos, durante el ciclo estral, en el contenido de acetilcolina (Cruz et al., 1998),
la actividad de las enzimas de sintesis (colin-acetiltransferasa) (Sanchez et al., 1994) y
degradacion (acetilcolinoesterasa) (Cruz et al., 1990) y el numero y afinidad de los

receptores muscarinicos en POA-AHA (Cruz et al., 1998).

La sensibilidad del sistema colinérgico al sulfato de atropina varia durante el ciclo estral
de la rata y la dosis necesaria para bloquear la ovulacion en el 100 por ciento fe los casos
depende del dia del ciclo y la hora en que se administre, siendo el diestro 1 el dia mas

sensible, ya que ello requiere la dosis menor (Dominguez et al., 1982).

Durante el “periodo critico” en el dia de proestro la concentracion de acetilcolina en POA

cae y luego se incrementa de modo abrupto (Egozi et al., 1986).
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Durante el ciclo estral de la rata, en el area predptica hipotalamica anterior existe un ritmo
colinérgico endogeno. En el dia de diestro 1 se presentan las concentraciones maximas
de acetilcolina y en diestro 2 las minimas. El numero y la afinidad de receptores
muscarinicos también varian durante el ciclo estral. EI marcaje con el agonista
muscarinico [*H]-N-metil escopolamina muestra que la unién especifica (Bmax) y la
constante de disociacién (Kd) para dicho farmaco son maximas en el dia del estro y
disminuyen progresivamente en los demas dias del ciclo estral (Eckenstein y Thoenen,
1982). En los resultados obtenidos mediante el marcaje con el antagonista colinérgico
muscarinico [3H] bencilato de quinuclidina se observan también cambios ciclicos en el
marcaje, con un maximo en proestro y un minimo en los dias de diestro (Olsen et
al.,1988). La discrepancia aparente de estos resultados podria explicarse por el hecho
de que los farmacos usados en los experimentos posiblemente tengan diferente afinidad
a los subgrupos de receptores muscarinicos en POA-AHA y abre la puerta a la
especulacion sobre la importancia de cada uno de estos subgrupos de receptores en la

regulacion del proceso reproductor (Cruz et al., 2001).

El numero y afinidad de los receptores muscarinicos en el hipotalamo son regulados por
las hormonas esteroides ovaricas. Experimentos in vitro con el area predptica muestran
que existe una relacion directa entre la concentracion de 17B-estradiol y la proporcién de
receptores muscarinicos de alta y baja afinidad. Durante la manana del proestro se
observa un incremento significativo en la proporcion de receptores muscarinicos de alta
afinidad (60%), comparado con el dia de diestro 2 o la tarde del proestro (35%). Es
posible que estos cambios en la afinidad de los receptores muscarinicos reflejen
variaciones en la actividad colinérgica en POA durante el ciclo estral (Egozi y Kloog,
1985).

En la rata hembra ciclica, la actividad maxima de la enzima acetilcolinesterasa en el
hipotalamo se presenta en los dias de estro y diestro 1 y la minima en proestro (Cruz et
al., 1990).

En las ratas ovariectomizadas, la administracion sistémica de benzoato de estradiol

aumenta significativamente el marcaje de los receptores muscarinicos por [*H] bencilato

Pagina | 73



de quinuclidina en el hipotalamo medio basal y los disminuye en el area predptica medial

de modo dosis dependiente (Dohanich et al., 1982).

En el hipotalamo y la hipdfisis, las progestinas y sus metabolitos inhiben el marcaje de

los receptores muscarinicos por [2H] bencilato de quinuclidina (Klein y Burden, 1988).

El sistema colinérgico regula la respuesta de las neuronas hipotalamicas a los
estrégenos, ya que el tratamiento con betanecol, un agonista colinérgico muscarinico,
incrementa en 38% el numero de sistios de unidn al estradiol en el citosol de neuronas
hipotalamicas de ratas hembras ovariectomizadas y el pre- tratamiento con atropina
bloquea los efectos del betanecol. En machos castrados, el betanecol no tuvo efectos

sobre la concentracion de sitios de unién al estradiol (Lehmann y Langer, 1983).

El sistema colinérgico interactua con otros sistemas de neurotransmision que participan
en la regulacion de la secrecion de la GnRH. El sistema colinérgico modula la actividad
neural de las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares (TIDA). En la rata hembra,
las neuronas TIDA presentan cambios circadicos en su actividad, con alta actividad por

las mafanas y bajas en las tardes (Cruz et al., 2001.

En ratas ovariectomizadas, con o sin reemplazo estrogénico, la aplicacidn intra cerebro-
ventricular de atropina o mecamilamina no tuvo efecto en la actividad de las neuronas
TIDA cuando se realizé antes de las 12:00h, momento en el que la actividad endoégena
de las neuronas TIDA es alta. Sin embargo, amabas drogas produjeron una estimulacién
dosis dependiente en la actividad de las neuronas TIDA cuando se utilizaron en la tarde,

periodo de actividad enddgena baja (Cruz et al., 2001)

En la rata, el “pico” de PRL inducido por estrégenos fue bloqueado por la inyeccion de
atropina o mecamilamina, un antagonista nicotinico, a las 13:00h. Los cambios diarios
en la actividad de las neuronas colinérgicas pueden ser responsables de los cambios en
la actividad de las neuronas TIDA de la rata hembra, prerrequisito para que se produzca
el “pico” de PRL (Shieh y Pan, 1995). La administracién central de mecamilamina,
aumenta la actividad de TIDA si se aplica en la tarde y no tiene efectos si se aplica en la
noche o en machos (Shieh y Pan, 1996).
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Existen evidencias de la interaccion entre los sistemas monoaminérgicos y entre éstos y
el sistema colinérgico en la regulacién de la liberacién de GnRH, asi como en procesos

fisiolégicos (Cruz et al., 2001).

La liberacion de GnRH por la eminencia media en ratas ciclicas es estimulada
significativamente por antagonistas muscarinicos 11(2) (dietilamino)metil[-1-piperidil]-
acetil-5, (AF-DX-116) y metoctramina. Dicha estimulacién depende del dia del ciclo estral
en que se realice el tratamiento. Es posible que los efectos inducidos por la
administracion de estos farmacos sean mediados por receptores muscarinicos del
subtipo m4. El bloqueo de los efectos de los antagonistas muscarinicos sélo fue posible
en presencia de prazosin un antagonista ai-adrenérgico. Una posible explicacién para la
estimulacion de la liberacién de GnRH por un antagonista muscarinico es que los efectos
son el resultado de una intercomunicacion, entre los receptores muscarinicos y los
receptores ai-adrenérgicos. Asi, los agonistas muscarinicos inhiben la liberacion de
GnRH inducida por los agonistas ai-adrenérgicos y los antagonistas muscarinicos, ala
cancelar este efecto inhibitorio permite a los agentes a1-endogenos (noradrenalina)

induzcan la liberacién de GnRH (Koren et al., 1992).

En ratas ovariectomizadas, la inyeccion en el tercer ventriculo de 20 a 100 ug de sulfato
de atropina (2 ul) redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de LHy PRL.
La inyeccion intraventricular de 20 ug de acetilcolina indujo un incremento significativo
de la concentracion de LH y redujo la de PRL durante los 5 minutos siguientes a la
inyeccién, mientras que la concentracién de FSH se elevd 30 minutos después de la
inyeccion. El bloqueo de los receptores dopaminérgicos con pimozide previene los
incrementos en las concentraciones plasmaticas de LH y FSH asi como la disminucion
de PRL inducidos por la inyeccion intraventricular de acetilcolina. La supresion de la
liberacién de LH inducida por la atropina fue revertida y ocurrié una elevacion en los
animales que fueron pre-tratados con el bloqueador de los receptores dopaminérgicos.
La inyeccién de atropina no tuvo efectos sobre las concentraciones de PRL en los
animales tratados con pimozide. Estos resultados apoyan la idea de los papeles

estimulantes de la acetilcolina sobre la liberacién de las gonadotropinas en inhibitorio
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sobre la liberaciéon de PRL e indican que el control colinérgico podria ser mediado por

las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares (Vijayan y McCann, 1980).

El bloqueo de los receptores noradrenérgicos (fenoxibenzamina 20 mg/kg de peso),
dopaminérgicos (pimozide 1 mg/kg de peso) o colinérgicos (atropina 700 mg/kg de peso)
impide la liberacion de gonadotropinas inducida por la inyeccidén de 2 mg de progesterona
a animales ovariectomizados tratados con estrogenos. El implante unilateral de
dopamina o acetilcolina en el area predptica media (mPOA) indujo un incremento
significativo de las concentraciones plasmaticas de LH, 5 horas después, mientras que

la noradrenalina redujo la concentracion de LH.

Los implantes de noradrenalina o acetilcolina en la cama del nucleo de la estria terminal
o la amigdala medial incremento la concentracion sérica de LH, aunque en el caso de la
noradrenalina este incremento no fue estadisticamente significativo. Sélo el implante de

noradrenalina en el septo lateral indujo la liberacion de LH (Kawakami et al., 1979).

En mPOA, lo noradrenalina y la acetilcolina regulan tinocamente el ciclo suefio- vigila y
la temperatura corporal. Las inyecciones combinadas de prazosin (antagonista a1) y
carbacol (antagonista colinérgico) y metoxamina (agonista a1) resultan en la sumatoria
de los efectos de cada una de las drogas por separado, por lo que se sugiere una
interaccion e integracion de las aferencias noradrenérgicas y colinérgicas en mPOA para
la regulacién del ciclo suefo-vigila y la temperatura corporal (Mallick y Joseph, 1998).
Ademas, existen evidencias que los receptores presinapticos a2-adrenérgicos de mPOA
participan en la regulacion suefo-vigila, via los receptores a1-adrenérgicos
(postsinapticos) y dado que la inyecciéon de clonidina (agonista a2) no afecta la
temperatura corporal es posible que existan grupos separados de terminales
noradrenérgicas que controlen el suefo y la temperatura corporal de modo independiente
(Ramesh y Kumar, 1998).

Sistema monoaminérgico

En las células GnRH se integra la informacion de una red neuronal compleja usada por
el cerebro para generar la secrecion pulsatil de las gonadotropinas por la hipdfisis. Entre

los sistemas de neurotransmisién que integran esta red neuronal, los sistemas
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monoaminérgicos son unos de los que mayor atencion han recibido. Las monoaminas
derivan de aminoacidos y también se les conoce como amina biogénicas. Desde el punto
de vista de su estructura quimica, las aminas biogénicas mas importantes en el sistema
nervioso se clasifican en dos grupos: las catecolaminas, llamadas asi porque la base de
su estructura en el nucleo catecol y las indolaminas cuya base es el indol (Pérez et al.,
1993).

Las catecolaminas se sintetizan a partir del aminoacido tirosina y son la dopamina, la
noradrenalina y la adrenalina. En el cerebro existen 19 grupos celulares que contienen
catecolaminas, de los cuales siete son de naturaleza noradrenérgica (A1-A7), nueve
dopaminérgicos (A8-A16) y los tres restantes adrenérgicos (C1-C3) (Berk y Finkelstein,
1981).

Los grupos noradrenérgicos y adrenérgicos se localizan en la porcion caudal del cerebro
y presentan fibras ascendentes que inervan el diencéfalo y el cerebro anterior y fibras

descendentes que proyectan hacia la médula (McKellar y Loewy, 1982).

Las neuronas noradrenérgicas del grupo A1 estan situadas en la porcion ventrolateral de
la médula oblongada y emiten proyecciones ascendentes que viajan por el tracto
tegmental ventral, desde la médula (VLMO) y el puente, e inervan POA-AHA (Sanchez y
Dominguez, 1994). Se ha mostrado que las neuronas vecinas a las del grupo A1, entre
las que probablemente haya intercomunicacion, también son de naturaleza
catecolaminérgica, principalmente y proyectan sus fibras hacia todos los niveles de la
meédula espinal (Herbison et al., 1990). Los cuerpos celulares de las neuronas del grupo
A2 se ubican en el nucleo caudal del tracto solitarios, los cuerpos celulares A4 en la
porcién ventral del puente, los cuerpos celulares de A6 en el locus coeruleus y los

cuerpos celulares A7 en la formacion reticulada mesencefalica (Koren et al., 1992).

La inervacion noradrenérgica de mPOA, donde se concentran los somas neuronales
GnRHeérgicos, proviene principalmente de los grupos medulares A1 yA2. La inyeccion
unilateral de peroxidasa del rabano (HRP) un trazador retrégrado en mPOA revela la
presencia de células HRP-positivas en ambos lados de la médula oblongada (Day et al.,
1980). Las neuronas del grupo A1 proyectan a ambos lados del area predptica,

experimentos con estimulaciones eléctricas de mPOA y A1 muestran que las aferencias
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contralaterales son mas eficaces para estimular la liberacion de LH que las aferencias

ipsilaterales (Gitler y Barraclough, 1988).

Los somas neuronales del grupo adrenérgico C1 se ubican en la porcion rostro ventral
de la médula, el grupo C2 en la porcién rostromedial del nucleo del tracto solitario y el

grupo C3 en la porcidn rostro medial de la médula (Honma y Wutte, 1980).

Los grupos neuronales dopaminérgicos que inervan el hipotalamo son A11, A12, A13y
A14 (Bjorklund y Novin, 1973). Las neuronas del grupo A12 o neuronas
tuberoinfundibulares conforman el grupo de mayor tamafio y proyectan sus axones a la
eminencia media, donde se encuentran en aposicion con los capilares del sistema
portahipofisiario. Estas neuronas liberan grandes cantidades de dopamina al sistema
portal (Ben-donathan et al., 1977) y regulan la liberacién de prolactina al actuar

directamente sobre los lactotropos hipofisarios (Vijayan y McCann, 1980).

Los grupos A11, A13 y A14 conforman el sistema incertohipotalamico (Bjorklund y Novin,
1973). Las neuronas del grupo A11 se ubican en el hipotalamo posterior y el talamo
ventral; son la fuente principal de inervacion dopaminérgica espinal. Los somas
dopaminérgicos de los grupos A13 y A14, localizados en la zona incerta medial y la
porcion rostral del nucleo periventricular proyectan sus axones hacia las areas
hipotalamicas que contienen somas de neuronas GnRHérgicas por lo que podrian estar

involucradas en el control de la secrecion de gonadotropinas (Sanhera et al, .1991).

Existen nueve grupos neuronales setoninérgicos (B1-B9). Los grupos B1-B5 se
encuentran situados caudalmente, en la porciéon del puente. Los grupos B6-B9 se
distribuyen en el nucleo del rafé, el cual se subdivide en las porciones dorsal y medial.
En el rafe dorsal, situado en la porcidén ventral de la sustancia gris periacueductal, se
encuentran los grupos B6 y B7 y en la porcion medial el grupo B8 y parte del B9. Las
neuronas serotoninérgicas de las porciones dorsal y medial del rafé proyectan sus fibras
hacia el hipotalamo, la corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala, las areas rostrales
del sistema limbico, el érgano vasculoso de la lamina terminal y la eminencia media. Las
neuronas del puente, envian sus fibras hacia regiones caudales como el bulbo raquideo

y la médula espinal (Frazer y Hensler, 1993). Al parecer, existe una fuente de serotonina
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dentro del hipotalamo, en el nucleo dorsomedial, ya que la deaferentacién hipotalamica

reduce so6lo parcialmente la concentracion de serotonina (Palkovits, 1979).
Sistema noradrenérgico

La regulacion de la secrecion de GnRH se realiza principalmente en POA-AHA, donde
se localizan la mayoria de los somas GnRHérgicos y de la eminencia media, donde se
ubican las terminales peptidérgicas que descargan sus productos de secrecion a la

circulacién portal (Barraclough, 1983).

La participacion del sistema noradrenérgico en la regulacién de la liberacién de las
gonadotropinas ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, la interpretacién de los
resultados ha sido dificil, dado que la diversidad de los modelos experimentales y la
complejidad intrinseca de la organizacidn neuroanatomica en el hipotalamo han
generado resultados, al parecer contradictorios. Los estudios sobre los cambios
temporales de la concentracion y tasa de recambio de las catecolaminas en el hipotalamo
permiten visualizar el perfil de liberacién fisioldgico y la participacion temporal de los
sistemas catecolaminérgicas en la regulacién de la liberacién de las gonadotropinas que

sucede en el animal (Cruz et al., 2001).

Las tasas de recambio de las catecolaminas en las areas preoptica hipotalamica y nucleo
supraquiasmatico incrementan significativamente entre las 15:00 y 17:00 del proestro,
junto con las concentraciones plasmaticas de LH, FSH y prolactina (Barraclough, 1983).
En particular, el recambio de noradrenalina se incrementa de marcado en aquellas areas
donde se localizan los somas (mMPOA) o las terminales (eminencia media, EM) de las

neuronas GnRH (Rance et al,. 1981).

Estudios realizados con la técnica de push-pull cannula muestran que en los animales
ovariectomizados, el ambiente neuroéndocrino en el area preoptica se caracteriza por la
liberacién pulsatil de noradrenalina, adrenalina y dopamina y que la liberacion masiva de
la LH, inducida por el reemplazo hormonal con estrégenos, es precedida por un aumento
abrupto en la secrecion de estas aminas entre 10 y 100 veces, mayor a la tasa de
liberacion basal (Demling et al., 1985). Estudios realizados en animales entero con esta

misma técnica en el hipotalamo medio basal (HMB) muestran que la tarde del proestro
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se caracteriza por un incremento gradual de la liberacion de noradrenalina y
simultaneamente un decremento gradual de la liberacion de dopamina y el cenit de la
liberacién de noradrenalina y el nadir de dopamina se presentan alrededor del momento

en que se presentan los “picos” preovulatorios de LH y PRL (Tobet et al., 1996).

La lesion bilateral de la VLMO, donde se ubican los somas del grupo neronal A1, bloquea
la liberacién de FSH, LH y PRL, mientras que el implante de dietil carbamato de sodio,
un inhibidor de la dopamina B-hidroxilasa, en la misma zona bloquea la liberacion
preovulatoria de gonadotropinas y en muchos casos, también la ovulacion. Este bloqueo
de la secrecidén de gonadotropinas se acomparfia de un aumento en la concentracion de
dopamina en el hipotalamo medio posterior. Es posible que este incremento en la
concentracion de dopamina contribuya al bloqueo de la secrecidn preovulatoria de
gonadotropinas (Kerdelhué et al., 1989). Los animales con lesion del VLMO pueden
recuperar la capacidad ovulatoria con la inyeccion intraventricular de noradrenalina o
estimulando el nucleo supraquiasmatico, por lo que se ha planteado que la liberacion
preovulatoria de gonadotropinas esta mediada por el efecto estimulante de la

noradrenalina de las células A1 que inervan POA-AHA (Kerdelhué et al., 1989).

El estudio de la participacion de los diferentes nucleos noradrenérgicos en la regulacion
de la liberacion de las gonadotropinas incluye el empleo de modelos experimentales
basados con la estimulacion eléctrica o electroquimica de aquellos nucleos
noradrenérgicos cuyas neuronas proyectan sus fibras a las areas de regulacion de la
secrecion de GnRH (Cruz et al., 2001).

Los resultados de la estimulacion eléctrica de los grupos neuronales noradrenérgicos o
de sus vias muestran que en animales ovariectomizados con reemplazo hormonal de
estrogenos, la estimulacion electroquimica del nucleo AS disminuye la secrecion de LH
evoca la por la estimulacion eléctrica previa de POA, disminucion que es proporcional a
la cantidad de corriente aplicada. EI mismo tratamiento realizado en proestro provoca el
bloqueo de la ovulacién, cuando se estimula el locus coeruleus, A5 o A1 (Dotti y
Taleisnick, 1982).

En los animales ovariectomizados, la estimulacion eléctrica del haz ventral

noradrenérgico no altera el patrén pulsatil de LH en sangre, tipico de estos animales,
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mientras que la estimulacion del haz dorsal provoca inhibicion de la liberacion pulsatil de
LH por 1 hora. Estos animales ovariectomizados con reemplazo hormonal, la
estimulacién de los haces ventral o dorsal no afecta o altera minimamente las
concentraciones plasmaticas no pulsatiles de LH. Cuando la estimulacion de los haces
dorsal o ventral se realiza en la tarde provoca un decremento en la concentracién de LH

alas 17:00 horas (Bergen y Leung, 1988).

En animales ovariectomizados con reemplazo hormonal de estrégenos, la estimulacion
eléctrica de A1 amplifica la secrecion de LH evocada por la estimulacion electroquimica
previa de POA. La administracién intra peritoneal de dietlditiocarbamato (inhibidor de la
dopamina-B-hidroxilasa) y fenoxibenzamina (antagonista a-adrenérgico) bloquean
completamente la amplificacion del pico de LH inducido por la estimulacién eléctrica de
A1 (Gitler y Barraclough, 1988).

La estimulacion ipsilateral de mPOA y A1 no provoca incremento en la liberacion de LH.
Cuando se estimulan las proyecciones A1 contralaterales se presenta un incremento en
la liberacion de GnRH (Gitler y Barraclough, 1988). Al parecer, la inervacion cruzada que
llega a POA desde A1 es mas importante que las aferencias ipsilaterales en el control de

la secrecion de GnRH.

Los efectos inhibitorios sobre la liberacion de LH por la estimulacién electroquimica del
locus coeruleus pueden ser suprimidos por antagonistas [(-adrenérgicos y no por
antagonistas a-adrenérgicos. También pueden ser suprimidos por la destruccidn
ipsilateral del haz noradrenérgico dorsal. Al parecer, la inervacion ipsilateral del haz
dorsal que inerva POA participa de modo preponderante en el efecto inhibitorio de la

noradrenalina sobre la liberacion de LH (Dotti y Taleisnick, 1982).

La informacion presentada pone de manifiesto que en muchos casos, diferencias en los
modelos experimentales causa resultados antagonicos y la dificultad de precisar un
modelo que explique la variedad de resultados. Una hipdtesis que explique esta
diferencia en los resultados es que los efectos inhibitorios de la noradrenalina son
consecuencia de una sobre estimulacion del sistema que revierte su papel fisioldgico
estimulante, al actuar sobre receptores tipo 3-adrenérgicos, ya que el efecto de altas

dosis de noradrenalina se revierte con un antagonista B-adrenérgicos, mientras que los
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efectos excitatorios se bloquean con un antagonista a-1-adrenérgico, como la

fenoxibenzamina (Cruz et al., 2001)
Sistema serotoninérgico

Existen evidencias experimentales que apoyan la idea de la participacion del sistema
serotoninérgico en la regulacion de la liberacion de las gonadotropinas y que los efectos
de la serotonina sobre la secrecion de LH y la ovulacion se expresan por cambios en la
liberacién en GnRH por las neuronas neurosecretoras del hipotalamo, mas que por una

accion directa de la serotonina sobre la hipdfisis (Leonhardt et al., 1995).

La micro-inyeccién de 5,7-DHT, un inhibidor de la sintesis de serotonina (5-HT), en el
HMB aumenta la concentracion de LH, mientras que el mismo tratamiento en el area
predptica la disminuye (Johnson y Crowley, 1983), lo que apoyaria la idea propuesta por
Kordon y Glowinski (1972) sobre la existencia de un centro serotoninérgico inhibotorio,
ubicado en el HMB y otro estimulante o permisivo en la regiéon predptica-

supraquiasmatica.

Las acciones opuestas de la 5-HT en la liberacion de LH pueden ser explicadas también
con base en la participacion de las diferentes vias que inervan el hipotalamo. La
estimulacion electroquimica del rafe medial o la lesion del nucleo dorsal del rafe
bloquearon la liberacion preovulatoria de LH, lo que permite sugerir que el rafe medial
juega un papel inhibitorio mientras que el rafe dorsal es estimulatorio (Morello et al.,
1989).

El bloqueo de la ovulacion por la lesién del rafe dorsal puede ser revertido por la inyeccion
sistémica de propanolol (antagonista B-adrenérgico) o la microinyeccion de 5-HT en el
locus coeruleus (Morello y Taleisnik, 1988), mientras que el bloqueo de la ovulacion
inducido por la estimulacién del rafe medial puede ser prevenidos por la inyeccién de

antagonistas GABAA como picrotoxina y bicuculina (Morello et al., 1989).

Los esteroides sexuales parecen ser un factor critico en la expresion de la actividad de
las neuronas serotoninérgicas sobre la secrecion de las gonadotropinas. En el nucleo
supraquiasmatico y en la eminencia media se presenta un pico preovulatorio de LH, el

cual no se expresa en las ratas macho y ratas ovariectomizadas. El tratamiento
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secuencial con hormonas sexuales produce un incremento significativo en la sintesis y
la concentracion de serotonina en el nucleo dorsal del rafe (Cone et al., 1981) donde se
ubican somas serotoninérgicos y en la concentracién de serotonina en la EM (Crowley
et al., 1979), POA-AHA (Kirsch, 1980) y otras areas hipotalamicas relacionadas (Jones
et al., 1990).

En ratas ovariectomizadas, la inyeccion de estrégenos también aumenta la densidad de
los receptores serotoninérgicos en POA-AHA, el septo lateral y la eminencia media
(Biegon et al., 1982). La densidad de receptores a serotonina en el hipotalamo y el area
predptica presentan cambios durante el ciclo estral, con a menor densidad en el proestro

y el estro (Bhar y Ben-Johnathan, 1981).
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Asimetria hipotaldmica y la requlacion neuroendocrina de las glandulas endocrinas

Esta revisién pretende mostrar diferentes resultados experimentales que permitirian
responder a la pregunta ¢cual es el papel de la asimetria hipotalamica y la regulacion
neuroendocrina de las glandulas endocrinas?, desarrollé el presente documento en el
cual primero se analizan las consideraciones experimentales que demuestran
claramente que tanto los ovarios como el hipotalamo, son funcionalmente asimétricos,
debido a que estas glandulas estan inervadas y vascularizadas de forma asimétrica
(diferencial). Posteriormente se analiza el papel de la asimetria de dichas glandulas
sobre el proceso de la ovulacién en mamiferos.

ASIMETRIA CEREBRAL

La asimetria cerebral se puede definir como la presencia de diferencias anatémicas,
funcionales o bioquimicas o todas a la vez entre ambos hemisferios cerebrales. Aunque
la naturaleza de las diferencias estructurales y funcionales entre los hemisferios esta
lejos de ser completamente entendido (Toga y Thompson, 2003; Goldberg et al., 2013;
Pepe et al., 2014), se dispone de datos que sugieren que bajo las asimetrias morfo-
funcionales subyacen lateralizaciones neuroquimicas (Myslobodsky, 1983; Hellige, 1993;
Ramirez y Alba 1993). Sin embargo, la conexion entre estos 3 aspectos de la asimetria
cerebral es aun poco conocida (Ramirez et al., 2004; Pepe et al., 2014).

Existen evidencias que apoyan la hipotesis de la asimetria cerebral y que virtualmente
todas las funciones cerebrales estan organizadas, en mayor o menor grado, siguiendo
un modelo asimétrico (Goldberg et al., 2013; Pepe et al., 2014). Ademas, se podria
especular que las alteraciones en las asimetrias cerebrales establecidas (bien hacia la
simetria o bien hacia una mayor asimetria) podrian dar lugar a desviaciones patologicas
de las funciones cerebrales. Esta organizacion asimétrica es el resultado de una
adaptacién evolutiva y se han encontrado evidencias de asimetria cerebral no sélo en
nuestros primitivos ancestros, sino también en todas las etapas de la evolucién cerebral
(Ramirez y Alba 1993). A finales del siglo XIX, Broca, (1861, 1881) y Wernicke, (1874)
asociaron la expresion del lenguaje con un area cerebral, focalizada en el hemisferio
izquierdo. Estos autores demostraron de manera definitiva que los cerebros post mortem
de pacientes con trastornos del lenguaje tenian lesiones predominantemente en el
hemisferio izquierdo y que en esencia eran diestros. Afios mas tarde se demostré que,
mientras que unas funciones predominaban en el hemisferio izquierdo, otras
predominaban en el derecho. Por lo tanto, se llegd a la conclusion de que no habia un
hemisferio dominante sino que la “dominancia” dependia del tipo de funcion. El lenguaje,
la habilidad de una mano sobre la otra, el talento musical, la orientacion espacial, la
atencion o la emocion son, posiblemente, las funciones cerebrales mas relacionadas con
el predominio de un hemisferio sobre el otro (Goldberg et al., 2013). Hasta finales de la
década de los sesenta la comunidad cientifica no aceptd la presencia de asimetrias
macroscopicas en el cerebro humano. La primera vez que se aportaron evidencias de
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una diferencia hemisférica en el tamafo del plano temporal fue en 1968 (Geschwind y
Levitsky, 1968).

Con la aplicacion de técnicas morfométricas mediante el uso de resonancia magnética,
se han identificado varias diferencias volumétricas entre los dos hemisferios del cerebro
humano. La corteza inferoparietal y prefrontal lateral que son parte de la corteza visual,
son mas extensas en el hemisferio derecho que el hemisferio izquierdo. La corteza
prefrontal, cingulada y la heteromodal orbital que pertenecen a la corteza somato
sensorial, auditiva y parte de la corteza motora son mas extensas en el hemisferio
izquierdo que el derecho. Por lo tanto, las cortezas de asociacién heteromodal estan
representadas mas en la cara lateral del hemisferio derecho derecha, y la corteza modal
especifica esta ubicada en la cara lateral del hemisferio izquierdo. Desde el punto de
vista de la lateralidad a nivel frontal, histéricamente se han atribuido funciones de
lenguaje a la corteza izquierda y funciones viso espaciales a la corteza derecha. La
funcionalidad de esta asimetria estaria vinculada a las conductas, bien por
representaciones internas (conocimientos) en el caso del sistema frontal izquierdo; y
externas (ambiente) en los derechos. Por Tanto, la corteza prefrontal izquierda seria
dominante para funcionar en la rutina diaria, mientras que la derecha seria crucial para
afrontar nuevas situaciones (Goldberg, 2001; Goldberg et al., 2013).

Diversos estudios morfo funcionales han conducido a la hipétesis de que bajo estas
asimetrias debe subyacer un sustrato neuroquimico. Sin embargo, la relacion directa
entre una asimetria funcional y/o anatémica y una lateralizacion neuroquimica es aun
objeto de un intenso debate. La asimetria cerebral no es un fendmeno estatico, sino es
un concepto dinamico. Su presencia, su magnitud y el lado (izquierdo o derecho)
predominante muestran cambios ultradianos (Meier-Koll, 1999), presentan variaciones
fisiologicas estacionales (Wisniewski y Nelson 2000) y patologicas (Cohen et al., 1992;
Volf et al., 1993) y también cambian durante el ciclo ovarico (Hausmann y Gunturkun
2000).

Ademas, la asimetria cerebral se modifica durante el desarrollo y el envejecimiento
(Hellige, 1993; Saugstad, 1998; Dolcos et al., 2002) y también se ha demostrado que
diversos factores ambientales como, por ejemplo, la luz y la oscuridad o la presencia de
estimulos de placer o dolor (Sullivan y Gratton, 1999; Verstynen et al., 2001; Kline et al.,
2002). También se ha demostrado que algunas hormonas (Hellige, 1993), son
moduladoras de la asimetria cerebral. Por otro lado, algunas alteraciones psiquiatricas,
como la esquizofrenia, la depresion, el autismo infantil o la enfermedad de Alzheimer, se
caracterizan por la presencia de alteraciones en determinadas asimetrias cerebrales
(Ramirez et al., 2004; Pepe et al., 2014).

La capacidad de discriminacién tactil de las manos izquierda y derecha presenta ritmos
ultradianos endégenos, con una frecuencia de 2-3 h. Estos ritmos son diferentes segun
el hemisferio implicado: mientras que los ciclos de discriminacion tactil de la mano
derecha (controlada por el hemisferio izquierdo) tienen una frecuencia de 2 h, la
discriminacion tactil de la mano izquierda (controlada por el hemisferio derecho) es
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modulada por periodos mas largos, de aproximadamente 3 h. Esto sugiere que estos
ritmos ultradianos asimétricos estan implicados en la modulacién de diversas funciones
fisiologicas, perceptivas y cognitivas (Meier-Koll, 1999).

El ser humano también exhibe fluctuaciones estacionales en determinadas formas de
procesamiento cognitivo. Durante la primavera, el analisis tanto de varones como de
mujeres mostré modelos exagerados de asimetria cuando se comparaba con los
resultados obtenidos durante el otofio. En este sentido, hay variaciones estacionales en
las concentraciones de testosterona, pero las asimetrias estacionales en el
procesamiento cognitivo no parecen estar relacionadas con estos cambios hormonales
(Wisniewski y Nelson, 2000). Por otro lado, los pacientes con alteraciones afectivas
estacionales se caracterizan por la alteracion de los patrones normales en la asimetria
cerebral, con cambios en la tasa metabdlica de las regiones prefrontal y parietal (Cohen
et al., 1992). Algunos datos sugirieron que la depresion tipica invernal esta asociada con
un cambio del predominio normal izquierdo del lenguaje hacia un mayor predominio del
hemisferio derecho. Estas “anomalias” invernales en la lateralizacion cerebral parecen
normalizarse tras sesiones de fototerapia, con alta intensidad luminica (Volf et al., 1993).

Las fases del ciclo ovarico en seres humanos también muestran importantes cambios en
la asimetria cerebral. Mediante la utilizacion de diversas pruebas especificas para el
estudio del hemisferio izquierdo o derecho, jovenes voluntarias mostraron patrones muy
notorios de lateralizacion cerebral durante la menstruacion; sin embargo, hacia la mitad
de la fase lutea, en la que las concentraciones de progesterona se encuentran elevadas,
estos patrones de asimetria cerebral eran menos patentes y la organizacion cerebral era
mas “simétrica”. Después de la menopausia, cuando las concentraciones de hormonas
gonadales son bajas y mas estables, los patrones de lateralizacion eran similares a los
de los varones y a los que presentaban las mujeres con un ciclo ovarico normal durante
la menstruaciéon. Segun estos resultados, los autores sugirieron que las concentraciones
constantes de esteroides sexuales, especialmente de progesterona, eran los causantes
de la reduccion de la asimetria cerebral (Hausmann y Gunturkun, 2000).

Se ha propuesto que el envejecimiento implica un mayor déficit funcional del hemisferio
derecho que del izquierdo (se trata del modelo denominado de “hemienvejecimiento”),
posiblemente debido a que el hemisferio derecho envejece antes o con mas rapidez que
el izquierdo (Hellige, 1993). El modelo de hemienvejecimiento y la reduccién de la
asimetria hemisférica en ancianos, denominado HAROLD (por sus siglas en idioma
inglés de “hemispheric asymmetry reduction in old adults”) propone que la actividad
frontal durante el procesamiento cognitivo tiende a estar menos lateralizada en ancianos
que en adultos jovenes (Dolcos et al., 2002).

Se sugiere que las reducciones de la asimetria relacionadas con la edad pueden reflejar
una compensacion funcional entre los dos hemisferios y que ambos modelos de
asimetria hemisférica y envejecimiento son compatibles. El modelo HAROLD podria
aplicarse a las regiones prefrontales y el modelo hemienvejecimiento a otras regiones
cerebrales (Dolcos et al., 2002). Ademas, se ha propuesto que la asimetria del plano
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temporal y la preferencia por emplear una u otra mano podrian predecir el indice de
maduracion del sistema nervioso central (SNC). La asimetria hacia la izquierda del plano
temporal, la preferencia por usar la mano derecha y las ventajas cognitivas del hemisferio
izquierdo indicarian una maduracion mas rapida. La asimetria del plano temporal hacia
la derecha, la preferencia por usar la mano izquierda y la ventaja cognitiva del hemisferio
derecho indicarian un retraso en la maduracion; sin embargo, una mayor simetria del
plano temporal y el hecho de ser ambidiestro representaria un indice de maduracion
intermedio (Saugstad, 1998). No sélo los factores endégenos y ambientales ciclicos son
moduladores de la asimetria cerebral, sino que algunos estimulos especificos transitorios
pueden determinar el grado de la asimetria y el lado de predominio. Se ha descrito que
los olores agradables producen mayor activacién del Iébulo frontal izquierdo, en
comparacion con el efecto que producen olores desagradables o neutros. Estos
resultados apoyan la hipotesis de que la region frontal izquierda del cerebro esta
involucrada en reacciones emocionales positivas de acercamiento (Kline et al., 2002).

La corteza prefrontal medial se activa intensamente ante una situacién de estrés y es
moduladora de las funciones neuroendocrinas y autonomas. En ratas sometidas al estrés
de inmovilizacidn, mientras que las lesiones bilaterales o del lado derecho de la corteza
prefrontal medial reducian la consecuente respuesta neuroendocrina y autbnoma, las del
lado izquierdo no la modificaban. Estos resultados sugieren que, para generar las
respuestas neuroendocrina y autbnoma, el estrés produce esencialmente una activacion
de la corteza prefrontal derecha (Sullivan y Gratton, 1999). Ademas, se ha demostrado
que en las primeras etapas de la vida, determinados estimulos, breves y transitorios, son
capaces de modular el desarrollo de algunas asimetrias cerebrales. En concreto, estos
estimulos incrementaron, en edades adultas, la asimetria de predominio derecho que se
observa en el volumen del hipocampo derecho (Verstynen et al., 2001).

ASIMETRIA NEUROQUIMICA DEL CEREBRO

Se ha demostrado que el contenido de noradrenalina esta distribuido de forma asimétrica
en el tdlamo humano. En la regién pulvinar, el hemisferio izquierdo contiene mayor
concentracion de noradrenalina que el derecho; sin embargo, la noradrenalina predomina
en las areas somato sensoriales del lado derecho (Oke et al., 19782b). En cerebros
humanos, obtenidos post mortem, se demostrd que la enzima colina acetil-transferasa
(ChAT) y el neurotransmisor dopamina (DA) son significativamente mayores en el globo
palido izquierdo que en el derecho (Glick et al., 1982). La ChAT predomina en el I6bulo
temporal izquierdo del cerebro humano (Amaducci et al., 1981). Usando '2%-
yodobenzamida y tomografia por emision de fotones, se ha demostrado que existen mas
receptores dopaminérgicos tipo 2 estan en el cuerpo estriado derecho en comparacion
con el izquierdo, con lo cual los autores propusieron que la funcion motriz podria estar
implicada en este tipo de asimetria (Larisch et al., 1998).

La asimetria cerebral también puede estar relacionada con la conducta de rotacién que
se ha observado en los seres humanos. Durante la rutina diaria, los varones y las mujeres
tienden a girar preferentemente hacia el lado izquierdo o hacia el derecho. El nivel medio
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de rotacion es mayor en las mujeres que en los varones. En los varones diestros, en los
que el hemisferio izquierdo es el dominante, la rotacién espontanea al caminar y los giros
oculares se hacian en direccion derecha mas que izquierda. Sin embargo, en las mujeres
diestras (hemisferio izquierdo dominante) ambos giros se dirigian mas hacia la izquierda
que hacia la derecha (Bracha et al., 19872). La rata hembra corre preferencialmente hacia
la derecha, mientras que el macho, lo hace hacia la izquierda. Este hecho puede estar
vinculado con la concentracion de dopamina en los cuerpos estriados, la que es 15%
mayor en el lado opuesto al que el animal corre (Glicket et al., 1982). El equivalente en
los seres humanos del comportamiento de giro persistente que se observa en los
animales a los que se les ha lesionado unilateralmente el cuerpo estriado, es el
comportamiento de giro que se observa en pacientes con hemi parkinsonismo. Al igual
que en las ratas lesionadas, los pacientes con la modalidad de la enfermedad de
Parkinson en la que sélo esta afectado un lado del cuerpo estriado presentan rotacién
espontanea hacia el lado del cuerpo estriado, que contiene menor actividad
dopaminérgica (Bracha et al., 1987°). En el cerebro humano se ha descrito una asimetria
cerebral de predominio derecho, asociada con procesos en los que interviene la
serotonina como neurotransmisor (Arato et al., 1991).

Algunas conductas también estan relacionadas con las asimetrias bioquimicas. Por
ejemplo, la rata hembra corre preferencialmente hacia la derecha, mientras que el
macho, lo hace hacia la izquierda. Este hecho puede estar vinculado a la concentracién
de dopamina en los cuerpos estriados, la que es 15% mayor en el lado opuesto al que el
animal corre (Glick et al., 1982).

En la rata, la ligadura de la arteria cerebral media derecha, provoca hiperactividad en los
animales, disminucion de la concentracién de noradrenalina en toda la corteza y el locus
ceruleus, asi como la dopamina en la sustancia negra; mientras que la ligadura de la
misma arteria, pero del lado izquierdo no tiene efectos (Robinson, 1979).

En el pollo de 2 dias de edad, la inhibicidon unilateral de la sintesis de proteinas con
ciclohexamida o de neurotransmisores con glutamato, el hemisferio cerebral estriado
modifica el aprendizaje por discriminacion visual o la conducta copulatoria segun el lado
en que se inyecte el farmaco (Arnold y Bottjer, 1985). Estos resultados llevan a pensar
que la respuesta asimétrica del animal a las drogas es el resultado de la distribucion
asimétrica de receptores relacionados con dichos farmacos (Geschwind y Galaburda,
1985).

La asimetria fisiolégica puede ocurrir aunque no existan disimilitudes anatémicas; por
ejemplo, el canto de las aves paserianas esta controlado por el nucleo hiperestriado
ventral del hemisferio izquierdo, que es anatomicamente simétrico. Este hecho sugiere
que el patrén de las conexiones neurales es asimétrico, de tal forma que cada lado podria
controlar diferente funcion. De hecho, cada lado de la siringe de esta ave controla en
forma diferente la vocalizacion, ya que la seccion del nervio hipogloso izquierdo altera el
canto del ave, mientras que la seccion del nervio derecho no tiene efectos significativos
(Arnold y Bottjer, 1985).
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ASIMETRIA CEREBRAL EN LAS ALTERACIONES PSIQUIATRICAS

La asimetria cerebral se pone de manifiesto cuando se observa que determinadas
alteraciones neuropsiquiatricas se caracterizan, en parte, por desequilibrios de algunas
de las lateralizaciones interhemisféricas que en condiciones normales presenta el
individuo sano (Serafetinides, 1965; Gainotti, 1972; Galin, 1974; Reynolds, 1983;
Schaffer et al., 1983; Galaburda et al., 1985; Robinson et al., 1985; Banki et al., 1988;
Jordan et al., 1992; Hellige, 1993; Chiron et al., 1995; Gur y Chin, 1999; Jones y Field,
1999; Scarone et al., 1999; Wieddemann et al., 1999; Highley et al., 1999; Martin et al.,
1999; Vlachos y Karapetsas,1999; Crow, 2000; Geroldi et al., 2000;Kumar et al., 2000;
Maeda et al., 2000; Weinberg, 2000; Shirakawa et al., 2001; Slap et al., 2001; Sommer
etal., 2001; Atchley et al., 2003; Audenaert et al., 2003; Togay y Thompson, 2003; Welsh
et al., 2003; Alves et al., 2008; Goldberg et al., 2013; Pepe et al., 2014;) . El estudio de
la esquizofrenia parece derivarse de anormalidades en la funcién del hemisferio
izquierdo, en particular en el lobulo temporal (Gur y Chin, 1999). Los pacientes
normalmente presentan un “descenso” en la actividad eléctrica de esta area, es decir
una mayor simetria, en la lateralizacion cerebral de esta zona (Sommer et al., 2001). Los
cambios incluyen anormalidades morfolégicas (Highley et al., 1999; Sommer et al.,
2001), funcionales (Crow, 2000; Sommer et al., 2001) y neuroquimicas (Reynolds, 1983;
Gur y Chin, 1999; Shirakawa et al., 2001).

Se ha descrito la reduccion significativa del tamafio de la circunvolucion temporal
superior izquierda en varones y mujeres con esquizofrenia (Highley et al., 1999). Algunas
asimetrias funcionales, como el uso de la mano izquierda o derecha y el lenguaje,
también han sido descritas en la esquizofrenia. Tanto la preferencia en el uso de ambas
manos (ambidiestros), como la preferencia en el uso de la mano izquierda (zurdos), pero
no la preferencia de uso de la mano derecha (diestros), son significativamente mayores
en pacientes con esquizofrenia en comparaciéon con los controles sanos y también si se
comparan con otros tipos de pacientes psiquiatricos. Ademas, el analisis de estudios
especificos de audicidon dicotica también revelaron descenso de la lateralizacién en la
esquizofrenia (Shirakawa et al., 2001; Sommer et al., 2001). Se han descrito asimetrias
neuroquimicas en pacientes esquizofrénicos. Desde el punto de vista bioquimico, se han
observado cambios en los receptores de serotonina en el I6bulo temporal izquierdo (Gur
y Chin, 1999; Shirakawa et al., 2001) y el incremento de dopamina en la amigdala
izquierda (Reynolds, 1983).

En pacientes depresivos se sugiere mayor activacion del hemisferio derecho en
comparacién con el izquierdo o, dicho de otro modo, de menor excitabilidad del
hemisferio izquierdo, incrementandose por tanto la asimetria que hay en condiciones
normales (Schaffer et al., 1983; Jones y Field, 1999; Martin et al., 1999; Kumar et al.,
2000; Maeda et al., 2000; Atchley et al., 2003). Estudios electroencefalograficos (Schaffer
et al., 1983) y de neuroimagenologia (Maeda et al., 2000) muestran, en comparacion con
sujetos control, mayor activacion frontal y prefrontal derecha en pacientes depresivos.
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Por el contrario, otros estudios sostienen que la asimetria, que en condiciones normales
presenta el volumen del l6bulo frontal, disminuye cuando aumenta la gravedad de la
depresion (Kumar et al.,, 2000). En estudios de procesamiento del lenguaje se ha
demostrado que los estimulos dirigidos al hemisferio derecho en pacientes depresivos
se procesaban de forma mas rapida y exacta en relacion con la opinién que estos
enfermos expresaban ante palabras que conllevaban conceptos negativos; sin embargo,
los sujetos control respondieron mas rapida y exactamente a palabras que conllevaban
conceptos positivos. Estos efectos no se observaron cuando los estimulos se dirigian al
hemisferio izquierdo (Atchley et al., 2003).

En este sentido, se ha sugerido que, en los varones, la exposicion prenatal a una elevada
concentracion de testosterona se asocia con mayor tendencia a padecer estados
depresivos (Martin et al., 1999). Para la enfermedad de Alzheimer, se ha descrito un
modelo andmalo de asimetria cerebral: mientras que en los sujetos control el hipocampo
derecho es de mayor tamafo que el izquierdo, en los pacientes con la enfermedad de
Alzheimer esta asimetria se reducia progresivamente en relacién a la gravedad de la
enfermedad (Geroldi et al.,, 2000). Esto estaria de acuerdo con el modelo de
hemienvejecimiento anteriormente descrito, en el que se postulaba que el envejecimiento
normal lleva implicita mayor pérdida funcional del hemisferio derecho.

Otras alteraciones psiquiatricas y comportamientos anormales, como es el caso del
sindrome de Down, el autismo infantil, las conductas suicidas, las situaciones de panico
o la anorexia nerviosa, menos estudiadas en relacidén con la asimetria cerebral, también
presentan anomalias en algunos aspectos de la lateralizacion cerebral. En pacientes con
sindrome de Down hay un predominio de zurdos y ambidiestros sobre los diestros
(Vlachos y Karapetsas, 1999). Estos pacientes tienden a presentar una ventaja atipica
para la percepcién del habla a través del oido derecho y mayor procesamiento de ésta
en el hemisferio izquierdo (Welsh et al., 2003). En el autismo infantil, caracterizado entre
otros aspectos por la presencia del deterioro en la comunicacion, el lenguaje, las
relaciones sociales y la capacidad de ficcidon, se presenta disfuncién del hemisferio
izquierdo, especialmente de las areas corticales relacionadas con el lenguaje y la
habilidad manual (Chiron et al., 1995). Por otro lado, algunos comportamientos
anormales en los que subyacen situaciones de extrema ansiedad, como el suicidio o el
panico pueden, en parte, ser explicados en términos de asimetria interhemisférica. Se
ha sugerido que, segun el déficit funcional del hemisferio derecho, la persona con
tendencias suicidas presentaria un desplazamiento compensatorio hacia mayor actividad
del hemisferio izquierdo. Este desplazamiento se manifestaria en la inversion del
contenido asimétrico de diversos neurotransmisores y en la aparicién de determinados
comportamientos andmalos como, por ejemplo, tendencia a la disociacion, percepcion
negativa del cuerpo o disminucién de la sensibilidad al dolor, que conducirian al suicidio
(Weinberg, 2000). En contraste con los pacientes con tendencias suicidas, los ataques
de panico se caracterizan por mayor activacion frontal derecha en comparacién con la
izquierda (Wieddemann et al., 1999). Algunos estudios interhemisféricos neuroquimicos
también se han asociado con el suicidio. Asi, en comparacion con sujetos control, el
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contenido de beta-endorfina mostré menores concentraciones en el lado izquierdo de las
cortezas frontal y temporal, asi como en el nucleo caudado de pacientes con tendencias
suicidas (Scarone et al., 1999). Se han referido valores aumentados de hormona
liberadora de tirotropina (TRH) en el liquido cefalorraquideo de pacientes depresivos
(Banki et al., 1988) y que la depresion se ha relacionado con la conducta suicida (Slap
et al., 2001). La asimetria que se observa en condiciones fisiologicas, en relacion al
contenido hipotalamico de TRH (predominio del lado izquierdo), desaparece en los
pacientes con tendencias suicidas (Jordan et al., 1992). En la anorexia nerviosa,
mediante el uso de is6topos radiactivos, se ha observado una anomalia en la distribucion
bilateral de receptores serotoninérgicos. En comparacion con voluntarios sanos, los
pacientes con anorexia nerviosa se reduce significativamente la afinidad de la serotonina
por los receptores tipo 5-HT2A, en la corteza frontal izquierda (Audenaert et al., 2003).

Se ha encontrado que la lateralizaciéon, segun el sistema emocional, sélo existe para
algunos de los componentes de estos circuitos, en particular la activacion de la corteza
pre frontal. Asi, se concibe que la corteza pre frontal derecha esté directamente implicada
con el sistema de inhibicion, mientras que la izquierda lo estaria con el sistema de
aproximacion. Esto quiere decir que los sujetos con asimetria derecha de la activacion
tonica de la corteza pre frontal tienen una tendencia a experimentar mayor intensidad de
afecto negativo, en comparacion con su contraparte izquierda. Asi mismo, los individuos
con la corteza pre-frontal derecha ténicamente mas activa estan predispuestos a ser mas
sensitivos a los estimulos amenazantes, inhibiendo su conducta y experimentando mas
afecto negativo (Silva, 2005). En relacion con el dafo frontotemporal-limbico izquierdo,
la violencia esta en parte determinada por el dafio en las zonas izquierdas frontales,
cértex temporal anterior, y las zonas amigdalares hipocampicas del mismo lado. La
evidencia empirica para esta hipotesis esta basada en un gran numero de estudios
neuropsicoldgicos en sujetos habitualmente violentos y agresivos. Los estudios
efectuados muestran 76% de este tipo de disfunciones en criminales estan localizadas
en las regiones frontales y temporales del cerebro. De estos, el 79% mostraban
anormalidades fronto-temporales lateralizadas a izquierda. Se han encontrado, en
adolescentes violentos, localizaciones similares de actividad dominante de Iébulo
temporal izquierdo (Valencia, 2007; Keune et al., 2012).

LOS ASPECTOS ASIMETRICOS DE LA FUNCION REPRODUCTORA

En las aves sélo el ovario izquierdo es funcional y la génada derecha se reduce a una
capa de tejido localizado por debajo de la vena cava. La ovariectomia provoca que la
gonada derecha se diferencie en una glandula semejante a un testiculo, en la cual se
pueden observar espermatozoides (Benoit, 1923, Mgller y Swaddle, 1997), en un ovario
o en un ovotestes (Benoit, 1932, Kempenaers et al., 2002).

En el murciélago nariz de hoja (Macrotus californicus) la ovulacion ocurre
predominantemente en la géonada derecha; el ovario contralateral tiene la capacidad de
funcionar, sélo si se extirpa el ovario dominante (Blejer y Ehteshani, 1981). En el
murciélago insectivoro Pteronotus parnellii mexicanus Miller, en el 96.2% de las veces
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los embriones se encuentran implantados en el lado derecho del utero, que es bicorne,
por lo que se reconoce una asimetria funcional que favorece al cuerno derecho del utero,
siendo ambos ovarios funcionales (Garrido, 1984). En el quirdéptero P. rubigillosa
solamente el ovario derecho y el cuerno del utero correspondiente son funcionales en la
totalidad de los casos (Wimsatt, 1979). Se ha descrito seis patrones basicos de asimetria
funcional del aparato reproductor en murciélagos. Por ejemplo el patron "Myotis "
(Vespertilionidae) que se caracteriza porque la ovulaciéon se presenta en igual proporcion
en ambos ovarios sin alternancia definida. El cuerno derecho del utero es dominante en
el 100% de los casos y sélo en él se han encontrado embriones. Este cuerno
normalmente es de mayor tamafo que el izquierdo en hembras paridas y se describe
que el huevo originado en el ovario izquierdo siempre migra y se implanta en el lado
derecho del utero. Las especies donde se presenta esta asimetria son monoestras y
viven en latitudes templadas. Por otra parte, el patréon "Moldsido" (Molossidae) muestra
dominancia absoluta del cuerno y ovario derechos, donde el ovario izquierdo es mas o
menos atréfico, presentando gran cantidad de tejido intersticial. En las hembras que no
han parido, los cuernos del utero son simétricos (Wimsatt, 1979).

En la cerda, se han observado diferencia bioquimicas entre el ovario derecho e izquierdo
(Sanchez y Dominguez, 1994). La sangre venosa del ovario derecho llega a la vena cava
inferior, mientras que la vena del ovario izquierdo entra en la vena renal izquierda
(Gerendai y Halasz, 1997).

Resultados experimentales de varios autores has mostrado que la regulaciéon
neuroendocrina que ejerce el hipotalamo sobre la funcién de uno y otro ovario es
asimétrica (Cruz et al., 1989, 19902, 1990°, 1998, 2006, 2009; 2014; Dominguez et al,
1988, 1998, 2011).

La cantidad de GnRH en el lado derecho del hipotdlamo medio basal es
significativamente mayor que en el izquierdo (Bakalkin et al., 1984 Gerendai et al., 1979).

No hay que dejar de considerar que esta asimetria funcional y bioquimica del hipotalamo
puede ser el resultado de diferencias bioquimicas y anatémicas de las diversas sefiales
neuroendocrinas que regulan la secrecion de la GnRH, como pueden ser las que
provienen del propio ovario, ya que la extirpacion de uno de los varios aumenta
significativamente el contenido de la GnRH en el hipotalamo del mismo lado que se
extrajo el ovario (Gerendai et al., 1979). La ovariectomia del lado derecho aumenta la
asimetria en el contenido de la GnRH, mientras que la del lado izquierdo la disminuye
(Gerendai et al., 1979).

Ademas, la region predptica responde de manera asimétrica a las hormonas esteroides.
El implante de estradiol en el lado derecho del area preodptica (POA) o el nucleo
ventromedial de ratas hembras de 5 dias de edad provoca masculinizacion cuando los
animales llegan a la edad adulta. En cambio, cuando el estradiol se implanta en el lado
izquierdo, ocurre pérdida de la feminizacion, ya que los animales carecen de ciclos
estrales (Nordeen y Yahr, 1982).
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Asimismo, el lado derecho del area hipotalamica anterior (AHA) parece jugar un papel
mas importante en el proceso de hipertrofia compensadora del ovario que el lado
izquierdo, ya que en la rata ovariectomizada, la lesion por radiofrecuencia, es decir la
induccion de la muerte neuronal de esta area mediante la utilizacion de un electrodo, del
lado derecho previene la hipertrofia compensadora del ovario remanente, en tanto que
del lado izquierdo no la modifica (Fukuda et al., 1984); la lesion unilateral de esta misma
area con acido kainico, bloquea la hipertrofia compensadora solo si la lesién y la
ovariectomia se realizan del mismo lado (Nance et al., 1984).

Por el contrario en la rata prepuber el proceso de hipertrofia compensadora del ovario
parece estar controlado por el hipotalamo izquierdo, ya que su deaferentaciéon bloquea
la hipertrofia compensadora del ovario, en tanto que la deaferentacion del hipotalamo
derecho no modifica este proceso (Nance et al., 1983).

Es evidente que cada lado de POA-AHA regula la ovulacién y la hipertrofia
compensadora del ovario ipsilateral, siendo esta regulacién asimétrica respecto al ovario
contralateral, mientras que el hipotalamo medio (que comprende los nucleos arcuato y
ventromedial) regula la ovulacion de uno u otro ovario, de manera estimulante y
asimétrica, la hipertrofia compensadora del ovario (Cruz et al., 1989). En el animal intacto
las regiones media y posterior del hipotalamo regulan en forma asimétrica el peso de los
ovarios, ya que la lesién del lado derecho de estas areas lo disminuye, mientras que el
lado izquierdo lo aumenta (Cruz et al., 19902).

Esta asimetria neuroendocrina descrita para la rata hembra, también existe en el macho.
La extirpacién del testiculo derecho incrementa el contenido de GnRH en el nucleo
arcuato y en la eminencia media del mismo lado, sin modificar la del izquierdo (Mizunuma
et al., 1983). El incremento en la concentracion plasmatica de la FSH, que se presenta
después de extirpar uno de los testiculos, depende de que se mantenga la conexion
neural entre la gonada y el hipotalamo del mismo lado (Nance y Moger, 1982).

La prolactina es otra gonadotropina cuya sintesis y liberacion esta regulada en forma
asimétrica. Tanto en el humano (Herman et al., 1981) como en la rata (Gerendai et al.,
1984) la mastectomia modifica la concentracion de prolactina en la sangre, fenomeno
que depende de la mama extirpada. Si se extirpa la derecha, el animal presenta
concentraciones muy elevadas de prolactina en la sangre (hiperprolactinemia); por el
contrario, la ablacion de la mama izquierda, provoca hipoprolactinemia (Gerendai et al.,
1984). Del mismo modo, la seccioén del nervio vago izquierdo, a la altura de las vértebras
cervicales, incrementa la concentracion basal de la hormona (Gerendai et al., 1983).

No solo cada lado del hipotalamo regula en forma lateralizada la funcidén de una y otra
gonada, sino que ésta responde de manera asimétrica a los mecanismos
neuroendocrinos que la regulan. Asi, el numero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo de la rata adulta es mayor que el derecho (Dominguez et al., 1988); cuando se
extirpa el ovario derecho, el numero de animales que ovulan es significativamente menor
qgue cuando se extirpa la gonada izquierda (Chavez et al., 1987). En la cerda, el nUmero
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de receptores a la gonadotropina coridnica humana (hCG), la concentracion de
progesterona, la actividad de la B-N-acetil-D-glucosaminidasa y de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa son mayores en los cuerpos luteos del ovario izquierdo que en los del
derecho (Rao y Edgerton, 1984); la concentracion de testosterona en la vena testicular
aumenta al doble en el 58% de los animales hemicastrados del lado izquierdo, mientras
que sélo ocurre en el 27% de los que fueron sometidos a la orquidectomia unilateral
derecha (Frankel et al., 1989).

La respuesta del ovario a la accién de las gonadotropina también depende de la
integridad del nervio vago derecho e izquierdo, ya que cuando se deja el ovario izquierdo
in situ y se secciona el nervio vago del mismo lado, aumenta la ovulacién y la hipertrofia
compensadora del ovario. Por el contrario, si se secciona este mismo nervio, pero el
ovario in situ es el derecho, disminuyen estos parametros. La seccion del nervio vago del
lado derecho no modifica la ovulacion compensadora del ovario in situ (Chavez et al.,
1987) y reduce el grado de hipertrofia compensadora (Burden, 1978).

En el ovario de la rata prepuber, el numero de fibras que contienen el péptido intestinal
vasoactivo (VIP), péptido que estimula la liberacidn de los estrogenos, esta regulada por
POA-AHA, ya que la lesion del lado izquierdo, derecho o de ambos incrementa el
contenido de VIP en el ovario izquierdo y no modifica las del derecho (Advis et al., 1989).

El lado derecho de POA-AHA normalmente regula la secrecion tonica-fasica de la GnRH
y por ende, de las gonadotropinas, ya que en ratas con los receptores muscarinicos
bloqueados mediante el implante de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA, en
diestro 1 o diestro 2, la ovulacion se restablece por la inyeccidn de gonadotropina del
suero de la yegua prefiada (PMSG) o gonadotropina coriénica humana (hCG), después
de una hora de haber sido tratadas con la atropina, o por la inyeccion de benzoato de
estradiol a las 14:00h del diestro 2. (Cruz et al., 1992). Estos resultados sugieren que la
senal neural que surge o llega al lado izquierdo de POA-AHA modula la sensibilidad de
los ovarios a las gonadotropinas (Cruz et al., 2014). El bloqueo de los receptores
muscarinicos en el lado derecho de POA-AHA en el dia del estro y diestro 1, resulta en
el incremento notable del numero de foliculos pre-ovulatorios atrésicos en el ovario
ipsilateral. Con base en estos resultados se sugiere que la ausencia de la ovulacion en
ratas, con implante de atropina en el lado derecho de POA-AHA, fue la consecuencia de
una oleada insuficiente de LH en el proestro (Cruz et al., 1989, Cruz et al., 1992). El papel
de los receptores muscarinicos en POA-AHA es asimétrico y varia durante el ciclo estral
(Cruz et al., 1992).

En el ratén se han reportado un mayor numero de neuronas GnRH en el lado derecho
del cerebro (Inase y Machida, 1992).La expresién ARNm para la GnRH en el lado
derecho de POA-AHA es mayor que en lado izquierdo a las 13:00 h del diestro-2 (Arteaga
et al., 2005).

Se ha mostrado que los genes que codifican para el REa o para el Ref alcanzan su
expresion maxima en dias diferentes del ciclo estral y son asimétricos entre la porcidon
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izquierda y derecha de POA-AHA. La expresion del ARNm del Rea presenta su maxima
expresion en el lado derecho de POA-AHA en el dia del estro a las 17:00 horas; mientras
que la del RE ocurre de las 09:00 a las 13:00 horas del diestro-2 (Arteaga et a., 2005).

La estimulacion del sistema colinérgico de POA-AHA, mediante implantes de pilocarpina,
tiene un efecto opuesto al bloqueo del sistema por atropina: en el dia del estro, los
implantes en el lado izquierdo provocan bloqueo de la ovulacién, mientras que los del
lado derecho no la afectan. En los dias de diestro, tanto el implante del lado izquierdo o
derecho impiden la ovulacion; y en el dia del proestro los efectos son muy semejantes a
los observados en el dia del estro (Lopez et al., 1997).

No sélo cada lado del hipotalamo regula en forma asimétrica la funcion de una y otra
gonada sino que éstas responden de manera asimétrica a los mecanismos
neuroendocrinos que la regulan. Asi, el numero de ovocitos liberado por el ovario
izquierdo de la rata adulta es mayor que el del derecho (Dominguez et al., 1988).

Cuando se extirpa el ovario derecho, el numero de animales que ovulan es
significativamente menor que cuando se extirpa la gonada izquierda (Chavez et al.,
1987). En la cerda, el numero de receptores a la gonadotropina coridonica humana (hCG),
la concentracion de progesterona, la actividad de la B-N-acetil-D glucosaminidasa y de
la glucosa-fosfato deshidrogenasa son mayores en los cuerpos luteos del ovario
izquierdo que en los del derecho (Rao y Edgerton, 1984). La concentracion de
testosterona en la vena testicular aumenta al doble en el 58% de los animales
hemicastrados del lado izquierdo, mientras que solo ocurre en el 27% de los que fueron
hemicastrados del lado derecho (Frankel et al., 1989).

Mediante la insercion dorsal de una aguja (25G) de acero inoxidable dirigida hacia la
parte media del POA-AHA, se observd que la ovulacion puede ser alterada, pero esto
depende del dia del ciclo y de la porcion de POA-AHA en que se lleve a cabo el
procedimiento experimental (Cruz et al., 2009; Dominguez et al., 2011, Reynoso, 2013).

Con este diseno experimental se mostré que en el dia del estro, la insercion de la aguja
en POA-AHA derecha provoco el bloqueo de la ovulacion en el 100% de los animales
tratados, mientras que la insercion en POA-AHA izquierda no indujo modificaciones, ya
que el 80% de los animales ovula. El numero de ovocitos, liberados por el ovario
izquierdo disminuye en los animales con insercion de la aguja en POA-AHA izquierda,
pero el peso de este ovario es semejante al grupo control. En cambio, en las ratas con
insercién de la aguja en POA-AHA derecha, se observdé aumento en el peso de los
ovarios sin cambio en el numero de ovocitos. Estos resultados se acompafnaron del
aumento del peso del utero (Cruz et al., 2009).

En el diestro-1, la insercidon de la aguja en POA-AHA izquierda o derecha resulta en el
bloqueo de la ovulacién en el 100% de los animales, asi como en el aumento del peso
de los ovarios y el utero. En las fases de diestro-2 y proestro, la insercion en POA-AHA
de uno u otro lado no afecta la ovulacién (Cruz et al., 2009; Reynoso, 2013). Los efectos
de la falta de ovulacion por la insercién unilateral de la aguja en POA-AHA en las fases
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de estro y diestro-1 se acompanan de un retraso de 24 horas en la secrecion
preovulatoria de la LH y de la FSH (Dominguez et al., 2011).

El sistema colinérgico de POA-AHA regula de manera asimétrica la secrecion de las
gonadotropinas y la ovulacion, como resultado de la actividad asimétrica intrinseca del
propio sistema. Durante el ciclo estral de la rata, en POA existe un ritmo colinérgico
endogeno en la concentracion de ACh. En el diestro-1 se presentan las concentraciones
maximas de ACh y en diestro-2 las minimas. En el diestro-1 y el proestro, se observaron
diferencias asimétricas; es decir, el POA-AHA del lado derecho tiene mas ACh que el
izquierdo (Sanchez et al., 1994).

La actividad de la colino-acetiltranferasa (CAT) (enzima que sintetiza a la acetilcolina)
en POA-AHA derecha varia durante el ciclo estral; sus valores maximos se observan en
el dia del estro y sus minimos en diestro-2. En cambio, la actividad de la CAT en POA-
AHA izquierda no varia. Ademas, en estro, la actividad de la CAT en POA-AHA derecha
es mayor que en la izquierdo; y en diestro 2 esta relacién se invierte (Sanchez et al.,
1994). La cantidad de sitios de unién (Bmax) para la [*H]N-metil-escopolamina en
membranas de tejido de POA-AHA cambia durante el ciclo estral. La mayor cantidad se
midioé en el estro y la menor en el proestro. En los dias del diestro-2 y del proestro, la
Bmax del lado derecho fue menor que del izquierdo, llegando a ser indetectables en el
proestro (Sanchez et al., 1994).

En conjunto, estos resultados sugieren que varios sistemas de neurotransmisores
modulan los efectos de las gonadotropinas sobre la ovulacién y la capacidad de los
ovarios para secretar hormonas esteroides. Ademas, la asimetria ovarica que resulta en
la ovulacion y la secrecidn hormonal, podria explicarse por las asimetrias en sus
inervaciones. Debido a que hay un componente neural en cada ovario, suponemos que
estas neuronas participan directamente, y en forma asimétrica, en la traduccién de la
informacion neural que llega a los ovarios.

Por lo tanto, aparte de la funcion desempefiada por las sefales hormonales y la
participacion de la inervacion de los ovarios en la regulacion de sus acciones, para
entender mejor los mecanismos neuroendocrinos que regulan las funciones del ovario
se deben tener en cuenta las sefiales neuronales derivadas de cada ovario hacia el otro
ovario; y de éstas hacia el SNC.
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