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. RESUMEN

La reproduccion en las hembras requiere de una coordinacién fina y una coincidencia
temporal precisa en la que se corresponden eventos ciclicos como la ovulacion, la maduracion
del ovocito y la receptividad sexual. Este ajuste implica a un pico del estradiol que precede a la
liberacion del ovocito, y esta misma sefial influye sobre el reloj circadiano para regular la
liberacion de gonadotropinas en el momento 6ptimo. La correcta progresion del ciclo estral en
roedores requiere de la participacion del nucleo supraquiasmatico (NSQ), ya que éste presenta
comunicacion con los diferentes elementos del eje neuroendocrino hipotalamo-hipofisis-ovario

(HHO) ademés de que posee receptores a estrogenos (ER).

Se emplearon hembras del raton de los volcanes Neotomodon alstoni, para analizar la
regularidad del ciclo estral asociada a los cambios en los patrones del registro de actividad
locomotriz ambulatoria, asi como los efectos de la ausencia de ovarios en las propiedades del
ritmo circadiano de actividad locomotriz y sobre las proteinas de reloj PER1, BMALL y los
receptores a estrogenos beta (ERB) en el NSQ. Por otra parte, se evaluo el efecto del BE sobre

las proteinas del relo;j.

En este roedor se puede prescindir del uso de rueda de actividad como apoyo para los
registros del ritmo circadiano de actividad. De tal forma que, los resultados obtenidos muestran
gue las hembras intactas presentan una variacion en el inicio de actividad locomotriz, conocida
en otras especies como scalloping (ribeteo), que se caracteriza por cambios en la amplitud de
la actividad diaria sincronizada a un fotoperiodo LO 12:12 y esté asociada con la progresion del
ciclo estral, mientras que cuando las hembras son ovariectomizadas (OVX), se pierde esta
coincidencia. En condiciones constantes de oscuridad (OO) las hembras OVX reducen la
cantidad total de actividad y acortan el valor del periodo (t) del ritmo circadiano de actividad
locomotriz, ademas aumentan la sensibilidad fética al cambio de fase durante la primera mitad

de la noche subijetiva.

En el NSQ de hembras intactas, las proteinas de PER1, BMAL1 y ERp presentaron un perfil
diario que se modificé por la OVX, pues el ritmo de PER1 cambi6 de ser unimodal a bimodal,
BMAL1 cambi6 de acrofase y aument6 el nUmero de células inmunorreactivas (IR). Mientras
gue el ERB, que en controles era bimodal, cambio en las ratonas OVX a unimodal con acrofase

temprana. Los cambios observados sobre las proteinas de reloj ante la baja presencia de




estradiol en plasma sugieren que éste tiene un efecto diferencial sobre la maquinaria molecular
del reloj, pues en las hembras con ovarios existe una relacion positiva del ritmo diario de
actividad con el de PER1, asi como de BMAL1 con ERf, mientras que en las hembras OVX

practicamente se pierden ambas relaciones.

Cuando se inyecto estradiol exdgeno y se observaron sus efectos en el NSQ de hembras de
N. alstoni durante el Zeitgeber time (ZT3), obtuvimos que tanto el vehiculo como el BE,

incrementaron el nimero de células IR-PER1, pero en BMAL1 s6lo lo hizo el BE.

Nuestros resultados comprueban que en las hembras OVX de N. alstoni, la ausencia de
hormonas ovaricas modifica el t, la amplitud, la acrofase y los cambios en la respuesta de fase
inducidos por luz en la actividad locomotriz ambulatoria. De acuerdo con el coeficiente de
correlacién, existe una relacion del perfil diario de actividad locomotriz con el de PER1 en el
NSQ, y esto desaparece en hembras OVX, asi como la relacion en antifase de PER1-BMALL1.
Por otra parte, la administracion aguda de BE en el grupo OVX generd un aumento de células

IR-BMAL1, sin embargo, el vehiculo tuvo el mismo efecto sobre IR-PERL1.

El presente estudio sugiere que los efectos producidos por la OVX en la respuesta circadiana
de la actividad locomotriz pueden relacionarse con los cambios obtenidos en el perfil diario de
las proteinas PER1 y BMALL1 en el NSQ, y que podrian modularse principalmente por el
estrogeno y su interaccion con el ERB. Finalmente, nuestros resultados aportan informacion
novedosa e importante de la interaccion del eje neuroendocrino hipotalamo-hipofisis-ovario

(HHO) con el sistema circadiano en las hembras.




Il. ABSTRACT

The reproduction in females requires fine coordination and a precise temporal
coincidence of physiological events such as ovulation, maturation of the oocyte and the
correspondent sexual receptivity. These changes involve a peak of estradiol preceding the
oocyte liberation and the influence of a circadian clock in the timing of gonadotropins
releasing. In rodents, the estrous cycle requires the communication of the suprachiasmatic
nucleus (SCN) with different elements of the neuroendocrine axis hypothalamic-pituitary-

ovarian (HPO) and receives signaling through estrogen receptors (ER).

In the present study we analyze the changes in the circadian patterns that drive the
ambulatory locomotor activity, the clock proteins PER1, BMALL, and the estrogen receptor
(ERB) in the SCN of intact and ovariectomized mice Neotomodon alstoni, in an environment
without the activity wheel. Also, we test the effect of estradiol benzoate (EB) in clock proteins

in the SCN of ovariectomized mice.

The results obtained show that, in intact females, a variation in the onset of the locomotor
activity known as scalloping was observed in entrained circadian rhythms. It is characterized
by changes in the amplitude of the daily activity synchronized to a photoperiod LD 12:12 in
association with the progression of the estrous cycle; whereas in the ovariectomized mice
(OVX), this relation is lost. In constant darkness, OVX females reduced the total amount of
activity, shorten the free-running circadian period (t) of the locomotor activity, and reduce the

photic sensitivity to photic phase shifting during the first half of the subjective night.

The clock proteins of PER1, BMAL1, and ERp in SCN showed a daily profile in intact mice
different than the observed in ovariectomized mice in which protein PER1 presented a
bimodal pattern, BMAL1 cycle shifted its acrophase and increased the amount of
immunoreactivity (IR) cells; while the cycle of ER advanced its acrophase. The changes in
the clock proteins when the concentration of estradiol in plasma is minimal or absent, suggest
its influence upon the molecular machinery of the circadian clock. In intact females, there is
a positive relationship between the daily rhythm of activity with the daily profile of PER1, as

well as BMAL1 with ERB, whereas in OVX females both relationships were lost.




When OVX mice were injected either with vehicle or EB at Zeitgeber Time 3, an increase
in the number of IR-PER1 cells was observed in both groups. However, increasing in the

amount of IR-BMALL1 cells were observed only after the BE injections but in the vehicle.

Our results indicate that the absence of ovarian hormones in the OVX females of N. alstoni
modifies the t, amplitude, acrophase, and changes of phase response induced by light in
ambulatory locomotor activity. According to the correlation coefficient analysis, there is a
relation of the daily profile of locomotor activity and the amount of PER1 in the SCN that is
missing in OVX females as well as the phase of PER1-BMALL1 cycles that may be modulated
by estrogen and its interaction with ERpB. Finally, our results contribute to different and
essential information about the interaction of the neuroendocrine hypothalamus-pituitary-

ovary axis with the circadian system in females of the volcano mouse.




1. INTRODUCCION

1.1. Los estrégenos y sus mecanismos de accion

Los estrogenos son hormonas esteroides, los cuales son lipidos simples cuya estructura
guimica deriva del ciclopentano-perhidrofenantreno. En el interior de las mitocondrias, la
biosintesis de estas hormonas es a partir del colesterol (figura 1), cuando éste pierde 6 carbonos
se convierte a C21 pregnenolona, debido a dos hidroxilaciones que estdn mediadas por el
citocromo P450sccc (CYP11) (Urlep & Rozman, 2013). La enzima conocida como proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda (StaR, por sus siglas en inglés) facilita el flujo del

colesterol en las mitocondrias (Stocco & Clark, 1996).
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Figura 1.Biosintesis del estradiol. Via simplificada de la sintesis del estradiol, el cual tiene como
precursor al colesterol que se transforma en pregnenolona por accion de la enzima CYP11Al. La
pregnenolona forma androgenos que mediante el efecto de la aromatasa (CYP19) forman al estradiol.




En las glandulas suprarrenales, los testiculos y los ovarios, se expresa el citocromo
p450cl17 o CYP17, que rompe la union entre los atomos C17 y C20. Cuando se rompe la cadena
lateral se forma androstenediona y dehidroepiandrosterona, entonces la enzima 3p-HSD
mediante la reduccién del grupo cetonico en el C17 promueve la formacion a testosterona
(Miller, 2005). EIl paso final se debe a la accién de la aromatasa CYP19, la cual cataliza la
conversion de la testosterona a estradiol haciendo que el anillo A neutro de los andrégenos se

vuelva un anillo fendlico (aromético).

A la fecha se han descrito tres tipos de estrogenos, el estradiol (E2 o 17B-estradiol), la
estrona (E1) y el estriol (E3). La estructura quimica de los estrégenos consta de 18 atomos de
carbonos, el E2 contiene un anillo fendlico A con doble ligaduras y un grupo hidroxilo (OH) en
el C3 y C17, en posicion beta. La estrona posee una cetona de C17, mientras que el estriol
tiene un OH adicional en C16. La peculiaridad quimica del E2 es lo que le confiere su alta
afinidad por los ERa y ERp (Shiau et al., 1998).

La principal produccion de estrégenos ocurre en los ovarios, cuerpo liteo y placenta; en
menor cantidad, también pueden producirse en otros érganos como el corazén, el cerebro, el
higado y la piel (Cui et al., 2013). Aungue la sintesis de estrogenos deriva del colesterol, hay
diferencias en la ruta dependiendo del tejido y la célula. En el ovario, las células de la teca y las
células de la granulosa responden diferencialmente a la estimulacion de la FSH y la LH. El
modelo de las “dos células-dos gonadotropinas” (Hillier et al., 1994) explica que sélo las células
de la granulosa poseen receptores a la FSH mientras que las de la teca s6lo a la LH, por lo que
la FSH estimula la actividad de la enzima aromatasa (codificada por el gen CYP19) (Havelock
et al., 2004), pero no la sintesis de andrégenos en las células de la granulosa; mientras que la
LH promueve la sintesis de los andrégenos en las células de la teca. Durante la fase latea del
ciclo de ovulacion, el area de las células de la granulosa se vasculariza y se da el aporte de
colesterol, lo que ocasiona un incremento en la produccion de progesterona y estrégenos que
provienen de los androgenos de la teca; de esta forma, la principal fuente de estrogenos se da
en las células de la granulosa por la accién de la FSH (Gémez-Chang et al.,, 2012). Los
estrégenos pueden producirse enddgenamente en el cerebro a partir del colesterol o

testosterona circulante (Balthazart & Ball, 2006), pues son capaces de atravesar la barrera




hematoencefélica y existen areas cerebrales que poseen a las enzimas necesarias para la
biosintesis del E2 (Cui et al., 2013).

Los estrogenos ejercen su efecto mediante la unidn a sus receptores, los cuales pertenecen
a la superfamilia de NR y son factores transcripcionales. De acuerdo con el comité de la
nomenclatura de los NR, los receptores a estrogenos (ER) conforman al subgrupo NR3A, por
lo que también se nombran como NR3Al y NR3A2 [HUGO Gene Nomenclature Commitee
(Povey et al., 2001)]. Sin embargo, también se ha descrito el ER acoplado a proteinas G
(GPR30) (Levin, 2001), aunque aun es controversial si se trata de un receptor genuino a
estrogenos.

De manera general, la union del estrogeno a sus ER se clasifica como gendémica y no
gendmica (Bjornstrom & Sjoberg, 2005), es decir, si la sefalizacion genera una regulacion
transcripcional o no, lo cual también se relaciona con la localizacién del receptor a nivel celular,
nuclear, citoplasmico o membranal. Por otra parte, los mecanismos de los ER no sélo dependen
del contexto celular, sino también tisular. Los ER son receptores nucleares que funcionan
principalmente como factores de transcripcién para regular la expresion génica, por lo que el
mecanismo clasico de estos receptores comprende la formacién de un complejo que involucra
la union del receptor con su ligando ocasionando la dimerizacion del receptor (ERo/ERq,
ERB/ERB o ERW/ERB), la interaccion con ERE y el reclutamiento de correguladores
transcripcionales (Deroo & Buensuceso, 2010). Algunas de las proteinas asociadas que
participan como factores de transcripcion son la SP-1, la AP-1, el NF-xB y c-Jun (Cui et al.,
2013). Ademas, el receptor puede translocar al nicleo sin estar asociado a su ligando (Parker,
1995), sin embargo el ligando sirve para reclutar proteinas coactivadoras (y en el

desplazamiento de correpresores), las cuales funcionan mediante el dominio AF-2 del receptor.

Cuando los receptores se localizan en el citoplasma, en la membrana o a través de otras
proteinas de unidn a estrogenos, la union del E2 con los ER es no gendmica o extranuclear y
se activan mecanismos de cascadas de sefalizacion de segundos mensajeros rapidamente
(Levin, 2008). Generalmente en el sistema nervioso, el higado y los huesos se da una via de
sefalizacion rapida ante la exposicion de los estrégenos, debido a que los ER estan embebidos
en la membrana (Cui etal., 2013). Cuando se activa el receptor de membrana, se

desencadenan las vias de sefalizacion de cinasas, tales como MAPK/ERK, PI3K/AKT, cAMP,




PKA, PKC y la via de las tirosinas cinasas (Hayashi & Yamaguchi, 2008). Algunas de estas
cascadas de sefalizacién pueden ocasionar la activacion de CREB (Levin, 2001). Por otra
parte, cuando la sefalizacion se da a nivel membranal mediante GPR30, se activan las
cascadas de sefalizacion intracelulares de cAMP/PKA y PI3K/Akt (Maggiolini & Picard, 2010).
La activacion de los ER no requiere necesariamente de la unién al ligando, sino que se puede
hacer mediante neurotransmisores como dopamina, factores de crecimiento como el ECG y el
IFG-1; asi como por la PKC, PKA y MAPK (Cui et al., 2013).

1.1.1. Diferencias y distribucion de los receptores a estrégenos

Los genes que codifican a los receptores esteroideos sexuales poseen una organizacion
estructural conservada. El ERa fue clonado por primera vez en 1985 (Walter et al., 1985),
mientras que el ERp fue descubierto en rata en 1996 (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al.,
1996). El gen ESR1 es el encargado de codificar al ERa y el ESR2 al ERp.

Los ER se componen de un dominio A/B o NTD, el cual es el domino regulador N-terminal.
Un sitio de unién al DNA llamado dominio C, una region bisagra o dominio D y el dominio E de
union al ligando (LBD) y poseen un dominio F C- terminal del cual se desconoce su funcion
(Espey & Richards, 2006). EI dominio NTD tiene la funcién de activacion 1 (AF-1), que puede
interactuar con el AF-2, generando una fuerte expresion génica. Una de las principales
diferencias estructurales entre los ER es debido a que el dominio A/B es 30 aminoacidos mas
corto en el ERp y presenta solo el 20% de homologia (Delaunay et al., 2000). El dominio C es
practicamente idéntico en ambos receptores, pues presentan el 95% de homologia. La funcién
de este dominio es debida a la presencia de los motivos estructurales de interaccion que son
dos dedos de zinc. En la base C-terminal del primero de éstos se encuentra una secuencia
denominada caja P (caja proximal), en donde se une el DNA; mientras que en la base N-terminal
del segundo dedo de zinc se encuentra la caja D (caja distal) y forma un angulo recto con la
hélice de reconocimiento de los ERE y también proporciona una interfaz para la dimerizacion
del receptor (Espey & Richards, 2006).

El dominio D, principalmente funciona como puente entre los dominios E y C de los
receptores. EI LBD ademas de permitir la union de éste, también regula la actividad

transcripcional del ligando mediante el AF-2, localizado en el motivo C-terminal. Otras funciones




que pueden estar a cargo del dominio D son la hetero y homodimerizacion, asi como la
interaccién con proteinas de choque térmico (Espey & Richards, 2006). Los ERa y ERp
comparten poco menos del 60% de homologia en el dominio D, pero presentan similar afinidad
por el E2 (Bhat et al., 2004) (figura 2).
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Figura 2. Homologia entre los dominios que constituyen a los receptores nucleares a estrégenos. Son
seis dominios funcionales que conforman a los receptores a estrogenos a y . Existe una gran homologia
en los dominios de unién al DNA (region C) y poco mas de la mitad de homologia en el de unién al
ligando (region E). La region A/B es la menos conservada entre los receptores y esti a cargo de la
activacion de la transcripcion genética (Activation Function 1 o AF-1), el dominio C es donde se lleva a
cabo la union con el DNA (DNA-binding domain o DBD), finalmente en el extremo carboxiterminal se
encuentra la region E/F o dominio de unién al ligando (Ligand-binding domain o LBN), en donde se une
la hormona pero también lleva a cabo funciones de activacién de la transcripcién (AF-2), dimerizacion,
interaccidn con otras proteinas y fosforilacion. Figura modificada de Cui et al., 2013.

Debido a que la principal diferencia entre ambos receptores esta en los dominios AF-1y
AF-2, se ha propuesto que tienen diferentes efectos celulares (Kian Tee et al., 2004). Por otra
parte, en ambos dominios se llevan a cabo funciones de activacion transcripcional pero, en AF-
1, la funcion es independiente de la unién con la hormona, mientras que en el AF-2 se requiere
de dicha union (Tora et al., 1989). Dentro de la familia de los receptores nucleares es comun
gue se presente variabilidad en la regidon amino terminal entre subtipos o isoformas de
receptores a la misma hormona, lo cual resulta en diferencias funcionales (Delaunay et al.,
2000).

El ERa se expresa en gran cantidad de tejidos, como en la hipdfisis, el tejido adiposo pardo
y blanco, la piel, el masculo esquelético, el rifidn, los huesos, el Utero, el ovario, las glandulas
mamarias, la préstata y la vesicula biliar; mientras que el ERp esta presente en el colon, el rifion,
el pulmon, el ovario y los érganos reproductivos masculinos (Yang et al., 2006). La distribucion
del ERa en el cerebro anterior de rata, ratdbn y humano es similar y generalmente esta presente

en areas involucradas con la funcion reproductiva, incluyendo el ndcleo medial hipotalamico,
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los nucleos del lecho de la estria terminal, el nacleo ventromedial y la parte posterodorsal de la
amigdala medial; mientras que el ERB esta ampliamente distribuido en el hipocampo, amigdala
y en neuronas serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafe (Mitra et al., 2003).

Existe IR de ambos ER en el NSQ del hipotdlamo de ratones, pues se ha descrito que el
ERa es dominante en la region dorsolateral de la subdivsion de la corteza del NSQ mientras
gue el ERp se presenta en las regiones dorsomedial, dorsolateral y lateral de la corteza del
NSQ, de tal forma que en las neuronas que constituyen al NSQ hay una mayor cantidad de
células IR-ERP que al ERa; ademas, las hembras tienen mas ER en esta estructura en
comparaciéon con los machos (Vida et al., 2008). Sin embargo, estudios anteriores han descrito
gue solamente hay presencia de ER[ pero no de ERa (Shughrue et al., 1997; Mitra et al., 2003),
siendo ademas, muy difusa la presencia de ERp (Merchenthaler et al., 2004). Por otra parte, se
observé que la presencia de ER aumenta cuando las ratas son OVX y disminuye muy poco
ante el tratamiento de estradiol (Shima, et. al, 2003). Ademas, se ha descrito un ritmo diario
diurno de expresion del mMRNA de ERp en el NSQ, el cual se pierde en ratas viejas (Wilson
et al., 2002).

1.1.2. Participacioén de los estrégenos en el eje neuroendocrino hipotalamo-hipéfisis-
ovario

Los niveles de estrogenos cambian dramaticamente durante el desarrollo de la vida de las
hembras. El ciclo estral en ratas y roedores se compone de cuatro etapas que en conjunto
presentan cambios a nivel hormonal y ovérico, lo cual puede correlacionarse con la citologia
vaginal. Dichos cambios ocurren en un ciclo que consta de 4.5 dias aproximadamente,
conformado por el estro, metaestro, diestro y proestro. Los niveles de estrégenos incrementan
durante la fase folicular presentando un pico sustancial al final de ésta, inmediatamente antes
de la ovulacion por efecto de los foliculos preovulatorios; después de la ovulacion, los niveles
de estrégenos decaen por consecuencia de la ruptura folicular y luteinizacion, pese a que el
cuerpo lateo produce estrogeno, su mayor produccion es de progesterona (Lépez & Tena-
Sempere, 2015).

Aungue la secrecion dinamica de estrogeno es el reflejo de la actividad ciclica de la fase
folicular y lutea del ovario, también tiene un control por parte de la hipéfisis a consecuencia de
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las secreciones de las gonadotropinas, la LH y la FSH que, a su vez son controladas a nivel del
hipotadlamo por la secrecion de la GnRH. Las gonadotropinas actian a nivel de las células de
la teca y la granulosa para promover la sintesis y secrecion de E2. Por otra parte, el estrogeno
tiene un mecanismo de retroalimentacion sobre las neuronas de GnRH ubicadas en el
hipotalamo, a las cuales inhibe durante la mayor parte del ciclo, pero su efecto se vuelve
estimulante durante la fase preovulatoria, en la cual se genera el pico preovulatorio de las
gonadotropinas (figura 3). Esta secuencia de efectos es conocida como el eje neuroendocrino

hipotalamo-hipdfisis-ovario (HHO).
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Figura 3. Retroalimentacion positiva y negativa del estradiol sobre el eje neuroendocrino hipotalamo-
hipofisis-ovario. Las neuronas GnRH localizadas en el hipotalamo, ejercen su efecto sobre las
gonadotropinas que produce la hipdfisis, la LH y la FSH, que a su vez provocan la sintesis y secrecion
de los estrogenos por su efecto sobre las células de la teca y la granulosa de los foliculos ovéricos. Las
neuronas de Kissl ubicadas en ARC y el AVPV median los efectos de la retroalimentacion positiva
(lineas azules) y negativa (lineas rojas) del efecto del E2. En el recuadro se esquematiza el “modelo de
las dos células-dos hormonas”, donde la LH actta sobre las células de la teca para estimular la sintesis
de andrégenos, testosterona (T) y androstenediona (A4), los cuales difunden a las células de la
granulosa para convertirse en estrogenos, principalmente E2 por la accion de la enzima aromatasa.
Figura tomada y modificada de Lopez y Tena-Sempere, 2015.




El pico preovulatorio de la LH se produce debido a un incremento de la liberacion de la
GnRH (Moenter et al., 1992). A lo largo del ciclo ovarico, las hembras presentan una secrecion
episddica de GnRH que, en ovejas y primates es provocada por el incremento de E2, mientras
gue en roedores, ademas se requiere de una sefial por parte del reloj circadiano para el aumento
de GnRH (Karsch et al., 1997).

Los niveles crecientes de estrégenos durante la fase folicular tardia del ciclo ocasionan una
retroalimentacion positiva en la liberacion de GnRH, lo cual permite la liberacion de
gonadotropinas, sin embargo, en otras fases del ciclo estral, los estrdgenos ejercen un efecto
supresor sobre la secrecion de éstas. El control positivo depende de la cantidad de estrégeno
y el tiempo de exposicion, mientras que el mecanismo de accion puede ser por la via gendmica
clasica. Del tal manera que, el aumento de LH se debe a la activacion y posterior comunicacion
del AVPV con las neuronas de GnRH, por otra parte, las neuronas que contienen ERa en el
AVPV reciben proyecciones directas desde el NSQ (Watson et al., 1995), por lo que este ndcleo
también integra informacion tanto circadiana como estrogénica para regular la funcion de las
neuronas de GnRH. Estudios con ratones knockout para ERa (oERKO), sustentan la
participacion de los estrogenos dentro de una retroalimentacion positiva, pues las hembras
oERKO son infértiles (Dupont et al., 2000) y no presentan el aumento de la LH inducido por
estrogenos, lo que ademas esta correlacionado con una falta de activacion en las neuronas del
AVPV y GnRH (Herbison, 2006).

Los estrogenos generan el pico preovulatorio de GnRH durante el proestro, por medio de
la regulacion génica de las neuronas que expresan ERa en el AVPV y proyectan directamente
sobre las de GnRH; lo que permite que se dé un aumento de su actividad pulsatil hasta lograr
un patrén de liberacion continua (Herbison, 2006). Ademas, la accién de los estrogenos también
ejerce una retroalimentacién negativa durante el resto de las otras etapas del ciclo estral, pues
genera un efecto supresor sobre la secrecion de GnRH, que implica una disminucion en la

amplitud y frecuencia del pulso de ésta (Evans et al., 1997).

La retroalimentacién negativa por parte de los estrogenos es menos comprendida
actualmente; se cree que participan ambos ER. Sin embargo, se ha sugerido que el GABA
tiene influencia en este control, pues las neuronas del POA expresan ERa y son muy sensibles

a las fluctuaciones de los estrégenos; de tal forma que cuando aumentan se produce un
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incremento de la liberacién de GABA en las vias aferentes que proyectan sobre las neuronas
de GnRH, provocando una disminucién en el disparo de éstas y por consecuencia se suprime
la pulsatilidad en la secrecion de LH (Jarry et al., 1991).Por lo tanto, el efecto de los estrégenos
sobre las neuronas de GnRH refleja el equilibrio de los mecanismos de retroalimentacion
positiva y negativa ya que en la fase folicular tardia, el aumento de los niveles de estrégenos
actla en una retroalimentacion positiva que domina sobre la influencia de la via de
retroalimentacion negativa, esta ultima es relativamente constante durante el ciclo (Herbison,
2006).

Las neuronas de GnRH sélo expresan al ER y sus acciones se ejercen tanto por la via no
genomica como por la gendmica, sin embargo las neuronas que expresan ERa localizadas en
el AVPV, el nacleo medial del area preoptica, el MBH vy el tronco cerebral caudal proyectan
directamente sobre las neuronas de GnRH (Herbison, 2006). Por otra parte, el AVPV contiene
neuronas que expresan ERa y ERp (Roa et al., 2008), mientras que el ARC también posee

neuronas que expresan Kissl y se inhiben por el E2 (Smith et al., 2005).

Las kiss1 son neuropéptidos clave para la regulacion de la GnRH, pues actian mediante
su receptor GPR54 (o Kiss1R) el cual se expresa en las neuronas de GnRH (Messager et al.,
2005) y parecen tener un papel en la generacion del pico de la LH (Han et al., 2005). Las
neuronas de kissl en el AVPV presentan patrones de activacion neuronal y expresion génica

gue coinciden con el ritmo circadiano de la LH (Robertson et al., 2009).

1.2. Los ritmos circadianos y su papel en la fisiologia reproductiva de la hembra
Diversos fenomenos bioldgicos son recurrentes y el periodo en algunos de ellos puede
vincularse a ciclos geofisicos. En los organismos los sucesos ciclicos se reconocen como ritmos
bioldgicos, los cuales se han clasificado tanto por su frecuencia como por su periodo, de
acuerdo con el numero de veces que ocurren en torno a un dia. Por lo tanto, estan los ritmos
ultradianos, que se presentan varias veces al dia; los ritmos circadianos, que son los que existen
una vez al dia; y los infradianos, que requieren de varios dias para completar un ciclo. Bajo
estos términos, la biologia reproductiva en las hembras de diversos vertebrados,
independientemente de la especie, es un conjunto tanto de ritmos ultradianos (pulsatilidad de

GnRH), circadianos (secrecion de LH y FSH) e infradianos (ciclos estrales, menstruales, en el
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caso de varios mamiferos), que mantienen una coordinacion temporal, ordenada y fina para el

control de la ovulacién.

El sistema circadiano esta constituido por una via de entrada al marcapasos circadiano que
proporciona informacién del medio exterior, el marcapasos integra esta informacién y regulas
las vias de salida que generan respuestas ritmicas circadianas, las cuales a su vez pueden
regularse por osciladores periféricos (figura 4). Bajo este modelo, se establecen las principales
caracteristicas de los ritmos circadianos: que se generan endégenamente y que son capaces
de sincronizarse a factores fisicos ciclicos en el ambiente (Sehgal, 2004). El sistema circadiano
influye en distintos niveles del sistema reproductivo en las hembras, pues es capaz de
proporcionarles un “sentido del tiempo” para garantizar que, eventos conductuales y fisioldgicos
coincidan, tal como ocurre al mantener la vigilia, la receptividad hacia el macho y la ovulacion
(Kennaway, 2005).

Osciladores periféricos
(glandulas, arganos,
tejidos, etc.)

Reloj hluluginu
(NSQ) :

Sefiales ambientales
ciclo luz/oscuridad

ﬂ‘édt’ ( Respuestss
b ,;,c; Vias aferentes crosdianss
Zeitgebers @ ﬁ

Figura 4. Organizacion del sistema circadiano en mamiferos. Las sefiales ciclicas (Zeitgebers) son
captadas por vias afrentes que envian la informacién al marcapasos central, el NSQ en mamiferos, el
cual impone fase y periodo a osciladores periféricos obteniendo como resultado de este proceso
respuesta circadianas. Figura modificada de de Pontes et al., 2010.

Las sefiales periddicas ambientales que son capaces de generar sincronizacién en el
sistema circadiano son nombrados Zeitgebers (término aleman que significa “dador de tiempo”;

Aschoff, 1960). Los ritmos circadianos son enddgenos y persisten en ausencia de sefales




ambientales, caracteristica nombrada como free running (Aschoff, 1965) u oscilacion
espontanea en libre curso; que tiene la propiedad de compensar la temperatura, es decir, el
periodo del ritmo se mantiene ante cambios de temperatura de incluso 10° C (Pittendrigh, 1960).
Debido a que los ritmos circadianos son eventos que se repiten cada cierto intervalo de tiempo
y dicha caracteristica es producto de osciladores end6genos autosostenidos (endogenous self-
sustained oscillators, ESSOs), mediante esta analogia el estudio matematico de los ritmos se
apoya con la accion de los osciladores fisicos (Daan, 2010), de tal forma que el periodo (t) es
el lapso de tiempo en el que se completa el fendbmeno ciclico, mientras que las veces que se
repite en un intervalo se refiere a la frecuencia, y la fase (®) hace referencia a un punto o
momento del evento ciclico, de tal forma que la acrofase es el punto maximo en la oscilaciéon y
la batifase el minimo, por lo que la distancia entre ambas constituye la amplitud, y el mesor la

mitad de ésta (figura 5).

Q. mesor %_
\/ acrofase | S £
A oo .

| periodo
batifase

A

1 T T T | T 1 T T 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24Hora

Figura 5. Pardmetros empleados para el estudio de los ritmos circadianos. El eje de las abscisas
representa la escala temporal y el de las coordenadas la variable estudiar; se sefialan las principales
caracteristicas medibles de una oscilacion.

Por otra parte, el principal sincronizador de los ritmos circadianos es el ciclo ambiental de
luz-oscuridad, aunque también pueden serlo los ciclos de temperatura ambientales, los de
humedad, la disponibilidad de alimento y las interacciones sociales, segun la especie que se
observe (Daan, 2010). El término de sincronizacion se refiere a la coincidencia que se establece
entre el periodo externo (T) con el interno (T=t), estableciéndose una relaciéon temporal

constante de un evento particular del ritmo enddégeno (¢) con uno del ciclo ambiental (@), a la




diferencia existente entre ambas fases se le nombra relacion de fase (¥, ¥ = ®-¢). Sit< T se

dice que la relacion de fase es positiva, y si t > T, entonces es negativa (Daan & Aschoff, 2001).

Una década después de que Halberg acufiara el término circadiano para referirse a los
ritmos cuyo periodo es cercano a 24 horas (Halberg, 1959), se propuso el término circa-
guadridiano (CQ) para el ciclo estral estudiado en hembras de hamster, el cual tiene un periodo
de aproximadamente 96 horas (alrededor de 4 dias) y persiste en condiciones constantes
ambientales, de tal forma que surgio la idea de que parte de la regulacion del ritmo del ciclo
estral es debida a un reloj biolégico (Alleva et al., 1971). Dos afios después, se conoceria la
localizacion del reloj biologico en mamiferos: el NSQ del hipotalamo (Moore & Eichler, 1972;
Stephan & Zucker, 1972).

La relevancia de las sefiales circadianas en la reproduccién de las hembras fue demostrada
con los estudios de Everett y Sawyer, al observar que la ovulacion se retrasa 24 h cuando las
ratas son anestesiadas en la mafiana del proestro (Sawyer et al., 1949; Everett & Sawyer,
1950); otro estudio demostré que cuando las ratas son OVX y 15 dias después se les inserta
un implante subcutaneo de 50ug de BE, se present6 un pico de LH diariamente durante la tarde
resultd y por 4 dias consecutivos, lo cual indica la existencia de un control circadiano (Legan
et al., 1975); de tal forma que ésta dosis es suficiente para desplegar respuestas circadianas.
Ademas, los cambios en el fotoperiodo alteran el inicio del surgimiento del pico de LH, que esta
relacionado con el inicio de actividad en roedores nocturnos (Albers, 1981; Albers et al., 1981;
Labyak & Lee, 1995). Asi mismo, lesiones a nivel del NSQ y estudios en ratones Knockout para
algun gen del reloj circadiano, suprimen el aumento de la LH y la ovulacion (Alleva et al., 1971;
Moline & Albers, 1988).

El eje HHO no opera de manera independiente, es controlado por multiples neurocircuitos
entre los que destaca el del sistema circadiano, por lo que las caracteristicas ciclicas de la
reproduccion son el resultado de la sincronia entre ambos sistemas (Putteeraj et al., 2016). En
las hembras de roedores, la ovulacion sucede pocas horas antes o al mismo tiempo que ocurre
la conducta sexual femenina, durante el proestro tardio y estro temprano, cuando los niveles de
E2 son elevados. La coordinacion temporal de estos eventos aumenta la probabilidad de
fertilizacion después del apareamiento. Dicha regulaciéon es debida al surgimiento preovulatorio

de la GnRH que esta controlado por dos tipos de vias de entrada y por sus vias aferentes: la
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retroalimentacion establecida por el estradiol secretado desde los foliculos ovaricos maduros y
la vias de salida de la hora del dia proveniente del NSQ (Van Der Beek et al., 1997; Chappell,
2005).

Aun en presencia de los niveles éptimos de progesteronay estradiol, es necesaria una sefial
sincronizadora del NSQ para inducir la suficiente cantidad de GnRH que esté asociada con el
aumento de la LH. Dicha sefial se presenta una vez al dia, pues se ha observado que, aunque
se administren los niveles adecuados de estradiol, la ablacion del NSQ o la interrupcién de las
proyecciones neuronales desde el NSQ hasta el POA, incluidas las neuronas secretoras de
kisspeptina, se presenta una pérdida de la regularidad del ciclo estral (Brown-Grant & Raisman,
1977; Wiegand et al., 1980; Smarr et al., 2012).

1.2.1. Sincronizacion fética y sus efectos en la reproducciéon

El sistema circadiano regula tanto los eventos biolégicos que ocurren con relacion a
caracteristicas especificas de un ciclo ambiental de 24 horas, como a los fenémenos peridédicos
dentro del organismo; para llevar a cabo tal funcién, el sistema circadiano debe permanecer
sincronizado con el fotoperiodo, lo cual se logra mediante un mecanismo de reinicio que “ajusta”
las desviaciones del periodo enddgeno (T — 1). Este ajuste o sincronizacion requiere de una via
de entrada (aferencias de receptores y elementos de transduccion) de las sefiales ambientales
especificas o Zeitgebers y de elementos dentro del marcapasos circadiano que son capaces de
transducir e integrar las sefiales en mecanismos que produzcan cambios adecuados de la fase

del ritmo (figura 4).

El ritmo consecutivo del dia y la noche (nictemeral) se puede simular artificialmente por
ciclos de Luz y Oscuridad (LO), llamados fotofase y escotofase respectivamente. Cuando el
Zeitgeber actda sobre el ritmo enddgeno, por convencion el tiempo se expresa como Zeitgeber
Time (ZT), de tal forma que en un esquema de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (LO 12:12),
el ZTO es definido cuando las luces se encienden y ZT12 corresponde al apagado de las luces.

La proporcion de horas de luz y oscuridad se le denomina fotoperiodo.

En diversos organismos se ha descrito que la sensibilidad del sistema circadiano a la luz

muestra respuestas similares, incluso entre distintos taxa, lo que sugiere que el reloj circadiano




es fotosensible. Se han propuesto dos modelos sobre la sincronizacion fética, debido a que el
sistema circadiano puede modular continuamente la velocidad de su respuesta de acuerdo con
la intensidad de la luz a lo largo del dia, de tal forma que se desacelera o acelera para ajustar
su frecuencia a la del entorno; este tipo de mecanismo se le conoce como sincronizaciéon

parameétrica o continua (Daan, 1977).

El modelo de sincronizacién no paramétrica (discreta) fue propuesto por Pittendrigh
(1960) y se presenta cuando el mecanismo ocurre por pulsos de luz discretos, de tal forma que
la luz acttia rapidamente (minutos u horas) generando un cambio féasico en el nivel o actividad
de la variable ritmica controlada por el reloj mismo (Crosthwaite et al., 1995). Debido a esto, en
condiciones de laboratorio es posible emplear fotoperiodos esqueleto, los cuales consisten en
mantener al organismo en condiciones constantes de oscuridad y aplicar dos pulsos cortos de
luz por ciclo: un pulso se da al comienzo y otro al final de la actividad, por ejemplo, un pulso de
15 minutos cada 12 horas, lo cual permite distinguir tres partes: amanecer, dia y noche. Cuando
los pulsos tienen la misma duracion, se habla de un fotoperiodo esqueleto simétrico, y si la
duracion de los dos pulsos es distinta se le conoce como asimétrico (Jud et al., 2005). Por otra
parte, la respuesta de cualquier oscilador ante una perturbacion depende de la fase, y tales
efectos pueden ser visualizados mediante una representacion grafica que se le conoce como

curva de respuesta de fase (CRF).

Para generar una CRF, el organismo debe estar en condiciones constantes de oscuridad,
de tal forma que su ritmo este en libre curso y exprese 1. El ciclo completo se divide en 24
segmentos y cada uno corresponde a una hora de tiempo circadiano (CT, Circadian Time);
usualmente, en organismos nocturnos, una unidad de CT es menor que una hora, porque t <
24 h. Por convencién, CTO se designa al comienzo del dia subjetivo (la fase de descanso en
roedores nocturnos) y CT12 es el comienzo de la noche subjetiva (la fase de actividad). En
animales diurnos, CTO corresponde al inicio de su fase de actividad y CT12 al de su fase de
descanso (Jud et al., 2005).

El método de CRF, representa los cambios de fase (¢) hacia adelante, hacia atras o sin
cambios de un estimulo sobre el oscilador en funcién del CT, por lo que un avance de fase
desplaza el inicio de la actividad a una posicién anterior en el ciclo circadiano, mientras que un

retraso de fase lo mueve a un momento posterior (Jud et al., 2005). Generalmente, en la CRF
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de organismos nocturnos se puede apreciar la zona de retrasos (CT12 a CT18), la zona de
avances (CT18 a CT2) y la zona de insensibilidad o “muerta” (CT2 a CT12), en donde el
estimulo tiene poco o no tiene efecto y por lo general corresponde al dia subjetivo (Daan &
Pittendirgh, 1976).

La respuesta que presentan los organismos ante los cambios en la longitud de la fotofase
se refiere como “fotoperiodismo”, y tiene particular impacto en uno o varios procesos fisiologicos
relacionados con la reproduccion. En los hamsters siberianos, por ejemplo, la exposicion a dias
cortos induce inhibicion reproductiva, la muda de invierno, inicio de hibernacion y el aumento
en la masa corporal, mientras que, en dias largos, se revierte el efecto (Hoffmann, 1973). Las
respuestas fotoperiddicas toman de 6 a 8 semanas en observarse, lo cual resulta consistente
con los cambios graduales que se presentan naturalmente (Malpaux, 2006). Ademas, las
respuestas también dependeran de la duracion del dia y la historia fotoperiddica del organismo,
pues se ha observado que, en las ovejas, 13 h de luz al dia causan estimulacion de la secrecion
de la LH si previamente se expusieron a 16 h de luz; por el contrario, si previamente fueron
expuestas a solo 10 h y después a 13 h de luz al dia, se presenta una inhibicidén en la secrecion
de la LH (Robinson & Karsch, 1987).

Se han realizado diversas investigaciones sobre el papel de la melatonina pineal como el
mensajero de los cambios en el fotoperiodo. La secrecion de melatonina durante la escotofase
esta controlada por la informacién fotica que es transmitida al NSQ y que por medio de una via
mutisindptica hacia la glandula pineal llegan proyecciones del sistema nervioso simpatico
liberando noradrenalina (Reiter, 1980). Por lo tanto, la melatonina codifica la duracién de la
noche de la siguiente manera: el NSQ envia proyecciones al PVN, el cual hace un relevo en la
IMC, desde donde se proyecta al SCG que dirige sus proyecciones sobre la gandula pineal, y
su sefial noradrenérgica actia sobre los receptores B-adrenérgicos de los pinealocitos, lo que
induce la formacion de cAMP, gque a su vez aumenta la produccion de la expresion génica de
AA-NAT, lo que genera un aumento en la concentracion de melatonina; pues esta se sintetiza
mediante una via de dos pasos, desde serotonina a través de las enzimas AA-NAT y HIOMT
(Carpentieri et al., 2012).

Se sabe que la melatonina es importante para la reproduccién estacional en algunos

mamiferos, pues la ablacion de la glandula pineal suprime las respuestas estacionales y la




administracion de melatonina restaura dichas funciones (Hoffman & Reiter, 1965). En resumen,
la melatonina refleja la sefial de la duracion de la escotofase y sus variaciones durante todo el
afo, por lo que modera tanto los ritmos circadianos, como los cambios fotoperiddicos sobre la
fisiologia y conducta de los organismos, en consecuencia, posee una funcion tanto de reloj

como de calendario (Borniger & Nelson, 2017).

1.3. Caracteristicas generales del nlicleo supraquiasmatico

En mamiferos, el NSQ esta localizado en el hipotalamo anteroventral, a lado del tercer
ventriculo y por encima del quiasma Optico; en ratas tiene un tamafio aproximado de 300-400um
de ancho y 400-500um de alto (Morin & Allen, 2006). Cada NSQ consta de 10,000-12,000
neuronas con un tamafno aproximado de 12um de diametro (van den Pol, 1980). Dentro del
NSQ se encuentran células elongadas localizadas en la parte dorsal y dentro del quiasma
optico, mientras que las células largas y bipolares se encuentran en la zona periventricular al
nacleo (Moga & Moore, 1997). Por otra parte, el NSQ presenta mas volumen y area en ratas
machos que en hembras (Robinson et al., 1986); ademas, los machos tienen mas sinapsis axo-
espinales, mas densidad post-sindptica y sinapsis asimétricas que las hembras, aunque las

hembras presentan mas sinapsis simétricas (Guldner, 1982).

El NSQ es una estructura heterogénea que, a grandes rasgos se divide por la descripcién
y funcion de las neuronas localizadas en la parte dorsomedial (dm), también llamada Shell o
corteza, las cuales son productoras de AVP, mientras que en la parte ventrolateral (vl, nombrada
como core 0 meédula), son neuronas productoras del VIP y del GRP (Moga & Moore, 1997). Las
neuronas localizadas en la region dm poseen dendritas pequefias, mientras que las de la region
vl presentan dendritas largas que se extienden dorsoventralmente en el eje horizontal (Leak &
Moore, 2001).

Todas las neuronas del NSQ sintetizan GABA, sin embargo, la constitucion de esta
estructura es altamente heterogénea y compleja, pues también existen otros
neurotransmisores, hormonas y proteinas que han sido identificados en el NSQ. Las neuronas
de la zona dm presentan células IR a CALB, All y mENK y recibe informacion de fibras IR a
GAL y al VIP. Las neuronas de la zona vl sintetizan GABA, CALB, VIP, CARL, GRP y NT, y
recibe informacién de fibras que sintetizan NPY y 5HT (Abrahamson & Moore, 2001). Las fibras
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de AVP, All y mENK son densas en la region del shell, lo que sugiere la presencia de un circuito
local intrinseco para esta region, en contraste, las fibras de VIP y GRP se extienden a traves de
la region dm y vl, indicando circuitos densos de y entre ambas regiones; finalmente, las fibras
de somatostatina y sustancia P, sugieren que existen proyecciones desde la zona fronteriza a
la region dm (Abrahamson & Moore, 2001). En cultivos celulares de NSQ, el VIP y la AVP
muestran un patron de liberacidén circadiano con periodos que van de 22 a 27 h, ademas,
registros en células individuales del NSQ presentan un indice de disparo de aproximadamente

24 h, con un pico durante el dia subjetivo (Moga & Moore, 1997).

A pesar de que la mayoria de los estudios sobre la estructura y morfologia del NSQ han
sido desarrollados en machos, existen algunos que muestran diferencias sexuales. El analisis
microscoépico electréonico indica que el NSQ de la rata macho presenta mas sinapsis
axoespinales, sinapsis asimétricas y neuronas con mas nucléolos que el de las hembras; asi
como un volumen total mayor (Gulldner, 1983). Por otra parte, también se ha demostrado
dimorfismo sexual en la expresion del VIP (Krajnak et al., 1998) y en la actividad eléctrica de
las neuronas del NSQ, principalmente en el umbral para evocar potenciales de accion
dependiendo de la region del NSQ. De tal manera que durante la escotofase, las neuronas del
NSQ de machos, presentan umbrales de sus potenciales de accibn mas altos, indices de
disparo mas rapido y mayor amplitud, en comparacion con las hembras (Kuljis et al., 2013). Se
sabe que uno de los papeles del VIP tiene que ver con el acoplamiento entre las neuronas del
NSQ mediante diversos mecanismos (Welsh et al., 2010) y que, las diferencias en la actividad
eléctrica del NSQ entre machos y hembras podrian influir en las propiedades de los ritmos

circadianos, tales como la sincronizacién y los cambios de fase (Bailey & Silver, 2014).

La gran diversidad de poblaciones de neuronas del NSQ y los efectos sobre otras regiones
cerebrales, permite entender en general, el control de éste sobre distintos mecanismos
fisioldgicos ciclicos. Ademas, el NSQ recibe informacién del medio ambiente por vias aferentes
y transmite dicha informacion a otros sistemas mediante vias eferentes, las cuales pueden ser

humorales o neurales.




1.3.1. Aferencias y eferencias del nucleo supraquiasmatico: énfasis en la comunicacién
relacionada con el eje neuroendocrino reproductivo de hembras.

Actualmente se sabe que el NSQ presenta multiples vias de entrada y de salida, y de
acuerdo con la respuesta circadiana a estudiar, se conocen las relaciones directas e indirectas
del reloj bioldgico con el érgano o sistema efector. En esta seccion se describirdn brevemente
las principales vias aferentes y eferentes del NSQ con una profundizacion en aquellas que se

relacionan con la regulacién del eje neuroendocrino HHO.

Las tres principales vias de entrada del NSQ provienen de la retina (el RTH), el nucleo del
Rafé y la IGL; de tal forma que la informacion proveniente de la retina proporciona informacion
sobre el fotoperiodo, la entrada serotoninérgica proveniente del Rafé, modula la informacién
fética, y la que se origina desde IGL participa mediando la sincronizacion no fética (Moga &
Moore, 1997). Tanto el RTH como la IGL envian densas proyecciones sobre la region ventral
del NSQ, con una ligera inervacién sobre la subdivisién dorsal (Cassone et al., 1988), mientras
gue el Rafé inerva por completo al NSQ (Moore et al., 1978); tanto el nicleo medial como el
dorsal del Rafé, son la principal via serotoninérgica que inerva al NSQ. Una via indirecta
aferente que proviene del area retinorecipiente es la IGL, cuya inervacion es inmunorreactiva al
NPY (Card & Moore, 1984).

El RTH se origina desde un conjunto de células ganglionares de la retina conocidas como
células tipo Il y estan distribuidas a lo largo de toda la retina; estas células ganglionares son
pequefias y presentan extensas dendritas arboricolas con pocas ramas. Los axones
provenientes del RTH coinciden en la misma zona del NSQ donde se localizan neuronas del
VIP y del GRP (Abrahamson & Moore, 2001). De acuerdo con los primeros estudios, se habia
mostrado que existia una via desde el area geniculada ventrolateral (Swanson et al., 1974) y
posteriormente se reconocié que la IGL es una division morfolégica y funcional distinta, pues a
partir de ella se origina una segunda via indirecta hacia el NSQ, el tracto geniculo hipotalamico,
cuyas proyecciones se entrecruzan con las el TRH y liberan al NPY y al GABA sobre el NSQ
(Moore et al., 2001).

El NSQ también recibe entradas neurales desde otras regiones, como el MPO, la SPZ, el
PVT, el VMH, el ARC, el LS, el PPT, el PPN, el PB y ZI. En resumen, el NSQ recibe aferencias

desde la retina, el sistema limbico, el hipotdlamo, el nicleo del Rafé, el PVT y el sistema




extraretinal visual (por ejemplo, IGL); a su vez, éstas vias estan organizadas topogréaficamente
dentro del NSQ (Moga & Moore, 1997).

Al igual que con las vias aferentes, el NSQ proyecta hacia muchas regiones y generalmente
existe una correspondencia de las estructuras que envian hacia el NSQ con las fibras que el
nacleo proyecta. Mediante diversos estudios, se ha demostrado que algunas vias eferentes son
esenciales para ciertas funciones circadianas tales como ciclicidad del estro, produccién ritmica

de corticosterona y melatonina.

La proyeccién méas densa del NSQ es hacia la regién perisupraquiasmatica y la SPZ, la
primera se localiza inmediatamente alrededor del NSQ, mientras que la SPZ se extiende desde
la regién caudal del NSQ hasta la division magnocelular posterior del nucleo hipotalamico
paraventricular. Las vias aferentes del NSQ se continlan caudalmente por la SPZ y llegan al
DMV vy a la regién medial del VMH, el area hipotalamica posterior y el area gris periacueductal
(Moore et al., 2001). A su vez, unas cuantas fibras se continlan dorsal y lateralmente a través

de SPZy se introducen a la 1Z.

Existen otras cinco vias principales que surgen desde el NSQ, una de ellas es densa y viaja
en direccion dorsal hacia la linea media del tadlamo, desde donde inerva a los ndcleos talamicos
paraventriculares y parateniales. La segunda via se extiende de manera anterior-ventral y a las
regiones periventriculares del MPO, que incluyen al nacleo AVPV; ambas vias sintetizan AVP y
VIP (Buijs & Kalsbeek, 2001). Existen fibras que se dirigen rostralmente al LSV y al BSTc, otras
fibras se continlan caudalmente por el area retroquiasmatica y la region entre el VMH y ARC;
finalmente, hay una ligera proyeccion que atraviesa el LHA y llega a la IGL y al vLGN (Moore
et al., 2001).

Debido a que la region dm y la vl difieren en los péptidos y el patrén de vias aferentes, las
subdivisiones del NSQ tienen funciones diferentes dentro del sistema circadiano y la
organizacion de las vias aferentes depende de los circuitos locales en cada una de estas
subdivisiones, lo cual contribuye a la capacidad de adaptacion y la capacidad de procesar

informacion ordenadamente para el control de los sistemas efectores (Leak & Moore, 2001).

El NSQ proyecta hacia areas del cerebro que estan involucradas en la reproduccion, tal

como el area medial predptica y células positivas a GnRH (Van Der Beek et al., 1997). Por




medio de seguimiento anterégrado, se ha demostrado que las neuronas del NSQ proyectan
eferencias que sintetizan al VIP, directamente sobre las neuronas de GnRH (de la Iglesia et al.,
1995). EI NSQ presenta conexiones con células estrogénicas del area media predptica (Watson
et al., 1995) y con neuronas productoras de GnRH (de la Iglesia et al., 1995; Van Der Beek
et al., 1997), de tal forma que existen por lo menos dos vias de comunicacion desde el NSQ
hacia las neuronas de GnRH.

La ruta directa es mediante las neuronas que sintetizan al VIP y proyectan sobre las de
GnRH que expresan al receptor de VIP, el VPAC2R (Watson et al., 1995; Van Der Beek et al.,
1997; Smith et al., 2000). Ademas, se ha visto una correlacion de expresion de c-Fos en las
neuronas de VIP con el aumento de la LH (Lee et al., 1990; Van Der Beek et al., 1994). Asi
mismo, la administracion de VIP promueve la actividad eléctrica en las neuronas de GnRH
cuando hay presencia de E2 y se presenta un pico de actividad eléctrica en el instante proximo
al pico de la LH (Christian & Moenter, 2008). La via indirecta es mediante las neuronas de la
AVP gue se localizan en la region vl del NSQ y proyectan hacia el AVPV, que a su vez proyecta
sobre las neuronas de GnRH (de la Iglesia et al., 1995; Leak & Moore, 2001; Kriegsfeld et al.,
2004). Las neuronas del AVPV expresan un subtipo de receptor para AVP, el Vla, el cual
presenta un incremento en su expresion cuando hay presencia de E2 (Kalamatianos, et. al,
2004). Por otra parte, se ha observado que las ratonas mutantes del gen Clock no presentan el
pico preovulatorio de la LH pero, si se administra la AVP centralmente durante la tarde, es

posible generarlo (Miller et al., 2006).

El nacleo DMH es una regién importante para la reproduccion, pues ademas de su alto
contenido de neuronas que expresan a la GnlH, recibe proyecciones de las dos principales
regiones del NSQ, aunque principalmente de la zona ventrolateral (Gibson et al., 2008). Cuando
se administra el VIP se disminuye la actividad celular de las neuronas de GnlH, pese a que
estas neuronas no expresan receptores para el VIP, lo que sugiere que son reguladas por el

reloj circadiano mediante una via alternativa, quiza por interneuronas (Russo et al., 2015).

Por otro lado, las neuronas de kiss1l adoptan roles funcionales diferentes en los nucleos
AVPV y ARC, en los cuales su respuesta es sensible a los estrégenos, manteniendo una
regulacion tanto de retroalimentacion positiva y negativa, respectivamente (Tomikawa et al.,

2012). En resumen, las redes existentes de las proyecciones neuronales entre el NSQ y los




nucleos hipotalamicos reproductores como el POA, el ARC, el AVPV y el DMH, estarian
participando mediante interacciones con el marcapasos central para asegurar una optima

funcionalidad reproductiva (figura 6) (Putteeraj et al., 2016).
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Figura 6. Interacciones entre el NSQ y los componentes del eje HHO. La parte vl del NSQ sintetiza al
VIP y la regiéon dm porsee neuronas que sintetiza AVP, las neuronas VIP proyectan hacia el POA sobre
las neuronas que producen GnRH, mientras que las de AVP proyectan sobre neuronas de Kiss1 en el
AVPV. Las neuronas que produen GnlH en el DMH inhiben a las de GnRH y a las de Kiss en AVPV y el
ARC, ademas, las neuronas en AVPV son estimuladas por el GLU e inhibidas por el GABA. La GnRH
se libera sobre la ME para producir la secrecion de la LH y la FSH desde la hipdfisis, lo que inducira la
gametogénesis y esteroidogénesis en el ovario, el cual secreta E2 de manera ciclica, aumentando
gradualmente durante las estapas del cilco estral [metaestro (M), diestro (D), proestro (P) y estro (E)].
Tanto las neuronas del ARC como las del AVPV expresan los ER. Las lineas continuas indican
regulacion directa, mientras que las punteadas, indican una indirecta. Figura modificada de Putteeraj
et al., 2016.




1.3.2. Bases moleculares de la generacién de los ritmos circadianos

Diversos experimentos realizados en Drosophila y ratones, permitieron identificar las
caracteristicas principales sobre el funcionamiento del reloj circadiano en animales y
posteriormente conocer los componentes del reloj circadiano en mamiferos. Existen
componentes moleculares principales que, en interaccion entre un asa de activacion y una de
inhibicidn, generan oscilaciones ritmicas de aproximadamente 24 horas, los elementos positivos
o activadores, son los genes Clock y Bmall, mientras que los elementos del asa de inhibicion

(negativos) son los genes Pery Cry.

Tanto las proteinas CLOCK como BMAL1 son factores de transcripcion que poseen
dominios funcionales del tipo bHLH y PAS (Takahata et al., 1999), que al formar heterodimeros
se vuelven un complejo activo capaz de unirse a la secuencia promotora (CACGTG) conocida
como caja E (E-box), la cual esta presente en los genes Per (Perl, 2y 3)y Cry (Cry 1y 2), asi
como en otros genes controlados por el reloj (CCG) (Gekakis et al., 1998). La activacion de Per
y Cry por el heterodimero CLOCK:BMALL1 inicia la expresion de proteinas que estan
involucradas en las asas de retroalimentacion positiva y negativa (Pando & Sassone-Corsi,
2001). La acumulacion de PER en el citoplasma esta regulada por la unién con CRY y por el
estado de fosforilaciéon, lo que permite su translocacién al nacleo para interferir con la actividad
de los dimeros de CLOCK:BMAL1, regulando negativamente el asa al inhibir su propia

transcripcion (Kume et al., 1999).

El gen Perl y 2 que codifica a la proteina PER1 y 2 respectivamente, presenta un ciclo
ritmico de sintesis, el cual se encuentra en antifase con la oscilacion de Bmall (Oishi et al.,
1998a). El pico maximo de la oscilacion de PER1 ocurre durante el dia y decae en la noche;
mientras que la expresion de Clock es constante (Shearman et al., 1999), por lo que BMALL1 es
el factor limitante del heterodimero CLOCK:BMALL1 y su acumulacion activa la transcripcion de
Per y Cry. Los dimeros formados por PER y CRY son fosforilados por las CKle/é para su

posterior translocacién al nucleo (Akashi et al., 2002).

Cuando los heterodimeros de CLOCK:BMALL1 activan la transcripcion de Per y Cry, también
activan la transcripcion del gen del receptor huérfano nuclear Rev-Erbe, el cual reprime la

transcripcion de Bmall mediante su accion sobre el elemento de respuesta Rev-erb/ROR




(Preitner et al., 2002); de esta manera, cuando los niveles de Bmall decaen, los niveles de Per

y Cry estan elevados.

De acuerdo con la dinamica de las asas de regulacion del reloj molecular (figura 7A), es
posible observar en un perfil diario en antifase de los elementos principales que la conforman,
es decir, cuando PER y/o CRY estan en su méaxima expresion, entonces BMALL esta en la
minima y vicercersa (figura 7B). En un fotoperiodo LO 12:12, los perfiles diarios de las proteinas
en el NSQ presentan fases maximas de expresion distintas a las de sus genes. Para PER1 se
ha reportado que la proteina comienza a elevarse al final de la fotofase y alcanza su maximo
nivel en la transicion de la luz a la noche (apagado de las luces) y declina hacia el final de la
escotofase, por lo que la minima expresion de células IR ocurre durante la transicién de la noche
al dia (encendido de las luces); ademas, el ritmo de PERL1 tiene un desfase de retraso de 6-8
horas con respecto al mMRNAde Perl (Yan et al., 1999; Field et al., 2000).
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Figura 7. Asas de regulacion del reloj molecular y expresion en antifase de PER1 y BMALL. El
heterodimero de CLOCK/BMAL1 se une a la region promotora de los genes Per y Cry y otros genes
controlados por reloj (Gcr) responsables de las vias eferentes del reloj. Las proteinas PER y CRY se
acumulan en el citoplasma donde se fosforilan (P) y translocan para inhibir su propia transcripcion. Las
lineas punteadas indican los mecanismos reguladores positivos (verdes) y negativos (negros), de tal
forma que BMALL1 es regulado positivamente por RORa y negativamente poro REV-ERa (A), figura
modificada de Juarez-Tapia & Miranda-Anaya, 2016. La dinamica del reloj molecular ocurre cada 24 h
aproximadamente y debido a la inhibicién/trasnscripcion de los elementos positivos y negativos, se
puede apreciar la expresion ritmica de PER1 (en verde y mPer en lineas punteadas) y de BMAL1 (en
rojo y lineas mBmall en punteadas) en antifase (B), figura modificada de Morse & Sassone-Corsi, 2002.




Por otra parte, bajo un fotoperiodo LO 12:12, se ha observado que en la rata, el perfil diario
de BMALL1 en el NSQ alcanza su pico maximo a mitad de la noche (ZT18) (Tamaru et al., 2000),
y que el comportamiento ritmico en antifase entre PER1 y BMAL1 no es exclusivo del NSQ,
sino que también se presenta en otros 6rganos como el corazon, rifidn y pulmon (Oishi et al.,

1998a) e incluso, en diferentes regiones del cerebro (Chun et al., 2015).

1.3.3. Fototransduccion en el nucleo supraquiasmatico

Una caracteristica fundamental del sistema circadiano es la capacidad de ser sincronizado.
En los mamiferos, la luz es el sincronizador mas potente y la informacion fética que llega a la
retina viaja a traves del RHT y llega directamente sobre el NSQ. Para que la luz sea recibida se
requiere de la existencia de elementos especializados capaces de detectar dicha sefial, los
fotorreceptores retinianos clasicos son los conos y los bastones, que poseen pigmentos
basados en la opsina y permiten la percepcion de la luz; sin embargo, respuestas tales como
cambios de fase inducidos por la luz y la inhibicién de la produccién nocturna de melatonina son
mediados por otros fotopigmentos. En las células ganglionares de la retina se han hallado
células IR y con expresién génica de melanopsina, lo cual sugiere que se trata de
fotorreceptores circadianos, por lo que han recibido el nombre de células ganglionares retinales
intrinsecamente fotosensible que contienen melanopsina (ipRGCs) (Hattar et al., 2002; Schmidt
et al., 2011). Los criptocromos también han sido sugeridos como fotorreceptores dentro del
sistema circadiano (Thresher et al., 1998), pues se ha observado que contribuyen a la amplitud

de la fototransduccién retiniana, aunque no son estrictamente necesarios.

La transduccion de la sefal fética dentro del NSQ comprende diversos procesos que
permiten la generacion de respuestas ritmicas. Cuando la sefial luminica llega a la retina, esta
es detectada por células gue transmiten la informacion a través del RTH hacia la regiéon ventral
del NSQ, donde libera al GLU y al PCAP (Chen et al., 1999; Hamada et al., 1999). El GLU actua
mediante sus receptores en el NSQ y sus respuestas dependen del tiempo circadiano al que se
aplica el estimulo. Durante el inicio de la noche subijetiva, la exposicion a la luz provoca un
retraso de fase a través de la respuesta de los NMDA, los cuales inducen el flujo de calcio
intracelular via los receptores de rianodina (Ding et al., 1998). Las acciones del Ca* activan

complejos como calmodulina/calcio, las cinasas MAP, asi como la fosforilacion de CREB lo que
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conlleva a la expresion génica por la via de Ca/CREs, en particular del gen perl (Gillette &
Tischkau, 1999).

Cuando la exposicion a la luz ocurre durante el final de la noche, provoca avances de fase,
lo cual parece ser controlado por el GLU y su receptor NMDA mediante la produccion de 6xido
nitrico (NO), el cual activa la forma soluble de la guanilato ciclasa (sGC) y por lo tanto, se da la
activacion de la cinasa dependiente de cGMP (PKG); de esta forma, se sugiere que la via
implicada durante el final de la noche para los avances de fase es sGC-cGMP-PKG (Golombek
et al., 2004). Asi, el NSQ es sensible a los analogos del cGMP so6lo durante la noche subijetiva,
es decir, durante la ventana temporal en donde se pueden presentar avances de fase; tal
activacion se presenta en antifase con la activacion del cAMP, la cual induce cambios de fase

cuando el estimulo es aplicado durante el dia subjetivo (Golombek & Rosenstein, 2010).

A nivel del NSQ, se ha identificado que c-fos es inducido 30 minutos después de un pulso
de luz y su respuesta declina gradualmente (Kornhauser et al., 1990). La via por la cual se
presenta la expresion de c-fos es mediante CREB, pues cuando se fosforila por respuesta ante
el estimulo luminoso, la proteina se une al sitio CRE dentro del gen de c-fos activando su
transcripcion (Ripperger & Brown, 2010), por lo que, aunque este gen de expresién temprana
ha sido empleado para el estudio de los efectos de las luz a nivel de la maquinaria molecular

del reloj.

El gen Per también es inducido 1- 2 h después de un pulso de luz, Perl se induce al inicio
y al final de la escotofase, mientras que la induccion de Per2 se restringe al final de la fotofase
(Yan & Okamura, 2002); sin embargo, existe discrepancia sobre la fotoinduccion de Per2, ya
gue pueden deberse al método experimental usado. La induccion de los genes de Per tiene una
relacion directa con la generacion de los cambios de fase, pues el Perl posee un sitio CRE
funcional en su region reguladora, el cual es un sitio donde se une el factor de trascripcion
CREB (Travnickova-bendova et al., 2002).




2. ANTECEDENTES

2.1. Efectos de los estrogenos sobre el sistema circadiano en hembras

Este tema sera dividido en dos antecedentes principales: los efectos de los estrogenos
sobre la actividad locomotriz en hembras y los estudios realizados a nivel de la maquinaria
molecular del reloj circadiano. Una de las primeras investigaciones acerca del papel de los
estrogenos en la fisiologia circadiana fue hecha en hamster, registrando los movimientos
mediante rueda de actividad (Morin et al., 1977), en la que se demostré que la administracion
continta de estradiol exdégeno tiene influencia sobre el ritmo circadiano de actividad locomotriz,
de tal forma que reduce el valor T en oscuridad constante y genera un avance en el y durante
un fotoperiodo de LO 12:12, por lo que el inicio de su actividad se anticipa al sincronizador.
Ademas, en condiciones constantes de LL, la administracion de capsulas de estradiol evita la
desfragmentacion o biparticion del ritmo de actividad locomotriz en dos componentes
(fenébmeno llamado como splitting) en hembras de hamster OVX, pero no en machos (Morin &
Cummings, 1982); por lo que el estradiol, ademas de tener efecto sobre t, también lo hace sobre
la sincronizacion fética. Sin embargo, otro estudio en ratones reportd que, la eliminacion de las
gonadas genera cambios diferentes entre sxos: en machos aumenta el valor de t y disminuye
la cantidad y la duracion de la actividad locomotriz, mientras que en hembras s6lo disminuye la
actividad (lwahana et al., 2008).

En ratas, los registros con rueda de actividad a lo largo del ciclo estral, tanto en libre curso
como en sincronizacion (LO 14:10), demuestran que durante el proestro y el estro hay mayor
cantidad de actividad y el valor de t es menor en comparacion con el metaestro y el diestro
(Albers, 1981). En hembras de hamster hay aumento en la actividad locomotriz durante el estro
y el proestro (Moore & Eichler, 1972) y también en el roedor diurno Octodon degus (Labyak &
Lee, 1995).

El uso de organismos genéticamente modificados ha sido otra linea de investigacion que
ha permitido explorar los efectos de los estrégenos sobre los ritmos circadianos. El primer
estudio reveld que tanto machos como hembras WT aumentan su actividad locomotriz después
de la administracion de BE, lo cual también ocurrié en los BERKO, pero no en los machos de

aERKO; por otra parte, en ambos organismos KO, s6lo en hembras aumenté la actividad en




campo abierto. Con base en estos resultados se concluye que en ambos sexos la actividad

en rueda es mediada principalmente por el ERa (Ogawa et al., 2003).

En otro estudio, se caracterizo la interaccion de los estrogenos y la ritmicidad circadiana
usando ratones (machos y hembras) aERKO y ratones NERKI, los cuales son incapaces
de responder mediante “la via clasica” de los RE, pero si mediante la via “no clasica”. Ambos
modelos mantienen la funcionalidad de sus REB. Tanto NERKI como aERKO presentaron
menor actividad en rueda de actividad durante la escotofase, tal fenomeno fue mas
significativo en las hembras. Por otra parte, después del apagado de las luces, los ratones
macho NERKI iniciaron su actividad mas tarde y en OO el ritmo circadiano de actividad
incremento su t. En hembras aERKO aumento la duracion de la actividad en OO, mientras
que en machos oERKO ocurrio en LL. Este estudio propone la participacion de los
estrogenos ante la respuesta a la luz a nivel del NSQ mediante una cascada de sefializacién

intracelular (Blattner & Mahoney, 2012).

Los efectos de la luz sobre el NSQ ha sido uno de los mecanismos de entrada al reloj
circadiano mas estudiado. El efecto del estradiol sobre la foto induccion a nivel del NSQ
aumenta la respuesta de células IR-C-FOS e IR-p-CREB (Abizaid et al., 2004), asi como en
condiciones de LO (Peterfi et al., 2004). El cambio conductual de la respuesta a la luz en
diferentes horas del dia permite la construcciéon de la CRF, la cual es un método que explora
la sensibilidad a la luz (o a cualquier sincronizador) del sistema circadiano. Este método ha
sido empleado para conocer los efectos de los estrogenos a nivel de la integracion a la
sensibilidad luminica en ratones (machos y hembras) ArKO, los cuales tienen una
deficiencia funcional en el gen cyp49, por lo que no pueden producir la enzima citocromo
P450 y por lo tanto son deficientes en estrogenos. Los resultados obtenidos indican que en
machos WT, el inicio de la actividad y la actividad total diaria disminuyen, mientras que t
aumenta cuando son GDX. En hembras también disminuye el total de actividad, pero el
valor de T no cambia y presentan un avance de fase mas largo al comienzo del dia subjetivo
después de la OVX; asi mismo, las hembras ArKO/OVX presentan retraso en el inicio de su
actividad (Brockman et al., 2011).

Un estudio reciente caracterizé la CRF en ratones machos y hembras «ERKO y NERKI

y se obtuvo que las hembras silvestres WT tuvieron un mayor retraso de respuesta a la luz
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y un adelanto de fase menor que las aERKO; mientras que en machos, los ratones ERKI
presentaron un mayor adelanto con respecto a los WT y los aERKO, por lo que la
sefalizacion estrogénica tiene un papel sobre la respuesta a la luz en el sistema circadiano
(Blattner & Mahoney, 2013). Posteriormente se observo que las hembras WT- OVX, aumentan
su actividad mas que las aERKO después de una dosis alta de E2; ademas, las WT, cERKO y
NERKI OVX, inician antes su actividad con la administracion de E2 y sélo en las WT hay una
disminucién de t y una mayor respuesta en el adelanto de fase mediante el analisis de la CRF.
Estos resultados sugieren que el REPB también tiene una participacion en las respuestas del

sistema circadiano (Blattner & Mahoney, 2014).

En un estudio que tuvo como objetivo determinar el efecto de la activacion de los ER en los
patrones diarios de actividad, mediante el registro de ésta por medio de la rueda de actividad,
se demostro que la activacion del ERB modificé la distribucion del perfil diario de actividad y un
adelanto en el inicio de ésta; mientras que la activacion del ERa aumento la amplitud de la
actividad. Con base en estos resultados, la activacion de ERa incrementa la magnitud de la
actividad, mientras que la del EBp controla la fase y la distribucion temporal de la actividad
(Royston et al., 2014).

Se ha descrito, a nivel del NSQ, que una inyeccion de 20ug E2 aumenta la expresion del
MRNA de la conexina 32 (Shinohara et al., 2000) y la conexina 36 (Shinohara et al., 2001),
proteinas implicadas en las uniones gap. Recientemente, usando registros electrofisiolégicos in
vitro de tejido del NSQ de rata, se observé que el E2 aumenta la excitabilidad neuronal mediante
el aumento de la frecuencia de disparo y la despolarizacion neuronal (Fatehi & Fatehi-
Hassanabad, 2008). Por otra parte, el aumento de E2 durante el desarrollo folicular promueve
las formaciones sinapticas entre el NSQ y las neuronas liberadoras de GnRH (Morin & Allen,
2006). Estos estudios sugieren que los estrdgenos participan en el acoplamiento de las

neuronas que constituyen al NSQ.

Las investigaciones de Nakamura y cols., han demostrado que en el NSQ de ratas tratadas
con E2, el mMRNA de Cry2 disminuye en dos puntos temporales (ZT6 y ZT18) (Nakamura et al.,
2001). Ademas, en el mRNA de Per2 se presentd un adelanto de fase y una tendencia a
disminuir los niveles durante la noche subjetiva (Nakamura et al., 2005). Al siguiente afo,

reportaron que la expresion de PER2 tuvo un incremento en el ndcleo medial de la amigdala
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durante el proestro, el cual disminuyé gradualmente y presentd un retraso de fase entre el
proestroy el diestro; sin embargo, no hay cambios en la expresién a nivel del NSQ (Perrin et al.,
2006). En otro estudio con ratones knockin en PER2 que poseen un promotor de luciferasa
(PER:LUC), cuyas células del NSQ se analizaron por medio de cultivos celular, se demostro
gue la administracion de E2 no altero el valor de ten la expresion de PER2 (Nakamura
et al.,, 2008). Por otra parte, en cultivos de NSQ de hembras de raton, no se observan
cambios en la bioluminiscencia de PER2 entre el proestro y el metaestro (Nakamura et al.,
2010), por lo que concluyen gque no existe una retroalimentacion directa entre el NSQ y los
estrogenos ovaricos. Contradictoriamente, Gery y cols. demostraron en una linea celular
de cancer de mama (MCF-7), que el E2 aumenta los niveles de mRNA de Per2 via el
ERa (Gery et al., 2007). En un estudio reciente, se observo que en el cultivo del tejido de
NSQ de ratas, el pico de expresion de PER2 varia un poco con respecto a la etapa del ciclo
estral (diestro ZT13, proestro ZT15, estro ZT14, metaestro ZT12) y este valor es distinto en

ratas OVX (ZT9), el cual es ademas, similar al de machos intactos (Sellix et al., 2013).

En otros tejidos, como en el utero, el E2 acort6 el t de Per2 (Nakamura et al., 2008);
mientras que el ritmo de Per2 en higado y rifidbn se modificé en ratas OVX (Nakamura et al.,
2005). Las diferencias observadas a nivel del reloj molecular podrian deberse en parte a los
diferentes ER, pues en el NSQ de hembras se expresa principalmente el ERp (Vida et al.,

2008), mientras que en higado, rifidn y Gtero, predomina el ERa (Nakamura et al., 2005).

Hasta el momento, algunos efectos de los estrégenos resultan contradictorios, pues
mientras ciertas investigaciones apuntan que no hay efectos en t y en la actividad en
modelos muridos de machos GDX (Hummer etal., 2012), ni que tienen un papel
fundamental en la funcion de los ritmos circadianos (Blattner & Mahoney, 2013), otras
demuestran que si (Blattner & Mahoney, 2012; Hummer et al., 2012). Con respecto a las
hembras, cuando son OVX aumenta el valor de su t (Morin et al., 1977); sin embargo, en
hembras «ERKO y NERKI, las cuales son incapaces de responder al estradiol circulante
mediante el ERa, no hay cambios en su t (Blatther & Mahoney, 2012). Inclusive, se ha
sugerido que los ER no tienen un papel importante en el NSQ (Butler, at. al, 2012; Nakamura
et al.,, 2010, 2008). Vale la pena considerar que en los ratones machos hay una mayor

cantidad de receptores a andrdgenos que las hembras (lwahana et al., 2008); mientras que
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en las hembras son mas abundantes los ERp (Vida et al., 2008), lo que permite pensar que el
papel de los estrogenos es dependiente del sexo y por eso son comprensibles las diferencias

obtenidas entre los estudios.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las hormonas ovéricas influyen en las respuestas conductuales y fisioldégicas que estan
bajo el control del sistema circadiano. Los mecanismos que subyacen esta relacion
recientemente comienzan a ser explorados. Se sabe que, en las hembras del raton, una
deficiencia en la sefializacidén de esteroides induce cambios en el periodo y en el perfil diario de
actividad locomotriz (lwahana et al., 2008); es de suponer que en las hembras de Neotomodon
exista un efecto similar y que, en parte, las posibles diferencias pudieran estar relacionadas con
la sefializacion de estrogenos a nivel del ndcleo supraquiasmatico. Asi mismo, se sabe que en
el ratdén, la ovariectomia aumenta la expresion de ER (Vida et al.,, 2008), mientras que el
estradiol incrementa la expresion de C-FOS y del P-CREB (Abizaid et al., 2004), ambas
proteinas implicadas en la expresion génica de PER. Por otra parte, el uso de la rueda de
actividad altera la medicion de variables ritmicas (Novak et al., 2012) y el registro de actividad
en Neotomodon alstoni es muy claro sin necesidad de emplear la rueda para la obtencién de
actogramas (Fuentes-Granados et al., 2010), graficas indispensables para el andlisis de los
ritmos circadianos.

En el presente proyecto se plantearon las siguientes preguntas de investigacion:

¢ Existe influencia endocrina del ovario en la expresién del ritmo circadiano de actividad
locomotriz y la sincronizacion fotica en Neotomodon alstoni?, de ser asi ¢es posible observar
esta influencia a nivel de la expresion de las proteinas de genes de reloj PER1 y BMALL en el
NSQ?

Lo anterior representa una contribucion original respecto al entendimiento de los efectos de
los estrégenos sobre el sistema del reloj circadiano en esta especie, asi como una referencia
para comparar si la interaccion pudiera ser comun entre roedores muridos, en donde no existe

influencia de la rueda de actividad.




HIPOTESIS

Si en Neotomodon alstoni, los estrogenos ovéricos influyen en la regulacion circadiana de
la actividad locomotriz, entonces la ausencia del ovario aumentara t, asi como la expresion de
proteinas de reloj, PER1 y BMALL en el NSQ, en correlacién con un aumento en la expresion
de ERp.

OBJETIVOS
General: Determinar si en ratones de Neotomodon alstoni existe influencia del estrégeno
ovarico hacia el NSQ mediada por receptores a estrégenos.

Particulares:

1. Caracterizar los cambios en el ritmo de actividad locomotriz con respecto a las etapas
del ciclo estral en LO 12:12

2. Caracterizar los cambios producidos por la OVX en:

2.1. el periodo del ritmo circadiano (t) de la actividad locomotriz y en el perfil de actividad,

en condiciones de oscuridad constante y durante la sincronizacién en LO12:12.

2.2. la respuesta de cambio de fase del inicio de actividad ante pulsos de luz blanca de
1h.

2.3. determinar el perfil diario de la expresion de ERB, PER1 y BMAL1 en NSQ en

animales sincronizados a fotoperiodo.

3. Determinar el efecto de la aplicacion exdégena de 50 ug de BE sobre:
3.1. la expresion de PER1 y BMAL en el NSQ alrededor de la fase en que exista mayor
presencia de PERL.
4. Proponer una correlacion entre: los cambios observados en la expresion de PER1 y
BMAL1 en NSQ con respecto a los cambios observados en las propiedades del ritmo de

actividad locomotriz.

3. METODOLOGIA

Mantenimiento de animales: Se usaron hembras adultas Neotomodon alstoni (n=30) de 6-8

meses de edad, criadas en el bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Las ratonas se




colocaron individualmente en cajas de acrilico bajo un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 de
oscuridad (LO 12:12) a una intensidad de 200-250 Ix, con encendido de luces a las 06:00 h y
apagado a las 18:00 h, a temperatura ambiente de 23-26°C. Las ratonas fueron alimentadas
con nutricubos estandar para roedor (Rodent Laboratory Chow 5001, Purina) y agua ad libitum.
La manipulacién de las ratonas se realizé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
1999 y la guia para cuidado y uso de animales de laboratorio NIH y bajo la supervision

profesional del MVZ, responsable del Bioterio de la Facultad de Ciencias.

Registro de actividad locomotriz y pulsos de luz: las hembras se colocaron individualmente
en cajas de vidrio de 30cm x 18cm x 20cm con tapa de acrilico desmontable. Lateralmente
sobre las cajas se monté el sistema de sensores infrarrojos. Cada interrupcion generada por el
desplazamiento del roedor fue almacenada a una frecuencia de muestreo de 10 minutos con el
programa ACTIBIO (F. Psicol. URIDES-F. Ciencias, UNAM).

Citologia vaginal y concentracion de estradiol en plasma: con el fin de conocer la
regularidad del ciclo estral en las hembras de N. alstoni (n=10) y su relacion con la cantidad de
E2 en plasma en las diferentes etapas del ciclo estral, se tomaron muestras de epitelio vaginal
durante 20 dias en el mismo intervalo horario (ZT12-16). La apertura vaginal se humedecia con
solucion salina (NaCl 0.9%) y mediante un asa bacteriologica esterilizada, se colectaron las
muestras del epitelio vaginal y se colocaron en portaobjetos, fueron tefiidos mediante
hematoxilina-eosina y examinados bajo microscopio 6ptico con el objetivo de 10 X (Zeiss,
AX10). La identificacion de las etapas del ciclo estral de acuerdo con la presencia de leucocitos,
células nucleadas y cornificadas (Felicio et al., 1984). Una vez que la etapa fue determinada y
bajo previa anestesia con isofluorano (Dorin, Halocarbon Labs, USA), se tomaron muestras
sanguineas mediante puncion del seno orbital mediante tubos capilares heparinizados, los
cuales se centrifugaron a 3,500 rpm durante 5 min para la obtencién de un volumen aproximado
de 250ul de plasma. Las concentraciones de estradiol fueron cuantificadas mediante
radioinmunoanalisis (RIA) con el equipo Compugamma gamma counter modelo 1282 (LKB-

Wallac) en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Ovariectomia bilateral: la cirugia se realiz6 en un ambiente aséptico y bajo la supervision de
un médico veterinario. Se eligieron hembras en la etapa del diestro; las ratonas fueron

anestesiadas con ketamina/xilacina (0.05 mg/50 g) y se realizaron dos cortes laterales a la
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columna vertebral para extraer ambos ovarios. Las incisiones fueron suturadas con hilo
absorbible en el musculo e hilo estéril en la piel. A otro grupo de ratonas, se les realizé el mismo
procedimiento quirdrgico, pero sin extirpar los ovarios, conformando al grupo de cirugia
simulada (grupo sham). Después de la cirugia, las ratonas se mantuvieron en recuperacion por
lo menos durante 20 dias, en los cuales se les observaba y limpiaba con frecuencia las suturas

para su correcta cicatrizacion.

Inmunohistoquimica: las ratonas fueron sacrificadas mediante una dosis de 1ml/Kg de
pentobarbital sédico a una concentracion de 6.6g/100ml (Cheminova ®) para su posterior
perfusion intracardiaca con PBS-Paraformaldehido al 4%. Después, se obtuvieron los cerebros
y se fijaron durante 24h en paraformaldehido, 24h en solucién de glucosa al 10%, 24h en
solucion de glucosa al 20% y 24h en solucion de glucosa al 30%. Los cerebros fueron
embebidos en un medio crioconservador (Tissue-Tek®) para la obtencién de los cortes del NSQ
(30 micras) con un criostato (Leica, CM1860). Las series de los cortes se colocaron en pozas
de plastico (USA Sci) sumergidas en solucion anticongelante a una temperatura de -20°C hasta

Su posterior uso.

Para el tratamiento de los cortes en inmunohistoquimica (IHQ) por flotacion, se realizaron
3 lavados en PBS-tween20 (0.1%), una vez concluidos los lavados se colocaron durante 2h en
BSA+PBS-tween20 y los cortes se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario
policlonal de PER1 (Novus Biologicals NB300-564, dilucion 1:200), BMAL1 (Abcam ab3350,
dilucion 1:200) o ERp (Santa Cruz Biotechnology SC8974, dilucion 1:50). Posteriormente se
lavaron 3 veces con PBS-tween20 (0.1%) y se colocaron durante 2h en anticuerpo secundario
biotinilado (antirabbit IgG H+L vector®, BA1100,). Finalmente, las rebanadas se revelaron con
el kit de diaminobencidina (vector® estandar ABC, SK-4100) y se montaron en portaobjetos
gelatinizados y se dejaron secar durante 48 h, posteriormente se les coloco solucion de montaje
y cubre objetos para ser observados al microscopio 6ptico (Zeiss AX10) y fotografiados con una

camara digital (Axiocam ERc5S) y colectadas mediante el programa AxioVisio 4.8.3.

Estradiol exégeno: Dos grupos de hembras OVX (n=4 para cada grupo), fueron mantenidas
en LO 12:12 durante al menos 30 dias y se les inyecté de manera subcutdnea 50ug de BE

(sigma-Aldrich®, E8515) (Legan et al., 1975) o vehiculo (aceite vegetal de ajonjoli) durante el




ZT16. Las ratonas fueron sacrificadas por perfusion intracardiaca 11 horas después (ZT3), pues
de acuerdo con un andlisis previo se determiné que en N. asltoni, se alcanza la méaxima
concentracion de E2 en plasma después de 4 horas (ver anexo 3) y se consideraron las 6 horas
gue transcurren en la expresion de gen a proteina. Una vez sacrificadas se obtuvieron y fijaron
los cerebros para su posterior procesamiento mediante IMQ de las proteinas PER1, BMAL1 y
ERa.

Disefio Experimental:

1. Un grupo de hembras adultas (n=10) fueron mantenidas en fotoperiodo LO 12:12, con
encendido y apagado de las luces a las 6:00 y 18:00 h, respectivamente. Entre el ZT12-16 se
tomaron las muestras del epitelio vaginal; asi como las muestras de sangre para la

cuantificacion de E2 en las 4 etapas del ciclo estral: metaestro, diestro, proestro y estro.

2. Para conocer los efectos de la OVX sobre los parametros de la actividad locomotriz
circadiana y sobre la sincronizacion y sensibilidad fética, se registraron a las hembras en
fotoperiodo LO12:12 durante al menos 30 dias, posteriormente se pasaron a OO con un foco
de luz roja tenue (3 lux) durante 30 dias. Bajo estas condiciones se les aplicé un pulso de luz
(1h, 300 Ix) en la zona de retrasos (CT14) y zona de adelantos (CT22) y se mantuvieron en libre
curso nuevamente durante 15 dias mas. El protocolo anteriormente descrito se realizd en el
grupo de hembras intactas, hembras con cirugia sham y OVX. Finalmente se sometieron de

nuevo a una sincronizacion fotica de LO 12:12 (figura 8).
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Figura 8. Linea temporal que esquematiza el protocolo y la progresion del registro del ritmo de actividad
locomotriz libre en las hembras de N. alstoni en las diferentes condiciones de iluminacion. La linea roja
indica el momento en el cual se llevé a cabo la OVX, cirugia sham o ningun procedimiento. Los focos se
refieren al pulso de luz.

Con el fin de evitar los posibles artefactos ocasionados por la manipulacion de los
animales para la toma del frotis vaginal, los registros de actividad fueron hechos en
condiciones sin intervencion para cada uno de los grupos de hembras (intactas, sham y

OVX) y posteriormente, los frotis se hicieron fuera de registro.

3. Para conocer el efecto de los estrégenos sobre el perfil diario de las proteinas PER1,
BMAL1y ERp en el NSQ, se usaron los cerebros de las hembras sham (en diestro) y OVX,
los cuales fueron obtenidos mediante perfusion intracardiaca en los ZT4, 9, 13, 18 y 23. Se
cuantifico la expresion de las proteinas mediante el conteo de células con reactividad o en
su defecto por la densidad Optica de la reaccién inmunohistoquimica. Una vez obtenido este
resultado se aplicé una inyeccién subcutanea de BE y/o vehiculo a hembras OVX en el
ZT16, elegido por los resultados obtenidos en el perfil diario. Luego y conforme a la
elevacion de la expresion de PER1, los animales se sacrificaron en el ZT3, permitiendo que
el BE alcanzara su maxima concentracion en el plasma (ver anexo 1) y de esta forma,
asegurar la expresion de las proteinas para analizar de nuevo la localizacion y cuantificacion
de PER1 y BMAL1 en NSQ mediante inmunohistoquimica (figura 7).
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Figura 9. Protocolo para caracterizar los efectos del BE en el NSQ. Se indica la determinacién del perfil
diario de PER1, BMALL1 y ERp por IMQ en hembras OVX y sham (A). Se indica el momento en que se
aplico el BE para conocer los efectos sobre la expresion y localizacion de PER1 y BMALL1 (B).

Analisis de datos: Los resultados obtenidos de los frotis vaginales se graficaron de acuerdo a
la progresion de la presencia de los diferentes tipos celulares (Takasu et al., 2015). Para la
obtencion de 1, se analizaron durante 10 dias consecutivos mediante el periodograma de Lomb-
Scargle con el programa de Chronosfit® (Zuther y Lemmer, 2004), se consideraron los periodos
circadianos e infradianos significativos (P < 0.05). Para reconocer algun cambio de acuerdo con
el ciclo estral. La amplitud y acrofase en LO 12:12, asi como el y entre el inicio de actividad y
el apagado de las luces fueron determinados mediante el software Actiview®; se considerd un
v positivo si la actividad iniciaba antes del apagado de las luces y negativo si lo hacia después
del apagado (Daan y Aschoff, 2001). EI inicio de actividad fue definido por 10 minutos
consecutivos que tuvieron un valor igual o mayor al del promedio diario de interrupciones y ese
bloque de actividad no debia estar seguido de algun intervalo de 10 minutos de inactividad
(Blattner & Mahoney, 2014; Royston etal., 2014). Las diferencias entre los parametros
analizados, dependiendo si se comparaban dos o tres grupos se analizaron mediante las
pruebas estadisticas T de Student o ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de

Tukey.




Para conocer la acrofase diaria en hembras intactas durante LO 12:12, se obtuvieron datos
de 25 dias consecutivos y se trataron por medio del andlisis circular de Rayleigh?; se realizaron
comparaciones entre el grupo de hembras intactas, OVX y sham con la prueba estadistica de
Mardia-Watson? mediante el software Oriana® y se representaron mediante histogramas

circulares.

Los cambios ocasionados por los pulsos de luz en CT14 y CT22 se evaluaron proyectando
una linea vertical sobre los inicios de actividad, la cual se consideré como la fase de referencia
(¢or). La linea incluyd al menos 5 dias previos al pulso de luz y hasta 10 dias después, de tal
forma que la diferencia de la distancia en horas entre la ¢r previa a la luz y 10 dias después del
pulso determinaron el Ay (Aschoff, 1965). La magnitud del cambio fue graficada en el eje de
las ordenadas, mientras que en el de las abscisas se graficaron los CT elegidos. Las

comparaciones entre tratamientos y grupos se hicieron con el software estadistico GraphPad®.

Los andlisis de imagenes de IHQ se realizaron contando unilateralmente el NSQ mediante
el programa ImageJ (NIH®), en el cual se definié un évalo de 30.61 de area, con un ancho de
446um y 650um de alto, el cual incluia a todo el NSQ. El conteo se hizo manualmente
considerando la IR como una marca franca y nitida. Se contaron 3 ratonas en cada punto
temporal y de cada ratona se analizaron 3 rebanadas® a lo largo de la extensién rostro-caudal
del NSQ. Para las muestras de cada organismo y cada punto temporal se obtuvo el promedio
de células IR, el cual se representd con su respetivo error estandar. Ademas, se realiz6 un
segundo analisis de densidad 6ptica mediante niumero de pixeles invertidos en el mismo 6valo
definido previamente. El analisis estadistico fue mediante ANOVA de 2 vias con GraphPad® y
un andlisis de COSINOR#* mediante el programa Cosana ®.

Finalmente, con Excel (Microsoft ® Office 365) se hizo un andlisis de correlacion de Pearson

entre el promedio de las horas de la actividad correspondientes a los mismos horarios

! Prueba paramétrica de estadistica circular, empleada para evaluar diversos grupos y comprobar si la poblacién de un
conjunto de datos difiere significativamente de la uniformidad.

2 Andlisis cuyo propdsito es saber que tan significativamente diferentes son las muestras entre ellas, la cual puede estar
tanto en el angulo promedio o en la varianza angular.

3 En algunos casos sélo se conté con dos rebanadas debido al dafio en la obtencién del tejido. Sin embargo, el total de la
muestra cuando fue el caso era de 6.

4 Andlisis de ajuste de curva por medio de minimos cuadrados con el fin de determinar una aproximacion cosenoidal a los
datos. La funcién matematica para tal fin considera tiempo, acrofase, amplitud, frecuencia angular y mesor.
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muestreados para el procedimiento de la IHQ para PER1, BMAL1 y ERp, con el fin de observar

algun tipo de relacién entre el perfil diario de actividad y el de estas proteinas en el NSQ.

4. RESULTADOS

4.1. Cambios citoldgicos y en la concentracion circulante de E2 en plasma a lo largo del
ciclo estral en N. alstoni en LO 12:12

Las hembras de N. alstoni, presentan una progresion de recambio en las células del epitelio
vaginal similar al de otras especies de roedores empleadas en laboratorio. Durante el metaestro
se da la presencia de células cornificadas, leucocitos y algunas células nucleadas (Fig. 10A);
en el diestro se presentan principalmente leucocitos (Fig. 10B), mientras que en el proestro
abundan las células nucleadas (Fig. 10C) y finalmente durante el estro predominan células
epiteliales cornificadas (Fig. 10D). Asi mismo, de las muestras de sangre colectadas en cada
una de las etapas del ciclo estral (Fig. 10E), se obtuvo que durante el proestro existe la mayor
concentracion de E2 en plasma (116 £ 8.19 pg/mL), la cual decae significativamente en el estro
(80 £ 10.72 pg/mL) y progresivamente vuelve a aumentar en metaestro (99.79 + 1.37 pg/mL) y
diestro (96.85 + 8.19 pg/mL).
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Figura 10.Citologia Vaginal y progresion del ciclo estral en N. alstoni. Fotografias que muestran la
citologia vaginal durante las etapas del ciclo estral, las células cornificadas y leucocitos prevalecen
durante el metaestro (A), gran prevalencia de leucocitos (Le) ocurre en el diestro (B), las células
nucleadas (Nu) se observan sélo durante el proestro (C) y células cornificadas (Co) en el estro (D). En




el plasma se presenté un pico de concentracion de E2 durante el proestro (E), la cual decae
abruptamente en el estro (promedio + EE, * P < 0.05 ANOVA).

4.2. La actividad locomotriz presenta cambios en la amplitud relacionados con la
progresion del ciclo estral.

Se analiz6 la regularidad de la progresion de las etapas del ciclo estral segun el tipo celular
obtenido mediante el frotis vaginal de 10 hembras intactas de N. alstoni y se comparé el valor
del periodo durante 25 dias seguidos, junto con el registro de actividad locomotriz sincronizado
a ciclos LO 12:12. Es importante mencionar que ambos procedimientos se hicieron por
separado para evitar las interferencias de la manipulacion de las ratonas en el registro de
actividad. En la grafica 11A se observa que se completa un ciclo estral aproximadamente cada
4-5 dias, asi como un cambio en la amplitud de la actividad con la misma regularidad (figura
11B). En las hembras OVX la citologia vaginal no presenta recambio y generalmente se observa

la presencia de células cornificadas y leucocitos.
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Figura 11. El ciclo estral se refleja en la citologia vaginal y en la amplitud diaria de actividad locomotriz
en N. alstoni. La progresion del ciclo estral se presenta cada 4-5 dias aproximadamente (A), N=células
nucleadas, L= leucocitos y C= células cornificadas; En el perfil diario de actividad, también puede
observarse un patron de mayor actividad que ocurre cada 4-5 dias (B).

Debido a que se observo un patron de actividad con una ocurrencia de 4-5 dias en las
hembras intactas, se analizaron los actogramas de hembras sham y OVX durante la fase de
resincronizaciéon a LO 12:12 (fig. 12A) y se hizo un analisis de periodograma para detectar
frecuencias infradianas semejantes al ciclo estral. El resultado se muestra en la Fig. 12B, en

donde las hembras intactas presentan un ciclo infradiano con valor de 4.81 (+ 0.18) dias, las
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hembras sham mantienen un valor similar de 4.9 (x 0.22) dias; mientras que en las hembras

OVX se pierde amplitud y el ciclo infradiano més cercano se reduce significativamente a 3.9 (£

0.51) dias (fig. 12C).
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Figura 12. Relacion entre actividad locomotriz en LO 12:12 y periodos infradianos. En (A), se muestran
actogramas de doble grafico representativos de cada uno de los grupos, tanto en el grupo de las intactas
como las del sham notan cambios en intensidad de actividad y/o adelantos de inicio de actividad, pero
no en las OVX. En B se muestran los correspondientes perfiles del promedio diario de actividad y en (C)
valores del periodo infradiano similar entre los grupos sham e intacto, diferente al de las OVX (*P < 0.02,
**0.005 prueba T de student).

4.3. La ovariectomia acorta t e incrementa el perfil diario de actividad

Al inicio del protocolo de actividad todas las hembras fueron colocadas por al menos 15
dias en LO 12:12, después se dejaron en condiciones constantes de OO y a un grupo de
hembras se les quitaron ambos ovarios (OVX), mientras que al otro sélo se le practico la cirugia
simulada (sham). Se les dio un tiempo de recuperaciéon de al menos 10 dias y se continué con

el protocolo de pulso de luz y cambio de fase. En la figura 13 se muestran dos actogramas

44



representativos de cada uno de los grupos experimentales, asi como de los efectos de la OVX

sobre el ritmo circadiano de la actividad locomotriz en oscilacion libre espontanea.

Sham ovX

0o 06:00 12:00 18:00 00:00 06:00 12:00 18:00 00:0 100 06:00
LO ;
12:12

cirugia

1200 1800 0000 0600

1800 o000

CTi14

Figura 13. La ovariectomia cambia parametros del ritmo circadiano de la actividad locomotriz en N.
alstoni. Actogramas de hembras bajo condiciones de LO 12:12 y DD (zona sombreada); asi como el
efecto de la cirugia de OVX (a la derecha) y de sham (izquierda). Los puntos amarillos indican el
momento en el cual se dieron los pulsos de luz en CT14y CT22.

De acuerdo con los analisis hechos durante la sincronizacion fética, todas las hembras son
mas activas durante la escotofase, sin embargo, de acuerdo con el tratamiento se presentaron
cambios que enseguida se describen. El analisis de estadistica circular realizado para analizar
la acrofase entre grupos mostrd diferencias entre el grupo de las OVX con respecto a las
intactas y sham (fig. 14A). Las hembras intactas presentaron su acrofase en el ZT17:07 (+ 16:50
-17:25 h; r =0.86) y las sham en ZT17:12 (x 16:58 — 17:27 h; r = 0.82), las OVX lo presentan
antes, en el ZT16:48 (16:30 — 17:05 h; r = 0.82).
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Después de la OVX, las hembras presentan un retraso significativo en vy (fig. 14B) y
comienzan su actividad 15.17 + 7.1 min después del apagado de las luces con respecto a lo
observado en las intactas del mismo grupo (v =-7 = 5.3 min). No se observaron diferencias en

el grupo de las sham antes y después de la cirugia (v = 1.85 £ 4.95 min vs. 12.27 + 6.93 min).
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Figura 14. La ovariectomia tiene efectos en el inicio de actividad y la distribucién de la acrofase. Las
hembras OVX presentan antes su acrofase (A) de acuerdo con el andlisis circular de Rayleigh
(contrastada con Mardia- Watson, *P < 0.05). Después de la OVX (post-OVX) las ratonas inician su
actividad 15 min después del apagado de las luces (B) (*P < 0.05).

Cuando las ratonas fueron expuestas de nuevo a la sincronizacion fotica en LO 12:12, el
perfil diario de actividad en promedios de cada hora (Fig. 15A) presenta diferencias entre las
08:00 - 10:00 h (ZT14-16, indicado con el simbolo #) entre el grupo de las sham vs. Intactas, a
las 16:00 h (ZT22) entre intactas y OVX y a las 21:00 h (ZT3) entre sham y OVX. Cuando la

actividad se encuentra sincronizada, el cambio diario mas evidente es un aumento de la




actividad en las ratonas OVX (76.7 + 15.6 interrupciones /10 min) durante la escotofase (fig.
15C derecha, intactas = 27.6 + 4.15 y sham = 23.1 + 5.3 interrupciones/ 10 min); mientras que
durante la fotofase los cambios no son significativos (fig. 15C izquierda, intactas = 5.15 + 0.9,
sham =8.7 £+ 2.9y OVX =10.4 + 2.2 interrupciones/10 min). Sin embargo, en el porcentaje total
de actividad diaria analizada durante 10 dias consecutivos, pudimos observar que las ratonas
OVX incrementan su actividad significativamente en comparacion con los otros grupos (fig. 15B,
intactas = 100%, Sham = 99% y OVX = 130%).
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Figura 15. La ovariectomia aumenta la actividad locomotriz diaria en condiciones LO 12:12. En (A) se
muestra el promedio cada hora de la amplitud diaria, durante 10 dias consecutivos para cada grupo
(n=10). Las ratonas sin ovarios (simbolos y barras oscuras) incrementan su actividad (# sham vs intacta,
& intacta vs OVX y * sham vs OVX). En (B) se muestra el porcentaje total diario de actividad es mayor
en las hembras OVX con respecto a las intactas (simbolos y barras blancas) y las sham (simbolos y
barras grises). En (C) se muestra el promedio de interrupciones tanto en fotofase como en escotofase.
Las diferencias especificas ocurren durante la escotofase (C, derecha) (*P < 0.05, ANOVA).
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Los efectos ocasionados por la OVX sobre el ritmo circadiano de actividad locomotriz
durante condiciones constantes de OO se presentan en la fig. 16A, cuyos actogramas muestran
20 dias del registro (16A) con su respetivo valor del periodo de t en cada ejemplo. En la figura
16B se grafico el periodo, obtenido del promedio de 10 dias antes de las cirugias y de 10 dias
después de un mes después de la recuperacién. Las lineas unen a cada caso antes y después
del tratamiento. Se puede apreciar la variabilidad entre los individuos y pese a ello en 9 de 10
animales, la OVX acorta el t, mientras que sélo en 4 de 10 con cirugia sham se presentd un
acortamiento. El promedio de t en las hembras intactas es el mismo (pre-sham, t = 23.6 £ 0.12
hy pre-ovx, Tt = 23.59 £ 0.1 h) y solo en el grupo de las OVX el acortamiento es significativo,
OVX t=23.1+£0.1 h,yen las hembras sham no hay cambios t = 23.5 £ 0.16 h (figuras 16C).
Ademas, se observo una reduccion del porcentaje total de actividad diaria en las hembras OVX,

con respecto a las intactas y sham (16D), siendo la reduccién significativa de un 28%.
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Figura 16. La ovariectomia acorta t y reduce la amplitud del ritmo circadiano de la actividad locomotriz
en OO. En A se muestran actogramas de doble grafico representativos de cada grupo con el
acortamiento después de la OVX. En el grupo de las hembras OVX la mayoria presento un acortamiento
(B, derecha), mientras que el de las sham menos de la mitad (B, izquierda). La ovariectomia reduce el
promedio de t en libre curso (C, derecha) y reduce el total de la actividad (D), *P < 0. 05.

4.4.La ovariectomia incrementa la magnitud del cambio de fase inducido por luz en el
inicio de la noche subjetiva.

Los actogramas representativos de la Figura 17 muestran el efecto del pulso de luz (1 h)
aplicado al CT14 (zona de retraso) y al CT22 (zona de avance) entre hembras intactas, OVXy
sham. La linea roja indica la tendencia de la fase del inicio de actividad en los dias previos y
posteriores al pulso de luz. La diferencia de fase generada por el estimulo fético esta
representada para cada caso en la grafica (17B). Durante el comienzo de su noche subjetiva,
las hembras intactas presentan un retraso de fase de -43 £ 6.3 min y las sham de -54 + 15 min,

mientras que las OVX mostraron un incremento del -115 + 24 min. El pulso fético que se dio




durante el dia subjetivo, en el CT22 no generé cambios entre los grupos, pues las hembras
intactas presentaron en promedio un avance de fase de 37.08 £ 1 min, las sham de 52 + 20 min
y las OVX de 36 = 14.5 min.
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Figura 17. La ovariectomia incrementa la magnitud del cambio de fase en el inicio de la noche subjetiva.
Actogramas que muestran el efecto de un pulso de luz de 1h en CT14 (arriba) y CT22 (abajo) en ratonas
intactas, OVX y sham (A). N6tese la magnitud del cambio de fase en CT14 en las hembras que no
presentan ovarios (B), las medias (+ EE, *P < 0.05, ANOVA).

4.5.La ovariectomia cambia los perfiles diarios de expresiéon de las proteinas PER1,

BMAL1 y ERP en el NSQ de N. alstoni.

Para evaluar los efectos de la OVX a nivel de cambios en la expresion de proteinas de reloj
en el NSQ, se analizé el numero de células inmunorreactivas (IR) para PER1 y BMAL1 en NSQ
durante cinco puntos temporales a lo largo del dia (n= 4 por punto). La figura 18A muestra el
promedio de células IR para PER1 en el grupo sham, con mayor cantidad en ZT18 (468.22 +
77.5), mientras que el promedio mas bajo fue en el ZT23 (182 + 39.42). Existen diferencias
significativas (ANOVA) entre los ZT4y ZT18 y entre ZT18 y ZT23. Ademas, mediante el analisis
de ajuste cosinor se probaron distintos periodos, encontrando que el periodo de 24 horas




presentd mayor porcentaje de ritmicidad (75.96%, P = 0.007) con acrofase en ZT15. Por
otra parte, en la fig. 18B se muestra el promedio de células IR para BMALL, en donde se
observa un patron con fase opuesta al de PER1, con los mismos puntos temporales en
cuanto a mayor y menor promedio de células IR, pues en ZT18 hay un promedio de 564.75
+82.88 células IR-BMALL1 y en ZT23 el promedio es de 366.22 +13.11 sin diferencias
significativas entre ningun punto temporal. En esta proteina, con el analisis de cosinor se
obtuvo el mayor porcentaje de ritmicidad (74.75%, P = 0.009) para un periodo de 24 h en
ZT12.

En los mismos puntos temporales, en los NSQ de las hembras OVX se puede apreciar
que el promedio de células IR-PERL (fig. 18C) es mayor durante el ZT4 (352.14 + 62.12) y
menor durante el ZT18 (174.17 £ 35.21); pareciendo existir un adelanto en la acrofase de
PER1 con respecto al grupo sham; sin embargo, con el ajuste de cosinor se obtuvo que el
mayor porcentaje de ritmicidad (84.84%) fue para un periodo de 12h, con una acrofase en
ZT2, lo que nos indica un ritmo bimodal, pues en ZT13 (328 + 35.2) hubo un promedio
elevado de células IR-PER1 similar al del ZT4. Mientras tanto, el promedio de células IR-
BMAL1 del grupo de hembras OVX fue mayor en el ZT9 (957 + 46.3) y menor en durante el
ZT13 (669.9 + 48.7); en este caso, también parece haber un adelanto en la acrofase de
BMALL1 con respecto al grupo sham. En ambos grupos, se puede apreciar que después de
la acrofase de tal proteina, en el proximo punto temporal se presenta la batifase. Ademas,
de acuerdo con el analisis estadistico, hubo diferencias significativas entre los puntos
temporales ZT9 y ZT18 y entre los ZT9 y ZT23 en el promedio de células IR-BMAL1 en
hembras OVX. Con el ajuste de cosinor se obtuvo el mayor porcentaje (62.76%, P =0.0326)
para el ritmo de 24 h con una acrofase en ZT5.

En cuanto a la comparacion entre grupos, se presentaron diferencias en PER1 en los
puntos ZT9 y ZT18 (T de Student, P = 0.01); mientras que en BMALL, las diferencias se
presentaron en los ZT4, ZT9 (T de Student, P = 0.006) y ZT23 (T de Student, P = 0.0001).
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Figura 18. Perfil diario del promedio de numero de células IR para PER1 y BMAL1 en hembras OVX'y
sham; asi mismo, se muestra el ajuste por cosinor (linea roja) para identificar un ritmo de 24 horas, el
cual no se ajust6 para PER1 en OVX (C). De acuerdo con el ajuste, en las hembras sham hay un pico
en ZT15 (A), mientras que en BMALL es en ZT12 (B). En las hembras OVX, el pico de células IR-PER1
ocurrié en dos ZT (C) y el de BMAL1 en ZT5, segun el ajuste (D). Los promedios estan representados
con su error estandar y las diferencias fueron obtenidas mediante una ANOVA con post hoc de Tukey
(*P < 0.02, *P < 0.001). Las letras indican las diferencias en los mismos puntos temporales de las
mismas proteinas entre grupos (T de Student, P < 0.05)

En la figura 19, se muestran una microfotografia representativa de cada uno de los puntos
temporales de acuerdo con la proteina (PER1) y el grupo correspondiente. En ellas se puede
ver que, la marca de IR fue mas intensa en el grupo de las sham en comparacion con las OVX.
Ademas, es posible observar que, en algunos ZT, la marca IR se localiza en regiones

especificas del NSQ.
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Figura 19. Patron de inmunoreactividad para PER1 en el NSQ de hembras N. alstoni. Microfotografias
(10X) que muestran las IR-PER1 (puntos negros) en los diferentes ZT en hembras sham y OVX. En
hembras OVX la expresion de PER1 no parece tener un ritmo diario y es menor la marca IR (QO=
Quiasma Optico, 3V= tercer Ventriculo).

En la siguiente imagen (figura 20) se muestran las microfotografias capturadas de un
NSQ durante los diferentes ZT para la IR de la proteina BMAL1 en las hembras sham y
OVX, en las cuales se puede apreciar que en ZT9 existe mayor IR en las hembras sham,
mientras que, de manera general, en las hembras sin ovarios hay mayor cantidad de células

IR en comparacion con los otros puntos temporales de las sham.
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Figura 20. Patron de Inmunoreactividad para BMALL en el NSQ de hembras N. alstoni. Microfotografias
(10X) que muestran las IR-BMAL1 (puntos negros) en los diferentes ZT en hembras sham y OVX. En
hembras OVX puede apreciarse que hay mas IR de células para esta proteina (OQ= Quiasma Optico,
3V=tercer Ventriculo).

Ademas, para poder comparar con la cuantificacion de los ER, se analiz6 la IR en NSQ de
acuerdo con numero de pixeles blancos (densidad Optica) para la misma area que en el conteo
de células para PER1 y BMALL. La figura 19, muestra el promedio en cada punto temporal, asi
como su error estandar. EI comportamiento del trazo del perfil diario de PER1 (figura 21,
izquierda) es parecido entre el grupo de las hembras sham y OVX, sin embrago, de acuerdo
con el ajuste de cosinor, la acrofase en sham se present6 en el ZT19 (periodo de 24 h con 85%,
P = 0.001) y en las OVX en ZT3, pero ajustado a un periodo bimodal (periodo de 12 h con
65.5%).

El perfil diario para BMAL1 en las hembras sham (figura 21, derecha) presenté un periodo
de 24 h (97% de ritmicidad, P = 0.000) con acrofase en ZT6, mientras que en el grupo de las
OVX fue en ZT8 segun el ajuste por cosinor, el cual detect6é un ritmo de 12h con porcentaje de
87%.
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Figura 21. Perfiles diarios de PER1 y BMAL1 en hembras sham y OVX. En el perfil de PER1, las
hembras sham (circulos grises), hay mayor cantidad de IR en promedio, mientras que en perfil de BMAL1
existen unos ZT donde hay mas IR en el grupo de las OVX (circulos negros).

En cuanto al analisis de intensidad por medio de imagenes binarias (figura 22) para el
ERp, existen diferencias entre el ZT9 (3057.62 + 102.01) y ZT13 (2359.46 + 117.96) en el
grupo de las hembras sham; mientras que el grupo de las OVX no lo hay. Ademas, en las
sham, segun el analisis por cosinor, el ritmo es bimodal, ya que el 76.03% de ritmicidad se
presenta con valor de 12 h con acrofase en ZT7. El mismo analisis para los datos de las
hembras OVX, presentd un ritmo de 24 h (60%, P = 0.040) con acrofase en ZT4.

Por otra parte, en los ZT4 (sham = 2748.75 £+ 182.32 vs OVX = 3291.47 + 110.62) y
ZT13 (sham = 2359.46 + 102.01 vs OVX 3139.96 + 135.32), hay diferencias entre las

hembras sham y las OVX.




Figura 22. Perfiles diarios de ERB en hembras sham (circulos grises) y OVX (circulos negros) de
acuerdo con el niumero de pixeles. Se presentaron diferencias entre sham y OVX en ZT4 y ZT13
(ANOVA, P = 0.05), mientras que en las hembras sham, ademas, hay diferencias entre los ZT9y ZT13
(T de student, P < 0.01) siendo los puntos temporales de mas y menor IR del NSQ.

La figura 23 muestra las fotografias representativas de cada ZT en un NSQ de la IR de
células para el ERp, en las cuales puede apreciarse que la localizacion del receptor parece
estar principalmente en el citoplasma, motivo por el cual se prefiri6 emplear el método de

intensidad para poder evaluar la IR.
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Figura 23. Patron de Inmunoreactividad para ERB en el NSQ de hembras N. alstoni. Microfotografias
(10X) que muestran las IR-ERB (puntos negros) en los diferentes ZT en hembras sham y OVX. En
hembras sham puede apreciarse que hay mas IR de para esta proteina (OQ= Quiasma Optico, 3V=
tercer Ventriculo).




En la tabla 1, se comparan los resultados obtenidos con los andlisis empleados, tanto
con ajuste de cosinor (derecha) como sin éste (izquierda). Cabe resaltar lo siguiente: en las
hembras OVX, el maximo pico de PER1 ocurre alrededor del ZT4 con ambos métodos;
mientras que, en las hembras sham, el ajuste por cosinor para el conteo manual muestra
que el ZT de la acrofase es diferente, sin embargo, el mayor pico de PER1 se presento
durante la mitad de la escotofase, y en las OVX se ocurrié durante la fotofase y con un
periodo bimodal (12 h). Para la proteina BMAL1, el conteo manual muestra una constancia
entre métodos y ajuste en el grupo de las hembras OVX, presentandose alrededor del ZT9,
lo cual no ocurre en el grupo de las sham, Finalmente, el ERP presentd un pico en ZT9 en
las hembras sham, mientras que en las OVX fue en ZT4, ademas de que, fue la Unica

proteina que presentd un ajuste de 12 h en este mismo grupo de hembras.

maximo minimo sham |Ajuste | OVX |Ajuste
sham OVX| | sham OVX Jpppq manual 714 240 | zm2 |12
PER1 manual T8 774 || 7123 7T18 —
[intensidad | zr18 714 || 719 719 intesidad | ZT19 [24h ZT3 |12h
BMAL1 manual ZT12 |24 h ZT5 |24 h
BMALL  manual T8 z79 || z123 7713 - -
[intensidad | z19 7719 || Z7T18 77113 intensidad | ZT6 [24h ZT8 |12h
ERB intensidad | z19 z74 || z113 zT18 |ERB intensidad | ZT7 |12h ZT4 |24h

Tabla 1. Comparacion de maximo y minimo promedio de células IR mediante conteo celular (manual) e
intensidad (tabla izquierda) en hembras sham y OVX para las proteinas analizadas, y de acrofase
ajustada por cosinor en PER1, BMAL1 y ERB entre ambos grupos (tabla derecha). Nétese que en las
OVX PER y BMAL ajustaron a un periodo de 12 h, mientras que esto solo se presenté en las sham para
ERP.

Con base en las consistencias de los analisis, en la figura 24 pueden observarse las
acrofases para todas las proteinas analizadas en hembras sham (circulos claros) y en las
OVX (circulos oscuros). La maxima expresion de PER1 ocurrié durante el inicio de la mitad
de la fotofase en las hembras sham, mientras que en las OVX se presento tiempo después
del encendido de las luces; tanto en las hembras sham como en las OVX, la acrofase de
BMALL se presento6 antes del apagado de las luces. Ademas, el ERB, present6 una acrofase
en la segunda mitad de la fotofase en las hembras sham y en las OVX durante la primera
mitad de la fotofase.
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Figura 24. Acrofases de PER1, BMAL1 y ERpB en N. alstoni. De acuerdo con los ZT evaluados para
PER1, BMAL1 y ERB en hembras sham (circulos grises) y OVX (circulos negros), nétese que PER1 en
sham ocurre durante la escotofase (zona con sombreado gris), mientras que el resto de las acrofases
analizadas se presentaron durante la fotofase (zona blanca).

4.6 La ovariectomia cambia la direccion de la relacion entre las proteinas del reloj con el
perfil diario de actividad.

Se tomaron los promedios correspondientes a las mismas horas del perfil monitoreados
para la técnica de IHQ de los perfiles en LO 12:12 del grupo sham (tabla 2, izquierda) y el

grupo OVX (tabla 2, derecha) para calcular el coeficiente de correlacion.

Sham ovX
Actividad PER1 BMAL1 Actividad PER1 BMAL1
Actividad 1 Actividad 1
PER1 0.787 1 PER1 -0.121 1
BMAL1 -0.998 -0.745 1 BMAL1 -0.588 -0.368 1
ERP -0.942 -0.948 0.919 ERP -0.652 0.227 -0.165

Tabla 2. Valores del factor de correlacién de Pearson en el grupo de hembras sham y OVX, entre el
promedio de la actividad locomotriz y el promedio de la intensidad del marcaje IR en PER1, BMAL1y
el ERp.

En el grupo de las hembras sham, hay una correlacién positiva con PER1 (r = 0.787),
mientras que esta relacion lineal, practicamente se pierde en las hembras OVX (r =-0.121). Por
otra parte, cuando hay un aumento de actividad, existe una disminucién en la intensidad de IR
para BMALL (r = -0.942), lo que a su vez muestra una fuerte relaciéon negativa de BMAL1 con
PERL1 (r = -0.948); mientras que, en el grupo de las hembras OVX, hay una relacion negativa

moderada de la actividad locomotriz con BMAL1 (r = -0.588) y con PERL1 casi se pierde (r = -




0.121). Finalmente, en el grupo de las hembras sham existe una fuerte relacion positiva entre
BMAL1y ERp (r = 0.919), la cual practicamente se pierde en el grupo de las hembras OVX (r =
-0.165). Ademas, la relacidén del ERB con PERL1 se torna positiva pero débil (r = 0.227) durante
la OVX.

4.7El BE incrementa la IR-BMAL1 en el NSQ de hembras OVX durante el ZT3.

Debido a que un objetivo fue conocer el efecto de la aplicacion aguda de estradiol
exdgeno en hembras OVX, se decidié aplicar una sola dosis de 50ug de BE2 durante la
escotofase, para ver si existia efecto sobre la expresion de proteinas de reloj durante la
fotofase, puesto que es aqui donde hay mayor cantidad de PER1, BMAL1 y ERp, de
acuerdo con los resultados del punto 4.5 de esta seccion.

Después de la inyeccion de BE o vehiculo en ZT16 y posterior perfusion 9 horas
después (ZT3), se presentd un incremento en PERL. Por otra parte, en la expresion de
BMALL1 hubo aumento significativo en las hembras OVX en comparacion con las sham y el
vehiculo (figura 25). Las hembras del grupo sham en diestro tuvieron un promedio de 199.8
+ 51.17 células IR-PERL1 en el ZT4, después de administrarse vehiculo en hembras OVX,
el incremento fue de 697.08 + 42.75 y de 755.5 + 60.17 con BE. Por otra parte, el promedio
de células IR-BMAL1 fue de 444.33 + 106.2 en hembras del grupo sham y con la
administracion de vehiculo fue de 574.75 + 44.42, mientras que con la administracion de

BE incremento el promedio de células IR a 867.18 + 57.35.
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Figura 25. Efecto de la inyeccion de BE o vehiculo sobre las IR-PER e IR-BMAL en el NSQ de hembras
OVX. Promedio de células IR-PERL1 (lado izquierdo) y BMAL1 (lado derecho) en hembras sham en fase
de diestro (barras grises claro), inyeccién de vehiculo en OVX (barras grises punteadas) y de BE (barras
negras puntadas), perfundidas en ZT3 (ANOVA, P= **0.001, ***0.0001). Para cada condicion se
muestran una microfotografia (10X) representativa (debajo de cada barra).

5. DISCUSION

En mamiferos existe relacion entre la regulacion del sistema circadiano con la del sistema
reproductivo de las hembras, por lo que un abordaje para comprender mejor este mecanismo
es estudiar dicha relacién entre diversas especies que, si bien comparten generalidades,
también presentan algunas particularidades. Las hembras de N. alstoni presentaron una
progresion del recambio en las células del epitelio vaginal que esta asociado con los cambios
en la concentracion de E2 durante el ciclo estral (figura 10); tales cambios no se encontraron
en el grupo de las ratonas OVX, inclusive en algunos organismos se llegd a dar un cierre parcial
o total de la apertura vaginal, y en aquellas ratonas donde no ocurrié ese fendmeno no se
observd una progresion en las células del epitelio vaginal, pues sélo se encontraron en una
mayor proporcion leucocitos y algunas células cornificadas sin presencia de células nucleadas,
lo que es consistente con la pérdida de un ciclo estral endocrino por la ausencia de los ovarios
y con gue, en las ratonas OVX, los niveles de E2 no fueron detectables. Se sabe que la OVX

en ratas recién nacidas retrasa el inicio de la apertura vaginal y el diametro se reduce en
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comparacién con aquellas ratas intactas o con cirugia sham (Gitlin, 1974); este ultimo
fendmeno es similar al obtenido en las hembras adultas de N. alstoni. Ademas, nuestros
resultado también son congruentes con otro estudio en el que, después de 60 dias de
realizar la OVX, los niveles de progesterona y estradiol disminuyen, mientras que los de
testosterona aumentan y la citologia vaginal permanece en diestro (Alagwu & Nneli, 2005).

Por otra parte, la concentracion de E2 durante el ciclo estral es similar al de la rata (Wise
& Ratner, 1980), pues N. alstoni también presentd la mayor concentracion durante el
proestro (Herbison, 2006), lo que comprueba que el papel del estrégeno es fundamental
para la progresion del ciclo estral en esta especie. En un protocolo donde las ratas son
OVX, se logré la liberacion diaria de la LH, bajo tratamiento de E2 (Christian et al., 2005),
también se ha observado que la progesterona puede producirse, pero solo si previamente
hay tratamiento de E2 (Bronson & Vom Saal, 1979), con estas evidencias se demuestra la
importancia del estradiol en la regulacion del eje neuroendocrino HHO.

La prevalencia del ritmo en el ciclo estral se evalu6 de acuerdo con la aparicion de los
tres diferentes tipos de células y su progresion, de tal forma que fue posible observar una
regularidad (figura 10A). Se ha descrito que, la capacidad de acoplamiento del NSQ se
pierde durante la vejez, y que esta condicion también genera la pérdida del scalloping junto
con la pérdida de ritmicidad en el ciclo estral (Takasu et al., 2015), condicién que pudo
ocurrir en el presente estudio al extirpar los ovarios, pues se ha propuesto que el E2 podria
participar en el acoplamiento celular del NSQ via aumento de uniones gap (Shinohara et al.,
2000).

Existe una correlacion en la progresién del recambio celular del epitelio vaginal con
picos de activad (figura 11), tales cambios se han asociado a la influencia del ciclo estral
sobre la organizacion circadiana de hamsteres y ratas, en los cuales se presentaron
alteraciones en la amplitud y ¥ de la actividad durante la sincronizacion (Albers, 1981,
Anantharaman-Barr & Decombaz, 1989), dichas variaciones han sido definidas como
scalloping (Morin et al., 1977) y se caracterizan por presentar un adelanto en el inicio de
actividad durante el proestro, asi como un incremento (Wollnik & Turek, 1988; Kent et al.,
1991; Labyak & Lee, 1995). En las hembras de N. alstoni intactas fue posible observar un

incremento de actividad que se presenta aproximadamente cada 4-5 dias (figura 11B y 12).




Para evitar las perturbaciones durante los registros de actividad, éstos se realizaron en
condiciones sin intervencion para cada uno de los grupos de hembras (intactas, sham y
OVX) y posteriormente, los frotis se hicieron fuera de registro, por lo que se asume que el
ciclo estral tiene relacion con el scalloping de los parametros de la actividad analizada, tanto
en hembras intactas como sham, pero no asi en el grupo de las OVX (figura 12A). El scalloping
o “ribeteo” de la actividad locomotriz consiste en un incremento de amplitud promedio cada 4-5
dias (Figura 12B, 12C y 12D) y que se perdi6 en las hembras OVX. Diversos estudios han
documentado que durante el dia del ciclo estral en el que se presenta el pico de estradiol,
también hay un aumento de actividad (Kent et al., 1991; Labyak & Lee, 1995; Ogawa et al.,
2003), por lo que la pérdida del aumento ciclico en la actividad de las hembras OVX, puede
deberse a la ausencia de E2; sin embargo, se ha propuesto que la progesterona podria
mantener algun tipo de control ritmico sobre la actividad, ya que puede potenciar o disminuir los
efectos del E2 (Rodier & Segal, 1977). La progesterona puede afectar en algun intervalo
temporal de favorecimiento del estradiol, el cual es requerido para la induccién de cambios
dependientes de estrodgenos en la periodicidad circadiana (Albers et al., 1981).

Otra caracteristica del scalloping se refiere a un adelanto de fase del inicio de actividad, en
el presente estudio, las hembras intactas y las sham presentaron un inicio de actividad variable,
consistente con una menor estabilidad en su acrofase y una ¥ positiva, mientras que en el
grupo de las OVX se presenté un retraso de ¥, la acrofase se presentd antes y con mayor
estabilidad (figura 14A y B). En ratones, se ha descrito que la variabilidad en el inicio de la
actividad en las hembras esta asociada con la etapa del ciclo estral (Kuljis et al., 2013), asi
como en las hembras de hamster (Morin et al., 1977) y en ratas (Albers et al., 1981; Wollnik &
Turek, 1988); sugiriéndose que este fendbmeno es mediado por los cambios en la expresion del
ERp (Blattner & Mahoney, 2014; Royston et al., 2014). El inicio de actividad se adelanta cuando
ocurre la ovulacion, momento en el que la concentracién de E2 es mayor; por lo anterior, es
consistente que, en nuestros resultados, los bajos niveles de E2 en las ratonas OVX puedan
relacionarse con un retraso en el inicio de actividad (figura 14B) y una coordinacion absoluta.

Los cambios en la acrofase en el perfil diario de actividad en condiciones de LO 12:12
también presentaron diferencias significativas entre grupos (figura 15A), asi como en la cantidad
total de actividad (figura 15B) y en particular durante la escotofase (figura 15C), pues las

hembras OVX se mueven mas durante la noche. Esta respuesta es contraria a la descrita en




ratas, en las cuales la actividad se reduce después de la OVX (Ahdieh & Wade, 1982).
Estudios con ratones KO de ERp presentan incremento de actividad en comparacion con
los WT, este resultado fue observado mediante la evaluacion de la actividad en campo
abierto, mientras que en rueda, la actividad presenta tendencia a aumentar solo hasta el
noveno dia de registro; sin embargo, cuando los ratones (ambos sexos) son aREKO se
elimina por completo el aumento de la actividad que era inducible por estrégenos (Ogawa
et al.,, 2003). No obstante, se ha observado que el tratamiento con estradiol consolida la
actividad en rueda durante la escotofase (Ogawa et al., 2003; Blattner & Mahoney, 2013).
En las hembras N. alstoni OVX este efecto se notd sin tratamiento de E2, lo cual puede
deberse posiblemente a que el efecto de la OVX fue evaluado entre 50-60 dias después de
la cirugia y que no se emple6 rueda de actividad.

El consumo de alimento también fluctia de acuerdo con el ciclo estral y presenta una
disminucién durante las fases donde hay mayor concentracion de estrégeno (Czaja & Goy,
1975; Blaustein & Wade, 1976). Aunque no fue un objetivo de este trabajo, se not6é que la
OVX causa aumento de peso y mayor consumo de alimento, lo que concuerda con datos
reportados por otros autores (Roy & Wade, 1977; Asarian & Geary, 2002). Una
interpretacion es que, el aumento nocturno de actividad en las hembras OVX se asocia con
mayor respuesta de recompensa de busqueda y consumo de alimento durante la noche
(Richard et al., 2017).

Los cambios en la concentracién circulante de las hormonas ovaricas a lo largo del ciclo
estral estan asociados con cambios en el periodo, amplitud e inicio de la actividad diaria
(Albers, 1981; Anantharaman-Barr & Decombaz, 1989; Gentry & Wade, 1976), en este
estudio se observé que en condiciones constantes de oscuridad la actividad disminuyd en
el grupo de las hembras OVX (figura 16D) y se acorto significativamente t (figura 16A, By
C), lo cual nos sugiere que el estradiol tiene un papel directo o indirecto, tanto en la
modulaciéon del asa molecular del reloj como en la sincronizacion fotica. En la mayoria de
las especies estudiadas hasta el momento, se ha descrito que la OVX alarga 1t y el
tratamiento con estradiol exdégeno lo acorta (Morin et al., 1977; Mahoney et al., 2011). El
efecto observado en N. alstoni también puede deberse a que el estudio se realizo sin el uso
de rueda de actividad, pues se sabe que este medio induce cambios conductuales que
también se pueden reflejar a nivel molecular del sistema circadiano (Reebs & Mrosovsky,




1989; Ruiz De Elvira et al., 1992; Eckel et al., 2000), ademas de funcionar como un motivador
en el sistema de recompensa (Novak et al., 2012).

Para poder conocer el efecto sincronizador de un evento ciclico sobre un ritmo circadiano,
se usoO el andlisis de respuesta de fase, el cual nos permiten medir el efecto que ejercen los
pulsos de luz sobre la fase del ritmo en oscilaciébn espontanea. En este estudio, sélo se
emplearon la zona de retraso maxima (CT14) y de maximo avance (CT22) de la especie
(Miranda-Anaya et al., 2016) para averiguar sobre los efectos que la OVX tiene en la
fotosensibilidad en N. alstoni. La diferencia se not6 en la zona de retraso (CT14), con un
aumento en la magnitud del cambio de fase; mientras que no se observé efecto al final de la
noche subjetiva (figura 17). Se ha descrito que en ratonas aREKO y NERKI del mismo receptor
(receptores que presentan una deficiencia que los hace incapaces de responder por la via de
sefalizacion clasica), el incremento de la amplitud del cambio de fase lo presentaron en CT22
(Blattner & Mahoney, 2013). Nuestros resultados, apoyan la idea de que los estrogenos son
requeridos para la integracion de la respuesta de cambios de fase inducidos por luz.

Cuando un oscilador enddgeno se sincroniza a un ciclo ambiental (T) el periodo endégeno
del ritmo (1) debe realizar ajustes diarios de fase para llevar a cabo una sincronizacion estable
de tal forma que T = 1 -Ag, por lo que si t < 24 h el ritmo circadiano necesita realizar retrasos
diarios para sincronizarse a T = 24 h, mientras que, si T > 24 h, el ritmo debe ejecutar avances
diarios para ajustarse a 24 h (Floessner & Hut, 2017). Las hembras OVX coinciden con esta
relacion, pues al presentar t < 24 h (figura 15) son méas sensibles a la respuesta del estimulo
de luz en la zona de retrasos (figura 17).

Aunqgue esta ampliamente documentada la expresion circadiana de genes de reloj en el NSQ
(Bae et al., 2001) en diversos roedores, la mayoria de estos estudios han sido realizados en
machos; aun menos documentado es la expresion de las proteinas a nivel del NSQ en roedores
hembras. De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el promedio del conteo celular, en
las hembras sham, pudimos apreciar el comportamiento en antifase de PER1 y BMALL1 (figura
18A y B), observando que, el mayor promedio de células IR-PER1 ocurrié en ZT18, mientras
gue en roedores machos ocurre en CT14 (Hamada et al., 2001; Yan & Silver, 2004) y en ratas
diurnas (Arvicanthis niloticus) en ZT14 con un rapido decaimiento en ZT18 (Ramanathan et al.,
2008). En otro estudio donde cuantificaron la IR-PER2 en NSQ durante las cuatro etapas del

ciclo estral, éste alcanzé su maxima expresion en ZT13 (Perrin et al., 2006); sin embargo,
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estudios en ratones Perl-Luc mostraron cambios en la acrofase de acuerdo con la etapa del
ciclo estral (Murphy et al., 2013). Por otra parte, se ha comprobado que no existen diferencias
en las fases del ritmo diario de mRNA de Perl y Per2 a nivel del NSQ de machos y hembras,
aunque en otras regiones cerebrales las hembras presentaron acrofases diferentes a las de los
machos (Chun et al., 2015).

El perfil diario de las proteinas en el NSQ de las hembras sham en diestro y OVX presento
diferencias importantes (figura 18 C), el perfil de PER1 en las OVX tuvo un ritmo bimodal y
menor cantidad de células IR (figura 19). Se ha observado que en ratas, la OVX genera efectos
en el ritmo diario de PER2 en el NSQ, prolongando el pico maximo desde ZT13 a ZT19 (Perrin
et al., 2006). En las hembras de N. alstoni OVX observamos un segundo pico en el nimero de
células IR-PER1 en ZT13 (figura 18 C). Por su parte, BMAL1 cambi6 de acrofase y tuvo un
aumento en el promedio del nimero de células IR (figura 18 D). Se sabe que la acrofase y
amplitud de BMAL1 cambia en ratas no ciclicas en regiones cerebrales, aunque en el NSQ los
cambios no son significativos (Chun et al., 2015).

Los efectos de la OVX sobre el perfil de las proteinas PER1 y BMALL en el NSQ, pueden
explicarse por la accion de los estrogenos. El posible mecanismo que interactia con los efectos
de las hormonas ovaricas sobre las respuestas del sistema circadiano, se debe a la presencia
de los ER en el NSQ, ya que hay evidencia de su expresion en esta area cerebral (Shughrue
et al., 1997; Mitra et al., 2003; Vida et al., 2008, y el presente estudio). Entonces, el mecanismo
estaria llevando a cabo la coordinacion temporal de dos fendmenos interconectados, el ciclo
estral (ovarico), el cual genera fluctuaciones hormonales de manera infradiana y, el ritmo
circadiano del NSQ que, a su vez interactuaria con los osciladores periféricos, entre los cuales
se encuentra el ovario (Juarez-Tapia & Miranda-Anaya, 2016), en cuya glandula se ha descrito
gue existe ritmicidad de los genes del reloj (Fahrenkrug et al., 2006; Karman & Tischkau, 2006;
He et al., 2007) y que requiere de la liberacién de gonadotropinas para que sean expresados
ritmicamente (Karman & Tischkau, 2006; Grés et al., 2012).

Se ha documentado que los ER cambian en el area predptica de acuerdo con la etapa del
ciclo estral, cuando se comienza a elevar el estradiol (en el metaestro), se presenta un
incremento de los ER y progresivamente van disminuyendo hasta el estro (Zhou et al., 1995).
En el nucleo del tracto solitario, también se han observado variaciones en el ERa con niveles

altos durante el estro y bajos en metaestro, asi como niveles bajos en las ratas OVX (Spary




et al., 2010). En las hembras sham de N. alstoni observamos un ritmo bimodal del ERj en el
NSQ, el cual present6 un ajuste a 24 horas en las hembras OVX (figura 22).

Por otra parte, no se tiene claridad si la expresion del ER[ esta regulada por el propio
estrégeno a nivel del NSQ. Se sabe que en rata, la OVX incrementa su expresion y el
tratamiento con E2 la disminuye ligeramente (Shima et al., 2003). Nuestros resultados muestran
que, las hembras OVX, presentaron un incremento de células IR-ERp en dos puntos temporales
respecto a las hembras sham (figura 22). Asi mismo, en el NSQ de ratas, se ha detectado que
hay niveles bajos del mMRNA de ER, que se expresaron en un ritmo diario y con un pico maximo
durante el encendido de las luces (Wilson et al., 2002). En las ratonas de N. alstoni, el marcaje
IR-ERp en el NSQ fue difuso (figura 23), lo cual es congruente con algunos reportes, en donde
se ha visto que la sefal en el NSQ es débil (Mitra et al., 2003). Otra causa de nuestros
resultados, puede deberse a las diferentes regiones celulares de localizacion del receptor pues
éste podria estar presente a nivel de citoplasmatico, nuclear o membranal(Nadal et al., 2001);
ya que el anticuerpo empleado (sc-8974) no especifica cuando el reconocimiento del epitopo
(H-150) es exclusivo de si el ER se encuentra libre o unido. Por otra parte, la comparaciéon de
los patrones de expresion de los ER en rata, ratén, mono y humano, indican que los datos no
deben ser extrapolados de una especie a otra (Mitra et al., 2003).

En estudios hechos con ratones ERKO, se ha concluido que el ERa regula la magnitud de
la actividad inducida por estradiol (Ogawa et al., 2003; Royston et al., 2014), mientras que el
ERp controla la fase y la distribucion temporal de la actividad (Royston et al., 2014). Con base
en nuestros resultados, podemos decir que en las hembras OVX se presentaron cambios de
fase y de distribucion en el perfil diario de actividad (figuras 14 y 15) que podrian ser
consecuencia de la mayor expresion de ER en NSQ; ademas, se sabe que la activacion del
ERp por el E2, atenla la respuesta del cambio de fase en ZT16 (Royston et al., 2014), idea que
se comprueba en nuestros resultados, pues la OVX aumenta la expresion de ERf y eso podria
estar contribuyendo a una mayor magnitud en la respuesta de fase en ZT14 en N. alstoni.

El analisis de correlacién (tabla 2) demuestra que en las hembras sham existe una fuerte
relacion negativa entre PER1 y BMAL1, lo cual apoya la cualidad de la expresion en antifase
generada por las asas de transcripcion/inhibicion en el reloj biolégico (Oishi et al., 1998b);
ademas, existe una relacién positiva de la expresion de PER1 con la actividad locomotriz,

mientras que hay una fuerte relacion positiva del y del ERB con BMALL, por lo que ésta es
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negativa con respecto a PER1, tal relacion también ha sido observada en células cancerigenas
de colon (Mostafaie, et al., 2009). En el grupo de las hembras OVX, practicamente se pierde la
relacion entre BMAL1 y el ER (r=-0.165), lo cual es congruente con el modelo de ratones KO
en BMALL, en donde se suprime la oscilacion de ERp (Cai et al., 2008)

Con respecto a las acrofases de las proteinas del reloj circadiano analizadas en el NSQ,
podemos decir que presentaron una relacién de fase con respecto a la del ERp, particularmente
con BMALL1, y esta relacion se modifica por la OVX (figura 24). Se sabe que el ERp, pero no el
ERa, esta controlado por las proteinas del reloj molecular, ya que presenta oscilaciones ritmicas
en diversos tejidos periféricos; por ejemplo, en el pulmén de ratén se ha observado que la mayor
expresion del mMARN de Perl y de ERP se presenta en el mismo punto temporal y se pierde
cuando el raton es KO de la proteina BMAL1 (Cai et al., 2008), lo cual también es apoyado por
el andlisis de correlacion (tabla 2, derecha) en donde la relacidn practicamente se pierde en
comparacion con las hembras sham. Por otra parte, se ha descrito que en células cancerigenas
de mama, el ERa incremento la expresion de Clock (Xiao et al., 2014)

Las proteinas CLOCK y BMALL1 son los factores transcripcionales que se unen a la region
promotora E-box de los genes Per y Cry para activar su transcripcion, cuando PER y CRY
forman dimeros, estos translocan al interior del nucleo e inhiben la actividad de CLOCK/BMAL1
(Partch et al., 2014). Cualquier cambio en la cantidad de alguno de los elementos positivos
tendra un impacto sobre los elementos negativos y viceversa. En las hembras OVX de N.
alstoni, puede apreciarse una ligera disminucion de PER1, lo que podria ser la explicacion del
porqué también observamos un aumento en BMALL, pues al no existir suficiente cantidad de
PER1, no se forman dimeros PER/CRY que inhiban la actividad de CLOCK/BMAL vy por ello
también podemos obtener un aumento en BMAL1, asi como en ERp, pues éste también posee
la regién promotora E box (Cai et al., 2008).

Con la hipotesis propuesta en el presente trabajo y de acuerdo con los efectos obtenidos de
la OVX sobre la actividad locomotriz y de las proteinas analizadas en el NSQ, se resumen los
resultados en el siguiente esquema (figura 26), en donde se propone que el efecto de la
ausencia de ovarios sobre el NSQ es a nivel de acoplamiento (Shinohara et al., 2001), de tal
forma que el efecto se da por un aumento en los ERp (figura 22), lo que conlleva a un aumento
en BMAL1 (figura 16D) que en consecuencia, afectara la regulacion de PERL1 (figura 18B). Estos

cambios en BMAL1 pueden estar impactando en la conducta de actividad locomotriz
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disminuyendo el 1 (figura 16 C) y modificando la v (figura 14) y el perfil diario de actividad (figura
15A), pues el aumento en alguna de las proteinas de las asas principales del reloj molecular,
pueden acelerar la dinAmica de éstas. Por lo tanto, en esta tesis se propone que la relacion
entre la regulacién del estrogeno con los elementos que constituyen al reloj molecular es
bidireccional, pues los ER pueden ser tantos genes controlados por el reloj (CCG) como factores
de transcripcion y promover expresion de alguno de los genes principales que constituyen al

reloj.
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Figura 26. Modelo propuesto de acuerdo con los resultados obtenidos sobre los efectos de la OVX. La
ausencia de estrégenos podria estas generando desacoplamiento entre las neuronas del NSQ, lo cual
podria tener efecto a nivel de la sincronizacién. Dentro de la maquinara del reloj molecular, el ERJ puede
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activarse tanto por la OVX; asi como por los dimeros de CLOCK/BMAL1, al ser un CCG. Finalmente,
este incremento en una parte del asa del reloj estaria teniendo efectos a nivel de la duracion del periodo,
asi como en mecanismos de respuesta a la luz.

Respecto a los efectos del estradiol sobre la maquinaria del reloj molecular, los estudios
realizados hasta el momento presentan diferencias de acuerdo con la estructura analizada, la
técnica empleada, cdmo se administro el estradiol y la dosis. En ratas OVX, se ha descrito que
en el NSQ, una inyeccién de 20ug de 17pB-estradiol, aumento la expresion de mRNA de Cry2
24 h después de la aplicacion (Nakamura et al., 2001); mientras que, cuando se utilizaron
implantes subcutaneos de 17B-estradiol se indujo un cambio de fase de Per2 en el NSQ
(Nakamura et al., 2005). Por otra parte, dosis de 10nM y 10uM de 17b-estradiol en un estudio
in vitro con células del NSQ de ratonas knockin de PER2:LUC, no generaron efectos sobre la
expresion de PER2 (Nakamura et al., 2008); aunque en otro estudio con la misma técnica, pero
con ratonas knockin de perl-luc, se describié que hay cambios de fase durante las diferentes
etapas del ciclo estral a nivel del NSQ, por lo que se propuso que los cambios hormonales
modifican el ritmo de perl (Murphy et al., 2013). En el presente estudio, administramos una sola
dosis suprafisiologica (50ug) de BE en ZT16 y observamos el efecto en ZT3, esta dosis se eligio
debido a que se ha demostrado que en rata, es suficiente para inducir durante 4 dias el pico
diario de LH (Legan et al., 1975) y es capaz de aumentar la concentracion de E2 después de

2 horas de su aplicacién en hembras OVX de N. alstoni (Anexo IlI).

Para que las alteraciones en la expresién génica tengan un significado funcional, deben
traducirse en cambios en la proteina. Cuando analizamos la IR-PER1 en ZT3, obtuvimos que
la diferencia fue significativa entre las hembras sham del protocolo de actividad en comparacion
con las OVX a las que se les administro tanto vehiculo como BE. Esto pude deberse a que, en
las hembras OVX, en ZT4 es cuando se presentd un mayor promedio de numero de células IR
(figura 18C) para esta proteina; mientras que en las hembras sham en este mismo punto,
presentdé menor promedio de células IR-PER1 (figura 18A), debido a ello, suponemos que no
hubo efecto del BE de estradiol en PER1, porque cuantificamos en un punto temporal en donde
la propia condicion de OVX ya generaba un aumento de esta proteina. Los niveles de RNA de
mPerl y mPer2 exhiben ritmos circadianos a nivel del NSQ e incrementan a consecuencia de
la exposicion de la luz durante la noche subjetiva pero no durante el dia subjetivo (Albrecht
et al.,, 1997; Shearman et al., 1997; Shigeyoshi et al., 1997). Por otra parte, aunque mPer3
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también presenta un ritmo circadiano, sus niveles de RNA no tienen ninguna respuesta ante
pulsos de luz (Zylka et al., 1998). A nivel del NSQ, la informacion fética produce un incremento
en los factores de transcripcion c-fos, egr-1 y pCREB (Aronin et al., 1990; Guido et al., 1999;
Gau et al., 2002), asi mismo, el E2 incrementa el nimero de células IR para pCREB cuando el
pulso fotico se administra en CT22 (Abizaid et al., 2004) que a su vez, es un elemento requerido
para la activacion de PER1 cuando éste es inducido por la luz (Tischkau et al., 2003). Sin
embargo, en el presente estudio se administré el BE a la mitad de la noche (ZT16), y el efecto
se observé durante la fotofase (ZT3), lo que apoya la idea de que el efecto del BE

probablemente se sobrepuso con el de la fotoinduccién de PERL1.

La administracion de BE sobre el numero de IR-BMAL1 incrementé significativamente con
respecto al vehiculo y las hembras sham (figura 25), el mecanismo por el cual el BE alter6
BMALL1 puede deberse a que se inyectd en un punto temporal previo a su incrementé en las
hembras OVX 'y que tiene un menor promedio de células IR-BMALL1 (figuras 18D), de tal forma
gue probablemente el BE, activa a los ER generando su union en el sitio promotor ERE de Per2
(Gery et al., 2007), mientras que Per2 puede modular a Bmall cuando se complementa con

receptores nucleares, como los RORa 0 PPARa (Schmutz et al., 2009).

Se sabe que los cambios en las concentraciones hormonales producto del ciclo ovérico
afectan la densidad sinaptica en regiones cerebrales como el hipocampo (Woolley & McEwen,
1992). El estradiol no sélo tiene efectos sobre los elementos de la maquinaria del reloj
molecular, se sabe que también incrementa la expresion de conexina 46 en el NSQ, por lo que
podria estar actuando como un modulador del acoplamiento entre las células que constituyen
al marcapasos maestro via incremento de uniones estrechas (gap junctions), cuya funcion es
mediar la comunicacion eléctrica celular (Shinohara et al., 2000, 2001). Cuando las uniones gap
se bloquean se producen alteraciones ante las respuestas de cambio de fase inducidas por luz
(Michel & Colwell, 2001); en los resultados obtenidos de las hembras OVX y con niveles de E2
indetectables, la ausencia de esta hormona podria ocasionar un desacoplamiento en la
respuesta del NSQ ante los cambios féticos ambientales. Sin embargo, las deficiencias en el
acoplamiento eléctrico de las neuronas, parecen ser un mecanismo independiente de

regulacion a las oscilaciones de los genes reloj en el NSQ.




El conjunto de los resultados obtenidos en este estudio, sustentan la idea de que el estradiol
en hembras es un elemento importante en la modulacion del oscilador maestro, las cuales
pueden ocurrir de manera directa 0 por vias indirectas, tanto humorales como neurales
(Putteeraj et al., 2016). Debido a que nuestros resultados en el periodo de la actividad locomotriz
fueron diferentes a los descritos en otros roedores, apoyamos la hipétesis de que los efectos
de las hormonas ovéricas son especie-especificos y dependientes de la dosis que se

administre, particularmente en estudios a nivel del NSQ.

Neotomodon asltoni es buen modelo para estudiar la actividad locomotriz sin emplear rueda
de actividad, pues esta interfiere en los pardmetros que se deben evaluar (Eckel et al., 2000;
Novak et al., 2012), en el ciclo estral (Kent et al., 1991), en respuestas circadianas (Yamada
et al., 1988), asi como en la respuestas de la CRF (Reebs & Mrosovsky, 1989; Rosenwasser &
Dwyer, 2001) e incluso en respuestas a nivel de expresion de genes de reloj (Yannielli et al.,
2002). Ademas, la rueda de actividad funciona como motivador (Novak et al., 2012), lo cual
produce efectos a través del mecanismo de recompensa y eso puede alterar la respuesta

circadiana a evaluar.

6. CONCLUSION

El presente estudio contribuye al conocimiento sobre la interconexion de la ritmicidad
circadiana y los procesos reproductivos. La concentracion de estradiol en plasma a lo largo del
ciclo estral, la duracion de éste y las caracteristicas de la progresion en el epitelio vaginal a lo
largo del ciclo estral, fueron muy similares a lo reportado en otras hembras de roedores de

laboratorio.

En las hembras del raton de los volcanes, el ciclo estral modula la amplitud del ritmo
circadiano de actividad locomotriz, y en condiciones de sincronizacion, se presenta el fenébmeno
de scalloping relacionado con las diferentes etapas del ciclo estral. En condiciones constantes
de oscuridad, la ovariectomia acorta el periodo de la actividad y en consecuencia incrementa la
magnitud en el cambio de fase inducido por el pulso de luz durante el inicio de la noche subjetiva;

asi mismo, disminuye el total de actividad.




La ausencia de hormonas ovéricas también impacta en la sincronizacién, pues se presenta
un retraso del inicio de actividad, relacionado con el de la acrofase y con una mayor amplitud
en el perfil diario, lo que se refleja en un aumento de la actividad que ocurre durante la primera

mitad de la escotofase.

El perfil diario de las proteinas de reloj en el NSQ durante el diestro se presenté en PER1 y
BMALL1 con un ajuste de 24 h, mientras que el del ERp fue bimodal. Cuando las hembras son
OVX, solamente PERL1 se vuelve bimodal y aunque BMAL1 y ER3 mantuvieron un ajuste de 24
h, presentaron un cambio de su acrofase. Las hembras OVX tuvieron menor promedio de
células IR-PER1, mientras que el de IR-BMAL1 aument6. Ademas, existe una relacion positiva
entre la expresion IR-BMAL1 y ERB en hembras sham, la cual se pierde por la OVX; mientras

gue la relacion negativa entre PER1 con BMAL1 disminuye en las OVX.

La inyeccion de BE en ZT16 y su evaluacién en ZT3, ocasion6 un aumento de IR-BMAL1 en
comparacién con la inyeccion de vehiculo; mientras que en PER1 no tuvo efecto. Sin embargo,
cuando se compar6é el mismo punto temporal con las sham, en ambas proteinas el BE genero

un aumento de células IR en el NSQ.

Nuestros resultados sugieren que los efectos producidos por la OVX en la respuesta
circadiana de la actividad locomotriz pueden relacionarse con los cambios observados en el
perfil diario de las proteinas PER1 y BMAL1 en el NSQ que, a su vez, podrian modularse
principalmente por el estrégeno y su interaccion con el ERB. Concluimos que, nuestros
resultados aportan nueva informacién e importante sobre la interaccion del eje neuroendocrino

hipotalamo-hipdfisis-ovario con el sistema circadiano en las hembras de N. alstoni.
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Resumen

Para garantizar el éxito reproductivo, los mamiferos requieren de la organizacién de muchos procesos fisioldgicos y
conductuales, asi como la participacion de sefiales del medio ambiente. Durante la reproduccion, las hembras secretan
diversas hormonas que inducen de manera dptima la ovulacifn para la posible fertilizacion. Dichos eventos, se presentan
ritmicamente y estan vinculados a un proceso circadiano de regulacién.

El niicleo supraquiasmético (N5Q) del hipotilamo es considerado el reloj maestro de los ritmos circadianos en mami-
feros e influye diariamente, via neural y endocrina en diversos sistemas fisioldgicos. La fisiologia reproductiva es coor-
dinada por las conexiones del NSQ con otros niicleos hipotalamicos encargados de la liberacion de las hormonas del eje
hipotalamo-hipofisis-génadas (HHG).

En esta revision se abordard la comunicacion entre los sistemas circadiano v el eje HHG para la regulacion del ciclo
estral, con particular énfasis en el reciente descubrimiento del ovario como oscilador circadiano periférico en roedores.

Palabras clave: ovario, sistema circadiano, oscilador periférico, fisiologia reproductiva.

Abstract

To secure reproductive success, mammals require the establishment of several physiological and behavioral processes, as
well as the involvement of environmental signals. During reproduction, females secrete a number of different hormones
to induce an optimal ovulation for a potental fertilization. These events are presented rhythmically and are linked to the
circadian regulation.

The suprachiasmatic nucleus (SCN) in the hypothalamus is considered the master clock of circadian rhythms in mammals,
it affects neural and endocrine manner on several physiological systems daily. Reproductive physiology is coordinated
by sCN connections with other hypothalamic areas, which are responsible for the release of the hormones involved in the
hypothalamic-pituitary-gonads axis (HPG).

This review will address the communication between the circadian system and the HPG axis in the regulation of the
estrous cycle, with a particular emphasis on the recent discovery of the role of the ovary as a peripheral circadian osci-
llator in rodents.

Keywords: ovary, circadian system, peripheral oscillator, reproductive physiology

INTRODUCCION

Los organismos llevan a cabo dos funciones basicas para  es la manera de perpetuar la especie al transmitir y
su supervivencia: alimentarsey reproducirse. Laprimera  recombinar su informacién genética de generacién en
es requerida para obtener energia y poder llevar a cabo  generacion y es el sustrato de los procesos evolutivos
procesos implicados durante el desarrollo; la segunda  ante el ambiente. La reproduccion sexual requiere de la
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fecundacion para la combinacion genética de dos células
germinales, lo que implica una coincidencia en espacio
v en tiempo para el encuentro de los gametos femeninos
v masculinos.

En hembras de mamiferos, previo a la fecundacion
del dvulo, son necesarios una serie de procesos coor-
dinados, tanto conductuales como fisiologicos con la
pareja. La observacion de los cambios de la diversidad
de conductas y rasgos fenotipicos permitié a Darwin en
1859, postular una teoria de “la seleccion sexual”. Junto
a los procesos conductuales, los procesos fisioldgicos
involucrados en la reproduccién reciben una fuerte in-
fluencia del amhiente, lo que requiere de la coordinacion
optima en el tiempo para que aumente la probabilidad
del éxito reproductivo, tal funcion se logra, al parecer, a
través de la participacion del sistema circadiano.

El presente trabajo provee una revision sobre el con-
junto de evidencias relacionadas con el control circadia-
no en la reproduccion de las hembras, especificamente
en roedores; y hace énfasis en aquellos descubrimientos
que analizan al ovario como tejido con funciones ritmi-
cas circadianas. El articulo se estructura desarrollando
a grandes rasgos los dos temas principales: fisiologia del
ciclo estral y ritmos circadianos; posteriormente se de-
sarrolld un tema sobre la interaccion de estos procesos.
Estos tres temas fueron sustentados tanto con literatura
clasica en el tema con enfoque de ritmos hiologicos yfo
circadianos, asi como con literatura reciente.

Una vez establecidos los antecedentes generales, se
ahordd de lleno el analisis sobre el tema del ovario como
oscilador periférico con base en la literatura especiali-
zada. Se plantearon las siguientes preguntas: ;como se
genera la coordinacion entre un ritmo circadiano y uno
infradiano?, ;cual es la importancia del ovario como
oscilador periférico? Para colectar las referencias espe-
cificas en el tema, se realizd una biisqueda en las bases
de datos Pubmed y Scopus con las siguientes palabras
clave: circadian clock in ovary, circadian rhythm, ovary
y clock genes utilizando el operador booleano AND. De
los resultados de 1a blisqueda se seleccionaron aquellos
articulos con los siguientes criterios: a) que analizaran
componentes del reloj molecular circadiano en el ovario,
b) que el estudio fuera en mamiferos y c) que el modelo
hiologico empleado para el estudio fuera en roedores.
Tras la blisqueda se descartaron aquellos articulos irre-
levantes con base en su titulo y resumen y se revisaron
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los relevantes para el tema.

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS- GONADAS Y
CICLO ESTRAL

La reproduccién en la hembra es un tema de estudio
sumamente amplio, pues abarca desde la conducta se-
xual y su control hormonal hasta la crianza y cuidado
de las crias. La conducta sexual estd conformada por
tres procesos: atraccion, proceptividad y receptividad,
todos ellos con particularidades hormonalesy fisiologi-
cas muy especificas para cada especie. Para mas detalles
ver Beyer, Hoffman v Gonzalez (2007). Para los fines
de la presente revision, se abordara directamente y de
manera general, la fisiologia del ciclo estral, la cual esta
inmersa en la conducta de receptividad, ya que existe
un momento especifico de éste ciclo donde la hembra
es receptiva al macho.

A grandes rasgos, los ciclos reproductivos en las hem-
bras de roedores son llamados ciclos estrales y tienen
una duracion aproximada de 4-5 dias; cada ciclo consta
de 4 etapas: proestro (P), estro (E), metaestro (M) y dies-
tro (D), (Freeman, 1994). En cada una de ellas existen
cambios hormonales bien definidos, ejemplo de ello son
las altas concentraciones en plasma de la prolactina, la
hormona luteinizante (HL) v la hormona foliculo esti-
mulante (FSH) en la tarde del proestro, especificamente
a las 18:00 horas (Fink v Ayer, 1974); mientras que en M
los niveles de estradiol se elevan hasta alcanzar su mayor
concentracion durante el Py regresan a niveles basales
al final del E. Por su parte, la progesterona presenta dos
picos de secrecion, uno durante el My el D, y el segundo
pico de mayor amplitud durante el P, el cual decae al
llegar la fase de E. La ovulacién comienza al inicio del
Py concluye al final del E (Marcondes, Biachi y Tanno,
2002) v puede ser rastreada mediante los cambios en
las células del epitelio vaginal, las cuales caracterizan a
cada etapa. Los eventos de liberacion hormonal y de los
ovocitos, implicados en el ciclo, demandan una coordi-
nacién temporal que esta estrechamente relacionada e
influenciada por un control circadiano (figura 1).

El ciclo estral no es el (nico proceso durante la re-
producciom femenina en donde se presenta un control
circadiano. En conejos, el amamantamiento ocurre apro-
ximadamente cada 24 horas v en las crias se presenta
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Figura 1. Cambios hormonales, ovaricos y del epitelio vaginal durante el ciclo
estral, y su control circadiano en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario
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Diagramas que representan y resumen los eventos de liberaciones hormonales durante los dias (representados
con las barras blancas y negras en horas) que constituyen el ciclo estral en roedores (izquierda), asi como los
cambios celulares observados en las células del epitelio vaginal y el ciclo ovarico (diagrama de la izquierda,
abajo). Ademas, también se puede observar la influencia del sistema circadiano en el eje hipotalamo-hipofisis-
ovario y el papel de tales estructuras como osciladores (diagrama de la derecha).GnRH, hormona liberadora de
gonadotropina; LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante; NSQ, niicleo supraquiasmatico.

Fuente: McLean, Valenzuela y Bennett, 2012.

una conducta anticipatoria, lo cual también puede refle-
jarse en la secrecion de oxitocina, hormona que se libera
con el estimulo de succion en las glandulas mamarias
durante la lactancia ( Gonzalez-Mariscal, 2006).

Previo a la ovulacion, la hormona liberadora de gona-
dotropinas (GnRH) es liberada desde el hipotalamo en
su modalidad pulsatil; estos pulsos son de baja ampli-
tud y presentan una duracion de aproximadamente 30
min. (Chappell, 2005). E1 M se caracteriza por presentar
un patron de secrecion basal de GnRH suficiente para
estimular la secrecion basal de hormona luteinizante
(LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) desde la hi-
pofisis; ambas hormonas promueven la maduracion de
foliculos en los ovarios. Durante el D, algunos foliculos
se diferencian y comienza la secrecion de estrogenos
(17- estradiol) aumentando gradualmente su concen-

tracion en la sangre. En el P, la secrecion de estrogenos
por parte de los foliculos maduros presenta su maxima
concentracion durante la noche del proestro y estimu-
la la cornificacion de las células en el epitelio vaginal;
mientras que durante el E, los ovarios liberan simulta-
neamente varios ovocitos, en respuesta al aumento de
las concentraciones preovulatorias de LH y FSH en la
rata (Dominguez, Chavez y Cruz, 1991).

El eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas (HHG) es contro-
lado principalmente por la GnRH, la cual es un decapép-
tido secretado por neuronas hipotalamicas localizadas
desde el area preoptica (POA) hasta el niicleo arcuato
(ARC). Una vez liberada la GnRH a la eminencia media
(ME) viaja hacia la hipofisis a través de una red de capila-
res localizada en el infundibulo. La GnRH en hipofisis se
une a las células gonadotropas que presentan receptores
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acoplados a proteina G; evento que estimula la sintesisy
liberacion de las gonadotropinas LH y FSH. Una vez en
circulacion, estas hormonas llegan al ovario y se unen
a sus receptores en las células de la teca o granulosa de
los foliculos, desencadenando procesos de crecimiento,
maduracion y diferenciacion folicular; asi como la sinte-
sis y secrecion de hormonas esteroides (estrogenoy pro-
gesterona), v la liberacion de los ovocitos (Sikes, 2009).
En resumen, la secrecion de GnRH se presenta de dos
formas: una pulsatil caracterizada por pulsos de alta
frecuencia vy baja amplitud (Chappell, 2005) que ocurre
cuando hay bajas concentraciones de estradiol, lo que
ocasiona la inhibicion de la secrecion de GnRHy LH; y
una ciclica caracterizada por presentar un pico conspi-
cuo durante la fase preovulatoria, cuando las altas con-
centraciones de estradiol retroalimentan positivamente
la secrecion de GnRH v LH. Este aumento en la liberacion
masiva de GnRH es requerido para inducir un pico en
los niveles de concentracion de LH indispensable para
desencadenar la ovulacion (Schneider, 2004).

EL SISTEMA CIRCADIANO EN MAMIiFEROS

Las sefiales ambientales ciclicas con periodo estable per-
miten que los organismos se adapten a ellas y se anticipen
acambios periédicos enla iluminacion y en la temperatu-
ra. Los ciclos geofisicos regulares parecen haber ejercido
una presion selectiva en los seres vivos, esta influencia se
ohserva en la persistencia de los ritmos en condiciones
constantes y su correspondencia de duracion aproximada
(circa) con la ritmicidad de algiin ciclo ambiental, la cual
se caracteriza por durar aproximadamente 24 horas. Los
ritmos circadianos son generados por un reloj biolégico
determinado genéticamente, el cual es capaz de sincro-
nizarse diariamente a los ciclos de luz-oscuridad (Pit-
tendrigh, 1993). La sincronizacion de un reloj circadiano
resulta de la interaccion entre un oscilador endogeno y
una variable ciclica ambiental, conocida con el nombre
de Zeitgeber (término aleman que significa dador de tiem-
po) o sincronizador (Aschoff, 1960).

La sincronizacion es el proceso que ocurre cuando el
periodo de un oscilador enddgeno (1) es ajustado v aco-
plado al periodo de un Zeitgeber (T), por lo que se dice
que 1=T: lo que establece una relacion de fase (%) entre
el oscilador circadiano y el Zeitgeber (Daan v Aschoff,
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2001). Cuando se habla de tiempo del Zeitgeber (Zeitgeber
Time [ZT] por sus siglas en inglés) se refiere al horario en
condiciones artificiales en funcién al momento en que
inicia la presencia de la luz. Cuando se habla de tiempo
circadiano (Circadian Time [CT] por sus siglas en inglés),
se refiere a 24 unidades horarias que se completan en el
tiempo que constituye el periodo enddgeno del oscila-
dor biolégico, usualmente son referidos a una conducta
como el inicio de la actividad (Pittendrigh v Minis, 1964).

Aquellas senales capaces de sincronizar a un oscila-
dor biologico, tienen que ser previamente percibidas
por alguna estructura del organismo. El sistema circa-
diano consiste en todos los elementos biologicos que
interactilian para mantener un orden temporal interno;
de tal forma que es conformado por las vias aferentes
(usualmente son sistemas sensoriales) a un marcapasos
central u oscilador endogeno, v las vias de salida (tejidos
u érganos) para el ritmo manifiesto. Las aferencias o vias
de entrada transmiten informacion de las sefiales am-
hientales hacia el oscilador o marcapasos central, éste,
realiza la integracion de la informacion recibida sobre
las sefiales externas y lleva a cabo un ajuste sobre diver-
sas funciones fisiologicas temporales, cuyas eferencias
son los ritmos neuronales, hormonales y conductuales
(Schibler y Sassone-Corsi, 2002).

El origen endogeno de la oscilacion circadiana en
un organismo, requiere un mecanismo a nivel celular y
molecular que es controlado por asas de retroalimenta-
citn de transcripcion-traduccion (Moore y Eichler, 1972).
La primer asa de retroalimentacion es integrada por el
factor de transcripcion BMAL1 (Brain and muscle Amt-
like protein-1) que forma dimeros con la proteina CLOCK
(Circadian Locomotor Output Cycle Kaput) mediante el
dominio PAS, v activa la transcripcion de los genes Period
(Per1v Perz2) vy Cryptochrome (Cry1 v Cryz). Una vez acti-
vados PER y CRY, forman heterodimeros que ingresan al
nicleo celular, donde inhiben su propia activacion. Por
otra parte, los heterodimeros de CLOCK-BMAL1 inducen
la expresion de un receptor nuclear huérfano llamado
Rev-erba.y ROR (retinoid-related orphan receptor). La
segunda asa de la maquinaria se establece por las modi-
ficaciones post-traduccionales del dimero PER-CRY, que
implica la fosforilacion por las caseina cinasas (CK1e, &),
lo cual asegura un retraso adecuado (figura 2), de manera
que la duracion del ciclo completo es de aproximada-
mente 24 horas (Takahashi et al., 2008; Mohawk, Green
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Figura 2. Representacion de las principales asas de transcripcion-traduccion de los genes
reloj en las células del N5 de mamiferos
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El heterodimero conformado por CLOCK/BMAL 1 se une a la region promotora de los genes Per v Cry v otros genes
controlados por reloj (Ger) responsables de las vias eferentes del reloj. Las proteinas PER y CRY se acumulan en el
citoplasma donde se fosforilan (P) v translocan para inhibir su propia transcripcién. Las eferencias ritmicas son
responsahles de sincronizar los ritmos en los relojes periféricos e influir en procesos fisiologicos. Por otra parte, las
aferencias ritmicas participan en la diafonia con el centro del reloj melecular mediante mecanismos de retroalimen-
tacion. Las lineas punteadas indican los mecanismos reguladores positivos (verdes) v negativos (negros).

Fuente: Stubblefield, Terrien v Green, (2012)

v Takahashi, 2012).

La maquinaria molecular del reloj circadiano esta pre-
sente en todas las células, sin embargo, fuera del NSQ la
autonomia en la oscilacion es débil, por lo que se recono-
ce como oscilador circadiano periférico a los tejidos que
manifiestan oscilacion de maquinaria de reloj in vitro,
pero que rapidamente se amortigua. El NSQ sincroniza la
fisiologia del organismo a los cambios diarios mediante
la coordinacion de los osciladores periféricos a través de
vias neuronales y humorales (Schibler v Sassone-Corsi,
2002). Estudios previos han demostrado que una varie-
dad de factores son capaces de reajustar a los osciladores
periféricos, como los glucocorticoides (Balsalobre, Mar-

cacciy Schibler, 2000), los estrogenos (Nakamura et al.,
2005) v las prostaglandinas (Tsuchiya et al., 2005) entre
otros. Cuando los organismos estan sincronizados a un
ciclo de luz-oscuridad, se establece una relacion de fase
particular entre los osciladores periféricos con el NSQ en
una relacion temporal tejido-especifica (Abe et al., 2002).

En resumen, los ritmos circadianos: son enddgenos,
ubicuos y capaces de sincronizarse a sefiales ambienta-
les. Aquellos ritmos bhiologicos que se presentan varias
veces en 24 horas (alta frecuencia) se les llama ultradia-
nos: mientras que aquellos que requieren varios dias
para completarse (baja frecuencia) se les conocen como
infradianos; las bases de estas oscilaciones no son cla-
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ras pero al parecer reciben una fuerte influencia de los
mecanismos circadianos.

REGULACION DEL CICLO ESTRAL POR EL
SISTEMA CIRCADIANO

Entre la regulacion del eje neurcendocrine que controla
el ciclo estral v la regulacion circadiana dada por el ni-
cleo supraquiasmatico, se plantea la siguiente pregunta:
sexiste influencia del reloj circadiano sobre un ritmo
biologico infradiano como el ciclo estral? Las primeras
evidencias de esta relacion se mostraron a principios
de la década de los 7o en hembras de hamster v de rata,
cuya ablacién del NSQ generd una condicion anovula-
toria, caracterizada por un estro persistente (Stetson y
Watson, 1976; Brown-Grant v Raisman, 1977). Por otra
parte, cuando hembras de hamster son expuestas a con-
diciones constantes de luz durante un periodo prolonga-
do, presentan una ovulacion asincronica v ciclos estrales
irregulares (Alleva et al., 1968) asi como un deterioro
en el ritmo circadiano de actividad locomotriz (Stetson,
Watson-Whitmyre y Matt, 1977). Ademas, en roedores con
lesion del NSQ se presenta arritmia en la actividad loco-
motriz, y al recibir trasplantes de NSQ fetal, se recupera
en cierta medida la ritmicidad circadiana en la conducta
(Ralph et al., 1990) pero no en los ritmos enddcrinos de
estos animales (Meyer-Bernstein et al., 1999).

También se observd que el NSQ regula el pico preo-
vulatorio de LH durante el ciclo estral a través de sus
aferencias hacia neuronas hipotalamicas encargadas
de secretar GnRH (de la Iglesia v Schwartz, 2006). Se
propone que la liberacion pulsatil de las gonadotropi-
nas desde la hipofisis es posiblemente regulada por la
sincronizacion de miltiples osciladores celulares que
ajustan su secrecion en respuesta a los cambios de los
secretagogos hipotalamicos (Bonnefont, 2o10) pues se
ha demostrado en cultivo de células de la hipofisis, os-
cilaciones de mPer1 durante varios dias (Yoshikawa et
al., 2005). La coordinacion ciclica de estas oscilaciones
puede favorecer la expresion de genes controlados por
reloj, entre los cuales se encuentran los que median la
sintesis y liberacion de LH v FSH, cuyo tejido diana es
el ovario.

El ovario es un organo formado principalmente de
foliculos en diferentes estados de desarrollo, asi como
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de cuerpos liteos. El crecimiento y desarrollo de los fo-
liculos encaminados a la liberacion de ovocitos fertili-
zables, depende en parte, del patron de secrecion de las
gonadotropinas; ejemplo de ello es la FSH, encargada
del desarrollo folicular, pues promueve la proliferacion
y diferenciacion de las células de la granulosa; mientras
que el pico de LH es esencial para la ovulacion y el conse-
cuente proceso de luteinizacion (McGee y Hsuch, 2000).

La regulacion circadiana de la ovulacion ha sido ob-
servada desde hace mas de medio siglo. En las hembras
de rata, el pico de LH se da aproximadamente 2-4 horas
después de haber apagado las luces (Everett y Sawyer,
1950) durante el atardecer del proestro, cuando una sefial
precisa circadiana se coordina con un ambiente esteroi-
deo apropiado (Legan y Karsch, 1975). Si se lesiona el NSQ
se genera una ovulacion irregular (Wiegand v Terasawa,
1982). Se han demostrado provecciones neuronales des-
de el NSO hacia las neuronas secretoras de GnRH en la
rata (Kalsbeeky Buijs, 2002) y los cambios en la duracion
de los periodos de luz-oscuridad que se integran en el
NSQ alteran el momento del pico de secrecion de gona-
dotropinas durante &l ciclo estral (Goldman et al., 2004).

De acuerdo a las evidencias generadas sobre la rela-
cion entre el sistema circadiano y el eje HHG, Sellix y
Menaker (2010) proponen el siguiente paradigma: en
lugar de responder a un sistema jerarquico lineal, even-
tos como la ovulacion controlados por el HHG son orga-
nizados temporalmente por un sistema multi-oscilador
que depende de la sincronizacidn entre el acoplamiento
de sus componentes (ver figura 4A).

Los eventos reproductivos, a su vez, tienen efectos
directos e indirectos sobre la organizacion circadiana
de la conducta v la fisiologia. Ejemplo de ello son los
estudios sobre los cambios en los ritmos de actividad
durante el ciclo estral; en los cuales se ha observado un
adelanto de fase del inicio de la actividad locomotriz v
un aumento de la amplitud de ésta durante el proestro;
a lo que se le ha interpretado como una ganancia en el
tiempo de interaccion de la hembra con el macho para
aumentar la probabilidad de la copula (Morin, Fitzgerald
v Zucker, 1977; Albers,Gerall v Axelson,1981). El ritmo
de actividad locomotriz no es el Gnico en el que ocurren
cambios segiin la etapa estral, se ha reportado que el
ritmo de temperatura corporal presenta un retraso de
fase durante el proesiro y un aumento en la amplitud
durante el estro (Kent, Hurd y Satinoff, 1991).
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El ciclo estral también cumple con la caracteristica
de ser un ritmo enddgeno al igual que los ritmos circa-
dianos, pero con origen v propiedades distintas (Stetson
v Anderson, 1980). Desde el punto de vista de l1a cro-
nobiologia, 1a reproduccion es un conjunto de ritmos
agrupados dentro de otros ritmos de mayor periodicidad
(de la Iglesia, 2006).

EL OVARIO COMO OSCILADOR
CIRCADIANO PERIFERICO

El ovario es un organo encargado de la secrecion de hor-
monas v de la liberacidn de los ovocitos para su posible
fertilizacion. Las evidencias existentes sobre el ovario
de roedores como oscilador circadiano periférico se sus-
tentan en la expresion ritmica de genes de reloj en éste
organo. En extractos de ovario de ratas mantenidas en
ciclos de LO 12:12, en las fases de P y E del ciclo estral, los
mRNA de los genes Per (Per1 y Perz) presentan un ciclo de
expresion cada 24 horas aproximadamente, analizados
con la técnica de la RT-PCR. En contraste, en oscuridad
continuay sin definir la etapa del ciclo estral, la maxima
amplitud del ciclo (acrofase) de Per1 se presentd a las
dos horas después de apagar la luz (T 14), mientras que
Perz se presentd seis horas después (£T18). Los cambios
ciclicos en la expresion mRNA de Per se correlacionaron
con un retraso de varias horas respecto al ciclo de las
proteinas PER. Ademas, la localizacion Perr y Perz me-
diante el estudio de radio inmunchistoquimica indico su
presencia en células esteroidogénicas de foliculos pre-
antrales, antrales, preovulatorios v en el cuerpo liteo;
asi como en tejido intersticial (Fahrenkrug et al., 2006).

Estos estudios establecieron la primera evidencia con-
creta de que en el ovario de la rata existe un mecanismo
molecular circadiano y permitieron reconsiderar la pre-
gunta sobre si existe comunicacion del nicleo supra-
quiasmatico con el ovario ;como sucede? La idea princi-
pal es que el ovario es un oscilador periférico, y como tal
debe estar siendo regulado por sefiales neurchumorales
reguladas desde el NSQ y por lo tanto, conformando
parte del sistema circadiano. Bajo esta hipdtesis general,
Karman vy Tischkau (2006), analizaron la expresion de
Perz y Bmali en €l ovario y en el niicleo supraquiasmatico
deratas hipofisectomizadas tratadas con gonadotropina
coridnica humana (hCG). Sus resultados confirmaron
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que la hormona luteinizante es un regulador del ritmo
circadiano de algunos genes reloj presentes en el ovario.
Como primera parte del desarrollo de la investigacion
corroboraron mediante westemn blot 1a presencia de las
proteinas BMAL1 (7gkDa), CLOCK (g1kDa), Per1 (112kDa),
Perz (gokDa) y CRY1 (74kDa). Posteriormente se ohservo
que el ovario tiene un ritmo diario del mRNA de Perz con
una relacion de fase con el NSQ de 8 horas; mientras que
para Bmali, 1a relacion de fase es de 4 horas. El analisis
de PER es congruente con otro estudio (Fahrenkrug et
al., 2006) en el cual se reportd a la acrofase en el ZT16,
mientras que BMALz esta en antifase con respectoa Perz.
La conclusion de este trabajo fue que la LH es la sefial
humoral que inicia la ritmicidad de los genes de reloj
en el ovario de ratas (Karman y Tischkau, 2006). Las
diferencias entre ambas investigaciones sobre la bati-
fase (punto mas bajo de la oscilacion) de PER se deben
posiblemente al momento del ciclo estral en el que se
colectd el tejido, pues éste es capaz de cambiar las fases
en diferentes tejidos (Nakamura et al., 2010).

Una vez que se evidencio la participacion de la LH
para la generacion del ritmo de Perz y Bmali en el ovario
de la rata (Karman y Tischkau, 2006), al afio siguiente
se reportd la expresion ciclica de Perr en células de la
granulosa y células del cuerpo liiteo in vive; asi como
el efecto de la FSH para promover durante un ciclo la
oscilacion de Perz v de la LH para mantenerlo; ademas
de revelar que en ovarios inmaduros no existe un ciclo
de Per1, mientras que en ovarios de ratas puberales si se
presenta un ciclo muy marcado en las células lateas (He
etal., 2007); tal conclusion contrasta con el reporte ante-
rior, ya que Karman y Tischkau (2006) reportan un ritmo
expresado en células de la granulosa v de la teca para
Perz y Bmali. 5i bien la LH tiene un efecto modulador
sobre la maquinaria molecular en el ovario, también las
sefiales de la FSH actiian como sincronizadores de genes
de reloj en este tejido (He et al., 2007). Con base en lo
anterior, se contintia con el modelo en el cual las sefiales
de las hormonas sexuales hipofisiarias son requeridas
para el establecimiento de las oscilaciones circadianas
en el ovarioy que, aunque el ovario presenta los elemen-
tos principales del reloj molecular, ésta expresion no es
ritmica antes de la pubertad.

Los genes de reloj v sus transcriptos se expresan rit-
micamente en €l ovario de la rata y ésta expresion esta
presente en las células de la granulosa y de la teca que
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conforman a los foliculos, asi como en el cuerpo litteo
(Karman y Tischkau, 2006; He et al., zo07). El siguien-
te paso fue investigar si existia un control neural en la
ritmicidad del ovario. Para ello Yoshikawa, et al. (2009)
hicieron un experimento que consistio en quitar el ner-
vio superior ovarico v el plexo ovarico en ratas trans-
génicas de la luciferasa en la region de regulacion del
gen Peri1(Per1-Luc). Luego, las ratas fueron expuestas a
cambios de horarios de iluminacion por 6 horas, al final
analizaron la bioluminiscencia de Perz in vitro en un
ovario denervado vs uno intacto de la misma rata. Tanto
en el denervado como en el control no se observaron
diferencias significativas en la fase de Per1; mientras
que en cultivos de células de la granulosa los efectos de
la FSHy la LH ocasionaron un cambio de fase de Per:
dependiente de la dosis v del momento en que se aplico,
por lo que los grandes candidatos para ser las senales
sincronizadoras en los genes de reloj en el ovario son
las vias humorales y no las neurales; sin embargo, no
se excluye del todo la posibilidad de que otro tipo de
denervacion influya sobre los procesos de ovulacion.

Se ha reportado que la inervacion del nervio vago
juega un papel en la ovulacion de ratas v que el efec-
to depende de la bilateralidad, pues al diseccionar el
nervio vago izquierdo disminuye la tasa de ovulacion;
mieniras que al diseccionar el del lado derecho, no hay
efectos (Cruz, Chavez y Dominguez, 1986). Ademas, la
inervacion vagal modula la regulacion estimuladora del
inicio de la pubertad, pues al seccionar el nervio uni o bi-
lateralmente los niveles séricos de estradiol disminuyen
v se presenta un refraso de la apertura vaginal en ratas
(Morales-Ledezma, Betanzos-Garcia, Dominguez- Casala,
2004). Por lo anterior, es importante no ignorar las cone-
xiones del sistema nervioso autdnomo que van desde el
N5 al ovario como probables vias de comunicacion de
senales circadianas.

Hasta este punto, se ha conformado un modelo en
donde el NSQ influye mediante mecanismos neuro-
humorales sobre la fisiologica del ovario; sin embar-
go, también puede existir una comunicacion que sea
desde el ovario hacia el N5Q. Nakamura et al. (zo10),
reportaron los efectos de las hormonas esteroideas del
ovario durante las cuatro fases del ciclo estral sobre la
expresion ciclica de genes de reloj en el Gtero, higado y
el propio ovario. Los resultados indican que el ritmo de
los genes de reloj del ovario sigue siendo congruente
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entre los estudios anteriores (ver tabla 1). Sin embargo,
es de resaltar que Per1 cambia de fase y disminuye su
amplitud durante el estro.

Debido a las variaciones encontradas en el {itero, los
investigadores decidieron analizar los efectos del estrd-
geno vy la progesterona sobre la ritmicidad de Per median-
te el uso de ratones knock-in Perz-Luc y observaron que
la relacion de fase existente entre la expresion de Perz
en el ovario y el NS es de aproximadamente 4 horas,
similar a lo reportado por Karman y Tischkau en 2o006.
La principal conclusion vy aportacion de éste trabajo es
que las variaciones de las hormonas esteroideas de los
ovarios controlan los cambios en la sincronizacion de los
genes de reloj en ovarioy (tero; mientras que en higado
modulan la sincronizacion de la expresion de los genes
de reloj (Nakamura et al., 2010). Los resultados de ésta in-
vestigacion aportan una contribucion diferente, ya que,
si bien el ovario es un oscilador periférico, las hormonas
estrogénicas son capaces de ejercer efectos sobre otros
osciladores periféricos, afiadiendo mas complejidad al
mecanismo de comunicacion entre el sistema circadiano
v reproductivo.

En el 2011, Tischkau, Jaeger y Krager, analizaron me-
diante RT-PCR los ritmos de Perz y Bmal: en el ovario de
raton, pero estavez bajo los efectos de la administracion
de una dioxina (TCDD), la cual es un compuesto que
genera alteraciones a nivel de desarrollo folicular v la
inhibicion de la ovulacion. Ademas de reportar un ritmo
para Perz y Bmali igual al del ovario de la rata, la apli-
cacion de la dioxina interrumpe la expresion del ritmo
de dichos genes interactuando a través del receptor aril
hidrocarburo (AhR); indicando que un efecto toxico ca-
paz de inhibir 1a ovulacion, también afecta el mecanismo
oscilador circadiano del tejido.

Hasta el momento ain no es clara la forma en que
se expresan los genes de reloj en los diferentes com-
partimentos y lineas celulares del ovario. Un estudio
reportado por He et al. (2007) demostrd por las técnicas
de inmunochistoquimica v RT-PCR, que existe oscila-
cion circadiana de Perz en células de la granulosa tanto
maduras, como inmaduras; posteriormente Chu et al.,
(2011) mediante RT-PCR y monitoreo en tiempo real en
cultivos celulares, observaron ritmicidad de Bmal1 en
células litteas pero no en células de la granulosa; asi
como la induccion de la expresion ritmica de Perz a con-
secuencia de la FSH durante el desarrollo, crecimientoy
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Tabla 1. Resumen de las investigaciones realizadas sobre la expresion ritmica en las proteinas y genes del reloj circadiano
en el ovario de roedores.

Ciclo

Afno Autor Técnica gen proteina Acrofase Batifase estral Fotoperiodo Modelo
2006  FMEMIUE REPCR en tiemporeal  Pert ITi4 ZTo=2 PE " Rata Wistar
RT-PCR en tiempo real ~ Per2 ZTI8 ZT6 PE w[:éﬂ
RIHOQ PERI Iz ZT6  Sin definir w[:éﬂ
RIHQ PER2 ZTi6 ZTZ  Sin definir "D[:éﬂz
Karman v . \ . ! Rata Sprague-
2006 Tischkau RT-PCR en tiempo real  Bmall ZT0f 24 ZT1z2 Sin definir LO12:a2 Dawley
RT-PCR en tiempo real  Per2 ZT16 ZTa Sin definir LO12:a2
Hibridacién in situ Bmall ZTo IT15 Sin definir LO12:12
Hibridacion in situ Per2 IT15 Sin definir LO12:12
Inmunotransferencia EMAL1 ZT0f 24 ZT1216  sin definir LO12:a2
inmunotransferencia PER2 IT1H6 ZT24/0  Sin definir LO12:12
2007 He et al. inmunofluorescencia PER1 ZT12 T4 inmaduras L1212 Rata Wistar
2010 N‘ﬂég“"’ RT-PCR Pert ZT12yZT8  cambia P, DM, (E) LO12:12 Rata Wistar
RT-PCR Perz ITI216 T4 PE, DM LO12:12
RT-PCR Bmali ZT24/0 ZT12 RE DM LO1zaz
2011 T"‘;‘E:;ig” inmunotrasnferencia PERz CTi2 CTo  Sindefinir L0122 Ratén c57hl6]
BMAL1 CTo CT12 Sin definir LO1242
2012 Grasetal RT-PCR Per 7T12 7T24 L0121z ata Wistarsin
hip6fisis
RT-PCE Bmall IT24 Tz LO1242

En la tabla se muestra cronologicamente, las investigaciones sobre la ritmicidad degenes de reloj en el ovario; asi como los puntos horarios maximos
(acrofase) v minimos (batifase) segin la técnica molecular empleada. Se especifica si la investigacion considerd o no la etapa del ciclo estral en el mo-
delo biclogico usado. RT-PCR= reaccion en cadena de la polimerasa con inversa transcriptasa. RIHJ= radio inmunchistoquimica. L 12:12 (condiciones
de 12 horas de luz v 12 horas de oscuridad). 00= oscuridad continua. En un ciclo de LO12:12, ZT0 se refiere al encendido de las luces v ZT12 al apagado.
La escala subjetiva de tiempo dependiente de la actividad del animal CT12 senala el comienzo de la actividad del animal en una especie nocturna.

Fuente: elaboracion propia.

maduracion de foliculos ovaricos inmaduros. Ademas,
se observo que durante el proceso apoptotico Bmalr y
Clock son inhibidos, mientras que los niveles de Perz2
perduran hasta por 4 dias. Con base en estas demostra-
ciones, el modelo del ovario como oscilador periférico
ha comenzado a comprenderse como un mecanismo que
presenta una regulacion muy fina, pues la ritmicidad de
cada elemento del reloj molecular es especificay depen-
diente de las hormonas LH y F5H, lo que involucra a los
diferentes tipos de receptores a éstas hormonas segin
el compartimento ovarico.

Gris et al., (2012) reportaron que las gonadotropinas
tienen influencia sobre la expresion de Per1; pues evi-

denciaron mediante inmunohistogquimica e hibridacion
in situ, la localizacion celular del ritmo de Per1 en los
diferentes compartimentos del ovario de rata, sugiriendo
una correlacion durante el desarrollo entre la adquisi-
cion de receptores de LH y el comienzo de los ritmos de
los genes de reloj en células de la teca interna durante
la foliculogénesis, bajo el supuesto de que los receptores
funcionales de LH son expresados gradualmente en las
células de la granulosa de foliculos antrales en creci-
miento y su expresion maxima se da durante el estado
preovulatorio, justo antes del pico de LH (expresion rit-
mica de Per: en foliculos preovulatorios). Asi pues, el
mecanismo oscilador del ovario esta compartimentado:
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mientras que LH genera expresion ritmica de Per1 en
las células de la teca, FSH genera la de Per2 en células
de la granulosa; por lo que los elementos negativos del
reloj molecular estan presentes en los foliculos, mientras
que el elemento positivo, BMAL1, esta presente en los
cuerpos lateos.

Sin embargo, recientemente se reportd que Bmali,
también esta presente ritmicamente en células de la
granulosa; pues al emplearse un agonista de Rev-erbao,
laglucogeno sintasa quinasa GSK4112, se suprimio la
expresion de Bmali en células maduras de la granulosa;
lo que a su vez conlleva a un efecto en la regulacion de
la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR),
ya que Rev-erba puede inducir significativamente la
expresion de StAR como un activador en dichas células.
También se observo que GSK ejerce un cambio de fase en
la oscilacion de expresion de Perz, las técnicas emplea-
das fueron RT-PCR, monitoreo en tiempo real de cultivos
celulares y qPCR (Chen et al., 2012). Un siguiente estudio
con las mismas técnicas y con westemn blot, Chen et al.,
(2013) reportaron que la estimulacion de FSH en células
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de la granulosa en el ovario induce un avance de fase en
la maquinaria del reloj y aumenta la amplitud de las osci-
laciones de Per2; tal cambio probablemente sea mediado
por uniones tipo gap, pues al ser bloqueada la amplitud
de las oscilaciones de Per2, éstas disminuyen. Por lo que
hasta el momento, se agrega al modelo, la participacion
de las uniones intercelulares en el mantenimiento de la
ritmicidad circadiana en el ovario.

De esta forma, desde el 2006 hasta la fecha, se han
fortalecido las investigaciones sobre el ovario como os-
cilador circadiano periférico y actualmente se cuentan
con herramientas que permiten comprender mejor el
papel de un control circadiano central en la fisiologia
de la reproduccion (ver figura 3). Sin embargo, el detalle
del mecanismo oscilatorio en el ovario ain esta en vias
de ser dilucidado por completo.

En 2013, Murphy et al., reportaron la influencia del
ciclo estral y la reduccion de esteroides sobre la organiza-
cion circadiana de ratas Peri-Luc cicladas y ovariectomi-
zadas (OVX). Los autores midieron la expresion relativa
de Per1-Luc en NSQ vy osciladores periféricos tales como

Figura 3. Linea de tiempo sobre investigaciones que confirman al ovario
como oscilador circadiano periférico.

Rifmos crcadianos da
Clock. Bmal1 y Per? cambian
| seginla etapa folicuary el

FSHparlicipa enla
reguiacién circadiana ‘

Bmal'1 regua la sintesis de
progesterora enlas céulas

de Per2 en el ovano ‘ tipo de célda en el ovario. dela granuiosa del ovario.
2006 2007 2008 2010 2011 2012 2013
» VR‘“"”S?'C;;";:_ JJ ; Vias neurles ";lpﬂfzpmm NI Elfitmo di PER2y ' R!.v-evba esta implicado en
Seiyfez e oxan la sincronizacion del ovanio. LH BMAL! se interumpe labiosintess de esteroides |
y FSH sincronzan a Perf en por efecto de dioxinas encéludas de la granubsa
célidas de B granifosa
Ferf presenta ntmo
LH gerera ritmicidad de R || durante la lolicudogéeness
Per2 y Bmat en ovatio e deperdiente de
. radotropinas.
maqgunana molecuar de 90

| tejidos reproductives

Linea de tiempo que muestra las investigaciones realizadas sobre oscilaciones de
los elementos que constituyen la maquinaria del reloj molecular en el ovario de
roedores; asi como el papel de éstos en la fisiologia del ciclo ovarico.

Fuente: elaboracion propia.
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higado, pulmon, cornea, ovario v rifon, por medio de
cultivos celulares. Sus resultados demostraron que la
etapa del ciclo estral afecta la fase de expresion de Per1
en forma de tejido-especifica, pero el efecto mas signifi-
cativo fue en el higado; tejido en el cual se lleva a cabola
degradacion de hormonas esteroideas. Ademas, vieron
el efecto de diferentes dosis (100uM, soouM o 1:M) de
estradiol (E2) v progesterona (P4) v 1a combinacion de
ambos sobre el ritmo de bioluminiscencia de Per1 en
cultivos de neuronas de N5S(. Los resultados son sor-
prendentes, pues aunque se ha comprobado mediante
inmunohistoquimica que existen receptores alfa y beta
a estrogenos en el N5Q de raton (Vida et al., 2008), los
estrogenos por si solos no tienen efectos sobre el periodo
v/ola fase de la expresion de Perr; mientras que P4 oca-
siona alargamiento del periodo en una dosis de 10pM; y
desde 100puM al combinarse (Ez+P4) presentando asi, un
efecto sinérgico. Pese a que los hallazgos de este experi-
mento no demuestran que el estradiol por si sdlo tenga
efectos directos sobre las neuronas del NSQ en la ritmi-
cidad de Peri1, no se debe dejar de lado a los otros genes
participantes en las asas de traduccion-transcripcion del
reloj molecular, pues existen interacciones de algunos
genes reloj con el proceso de la esteroidogénesis (Li et
al., 2012; Chen et al., 2013).

Existen muchas dudas sobre el significado funcional
de los genes de reloj dentro del ovario. Cada uno de los
elementos de la maquinaria molecular circadiana re-
presenta un reto por analizar. Sin embargo, se sabe que
las mutaciones en los genes Clock y Bmali ocasionan
deficiencias graves en el ciclo estral, en la fertilidad y
durante el embarazo (Miller et al., 2004; Dolatshad et al.,
2006); por lo que las alteraciones a nivel de la maquina-
ria molecular del reloj pueden tener un efecto negativo
sobre los diversos aspectos de la fertilidad, como ejem-
plo, la ausencia de BMAL: en células esteroidogénicas
del ovario impide la implantacion, posiblemente debido
a los bajos niveles de progesterona y prolactina asocia-
dos (Liu et al., 2014).

:COMO Y PARA QUE TENER UN RELOJ
OVARICO?

El N5Q influye en la sincronizacion de la secrecion de
LH y FSH en la hipofisis a través de vias nerviosas. Una
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vez liberadas, las hormonas sincronizan a los oscilado-
res circadianos en el ovario. Las neuronas del N5 se
sincronizan diariamente a los cambios de luz y otras
sefiales no foticas, sin embargo, durante el ciclo estral
de los roedores, el pico de LH v FSH ocurre cada 4 dias
;Como es que ambos ciclos se coordinan? Es posible con-
siderar la existencia de sefiales ambientales con periodos
que son miltiplos de 24 horas capaces de sincronizar
a los relojes circadianos (Goldman et al., 2004). Es asi
como ademas de existir una “ventana temporal” desde
el hipotalamo a la hipofisis para la secrecion de LH, es
probable que también exista una “ventana temporal” de
sensibilidad en el ovario hacia el efecto de la LH. Estas
ventanas temporales presentes en 1as estructuras del eje
neuroendocrino sugieren que son controladas por una
magquinaria molecular circadiana, las cuales a suvez, al
conformarse por factores reguladores de transcripcion,
podrian estar teniendo un papel importante en la regu-
lacion de receptores; pues éstos son importantes para el
efecto de las hormonas sobre sus tejidos diana.

El ciclo ovarico en roedores (segiin la especie) tiene
una duracion de entre 96 y120 h. Es un ritmo infradia-
no, pero es posible comprenderlo a la luz de un conirol
circadiano (figura 4). Existen tres hipotesis sobre la ge-
neracién de ritmos enddgenos con duracion mayor a la
de un dia: a) por una secuencia de etapas enlazadas, b)
por un oscilador autosostenido e independiente y c) por
un mecanismo capaz de contar un nimero especifico de
ciclos de luz oscuridad, al cual se le llama la hipotesis
de desmultiplicacién de frecuencias (Mrosovsky, 1978).
La relacion del NSQ con HHG podria incluir a las tres
hipotesis, la parte crucial es explicar esta interaccion,
pues el NS es sabido que es un oscilador autosostenido
e independiente, mientras que tanto la hipofisis como el
ovario podrian estar cronometrando cada 4, 50 28 dias
la liberacion de las hormonas, segiin la especie.

Por otra parte, no debe olvidarse el estudio de la in-
fluencia que tienen las hormonas ovaricas sobre el NSQ,
pues los resultados de algunos experimentos con roe-
dores ovariectomizados afectan respuestas circadianas
(Morin, Fitzgerald v Zucker, 1977; Morin v Cumming,
1982; Labyak y Lee, 1995; Iwahana et al., 2008; Blattner
vy Mahoney, 2012; Royston et al., 2014).

Se propone que el ovario funciona como un segundero
dentro de la cronometria del HHG. El NSQ controla la
sensibilidad para la liberacion de las GnRH, lo que a su
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Figura 4. Diagrama que representa el modelo de los componentesy de la temporalidad en los eventos
hormonales en el ciclo estral

A

LO 12:12

Retina

Estradiol M_ 36 h:

Hipotalano

Modelo donde se enfatiza la existencia de osciladores circadianos en cada componente del eje neurcendocrino. Los cambios de las se-
nales foticas (barra negra v blanca) que son detectados por la retina, mandan esta informacion mediante el tracto retino-hipotalamico
(TRH) hacia el NSQ. La sincronizacion entre las neuronas del N5, neuronas secretoras de GnRH, células de la hipdfisis v del ovario

es requerida para la organizacion temporal de los eventos controlados por el HHG. La desincronizacion entre los componentes podria
generar efectos negativos en la fisiologia reproductiva (basado en Sellix v Menaker, zo10). S5e puede ohservar la influencia v retroa-
limentacion del sistema circadiano dentro del eje neuroendocrino. Notese como los estrogenos no solo influyen sobre las neuronas
secretoras de GnRH en el area media preoptica del hipotalamo (POA), sino que también ejercen un efecto (poco conocido) sobre el
nicleo supraquiasmatico (N5Q). B. Modelo propuesto en €l que se representa un control circadiano en la temporalidad de la fisiologia
del ciclo estral, en donde las neuronas del POA podrian estar funcionando como la manecilla de las horas, la hipofisis como la del
minutero v los eventos fisiologicos-temporales del ovario como la manecilla del segundero, al momento en el que coinciden las tres

manecillas, se produce la ovulacion.

Fuente: elaboracion propia.

vez debe coincidir con el momento de mayor sensihili-
dad de la hipofisis para la liberacion de LH, que a su vez
tendra su efecto sobre el ovario para la produccion de
hormonas y liberacion de los ovocitos. De esta forma, el
N5(Q corresponde a la manecilla encargada de marcar la
hora, la hipofisis estaria marcando los minutos bajo el
efecto de las secreciones pulsatiles de GnRH, y el ovario
los segundos. Cuando las tres manecillas se han alinea-
do, como por ejemplo, cuando: un reloj analogico marca
las 7:00 horas en punto, se genera un evento importante.
Para los fines del tema, pensemos que la ovulacion es
el evento para lo cual la hembra esta preparada fisio-
logicamente para la fecundacion (ver figura 4B), pues
coinciden las ventanas temporales de sensibilidad; es
decir, NSQ genera aumento en la frecuencia de liberacion
de GnRH, que coincide probablemente con un mayor
nimero de receptores a ésta hormona en hipdfisis, lo que
ocasiona la secrecion masiva de LH, siendo el momento

mas oportuno en el cual el ovario es capaz de responder,
llevando a cabo la liberacion de ovocitos y aumento de
estrogenos.

Cuando la alineacion en las manecillas no se cumple,
se altera 1a funcion reproductiva en la hembra, tal como
se cree que ocurre en mujeres cuando se presentan cam-
bios de horario generados porvuelos y rotacion de turnos
en el trabajo (Lawson et al., 2011; Gamble, Resuehr y
Johnson, 2013); los cuales también alteran los horarios
de ingesta de alimento y los ciclos de suefio-vigilia, lo
que puede ocasionar obesidad y esto a su vez, impactar
también sobre la reproduccion femenina (Klenov v Jung-
heim, 2014). Volviendo al ejemplo del reloj analogico, lo
que estaria ocurriendo es que la manecilla del reloj que
marca las horas (N5Q) podria ser movida (producto de
las sefiales foticas alteradas) hacia delante, hacia atras
o incluso estancada, suscitando pérdida en la correcta
cronometria e incluse la ausencia de la coincidencia en
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un momento especifico entre las manecillas del reloj, o
sea, 1as 7:00 horas en punto podrian no marcarse y en
consecuencia se tendria una pérdida en la ovulacién,
segiin el ejemplo supuesto.

Es importante tener en cuenta que el control homeos-
tatico de la fisiologia reproductiva puede variar segin la
disponibilidad de machosy/o las presiones de las condi-
ciones ambientales. Cabe destacar, que si bien gran parte
de lainformacion detallada sobre la cronobiologia de la
reproduccion esy ha sido generada en modelos clasicos
de roedores de laboratorio, la fisiologia de la reproduc-
cion es muy variada entre las formas de vida que han
evolucionado en el planeta v, que la seleccion natural
moldea a la evolucion, operando sobre los resultados v
no sobre los mecanismos, por lo que es importante llevar
estudios en modelos no clasicos.

Existen estudios en ratones silvestres que revelan dife-
rencias inter-género en conductas circadianas (Carmona-
Alcocer et al., 2012); asi como conductas implicadas en
el establecimiento de la pareja para la reproduccion.
Tal es el caso de estudios realizados en laboratorio v
en campo sobre el jerbo de Mongolia, el cual presenta
monogamia en cautiverio, mientras que en campo no
(Agreen, 1984). Otro ejemplo, es su conducta agresiva,
proceso que esta bajo un control hormonal, observado
en laboratorio (Vazquez-Gaytan, 2007). En resumen, el
valor de los estudios generados en modelos de mami-
feros no tradicionales puede ayudarnos a comprender
mecanismo neuroendocrinos que dan lugar a las dife-
rencias individuales que ocurren naturalmente (Smale,
Heideman v French, zo05).

CONCLUSIONES

Con las investigaciones mencionadas en esta revision,
podemos concluir que el ovario en roedores es un osci-
lador circadiano desde la pubertad en mamiferos. Sin
embargo, el desarrollo del N5Q en los roedores ocurre
en el dia 10 postnatal (Langraf, Kochy Oster, 2014), por
lo que la sensibilidad del NSQ a las hormonas ovaricas
debe darse también a partir de la pubertad. La forma en
que cambia el control circadiano sobre los procesos re-
productivos a lo largo de la vida en las hembras tamhbién
es de suma importancia, es por ello que resulta funda-
mental comprender mejor 1a relacion funcional entre
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estos dos ritmos biologicos, j;cdmo es la comunicacion
entre N5SQ v ovario v qué implicaciones tiene en la re-
gulacion del eje HHG y con otros niicleos hipotalamicos
involucrados en la reproduccion?

Las funciones de los osciladores circadianos, tanto las
del central como las de los periféricos, son ajustadas con
los diferentes cambios ambientales, tales como, la infor-
macion fotica y la alimentacion (Kennaway, 2005); por
lo que alteraciones metabdlicas también contribuyen a
una desincronizacion interna e impactan en la fisiologia
reproductiva. La pérdida del balance entre las hormonas
metabdlicas con las sexuales puede generar alteraciones
anivel de la maquinaria molecular del reloj en el ovario.

Lacoordinacion precisa del tiempo dentro del eje HHG
es esencial para la fertilidad en la hembra. La regulacion
de la reproduccién por parte de un mecanismo circadia-
no lleva a pensar en las consecuencias de la desincro-
nizacion circadiana sobre la reproduccion. A nivel de
salud humana, puede permitir comprender desde otra
perspectiva algunos problemas de fertilidad asociados a
lavida laboral de aquellas mujeres, cuyo trabajo implica
rotacion de horarios y/o viajes que producen descompen-
saciom horaria entre el reloj biologico v un nuevo horario
(jetlag). Hay estudios que asocian éste tipo de actividad
con el incremento en la incidencia de enfermedades car-
diovasculares, cancer de mama, infartos v desordenes
reproductivos v de fertilidad (Mahoney, zo10).

En esta revision nos limitamos a las investigaciones
hechas en mamiferos, pero también existen estudios en
donde se ha comprobado la existencia de genes de reloj
en el ovario de aves e insectos (Nakao et al., 2007; Brad-
shaw y Holzapfel, 2010). La regulacion entre el sistema
circadiano v el ciclo reproductivo son rasgos natural-
mente seleccionados que representan algiin beneficio
adapiativo que actualmente tratamos de entender y no
hay duda en que el correcto funcionamiento de la inte-
gracion de las sefiales recibidas por el NSQ v la coordi-
nacion entre éste v los relojes periféricos es necesario
para el mantenimiento homeostatico en los vertebrados.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Recently, the relationship between the circadian system and female reprodiuction has been of great interest
ovarian hormones can modify the amount and distribution of daily activity differently in rodent species. The
volcano mouse Neotwmodon alstoni is a species in which it is possible to study the cdrcadian thythm of loco-
Eh“'g phase shiftin motion, and it offers comparative information about the influence of ovaries on the circadian system. In this

§ study, we used infrared crossings to compare free movement in intact and sham-operated or ovarectomized
mice. We analyzed behavioral and endocrine changes related to the estrous cycle and locomotor circadian
thythm in free-rumning mice and photic phase shifting. Evidence shows that intact mice present a scalloped
pattern of daily activity during the estrous cycle. In constant darkness, the ovariectomy reduces the total amount
of activity, shortens the free-nmning circadian period of locomotion and increases photic phase shifts during the
early subjective night. During entrainment, the ovariectomized mice increased the amplitude of total activity
during the scowphase, and delay the time of activity onset. These results suggest that ovaran hormones in N

Neotomodon alstoni
Circadian locomotor activity

alstoni modulate the circadian thythm of locomotor activity in a species-specific manner.

1. Introduction

In females, estrogens influence several behavioral and physiclogical
processes, inchuding the circadian regulation of locomotion. Classical
studies in mice have used running wheels as a tool to study locomotor
activity. However, mmnning wheels may have a rewand effect in addition
to affecting energy and reproductive balance. The use of a biological
model that does not require an activity wheel to observe the crcadian
rhythm of locomotion contributes to a better understanding of the re-
lationship between cdreadian clock regulation, the suprachiasmatic
nudeus (SCN) and the estrous cycles in mice,

The endocrine system that regulates ovulation during the estrous
cycle is known as the Hypothalamic-Pituitary-Gonadal axis (HPG). The
Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) in the hypothalamus induces
the release of the luteinizing hormone (LH) and the follice-stimulating
homone (FSH) in the pituitary gland. Subsequently, both the LH and
the FSH induce the production of steroids in the ovary and ovulation
[1]. The increasing activation of GnRH secretory-neurons during the
pre-ovulatory phase requires high concentrations of ovarian estradiol
(E2) during the follicular phase. This boosts the release of GnRH during
late aftemoon in proestrus [2]. Progesterone, another gonadal steroid,

is also produced in the ovary in small quantities during the follicular
growth phases. These increasing levels of estrogens and progestogens
provide negative feedback to the pituitary, resulting in decreased se-
cretion of LH and FSH across the luteal phase. The coordination of all
these mechanisms requires external synchronization with environ-
mental cues and internal synchronization with functions influenced by
the neuroendocrine system [3]. The endocrine signaling of the HPG axis
feeds back the circadian pacemaker and affects multiple physiological
systems and behaviors [4]. The SCN in mammals controls the circadian
thythms of behavior and physiology [5]; it projects axons to the medial
hypothalamus [6] and to the medial preoptic area (MPOA), where
neurosecretion of GnRH ocours [7]. Circulating levels of gonadotropins
show daily changes that persist in constant conditions [8,9]. In rats, the
gonadotropic activation at a particular time of the day is controlled by a
dreadian mechanism [2,10-12].

Comparative studies in rodents on the effect of ovarian hormones on
circadian locomotor output show variable effects among species and
protocols. In hamsters, estrogens positively influence the amplitude of
locomotion [13-16]. The circadian period shortens during the estrus or
proestrus phase [17-19]. In ovarectomized hamsters, an implant that
chronically releases of estradiol shortens the free running period, but
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this effect is blocked by the administration of progesterone [13]. In rats,
ovariectomy (OVX) increases food intake, body weight, and decreases
activity and sexual behavior [20,21]; it also lengthens the period of
free-running rhythms of locomotion [17]. In mice CS7BL/6 J, OVX re-
duces the activity [22] and in degu Octodon degus, no effect on activity
was noted [19].

The effect of estrogen in female rats and hamsters also has a scal-
loping pattern, in the form of a slight advance in the onset of locomo-
tion, associated at the time of ovulation [15]. Studies focused on the
estrous cycle, OVX and its influence on locomotor activity were per-
formed using running wheels. However, access to running wheels may
have an effect on the intensity of activity, rewands, food intake and the
estrous cycle [23-25]. Running wheels may also influence the responses
controlled by the circadian system [26,27] including the clock gene
expression in SCN [28]. In order to eliminate the motivational influence
of the wheel, therefore, studies are needed in an environment without
wheels in the estrous cycle [25.29].

Comparative endocrine studies on non-traditional mammals can
improve understanding of the adaptive advantages of differences oc-
curring naturally in diverse murine species, and diversity is the raw
material on which natural selection acts [30]. The volcano mouse
Neotomodon alstoni (Order Rodentia, Muridae, subfamily Sigmo-
dontinae) is endemic to the Neovolcanic transversal ridge in Mexico. It
displays a robust circadian freely moving locomotion that allows for the
evaluation of activity onset, reducing the effect that a running wheel
may have on the estrous cyde. In N. alstori females, sexual maturity
occurs 40-49 days after birth [31]; the average estrous cycle is
4.5 days, and gestation is nearly 25 to 35 days, resulting in an average
of three offspring [32]. N. alstoni has been used as a model for parental
behavior [33] and for circadian physiology in different studies of lo-
comaotor activity [34-36]. This species has also been used in studies of
sexual differences in neural and metabolic disorders related to circadian
regulation [37-39].

The relationship between the endocrine influence of sex hormones
and SCN has not vet been established in this species. The present work
aims to determine whether there is a relationship between the estrous
cycle and the circadian system in Netomodon alstori and if it is con-
sistent with the observed in other murid species. This first approach is
evaluated by using ovarectomy to study its effects on the core char-
acteristics of the circadian rhythm of locomotor activity (free running
and entrainment in photoperiod and photic phase shifting). This may
contribute to understanding if ovarian hormones influence in the same
way on the drcadian regulation in different rodents.

2. Methods
2.1. Animals and housing

All procedures described in this article were carried out according to
the intemational ethical guidelines of the Declamation of Helsinki and
the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publication No. 8023) [40]; and the Institu-
tional guidelines, and the General Law of Health for Research Studies in
Mexico (NOM-062-Z00-1999). N. alstoni is considered a species of least
concern by the IUCN. Mice used in this study were born and raised in
laboratory conditions (light-dark cycle; LD: 12:12, 0600-1800 h pho-
tophase, 200-250 1x) and individually housed in cages containing wood
chips. Standard food chow (Rodent Lab 5001, Purina Inc.) and tap
water were provided ad libitum. Thirty female adults of N. alstom
(6~8 months old) weighing 54 + 2 g were studied. The temperature of
the room was kept between 18 and 23 °C. Zeitgeber time (ZT) was used
as a reference in LD; lights-on = ZTO and lights off = ZT12. In constant
darkness, the onset of activity was used as a reference for Circadian
Time 12 (CT12).
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22, Vaginal cytology

Vaginal cytology changes were monitored in 10 mice maintained in
LD 12:12 for 20 days. A vaginal swab was collected between ZT12-16
using a sanitized swab. The vaginal opening was wet with a plastic
pipette containing a physiological saline solution (NaCl 0.9%) at am-
bient temperature, and a swab was gently rubbed over the vaginal
opening. The samples obtained from the swab were rolled across a dry
glass slide, air-dried, and stained with hematoxylin-eosin and overlaid
with a coverslip. The slides were examined under a light microscope
(Zeiss, AX10) with a 10 » magnification using bright field illumination.
The stages corresponding to the Estrous cycle were determined hased
on the absence or presence of leukocytes (Le), nucleated (Nu) and
cornified (Co) epithelial cells as in Felicio, et al. [41].

23. Plasma estradiol (E2) level

The estradiol (E2) level was measured by radicimmunoassay (RIA)
in plasma from & mice at different times of the estrous cycle. Blood
samples (250 pl) were obtained from mice under isoflurane anesthesia
(Dorin, Halocarbon Labs, USA) by retro-orbital sinus into heparinized
capillary tubes. The samples were centrifuged for 5 min. at 3500 rpm.
to separate the plasma, and it was subsequently stored at — 40 °C.
Radioactivity was measured with a Compugamma gamma counter,
model 1282 (LKB-Wallac, Turku, Finland).

2 4. Locomotor activity recording

Freely moving locomotor activity in each mouse was recorded in-
side acrylic cages equipped with infrared light crossings as indicated
elsewhere [35,36]. The cages were enclosed in a light-tight wooden
box in a LD 12:12 cycle (photophase 6:00-18:00; 200-250 k) or in
constant darkness with a dim red light (DD). Individual locomotion
profiles were calculated using the number of infrared light crossings
monitored by a computer. Each beam interruption was considered as a
single event; the data were collected by a PC every 10 min (bin-cell)
and analyzed using the software ACTIVIEW® (Minimitter, Sunriver,
OR). The ventilation inside the chamber was kept constant, and the
room temperature was maintained between 20 and 25 “C. The circadian
locomotor activity was represented by double-plotted actograms.

25. Surgery procedures

All surgery procedures were performed in an aseptic envircnment.
During the diestrus, the mice were anesthetized with ketamine /xylazine
(0.05 mg/50 g) and bilaterally OVX with a dorsal approach (through
the back muscle, lateral to the spinal column). The ovaries were re-
moved, but the uterine homs were left intact. The incsions were closed
with an absorbable suture through the muscde wall and with sterile
sutures through the skin. A separate group of mice underwent the same
procedure, but their ovaries were not removed (sham-operated); a
specialized veterinarian supervised all the surgical procedures. Mice
recuperated for at least 20 days before being subjected to recordings of
activity.

26. Experimental protocols

A group of intact mice (n = 30) were set in LD for 20 days and then
in DD with a dim red light (3 Ix) until a stable free running rhythm was
observed. Subsequently, they were exposed to a 1-h pulse of bright
white light (3001x) at CT14 or CT22 (delays and advances zones, re-
spectively [35]). Then, mice were kept in DD for at least 15 days until
they displayed stable free running rhythms. Photic phase-shift was
evaluated according to the onset of activity. Then, mice were trans-
ferred to a photic environment and OVX (n = 10) or sham operated
(n = 10). After a recovery period of ten days, mice were set again in DD
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and the photic phase shift protocol was repeated. Finally, 40 days after
OVX, mice were used for locomotor activity recordings in LD 12:12 for
at least three more weeks. This protocol allowed for a comparison of the
photic phase shifts and free running period in a given individual before
and after surgery.

2.7. Data analysis

The free-running circadian period of the 10-day sequence of activity
data was analyzed according to the Lomb-Scargle periodogram with
Chronosfit * software [42]. Circadian or infradian periods (3-7 days)
above the significance criteria (P < 0.05) were also considered. The
amplitude of locomotion acrophase in LD, as well as the phase angle ()
between the onset of activity and lights off, was determined using Ac-
tiview® software. Differences before and after surgeries in period or
photic phase shifts were compared using a Student’s t-test. Daily acro-
phase data were followed for 25 days and analyzed using a circular
Rayleigh test; comparisons were tested with Mardia-Watson test using
Oriana® software. The onset of activity was defined as the first 10-min
activity interval that equaled or exceeded the average daily activity and
was not followed by more than two consecutive 10-min inactivity in-
tervals [43,44]. In the standard notation of the phase angle difference a
positive sign is given when the light off is preceded, and a negative sign
when it occurs afterwards [45]. The photic phase shift protocols were
performed exposing the animals in CT14 or CT22 to a 1-h light pulse
(300 1x) as indicated before [35]. An eye-fitted line through activity
onset of at least ten days before the light pulse and other periods of ten
days after the pulse were used as a phase reference; the difference
projected between them at the pulse-day was used to quantify the phase
shift [45]. Blind analyzers were used to evaluate the phase shift mag-
nitudes. The statistical comparisons between photic phase shifts were
made using one-way-ANOVA followed by Tukey's post hoc test.

3. Results
3.1. Regularity in the estrous cycle in N. alstoni

The female N. alstoni mice had the same vaginal cytology as other
laboratory rodents [46]. Characteristic cells in each stage of the estrous
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cycle were observed: metestrus (Fig. 1A) revealed both nucleated and
cornified cells and few leukocytes. Diestrus (Fig. 1B) was characterized
by a greater proportion of leukocytes; proestrus (Fig. 1C) showed many
mucleated cells while estrus (Fig. 1D) had cornified cells. Circulating
estradiol (Fig. 1E) shows a peak during proestrus (116 + 8.19 pg/ml);
it decayed during estrus (80 = 10.72 pg/ml) and progressively rose
during metestrus (99.79 = 1.37 pg/ml) and diestrus
(96.85 = 8.19pg/ml). The daily vaginal smear tests for 25 days
showed that intact female mice exhibited regular estrous cycles, during
which cornified cells (Co) were present for 2 consecutive days, corre-
sponding to metestrus and estrus stages. There was five times the pre-
sence of nucleated (Nu) cells, which is characteristic of proestrus. After
40-50 days of ovariectomy, mice did not show a detectable circulating
amount of E2; the vagina was closed with no tissue swelling or, when
slightly open, cytology showed few leukocytic and cornified (but not
micleated) cells. Also, in OVX sacrificed mice, the uterus was dissected,
and its aspect in size and vascularization was notably reduced.

Estrous regularity is associated with changes in daily mean activity
dearly affected by the ovariectomy. Fig. 2 shows three actograms
(amplitude scale, 0-50 crossings/ 10min) in intact (above), sham
(center) and OVX (down) mice. Next to these figures, the daily activity
average is shown (Fig. 2B), plotted for 21 days. Changes in amplitude
were found approximately every 4.8 = 0.2 days in 100% of the intact
group; 4.9 = 0.2 daysin 89% of the sham group, and only 50% of OVX
mice showed periods with an average of 3.8 = 0.51 days, different
from the other groups (P < 0.05, Student’s t-test).

3.2, Locomotor activity profile in LD

All mice were more active during darkness in the LD cyde.
Differences in terms of acrophase were also found. Fig. 3A shows cir-
cular statistics of acrophase data (~ 200 values each); differences in
vector direction between OVX and the other groups were found
(Mardia-Watson test; p =< 0.05). Circular histograms show similar ac-
mophase (arrow) in intact (ZT = 17:07 = 1&:50-17:25h; r = 0.86)
and sham (ZT = 17.12 + 1&:58h - 17:27 h, r = 0.89) compared to
OVX (ZT = 1648h £ 16:30-17:05h, r = 0.82). When the phase
angle difference between the onset of activity and the zeitgeber was
analyzed (Fig. 3B), OVX presented a significant delay

e te strus d..!!m! me‘!trl‘l! estrus

F

B s 13 17 21 25
Days

Fig. 1. Vaginal cytology and circulating estmadiol during the estrous cycle in Neotomodon alsoni Representative photographs of each stage with three characteriastic cells: In metestrus (A),
diestrus (B), proestrus (C) and estrus (I¥). The SEM £ concentration of circulating estradicl (E) is devated during proestrus (*F =< 0.05 ANOVA). In (F), representative progression of
estrous cycle followed by vaginal cytology for 25 days, where Nu = nucleated; Le = leukocytic and Co = cornified cells.
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Fig. 2. Relationship between locomotor activity in LD 12:12 and scalloping. In (A), representative double-plotted actograms of intact, sham and OVX mice. Profiles of day to day mean
activity for 21 days is shown in (B) corresponding to the representative actogmam indicate that the scalloping is lost in OV

{y =15.17 * 711 min) compared to the pre-OVX group
(y = —7 %= 5.28 min; Smdents t-test, P < 0.01). There were also
differences in amplitude of locomotor activity. Fig. 3C presents a profile
of locomotor activity (mean activity/h) along the LD cycle. Differences
were noted at 8:00 h-10:00 h between intact and sham-operated mice
during the day, and between OVX and intact mice at 16:00h and at
23:00 h during the night. Total activity with respect to the previous
intact condition is shown in Fig. 3D, and an increase is noted in OVX
(Student’s t-test, P = 0.05). Such difference in activity occurs mainlky
during the scotophase (Fig. 3E). In OVX, it was statistically higher
(76.77 + 15.66) than in intact mice (27.6 + 4.15) or sham group
(23.1 = 5.31; p = 0.05, ANOVA) but nonsignificant increment in
photophase was observed in OVX (10.4 = 218) compared to the in-
tact group (5.15 = 0.1) and the sham group (8.73 = 2.87).

3.3. Changes in circadian locomotor activity during constant darkness

Representative actograms in Fig. 4A and average plots show the
effects of ovariectomy or sham on the free-running circadian period
compared to intact mice. The changes in free-running circadian
rhythms were noted after recovery from surgery. Fig. 4B shows a
plotting of the circadian rhythm period () value individually for each
group before and after surgery; OVX induces a general shortening in t
in 9 out of 10 mice tested; in the sham group, changes in t either in-
creasing or decreasing were observed in 4 out of 9 cases. Fig. 4C shows
the mean of t from intact mice before (pre-sham) and sham-operated

a0

(left panel), which have no significant differences (r = 23.6 = 0.12h
vs. T = 23,5 %= 0.16 h); nevertheless, in the condition before (pre-
OVX) and after OVX (Fig. 4C, right panel), the period was shortened
nearly by 0.5h (t = 236 = 0.1hwvs. 23.1 = 0.1hp < 0.05). Total
percentage of average daily activity (Fig. 4D), followed during 10 days
before and after ovariectomy, shows a significant decrement in OVX
mice held in constant darkness (Student’s t-test, P = 0.01).

3.4. Circadian photic phase shifting

Fig. 5A shows representative actograms of intact (left), sham
(middle) and OVX (right panels) that received a 1 h light pulse either at
CT 14 or CT 22, Straight black lines at the left side of each actogram
indicate the onset of activity. The phase difference induced by the light
pulse in all the animals tested are shown in Fig. 5B, including the
average ( = SEM). Intact mice exhibited an average phase delay in
response to light pulse early in subjective night at CT 14, of
—43 £ 6.28 min., in sham — 54 = 14.99 min. And, in OVX there is
an increase in amplitude delays of photic phase shifting
(115 = 23.75min; P < 0.01, vs. intact). A pulse delivered in late
subjective night at CT22 did not show differences between groups. In-
tact mice exhibit an average advance of 37.08 = 10min, sham
52,00 = 19.7 min and OVX mice 36 *+ 14.5 min.
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{y =15.17 * 711 min) compared to the pre-OVX group
(y = —7 %= 5.28 min; Smdents t-test, P < 0.01). There were also
differences in amplitude of locomotor activity. Fig. 3C presents a profile
of locomotor activity (mean activity/h) along the LD cycle. Differences
were noted at 8:00 h-10:00 h between intact and sham-operated mice
during the day, and between OVX and intact mice at 16:00h and at
23:00 h during the night. Total activity with respect to the previous
intact condition is shown in Fig. 3D, and an increase is noted in OVX
(Student’s t-test, P = 0.05). Such difference in activity occurs mainlky
during the scotophase (Fig. 3E). In OVX, it was statistically higher
(76.77 + 15.66) than in intact mice (27.6 + 4.15) or sham group
(23.1 = 5.31; p = 0.05, ANOVA) but nonsignificant increment in
photophase was observed in OVX (10.4 = 218) compared to the in-
tact group (5.15 = 0.1) and the sham group (8.73 = 2.87).

3.3. Changes in circadian locomotor activity during constant darkness

Representative actograms in Fig. 4A and average plots show the
effects of ovariectomy or sham on the free-running circadian period
compared to intact mice. The changes in free-running circadian
rhythms were noted after recovery from surgery. Fig. 4B shows a
plotting of the circadian rhythm period () value individually for each
group before and after surgery; OVX induces a general shortening in t
in 9 out of 10 mice tested; in the sham group, changes in t either in-
creasing or decreasing were observed in 4 out of 9 cases. Fig. 4C shows
the mean of t from intact mice before (pre-sham) and sham-operated
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(left panel), which have no significant differences (r = 23.6 = 0.12h
vs. T = 23,5 %= 0.16 h); nevertheless, in the condition before (pre-
OVX) and after OVX (Fig. 4C, right panel), the period was shortened
nearly by 0.5h (t = 236 = 0.1hwvs. 23.1 = 0.1hp < 0.05). Total
percentage of average daily activity (Fig. 4D), followed during 10 days
before and after ovariectomy, shows a significant decrement in OVX
mice held in constant darkness (Student’s t-test, P = 0.01).

3.4. Circadian photic phase shifting

Fig. 5A shows representative actograms of intact (left), sham
(middle) and OVX (right panels) that received a 1 h light pulse either at
CT 14 or CT 22, Straight black lines at the left side of each actogram
indicate the onset of activity. The phase difference induced by the light
pulse in all the animals tested are shown in Fig. 5B, including the
average ( = SEM). Intact mice exhibited an average phase delay in
response to light pulse early in subjective night at CT 14, of
—43 £ 6.28 min., in sham — 54 = 14.99 min. And, in OVX there is
an increase in amplitude delays of photic phase shifting
(115 = 23.75min; P < 0.01, vs. intact). A pulse delivered in late
subjective night at CT22 did not show differences between groups. In-
tact mice exhibit an average advance of 37.08 = 10min, sham
52,00 = 19.7 min and OVX mice 36 *+ 14.5 min.
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Fig. 5. The ovariectomy increases amplitude in photic phase shifting at CT 14. Double-plotted actograms from intact, sham surgery and OVE females at CT14 and CT22 are shown in (A).
The individual photic phase shifts are more evident in OVX females at CT14 (B} (ANOVA, *p < 0.05], while in CT22 there are no differences between groups.

4. Discussion

This study has contributed first evidence in a species that was not
studied before about the relationship between circadian and re-
productive systems. The volcano mouse is a social rodent whose life-
span may reach 5 years [47]. We studied 6-8 months old mice, there-
fore, they could be considered as young adults. In Neotomodon alstomi,
ovariectomy shortens the free-running circadian period, increases the
amplitude in delays photic phase shifting, reduces the amount of total
activity in total darkness, but increases it in scotophase during an LD
cycle. In order to understand the mechanisms involved, a posterior
study needs to include the progesterone profile in OVX mice and
whether chronic administration of estrogens E2 and progesterone may
affect the parameters found as different due to ovariectomy, as well as if
this change is persistent at different ages of the reproductive lifespan.

The female mice N. alstoni maintained regular estrous in which the
presence of comified cells are associated with the changes in estradiol
(Fig. 1). In OVX mice, the vaginal opening was closed with no tissue
swelling, or when slightly open, few leukocytic and cornified cells were
observed. The estrous cycle is influenced by the SCN regulating the LH
surge [1]. The estrous cycle involves the release of ovarian hormones
that may influence circadian organization in both hamsters and rats
associated with changes in ¢, amplitude and w [13,17,48]; such varia-
ticn has been defined as “scalloping” [15]. Changes in T and y have also
been described during proestrus when the highest concentration of
estradiol was present [16,19,29,49]. In the present study, a scalloping
was noted in the daily average amplitude of locomotor activity of intact
N. alstoni along the estrous cycle every 4.5-6.5 days, associated with
less stability in its acrophase (Fig. 3A) and a positive . After ovar-
iectomy, scalloping in amplitude was lost, and it was possibly the cause
of w delayed, the acrophase was present earlier and more stable
{(~30min) in 80% of OVX. The advance in acrophase was consistent
with the shortening in the free mnning period [50], but opposite with y
observed. The OVX mice show a shorter infradian period in half of the
mice tested. This result may be a consequence of influences different of
the ovarian hormones that require further research.

The reduced amplitude observed after ovariectomy in constant
darkness (Fig. 4D), consistent with other rodent models, could be due to
the acute reduction in circulating estrogens after ovariectomy, possibly
the lack of estradiol, which in other mdents consolidates the activity
during the night [44,49,51,52]. In our study, the activity increases

a2

during scotophase in total amount, as well as in amplitude, this effect
was observed 40-50 days after ovarectomy (Fig. 3C, D, and E). The
results of locomotor activity during LD in other OVX rodents have
mainly used the activity wheel; this may be partially responsible for the
difference observed in the present work. In addition, the lack of ovarian
hormones in Neotomodon could influence not only the coupling between
SCN neurons but also their inputs and outputs that regulate the activity
under LD conditions: one possibility would be the increase in the re-
ward of food seeking behavior at the beginning of the night [53], or
mechanisms mediated by changes in the serotonergic system affecting
multiple autonomic and behavioral functions [54] observed in OVX
rodents, also suggesting further research in this issue.

Preliminary studies in OVX N alsiori have shown that acute doses of
estradiol benzoate (5 pg) do not produce significant changes in the
amplitude of locomotor activity observed along 48 h after the injection.
Also, we noted that an increase in activity was noted between intact and
sham operated at some hours during photo phase. The activity scattered
during light is frequent in logs without wheel. What it is observed in
mice with sham surgery may be part of the behavioral variability.

The SCN plays a fundamental role during the estrous cyde: it reg-
ulates the LH surge and the subsequent ovulation in female reproduc-
tion [1]. It also regulates the ovarian hormones influencing many fea-
tures of circadian organization in both the Syrian hamster and the rat
[13,15,17). The LH surge presents a phase shift, which is activity de-
pendent [55]; although LH concentration was not measured in this
study, the assumption was that, since estradiol is low in OVX, there is
no LH surge [56]. These changes in ovarian hormones are associated
with changes in ¢, amplitude, and onset of activity [17.48]. The present
study demaonstrates that the estrous cycle regularity of N. alstoni is re-
lated to changes in the locomotor activity amplitude in LD, possibly
because of changes in circulating estradiol. Such changes occur ap-
proximately every 4.5-6.5days both in intact and in sham females,
while in OVX, this regularity was lost. These results are consistent with
Tasaku et al. [57] where a lack of estrous rhythm in aged female mice is
due to decay in ovarian hormones.

The relationship between ovarian estrogens and the SCN have been
tested in different murine species. In rats, estradiol receptors have been
seen in the periphery (REx) and within (REf) the SCN [58,59]. In the
SCN of female mice, REf is more abundant than REa [59,60] sug-
gesting a direct effect of estrogens in the SCN neurons. The effects of
estradiol and progesterone have been tested on the circadian molecular
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clock, which consits of a set of transeriptional modulaios and thelr
proteln products. The (LOCK and BMALl proteins are the positive
tmanseriptional factors that bind to an E-box in the promoter regon of
clock genes Per and Cry to activate thelr tanseription. The protelns PER
and CRY korm a dimer that trandocate into the nucleus inhibitng the
activity of (LOCK/BMALL [61]. The effect of E2 or progestenn e upon
the circadian regulation of clock genes has been controversal A ne
gative effect of 1 Th-estradiol on clreadian expressions of Per2 mRNA in
the SCN of OVX rats have been reported [62], however, in PER1: LUC
rats, the administration of E2 to SCN explants does not change the free
runmdng perid of Perl expression, bul progesterone does it in a doses
dependent manmer [63]. In SCN explanis from PERE: LUC OVX mice, E2
does not influence the period of Per2 rhythm [64]. Progesterone re-
ceptors (PR) can function a3 a parnt of the binding of the steroid-acti
vating complex to regulate the expression of the clock genes [65], but
PRs are rare in 3CN [66]. Also, it has been shown that progesterons
inhibits the effect of estrogen on the expresgon of connexin-36 mRNA
in mt (N [67]. Progesterme seems to have opposite effects on the
clreadian system to those observed by estradiol; together these hor-
mones can modulate elecidcal coupling particulady in the comm-
nlcation of the junctions involved in the intercellular coupling of mew-
o of the SCN and consequently in the resulting cireadian rhythm, as
suggesed by previous studies in hamsters [65]. However, this defi-
clency of the electrical coupling of newrms seems o be independent of
the regulatiom of oscillatons of the circadian clock genes in the SCN
[63,69.70]. Therefore, subile differences in mechanisms underlying the
effect of ovarian hormones may exist between specles. As an example,
WX mice does not change the perlod of clreadian locomotor activity in
free running [2271]; however, high doses of chronie 17b-estmadiol
shorten it [43], indicatng that the influence of ovarian hormones,
particulady upon the S(N, may be speclesspecific in a dose-de pend ent
IMATET.

Bath estrad ol and progesterone decrease after OVX [72,73] and this
lack of esirogens may resrganize clreadian organization in central and
peripheral mscillators The circadian system regulates events and de-
termines the time o maximal and minimal expression of diverse phy-
sologhcal and belavioral responses [74]. Ovarlectomy has a profownd
effect an the acrophase of clock genss in peripheral circadian oscilla-
tors. In rats, ovarlectomy changes the acrophase of Per] expression in
explants of white adi pose t Bsve and lver [63] while in mice, it seems to
have astrong effect in the werus of PER2Z: LUC mice [64]. The diverss
resils of the influence observed on the circadian locomotor activity in
all the species or murdne tested might also be the result of the effect of
the earogens influence overall the cireadian system, as well & the
neural dsswes that may relay information on the suprachlasmatie nue-
cleus [75]. The efect of ovariectomy on Meotomodon alitond opens a
new posability to test hypotheses on the effect of sterolds on the cir-
cadian system and clock genes in central and peripheral oscillators

The resulis obtained in the present work on the amplinsde of photlc
phase shifting (Fig 5), indicate that, in N. alatond, a elatonship exdsts
between the entralning mechanisms in the SCN and the endocrine in-
fuence of the ovary. This result B consitent with ot her And ings where
estradiol reduces the amplitude of phaseshifi delays but not in the
advance zoneof the phase respondge curve [44 ] In mice, ERa-knock-out
and nonclassc estrogen receptor knock-in mice (NERKD) also show an
increased amplitude in phase shifing at CT22 [76], indicating that
estrogen signaling b required for the integration of creadian photic
phase shifting. Phote information in the 5(N involves an increment on
transcription factoms o-fos, egr-1 and pCREB [77-79]. EZ also increases
the immunoreactive cells to pCREB in the SCN at CT22 [B0] linked to
the expression of clock genes involved in photic entmaining [E1]. Exo-
genois E2 increases the number of cells expressing o-Fos during pho
tophase, mainly in the ventrolateral SCN [EZ]. It is known that in the
HCN Perl B photo-induc ible at subjective night [E3], while Per2 is only
Inducible during the eardy subjective night [£4]. The photo-induction of
these genes is involved in the mechankms that produce a phase-shifting
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of the malecular circadian ose lator, and the signaling may be sensitive
1o the estrogens. It b possible that, in Neatomaodon, estrogens modulate
the phote senstivity to light in the eardy subjective that indimectly
Impacts the photic inducton of PER1 and PERZ. The influence of -
tragens upon the cread an dockwork involves receptors ERa and ERP,
both present in the SCN of rodents [57 £5-87], and in struchures con-
sidered as inpuis and outpu s of the 5(N [71EE]. Therdore, sstrogens
may act directly or indirectly on the cimadian belavior. ERa is in-
volved in the magmitude and intensity of the actvity, while ERP par-
telpates in the photie phase shifting a5 well a5 in the distribution of
locomotor activity [44].

It may be that, in OVX Nestomaodon, the absence of estmgen may
impact through both kinds of receptors, reducing activity in DD,
shortendng © and modifying the photic sensidvity in the eady subjective
night. However, further research considering specific immunolabealing
on the kind of receptor & required.

The present study contributes to addidonal knowledge in the
biology of the voleano mowse Meotomodon alstond, espectally, in the
relationship between the creadian regulaton of the 5CN and the me-
chandsms involving the ovary that integrate the entraining and the free-
running of the circadian fdiythm in locomotion. This sudy also con-
tributes o the results obtained without the possible influence of wheel
running, which can produce both behavioral and molecular clanges in
the clreadian system [23,27,88] as well as in the reward system by
func thoning as a motvator [ 25]. 11 s known that the exposure 1o wheel
running on prsestris blocks the expected LH surge in most hamsters
and delays it untl] the next day [£7]. The we of N. alitonl enables the
study of locomotor activity without wheel mnning, thereby reducing
the factors that could mask the obtained resilis. The varatons ob-
served with respect to other animal models are fundamental to under-
standing whether the influence of the ovary physology upon circadian
mechankms in the pacemaker is similar among murds or if they are

species specific.
5 Conclusion

In the volcano mouse MNeotomodon aliionl the estous cycle mod-
ulates the ampliiude of the clmeadian rhythm of locomotor activity.
Charlectomy shortens © and Increases the photlc phase shifting in the
early subjec tive night, indicating that ako a modulatory influence exisis
between the ovaries and the suprachiasmatie nucleus of this species In
order to undestand mich influence, further experimental protecok ane
required to test separately or combined, in a doses-de pend ent manmer;
chronde releasing of 17b-esradid and progesterone, a8 well as in im-
munclabeling ER neurons in 5(N, and possible differences in clock
proteing in 50N between OXV and intact animal.
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ANEXO Il
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Curva de concentracion de E2 en plasma de una hembra de N. alstoni. La gréafica muestra el en
tiempo cero la concentraciéon de E2 previo a la administracion de 50mg de BE (16pg(ml). Después de 2
h de la inyeccion subcutanea se da un aumento de 630pg/ml y la maxima concentracion de E2
(697pg/ml) fue después de 4 h de la inyeccion. Nétese que el aumento tiene una duracion de 6 h y que
a las 8 h posteriores de la administracion (142 g/ml) se presentd una disminucion de la concentracién.
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