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Resumen

En los mamiferos, el desarrollo folicular es un proceso continuo y selectivo, mediante el
cual, un numero especifico de ovocitos de la reserva ovarica maduran y posteriormente
pueden ser ovulados. La ovulacion es un proceso donde un ovocito maduro es expulsado
desde un foliculo preovulatorio hasta el oviducto, lugar donde se lleva a cabo la
fecundacion. En la rata, este evento es coordinado por sefiales diarias provenientes del
nucleo supraquiasmatico (SCN), que participan en la regulacion de las funciones
ovaricas. El SCN es una estructura bilateral, localizada en la base del hipotalamo, y es
considerado el principal oscilador circadiano. Uno de los sistemas de neurotransmision
que regula la actividad de las neuronas del SCN es el colinérgico. Por la estimulacion o
el bloqueo farmacolégico de los receptores colinérgicos, se ha analizado la participacion
de la acetilcolina (ACh) del SCN en la regulacion de las funciones ovdricas. En el presente
estudio se evalud la participacion de los receptores nicotinicos (nAChRs) del SCN sobre
la ovulaciéon y el desarrollo folicular, mediante el andlisis de los efectos del bloqueo
farmacologico de los nAChRs presentes en el SCN, por la microinyecciéon de
mecamilamina (MEC), un antagonista no selectivo de los nAChRs, a las 09:00 horas de
cada dia del ciclo estral. Los presentes resultados muestran que durante el estro, diestro-
1 y diestro-2 el bloqueo de los nAChRs, resulta en la disminucién del desarrollo folicular,
de la respuesta ovulatoria y alteracion del ciclo estral. Estos resultados nos permiten
sugerir que, durante estos dias, las sefiales colinérgicas del SCN, que son mediadas por
los nAChRs, podrian participar en la regulacion de la secrecion de la
GnRH/gonadotropinas. Sin embargo, la microinyeccion de MEC durante el proestro,
resultd en la disminucion del nimero de ovocitos liberados, sin modificar el desarrollo
folicular y el ciclo estral, por lo que sugerimos que, durante este dia, los nAChRs del
SCN, podrian no participar en la regulacion de la secrecion de la GnRH/gonadotropinas,
si no que podrian estimular/inhibir una via neural simpéatica/parasimpatica que regula la
reactividad de los foliculos a las gonadotropinas. En conjunto, los resultados nos permiten
sugerir que, durante todos los dias del ciclo estral, del SCN surge/arriba una senal
colinérgica, mediada por los nAChRs, que participa en la regulacién de las funciones
ovaricas y que durante el estro, diestro-1 y diestro-2, esta involucrada en la regulacion de
los mecanismos neuroendocrinos que son esenciales en la regulacion del desarrollo

folicular, la ovulacion y la progresion del ciclo estral.



Introduccion

Las funciones bioldgicas de los organismos son reguladas por la variacion diaria de los
ciclos de luz-oscuridad, ante esto, los seres vivos presentan una organizacion temporal en
su conducta y en los procesos fisioldgicos, bioquimicos y morfologicos, dando como

resultado los ritmos bioldgicos (Aguilar-Roblero et al., 2004).

En los mamiferos, los ritmos circadianos son regulados por un reloj central
localizado en el hipotdlamo, llamado nticleo supraquiasmatico (SCN), es considerado el
marcapasos central que regula los ciclos diarios de comportamiento y fisiologia de las
funciones organicas (Silver y Rainbow, 2013; Herzog et al., 2017; Simonneaux et al.,
2017; Ono et al., 2019). El SCN es sincronizado con los ciclos de luz-oscuridad por
sefales luminicas provenientes de la retina, que viajan a través del tracto retino-
hipotaldmico (RHT) y sus conexiones eferentes, transmiten la hora del dia estimada al

organismo (Simonneaux et al., 2017).

Uno de los principales neurotransmisores que regula a los ritmos circadianos en
el SCN, es la acetilcolina (ACh) (Earnest y Turek, 1985; Rusak y Bina, 1990), la cual es
una molécula pequeiia y sencilla conformada por un éter del acido acético y la colina.
Existen diversos subtipos de receptores a la ACh, estos se pueden dividir segiin sus
efectos farmacoldgicos como muscarinicos (mAChRs) o nicotinicos (nAChRs) (Raju,
1999; Flores-Soto y Segura-Torres, 2005), y ambos se encuentran presentes en el SCN
(Miller et al., 1987, O'Hara et al., 1998; Yang et al., 2010). Se ha descrito que la
estimulacion o el bloqueo de las sefiales colinérgicas que recibe el SCN modifica la
expresion de neurotransmisores como la vasopresina (AVP) y el péptido intestinal
vasoactivo (VIP) (Madeira et al., 2004), la actividad locomotora (Myslivecek etal., 2017)
y la ovulacion (Vieyra et al., 2016).

La ovulacién es regulada por una serie de sefiales neuroendocrinas que surgen
desde el hipotdlamo, donde se localizan neuronas especializadas en la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), cuyos axones vierten este neuropéptido
en un sistema de capilares sanguineos que lo transportan hasta la adenohipoéfisis. La

GnRH estimula la secrecion de las gonadotropinas como son la hormona luteinizante



(LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH), las cuales son liberadas a la circulacion
general y ejercen sus efectos en su 6rgano blanco, que son los ovarios, donde regulan la
secrecion de hormonas esteroides y proteicas, el desarrollo folicular y la ovulacién

(Levine, 2015; Pawlina, 2015; Simonneaux et al., 2017).

Se ha planteado que el sistema colinérgico del SCN podria estar regulando la
secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas a lo largo del ciclo reproductivo de la rata
(Vieyra et al., 2016; Vieyra et al., 2019). Por lo que, en este estudio, se analizo la
participacion de los nAChRs del SCN sobre las funciones ovaricas mediante la
microinyeccion de mecamilamina (MEC), un antagonista no selectivo de los nAChRs, en
el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas de cada dia del ciclo

estral.



Marco TeoOrico

Ovario

El sistema reproductor femenino es regulado por sefiales neuroendocrinas que se originan
en el hipotdlamo y la hipéfisis. Esta constituido por los ovarios, las trompas de Falopio,
el Utero y la vagina. En su conjunto, este sistema regula los cambios hormonales
responsables de la pubertad y de las funciones reproductivas (Levine, 2015). La
produccion de gametos (gametogénesis) asi como la sintesis de hormonas esteroides

(esteroidogénesis) representan las dos funciones de los ovarios (Pawlina, 2015).

Los ovarios son estructuras nodulares pares, cada uno se encuentra fijado a la
superficie posterior del ligamento ancho del ttero a través del mesoovario, un pliegue del
peritoneo que lleva vasos sanguineos y los nervios a los ovarios. La superficie del ovario,
estd cubierta por una capa individual de células cubicas denominado epitelio germinal,
por debajo de éste se encuentra la tinica albuginea, que es una capsula de tejido
conjuntivo denso, irregular y poco vascularizado, a su vez presenta fibras de colageno, lo
que le confiere un color blanquecino. En la rata adulta cada ovario tiene un peso
aproximado de 30 mg y mide 4.35 mm de ancho, 5.5 mm de largo y 1.6 mm de grosor

(Gartner y Hiatt, 2008; Pawlina, 2015).

Cada ovario consta de una corteza, una médula y el hilio (Gartner y Hiatt, 2008).
La médula se ubica en la porcion central del ovario, se encuentra formada por tejido
conectivo que contiene una gran cantidad de vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras
nerviosas (Pawlina, 2015). A su vez, se compone de fibroblastos que se encuentran
incluidos de manera laxa en una malla rica en colageno que contiene fibras elasticas. La
médula del ovario posee un grupo de células intersticiales que conforman a la glandula
intersticial (Tresguerres et al., 2005) (Figura 1). La corteza se encuentra en la porcion
periférica del ovario rodeando a la médula, contiene a los foliculos ovaricos en diferentes
estados de desarrollo, el estroma que rodea a los foliculos presenta células musculares
dispersas (Pawlina, 2015) (Figura 1). El hilio es la zona por donde ingresan al ovario los
nervios, vasos sanguineos y linfocitos, se localiza en uno de los bordes de la gonada

(Tresguerres et al., 2005; Costanzo, 2018) (Figura 1).



Desarrollo Folicular

Los foliculos ovaricos son estructuras que se generan en los ovarios y que tienen dos
funciones principales, la produccion de hormonas y la maduracion de los ovocitos. El
foliculo es la unidad anatomo-funcional del ovario, el cual estd formado por un ovocito y
dependiendo de la etapa de desarrollo, puede estar rodeado por células de la pre-granulosa
o granulosa, la zona pelucida, la membrana basal, la teca interna y/o externa (Duffy etal.,
2019). Los foliculos ovaricos pueden generar ovocitos capaces de ser fecundados o llevar

un proceso degenerativo conocido como atresia folicular (Zhou et al., 2019).

El desarrollo de los foliculos ovaricos inicia en el embrion, en donde diferentes
eventos celulares se llevan a cabo como la generacion, la migracion, la mitosis y la
apoptosis de las células germinales (Ginsburg et al., 1990; Lei y Spradling, 2013).
Posterior a la diferenciacion de las células germinales primordiales, inicia el desarrollo
de los ovocitos. Primero, las células germinales primordiales migran hacia las crestas
gonadales, donde se diferencian en ovogonias y comienza la meiosis hasta la profase de
la primera division, deteniéndose en el estadio de dictioteno, dando lugar a los ovocitos
primarios, que permanecen en este estadio hasta que el foliculo comienza a crecer y

madurar (Ginsburg et al., 1990; Mermillod et al., 2008; Zhou et al., 2019).
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Figura 1. Esquema representativo de las estructuras del ovario. Tomado y modificado de Gartner y
Hiatt, 2008.



Tras la maduracion de los ovocitos primarios, son rodeados por una capa
homogénea de células planas conocidas como células de la pre-granulosa dando lugar a
los foliculos primordiales (Gartner y Hiatt, 2008). El ovocito de un foliculo primordial
mide alrededor de 30 pm de didmetro y posee un nucleo excéntrico voluminoso con
cromatina dispersa y con uno o mas nucléolos granulares (Pawlina, 2015). Los organelos
presentes en los foliculos primordiales constan de multiples mitocondrias, abundantes
complejos de Golgi, reticulo endoplasmico con pocos ribosomas y ldminas anulares
ocasionales (Gartner y Hiatt, 2008). Estos foliculos se distribuyen en la periferia de la
corteza y son los que se encuentran en mayor proporcion, constituyendo la reserva ovarica

(Van Voorhis, 1999) (Figura 2).

El desarrollo folicular inicia tras la activacion de los foliculos primordiales, que
se convierten en foliculos primarios. Este evento se ve asociado a la transformacion de
las células de la pre-granulosa a células de la granulosa, pasando de células aplanadas a
cubicas y cilindricas (Pawlina, 2015). En el ovocito de este foliculo, se encuentran varios
complejos de Golgi y mitocondrias dispersas, el reticulo endopldsmico rugoso presenta
una mayor cantidad de ribosomas, que también se encuentran libres en el citoplasma
(Gartner y Hiatt, 2008). A los foliculos primarios con una sola capa de células de la
granulosa, se les denomina foliculos primarios unilaminares, sin embargo, conforme las
células de la granulosa proliferan y se estratifican, forman varias capas alrededor del
ovocito, el cual recibe el nombre de foliculo primario multilaminar (Gartner y Hiatt, 2008;
Briiel, 2015). Durante esta etapa del desarrollo folicular se forma la zona pelucida, la cual
separa al ovocito de las células de la granulosa circundantes. Esta zona pelticida se
compone de tres glucoproteinas distintas, ZP1, ZP2, ZP3, las cuales son secretadas por el
ovocito (Gartner y Hiatt, 2008). Las células de la granulosa invaden con filopodios a la
zona pelucida, y entran en contacto con el plasmalema del ovocito y forman uniones
comunicantes, donde el ovocito y las células de la granulosa intercambian informacion
durante todo el desarrollo folicular (Gartner y Hiatt, 2008; Pawlina, 2015). Las células
del estroma se comienzan a organizar alrededor del foliculo primario multilaminar y
forman una capa de células, denominadas células de la teca interna. A su vez las células

de la granulosa comienzan a segregar liquido folicular (Constanzo, 2018) (Figura 2).

El foliculo secundario surge tras la acumulacion del liquido folicular en pequenos

espacios que se encuentran entre las células de la granulosa, estos espacios reciben el



nombre de cuerpos de Call-Exner. La unioén de éstos cuerpos dan origen a una cavidad
unica llamada antro folicular. El liquido folicular contiene glucosaminoglucanos,
proteoglucanos, proteinas de unién de los esteroides, hormonas como la progesterona, el
estradiol, la inhibina, la activina y la foliculoestatina (Gartner y Hiatt, 2008). En estos
foliculos el ovocito posee un diametro de 125 um (Pawlina, 2015). Al comenzar la
formacion del antro folicular el ovocito deja de crecer, pero el foliculo sigue aumentando
en tamaio (Bruael, 2015) al igual que el antro folicular, este es revestido por varias capas
de células de la granulosa, las cuales presentan receptores a la FSH (Pawlina, 2015). A su
vez, se forma una capa adicional de células somaticas llamada teca, la cual encapsula al
foliculo. Durante la maduracion de los foliculos, la teca se divide en teca interna y teca
externa, estas capas tienen una funcion estructural en los foliculos (Knigth et al., 2012).
Las células que conforman estas capas presentan receptores a la LH, la cual estimula la
ovulacion y la produccion de los androgenos. A diferencia de las células de la granulosa,
la capa de las células de la teca interna se vascularizan conforme el foliculo madura,
mientras que las células de la granulosa no presentan una vascularizacion (Knigth et al.,

2012; Briiel, 2015) (Figura 2).

Finalmente, un foliculo maduro, conocido como foliculo preovulatorio o de Graff
(para el caso de la mujer), surge por la continua proliferacion de las células de la
granulosa, asi como el aumento del liquido folicular (Briiel, 2015). Estos foliculos son
los que daran lugar a la ovulacion (Gartner y Hiatt, 2008; Krysko et al., 2008). El estrato
granuloso se torna mas fino conforme el antro incrementa de tamafo, el antro folicular y
las células del cumulus oophorus se separan de forma gradual del resto de las células de
la granulosa prepardndose para la ovulaciéon (Pawlina, 2015). Las células que rodean
inmediatamente al ovocito forman una capa de células simples conocida como corona

radiada (Pawlina, 2015) (Figura 2).

Posterior a la ovulacion, los elementos residuales del foliculo que libero al ovocito
forman el cuerpo lGteo. Este esta formado por un 80% de células luteinicas de la
granulosa y un 20% de células luteinicas de la teca (Briiel, 2015; Constanzo, 2018). La
luteinizacion es el proceso por el cual, dichas células triplican su tamafio y se transforman
en células poliédricas que contienen un pigmento amarillo llamado luteina (Briiel, 2015).
Las células luteinicas de la granulosa poseen un didmetro alrededor de 30 um y sintetizan

estrogenos, progesterona e inhibina, mientras que las células luteinicas de la teca son de
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Figura 2. Representacion del desarrollo folicular en el ovario. Tomado y modificado de Gartner y Hiatt,
2008.

un tamafio menor (alrededor de 15 pum) las cuales secretan androgenos y progesterona

(Pawlina, 2015).

El cuerpo luteo sintetiza y segrega hormonas necesarias para la implantacion y
mantenimiento del zigoto. En el caso que ocurra la fecundacion el cuerpo Iuteo segrega
estas hormonas hasta que la placenta tome este papel, sin embargo, si no existe
fecundacion el cuerpo Iuteo involuciona (Constanzo, 2018). La secrecion hormonal
disminuye casi por completo y las células luteinicas se llenan de lipidos y mueren
formando un cumulo de masas homogéneas eosinofilias divididas por bandas delgadas de

tejido conjuntivo conocido como cuerpo albicans (Briiel, 2015).

Ovulaciéon

La ovulacion se define como la liberacion de un ovocito maduro desde un foliculo
preovulatorio hacia el oviducto, lugar donde se lleva a cabo la fecundacion. Es un proceso
esencial en la perpetuidad y supervivencia de los mamiferos y es regulado por una serie

de senales neuroendocrinas entre los ovarios y el sistema nervioso central (Levine, 2015;

Richards et al., 2015; Robker et al., 2018).

Al inicio de la pubertad, el hipotdlamo y la hipofisis regulan la secrecion de la LH
y la FSH (Berga y Nafttolin, 2012). Las neuronas hipotaldmicas liberan GnRH a un
sistema de capilares sanguineos conocido como sistema porta-hipotalamico-hipofisario,

este sistema transporta a esta neurohormona hasta la adenohip6fisis, y encuentra su blanco
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celular en los gonadotropos (Levine, 2015; Robker et al., 2018). La unién de la GnRH
con su receptor resulta en la liberacion de las gonadotropinas (LH/FSH) al sistema
circulatorio, donde viajan hasta los ovarios. En los ovarios, la LH se une a sus receptores
localizados en las células de la teca, lo que desencadena la ovulacion y estimula la
secrecion los androgenos; la FSH, al unirse a sus receptores en las células de la granulosa
estimula la proliferacién, maduracion y diferenciacion de los foliculos ovaricos, y a su
vez permite la transformacion de androgenos a estrogenos. Todo esto resulta en la
maduracion del ovocito y su posterior ovulacion (Berga y Nafttolin, 2012; Levine, 2015;

Robker et al., 2018).

Este sistema neuroendocrino de regulacion se conoce como eje hipotalamo-
hipofisis-ovario (Figura 3). Este eje presenta mecanismos de autorregulacion, por
ejemplo, el estradiol secretado por las células de la granulosa tiene un efecto de
retroalimentacion estimulante o inhibitorio en los centros superiores de este eje (Naftolin
et al., 2007; Pawlina, 2015; Robker et al., 2018). En la retroalimentacion inhibitoria, el
estradiol sensibiliza a la adenohipofisis a la GnRH, sin embargo, suprime la secrecion de
la GnRH a nivel hipotalamico (Pau et al., 1993; Naftolin et al., 2007). No obstante, el
incremento en la concentracion de estradiol debido a la maduracion folicular estimula la
liberacion de la GnRH y la LH (efecto de retroalimentacion estimulante), lo que resulta
en la maduracion final de los ovocitos y desencadena el proceso de la ovulacion
(Zsarnovszky et al., 2001). De forma similar, la progesterona, asi como las hormonas de
naturaleza peptidica secretadas por el ovario, tienen un efecto de retroalimentacion
estimulante/inhibitoria en los centros superiores del eje, este proceso permite la

homeostasis del organismo y el desarrollo del ciclo reproductivo (Berga y Naftolin, 2012;

Levine, 2015).

Como ya se ha mencionado, la LH tiene un papel fundamental en la ovulacion, al
unirse a su receptor (LHCGRSs) en las células de la teca y de la granulosa, estimula la
liberacion de citocinas, quimiocinas, prostaglandinas y otros factores autocrinos y
paracrinos asociados a una respuesta inflamatoria (Liu et al., 2013; Richards y Ascoli,
2018; Cui, 2021). Tras la aparicion de estos factores se activan células inmunologicas
residentes del ovario y se reclutan células inmunologicas adicionales importantes en el
proceso de la ruptura del foliculo. Proteasas producidas por el ovario, asi como por las

células inmunologicas debilitan la lamina basal, lo que permite que células endoteliales
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Figura 3. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), Hormona
luteinizante (LH), Hormona foliculo estimulante (FSH), Progesterona (P4) y Estradiol (Ez). + (seal
estimulante); +/- (retroalimentacion estimulante / inhibitoria) (Smith, 2009).

vasculares y células inmunologicas adicionales invadan el foliculo. Los factores
inflamatorios, asi como la propia estimulacion de los foliculos reanudan la meiosis del
ovocito y permiten el desprendimiento del cumulus oophorus de la capa de las células de
la granulosa (Duffy et al., 2019).

Para que se lleve a cabo la ovulacion, el foliculo atraviesa por a una serie de
cambios estructurales que permiten su ruptura y la liberacion del ovocito. Para ello, la
matriz extracelular se rompe, colapsa la lamina basal que separa los compartimientos de
las células de la teca y la granulosa para que la pared del foliculo genere una apertura en

el apice del foliculo, conocido como estigma.

Previo a la ruptura del foliculo, se comienzan a separar las células de la superficie
del epitelio ovarico en el apice del foliculo. El tejido conectivo comienza a fragmentarse

y degradarse, y la pared del foliculo se adelgaza. En la tinica albuginea y en la teca
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externa, los fibroblastos comienzan a alagarse y aparentan ser células méviles inactivas.
Existe un desprendimiento de las células de la granulosa que quedan en el antro folicular.
Momentos antes de que ocurra la ovulacion, se pierde la superficie del epitelio ovarico y
se compactan los componentes celulares de la tinica albuginea, de las células de la teca
y granulosa. Todos estos cambios aparentemente se limitan a la region apical del foliculo
preovulatorio. El epitelio de la superficie ovarica y la teca comienzan a degradarse,
formando un orificio y conectando el fluido del antro folicular con la superficie externa
del ovario, lo que permite la liberacion del ovocito al oviducto (Espey, 1967; Auersperg

et al., 2001; Medzhitov, 2008; Duffy et al., 2019).

Todos los procesos descritos anteriormente resultan de la union de la LH a los
LHCGRs, lo que activa una cascada de sefializacion intracelular, que directamente regula
la transcripciéon de un conjunto de genes involucrados en la remodelacion de tejido
ovarico, la angiogénesis y las respuestas inflamatorias. Entre las vias de sefalizacion se
encuentran las relacionadas con las proteinas Kinasa A, ERK1/2, protein kinasa C y Ras,

entre otras (Matsuda, 2012; Richards y Ascoli, 2018; Duffy et al., 2019) (Figura 4).
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Figura 4. Vias de sefializacion activadas tras la unién de la LH a su receptor. La via de la proteina
kinasa A (PKA), se activa cuando la LH se une a su receptor en los foliculos preovulatorios, y la subunidad
Ga-s activa a la adenilato cicla (AC). La AC permite la formacién de AMP ciclico (cAMP) y el incremento
del cAMP, permite la activacion de la PKA, que a su vez activa a la proteina de unién al elemento en
respuesta a cCAMP (CREB), el cual es un factor de transcripcion que regula la expresion de los genes
involucrados en la preparacion del foliculo preovulatorio que desencadena la ovulacion. Otra via que se
activa tras la union de la LH a su receptor, es la via de la proteina kinasa C (PKC). La LH promueve la
formacion del inositol trifosfato (IP3) lo que activa a la PKC, que es un factor de transcripcion. Se ha
planteado que el incremento del IP3, es el resultado de la activacion de la subunidad Ga-q/11 del receptor
a la LH, la cual activa la fosfolipasa C (PCL) que fosforila al inositol bi fosfato (IP2). Existe evidencia de
que la LH activa la via de sefializacion del fosfoinositol 3 kinasa (PI3K). En el ovario de ratén, la activacion
de los receptores a la LH, resulta en el incremento de la fosforilacion de las AKT y FOXO, y esta bien
establecido que estos factores regulan cascada abajo, la via de sefializacion de la PI3K. Otra de las vias que
activa la LH, es la p38MAPK. Se ha observado que la uniéon de la LH a su receptor incrementa la
fosforilacion de la p38MAPK, y dicha fosforilaciéon no se inhibe por PKA H89, lo que indica que la
activacion de esta via es independiente a la via de la PKA (Duffy et al., 2019).

Atresia Folicular

La actividad ciclica del ovario induce que algunos foliculos de la reserva ovarica inicien
su crecimiento para su posterior ovulacion, sin embargo, muchos de éstos detienen su
desarrollo y degeneran mediante un proceso conocido como atresia folicular (Mermillod
et al., 2008; Wang et al., 2013). La atresia folicular es un proceso apoptético regulado
por factores endocrinos, autocrinos y paracrinos (McGee y Hsueh, 2000), donde las
sefales de supervivencia promueven el desarrollo folicular e inhiben la atresia (Erickson

y Danforth, 1995; Zhou et al., 2019).
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Las gonadotropinas juegan un papel importante en la regulacion de la atresia
folicular, se ha descrito el papel de la FSH como un factor de supervivencia, que propicia
la expresion de los genes y la modificacion transcripcional de proteinas que inhiben la
apoptosis en células de la granulosa. También estimula la proliferacion celular, activa la
esteroidogénesis, y promueve la diferenciacion celular, mientras que la LH previene la
atresia en foliculos preovulatorios y gatilla la ovulacion (Erickson y Danforth, 1995;
Ginther et al., 2003; Zhou et al., 2019). De igual forma, las hormonas esteroides como el
estradiol, funcionan como factores de supervivencia, que promueven la proliferacion y la
diferenciacion de las células de la granulosa, y que a su vez promueven junto con la FSH
la expresion de receptores a la LH en los foliculos ovaricos (Richards, 1980; Quirk et al.,

2004; Zhou et al., 2019).

Ademas de las gonadotropinas y las hormonas esteroides, otros reguladores
intraovaricos como el factor de linfoma de células B (Bcl-2), el factor de crecimiento
insulinico y miembros de la stper familia TGF-f (inhibinas y activinas), activan el
desarrollo folicular y promueven la supervivencia folicular (Hu et al., 2004; Hiller, 2009;

Wang et al., 2012).

Existen dos vias de sefalizacion celular que inician la apoptosis en las células de
la granulosa, la primera es una via extrinseca que ocurre tras la uniéon de un ligando a
receptores extracelulares, los cuales activan la caspasa 8. Mientras que la otra es una via
intrinseca, que promueve la liberacion del citocromo ¢ mitocondrial a través de la caspasa
9 (Hussein, 2005; Matsunda et al., 2012). Estos fungen como activadores de caspasas que
promueven la apoptosis, como la caspasa 3, la cual se ha descrito que activa la
degradacion de los componentes celulares, lo que produce los cambios morfologicos
observados en la atresia folicular, como la picnosis y descamacion de las células de la
granulosa, la aparicion de macréfagos y la fragmentacion del ovocito (Johnson y

Bridgham, 2002; Yoshida et al., 2009; da Silva-Bitecourt et al., 2018) (Figura 5).

La atresia folicular permite la seleccion de los ovocitos maduros de mejor calidad,
lo que incrementa la probabilidad de fecundacion, implantacion y desarrollo embrionario
de los organismos (Yoshida et al., 2009). A su vez, es un proceso necesario para mantener

la homeostasis dentro del sistema reproductivo de los mamiferos (Zhou et al., 2019).
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Figura 5. Diferentes tipos de foliculos atrésicos. A, Foliculo en etapa temprana de atresia. Las flechas
indican células de la granulosa picnéticas y apoptdticas. B, Flechas blancas indican células picnéticas y la
flecha roja muestra células de la granulosa descamadas. C, Oo representa un ovocito con fragmentacion.
Las flechas negras indican la presencia de macrofagos y los triangulos negros sefialan la membrana basal
del foliculo. Tomado y modificado de Yoshida et al., 2009; da Silva-Bitecourt et al., 2018.

16



Ciclo Estral

En los mamiferos el ciclo estral es un fendémeno periédico de las funciones
ovaricas, durante este, se produce una cascada de eventos hormonales y conductuales que
son progresivos, altamente sincronizados y repetitivos (Smith, 2009). La rata presenta un
ciclo estral con una duracion de entre cuatro y cinco dias, y ovulan de manera espontanea,
se caracteriza por una fase preovulatoria y una postovulatoria, entre estas dos fases ocurre
la ovulacion. Para su estudio, el ciclo estral generalmente se divide en cuatro etapas: estro,
diestro-1, diestro-2 y proestro (de la Cruz y Pésaro, 1998; Smith, 2009; Ajayi y Akhigbe,
2020). En ratas y ratones de laboratorio, la evaluacion microscopica de los tipos celulares
presentes en los frotis vaginales, se utiliza en la descripcion de las etapas del ciclo estral
y como indice del estado funcional del eje hipotalamico-hipofisis-ovario. En la figura 6
se pueden observar las caracteristicas citologicas de la vagina en la rata adulta (Singh et

al., 2013; Ajayi y Akhigbe, 2020).

Durante el proestro, en la citologia vaginal se pueden encontrar numerosas células
nucleadas redondas distribuidas uniformemente, pueden aparecer agrupadas o separadas
individualmente (Cora et al., 2015). A su vez, es comtn encontrar células cornificadas en
menor cantidad (Ajayi y Akhigbe, 2020), células en mitosis, poca o nula descamacion, e
inicia la formacién de un estrato granuloso (indicando la salida del proestro), hay una
capa superficial mucoide, la cual se cornificara con el paso del tiempo. Al final de esta
fase del ciclo, aumenta la presencia de células cornificadas con una capa mucoide
superficial, y con algunas células descamadas (Westwood, 2008). En el ovario se observa
el crecimiento rapido de los foliculos. Los foliculos preovulatorios liberan una gran
cantidad de estrogenos y progesterona, dicho incremento es mayor en la tarde del
proestro. Entre las 17:00 — 18:00 horas ocurre la concentracion méaxima de la LH, lo que
resulta en la ruptura del foliculo preovulatorio y la ovulacion (Figura 7) (Legan y Karsch,
1975; Mahoney et al., 2004; Chappell et al., 2009). En la histologia ovarica, se pueden
encontrar cuerpos luteos degenerados, presencia de vacuolas citoplasmaticas y
proliferacion de tejido fibroso en la cavidad central (Westwood, 2008). EI utero se
encuentra distendido y con fluido (Smith, 2009). El epitelio del utero es cuboide o
columnar, se puede observar la mitosis de las células epiteliales con poca o nula
degeneracion y poca infiltracion de células inflamatorias (Westwood, 2008). Al final de

esta etapa, las hembras comienzan a ser receptivas, por lo que permiten el acercamiento,
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lamontay la copula por parte del macho (de la Cruz y Pasaro, 1998). En la rata, el proestro

es una etapa corta que dura en promedio 14 horas.

En el dia del estro, la citologia vaginal se caracteriza por la presencia de una gran
cantidad de células epiteliales cornificadas, el citoplasma es granular y la células tienen
una forma irregular. También se pueden encontrar un gran nimero de bacterias y
ocasionalmente células epiteliales redondas con nucleo (Cora et al., 2015). La histologia
vaginal se caracteriza por el desprendimiento gradual de las capas mucoides superficiales
y cornificadas, con una reduccion del epitelio. Aparece detrito celular con ausencia de
actividad mitotica e inicia la infiltracion gradual de leucocitos (Westwood, 2008). En el
ovario, se pueden encontrar nuevamente cuerpos luteos en regresion, sin embargo,
tambien se pueden encontrar cuerpos luteos frescos (indicativos de una ovulacion
reciente), con células basofilas, fluido en la cavidad central del foliculo y ausencia de
tejido fibroso (Westwood, 2008). El ttero se encuentra en su maxima distension, al inicio
del estro la histologia uterina se caracteriza por la degeneracion de células epiteliales. Hay
nula actividad mitética e incrementa la infiltracion de leucocitos (Westwood, 2008).
Durante esta etapa termina la conducta de celo, y se observa un segundo pico de la

concentracion de la FSH el cual estimula el crecimiento de los foliculos que van a ovular

Rata

Figura 6. Citologia vaginal de
ratas adultas. En la esquina
superior izquierda se localiza una
grafica que representa la
proporcion de células del epitelio
vaginal en cada dia del ciclo
estral. N, celalas nucleadas; C,
células  cornificadas y L,
Leucocitos (Ajayi y Akhigbe,
2020). Del lado derecho se
muestran frotis vaginal de ratas en
cada dia del ciclo estral, tefiidos
con la técnica de
hematoxilina/eosina
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en los siguientes ciclos (de la Cruz y Pasaro, 1998; Mahoney et al., 2004; Smith, 2009)

(Figura 7). En la rata, el estro tiene una duracion de 24 a 48 horas.

Durante el diestro-1, el frotis vaginal se caracteriza por un gran numero de
leucocitos, asi como por células residuales del estro y, en algunas ocasiones, se pueden
encontrar células epiteliales redondas con ntcleo (Cora et al., 2015). Histologicamente,
en la vagina existe un desprendimiento completo de la capa cornificada, hay una gran
infiltracion de leucocitos y persiste la descamacion del estrato cornificado, ademas de la
degeneracion del estrato granuloso y germinativo superior (Westwood, 2008). En el
ovario los foliculos comienzan a secretar estradiol y los cuerpos luteos progesterona (de
la Cruz y Pasaro, 1998; Smith, 2009) (Figura 7), los cuerpos luteos pueden aun contener
liquido en su cavidad. Hay un menor numero de células basofilas y casi no se encuentra
tejido fibroso (Westwood, 2008). En el utero continua la degeneracion de las células
endometriales epiteliales. Se empieza a observar actividad mitética en conjunto con la
degeneracion celular (Westwood, 2008). Las hembras en esta etapa no presentan
recepcion a la copula (de la Cruz y Pésaro, 1998). En la rata, el diestro-1 es una etapa

corta que varia de 6 a 8 horas.

Finalmente, durante el diestro-2, en el frotis vaginal aun se puede observar una
predominancia de leucocitos, con pocas células cornificadas y células epiteliales redondas
(Cora et al., 2015). Histologicamente, la vagina se caracteriza por la presencia de un
epitelio cornificado, con infiltracion variable de leucocitos y una posterior proliferacion
y engrosamiento del epitelio. Al final del dia hay nula infiltraciéon de leucocitos
(Westwood, 2008). En el ovario incrementa el tamafo de los cuerpos lateos por lo que es
mayor la concentracion de la progesterona, e incrementa la formacion de tejido fibroso
en la cavidad del cuerpo luteo (Westwood, 2008). Durante esta etapa los foliculos secretan
estradiol de forma creciente, y se regeneran los epitelios vaginales y uterinos (de la Cruz
y Pésaro, 1998; Smith, 2009) (Figura 7). En la histologia del utero se puede observar un
epitelio columnar con poca actividad mitdtica, la cual incrementa con el paso del tiempo.

Al final de esta fase se observa un incremento en la capa estromal (Westwood, 2008). En

19



la rata, el diestro-2 es la etapa mas larga del ciclo estral con una duracion aproximada de

48 a 72 horas.
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Figura 7. Representacion del patron de secrecién hormonal durante el ciclo estral. La barra superior
representa los ciclos de luz oscuridad (12:12). Debajo se representan los pulsos de secrecion de la GnRH
en cada dia del ciclo estral. Ademas, se muestra el patron de secrecion de las gonadotropinas (LH/FSH) y
las hormonas esteroides en cada dia del ciclo estral. Tomado y modificado de Miller y Takahashi, 2014.

Se ha mostrado que el SCN participa en la regulacion del ciclo estral y de las
funciones ovaricas, evidencia de ello, es que la lesion de este nucleo altera las vias
neuroendocrinas que regulan las funciones ovaricas, lo que resulta en la pérdida del ciclo
estral y la ovulacion (Brown Grant et al., 1977; Wiegand et al., 1980; Van Der Horst et
al., 1999; Ramirez et al., 2017).
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Ntcleo Supraquiasmatico

Todos los organismos vivos, desde las cianobacterias hasta los humanos, presentan
relojes biologicos enddgenos que permiten la anticipacion de respuestas fisiologicas y
posibilitan una mejor adaptacion ante las variaciones diarias de factores ambientales
como la luz y la temperatura (Kuhlman et al., 2018). En los mamiferos, el SCN es
considerado como el marcapasos central circadiano, ya que es capaz de definir ciclos
temporales con un periodo cercano a 24 horas, los cuales son necesarios para la expresion
de ritmos circadianos en los procesos fisiolégicos de un organismo, asi como en su

comportamiento y metabolismo (Aguilar-Roblero et al., 2004; Herzog et al., 2017).

El SCN es una estructura bilateral, localizada en la porcion ventral del hipotdlamo
anterior, ventrolateral al tercer ventriculo y dorsal al quiasma optico (Yan y Okamura,
2002; Aguilar-Roblero et al., 2004; Ma y Morrison, 2019) (Figura 8). En roedores, este
nucleo estd conformado aproximadamente por 10,000 neuronas y 3,500 astrocitos
(Hastings et al., 2020) y mide menos de 1 mm de largo y 10 pm de ancho (Schwartz,
2002). De acuerdo con sus caracteristicas inmunohistoquimicas y estructurales, el SCN
ha sido dividido en dos subregiones, la ventrolateral (Core) que recibe las sefales
luminicas desde la retina y la subregion dorsomedial (Shell) la cual mantiene
comunicacion con la region ventrolateral (Abrahamson y Moore, 2001; Aguilar-Roblero
et al.,, 2004; Mieda, 2019). Las neuronas de este nucleo sintetizan diferentes
neurotransmisores, el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y el péptido liberador de
gastrina (GRP) se expresan principalmente en la region ventrolateral del SCN, mientras
que la region dorsomedial se caracteriza por la presencia de la arginina vasopresina (AVP)

(Leak et al., 1999; Mohawk y Takahashi, 2011; Hastings et al., 2018) (Figura 8).

Otros neurotransmisores como la neurotensina, la somatostatina, la procinéctina
(Prok2), la colecitoquinina (CCK) se expresan a lo largo del SCN (Moore et al., 2002;
Welsh et al., 2010; Hannibal et al., 2010; Ma y Morrison, 2019), a su vez, el acido gamma
aminobutirico (GABA) se expresa en la mayoria de las neuronas (Fan et al., 2015;

Hasting et al., 2019) (Figura 8).
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Existen evidencias experimentales que permiten considerar al SCN como el
principal oscilador circadiano en mamiferos. La primera evidencia de ello es que las
neuronas que conforman al reloj maestro presentan patrones circadianos en la actividad
metabolica y eléctrica. Si se realizan explantes del SCN de un individuo y se colocan en
condiciones in Vitro se conservan estos patrones de actividad circadiana (Shibata et al.,
1983). La segunda es que la lesion del SCN, en roedores, resulta en la pérdida de los
ritmos de la actividad locomotora, ingesta de agua y secrecion de la corticosterona (Moore
y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972). Ademas, cuando se trasplanta el SCN de un
animal a otro de la misma especie, el ritmo circadiano que predomina es del tejido que se
trasplantd (Lehman et al., 1987). Ralph y colaboradores (1990) observaron que cuando
se trasplanta el SCN de hamsteres con la mutacion t, caracterizada por un periodo
circadiano enddgeno de libre curso de 20 horas, a hamsteres con lesion del SCN cuyo
ritmo intrinseco es de 24 horas, el ritmo circadiano que se conserva es el del SCN

trasplantado, lo que implica que los ritmos biolégicos yacen en el SCN.

3v s Arginina Vasopresina (AVP)
/ \
/ s Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP)
/ e
4 \
I \ Peptido Liberador de Gastrina (GRP)
I ‘\ B
I b D Acido Gama aminobutirico (GABA)
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R A Calbidina (Cal-B)
\ S — /
/
\ 7
N -

Quiasma Optico

Figura 8. Esquema de la citoarquitectura del SCN de la rata. E1 SCN es una estructura bilateral, del
lado izquierdo se observa la division dorsomedial (Shell) y la ventrolateral (Core). Del lado derecho se
observa la distribucion de algunos neurotransmisores presentes en el SCN. Tomado y modificado de Antle
y Silver, 2005.
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Proyecciones Aferentes

Se han descrito varias aferencias al SCN, entre ellas, las del RHT y el tracto geniculo-
hipotalamico (GHT), que envian informacion fotica al SCN (Welsh et al., 2010; Ma y
Morrison 2019). También recibe fibras serotoninérgicas provenientes de los nucleos
mesencefalicos del rafe, y las proyecciones neurales colinérgicas de los nucleos
magnocelulares del prosencéfalo basal y del tronco del encéfalo (Bina etal., 1993; Meyer-

Bernstein y Morin, 1996; Dibner et al., 2010) (Figura 9).

La cantidad de luz ambiental es detectada en la retina por fotorreceptores
circadianos diferentes a los que intervienen en la vision. Los fotorreceptores circadianos
son un tipo especial de célula ganglionares que poseen el fotopigmento melanopsina
(Provencio et al., 1998) y se caracterizan por tener un campo receptivo visual muy amplio
y codificar la cantidad de luz. Los axones de estas células ganglionares forman el RHT
que llega a la porcion ventrolateral del SCN (Moore et al., 1972). El SCN recibe la
informacion luminica a través de los axones del RHT. Esta es convertida a quimica
mediante la accion de células ganglionares fotosensibles llamadas M-1, las cuales
sintetizan la melanopsina (Hughes et al., 2015; Herzog et al., 2017; Ma y Morrison,
2019). Estas células liberan glutamato en la region ventrolateral del SCN, lo que altera la
expresion génica de las neuronas que lo conforman (Morse y Sassone-Corsi, 2002; Dibner

etal., 2010).

La segunda via de sefales luminicas que recibe el SCN, proviene del GHT, ésta
es una via indirecta donde dichas sefiales viajan desde la retina a la hojuela
intergeniculada (IGL), en donde hacen un relevo y posteriormente contintian hacia el SCN
(Hughes et al., 2015). En esta region, convergen las sefiales luminicas con estimulos no
foticos (ruido, temperatura y movimiento) (Aguilar-Roblero et al., 2004; Ma y Morrison,
2019). El principal neurotransmisor de las fibras nerviosas del GHT, es el neuropéptido
Y (NPY), seguido del GABA vy la encefalina, estos neurotransmisores se liberan a la
region ventrolateral del SCN, principalmente, y modulan la actividad neural (Biello et al.,

1994; Morin y Blanchard, 2001; Ma y Morrison, 2019).

Existe un subgrupo de neuronas en el SCN que sintetizan CCK, éstas tienen la

peculiaridad de no ser inervadas por células ganglionares de la retina, por lo que se sugiere
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que podrian estar relacionadas en la regulacion no-fotica del reloj circadiano (Buhr et al.,
2010). Recientemente se ha descrito que reciben sefiales de 29 nucleos cerebrales, entre
los cuales se encuentran el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), el nucleo
paraventricular del tdlamo (PVT), el nucleo supradptico, el nicleo ventromedial del

hipotalamo (VMH), entre otros (Yuan et al., 2018).

El SCN presenta receptores a serotonina (5-HT), el cual es un neurotransmisor
que proviene del nucleo medial del rafe (MRN), estos receptores se localizan
principalmente en la region ventrolateral del SCN, especificamente en neuronas
VIPérgicas (May Morrison, 2019). El MRN modula la informacion luminica en el SCN,
potencializando las aferencias de glutamato que recibe (Ma y Morrison, 2019). En las
ratas que no expresan el receptor a 5-HT se interrumpen los ciclos de suefio-vigilia, asi
como los patrones de actividad locomotora (Nakamaru-Ogiso et al., 2012), en tanto que
la lesién del MRN en hamsteres resulta en cambios de fase en la actividad locomotora

(Meyer-Bernstein y Morin, 1996).

El SCN recibe ACh desde el prosencéfalo basal, donde existe una gran cantidad
de neuronas colinérgicas que se originan en el nicleo basal magnocelular (MBN) y
proyectan al SCN (Figura 9). Ademads, recibe informacion colinérgica del tronco
encefalico y se han descrito tres nucleos colinérgicos con eferencias al SCN, estos nucleos
incluyen al ntcleo tegmental pendunculo pontino, al nticleo tegmental latero-dorsal y el
nucleo parabigeminal (Bina et al., 1993; Madeira et al., 2004). Las aferencias
colinérgicas, modulan las sefiales luminicas del SCN, la expresion de neurotransmisores
y la actividad locomotora (Zatz y Herkenham, 1981; Madeira et al., 2004; Yang et al.,
2010).

Proyecciones Eferentes

Existen diferentes eferencias monosinapticas del SCN, éstas se limitan principalmente al
hipotalamo y al talamo (Li et al., 2012). Las fibras neurales del SCN terminan en
diferentes nucleos, entre los cuales se encuentran: el nucleo predptico medial (MPN), la
zona subparaventricular (SPZ), el VMH, el ntcleo dorsomedial (MD), el nucleo

geniculado ventrolateral (VGN) y el nucleo lateral septal (LSN). Las proyecciones que
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arriban al talamo terminan en la parte anterior del PVT (Aguilar-Roblero et al., 2004; Ma

y Morrison, 2019) (Figura 9).

La comunicacion entre el SCN y los diferentes nucleos hipotalamicos, permiten
la sincronizacion de los relojes periféricos a través de sefiales humorales o neurales. Entre
los organos periféricos influenciados por la actividad bioldgica del reloj maestro se
encuentran: los pulmones, el higado, los rifiones, el corazon, los musculos, entre otros.
Estos organos sincronizan su actividad con las sefiales luminicas que el SCN recibe,
traduce y envia a los relojes periféricos, donde a su vez pueden converger con sefiales
enddgenas como el momento de ingesta de alimentos y la actividad locomotora (Ma y

Morrison, 2019).

El SCN también regula la actividad de la gldndula pineal mediante vias
multisinapticas. Durante la noche subjetiva, el SCN estimula la liberacion de
noradrenalina (NA) dentro de la glandula pineal lo que resulta en la sintesis de la
melatonina. De esta manera el SCN se ve implicado en la regulacion de los ciclos de

suefo/vigilia en los organismos (Sack et al., 2007).

Aferencias Eferencias

MPN
= ( SPZ
Retina
GTHl & \ //'
VMH

VGN
LSN

Figura 9. Representacion de algunas aferencias y eferencias del SCN. Aferencias, la retina envia
informacion fotica a través del Tracto Retinohipotalamico (RHT); la retina envia sefales luminicas a la
Hojuela Intergeniculada (IGL) a través del Tracto Génico-Hipotaldmico (GHT), y posteriormente al SCN;
aferencia, del Nucleo Paraventricular del Hipotalamo (PVN); Nucleo Medial del Rafe (MRN) y Ntcleo
Basal Magnocelular (MBN). Eferencias, Nucleo Predptico Medial (MPN), Zona Subparaventricular (SPZ);
Nucleo Ventromedial del Hipotalamo (VMH); Nucleo Dorsomedial (MD); Nucleo Geniculado Ventral
(VGN); y Nucleo Lateral Septal (LSN). (Ma y Morrison, 2019).
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Relacion entre el SCN vy la secrecion de la GnRH

Las funciones ovaricas son reguladas por la GnRH, este es un neuropéptido hipotalamico
conformado por 10 aminoacidos que regula la secrecion de las gonadotropinas (LH/FSH)
(Smith, 2009; Matsuda et al., 2019). Las neuronas GnRHérgicas son reguladas por una
serie de sefiales provenientes de otros nticleos hipotalamicos, entre los cuales se encuentra
el SCN. En roedores, la mayor parte de neuronas GnRHérgicas que reciben sefales del
SCN se localizan en el 6rgano vascular de la 1dmina terminal (OVLT), el area preoptica
(POA), la banda diagonal de Broca (DBB) y el area hipotaldmica anterior (AHA) (Van
Der Beek et al., 1997; de la iglesia, 1999; Castaneyra-Ruiz et al., 2013).

Algunos estudios han mostrado la relacion que existe entre el SCN y la secrecion
de la GnRH. Se ha observado que, en ratas, la lesion térmica del SCN resulta en el bloqueo
de la ovulacion, la modificacion del ciclo estral y alteraciones en los patrones de secrecion
de la GnRH vy las gonadotropinas (Brown-Gran et al., 1977, Wiegand et al., 1980;
Ramirez et al., 2017).

Estudios anatémicos han revelado que el SCN se conectan con las neuronas
GnRHérgicas por vias neurales directas (monosinapticas) e indirectas (multisinapticas)

(van der Beek et al., 1993; van der Beek et al., 1997; Williams et al., 2011) (Figura 10).

Las proyecciones directas del SCN a las neuronas GnRHérgicas, se originan a
partir de las neuronas de la region ventrolateral del SCN que sintetizan el VIP (Van Der
Beek et al., 1997; de la Iglesia et al., 2003; Mahoney y Smale, 2005). La lesion unilateral
del SCN disminuye el nimero de neuronas inmunoreactivas a la GnRH que reciben
aferencias VIPérgicas en el POA ipsilateral (van der Beek et al., 1993). Dichas neuronas
presentan inmunorreactividad a c-Fos, un marcador de activacion celular, durante el pico

preovulatorio de la GnRH (van der Beek et al., 1994).

Diversas investigaciones han mostrado el papel estimulante del VIP, en la
secrecion de la GnRH. Las neuronas de GnRH presentan actividad c-Fos alrededor de la
hora en la cual surge el “pico” pre-ovulatorio de la LH, sin embargo la presencia de un
oligonucledtido anti-sentido de VIP en el SCN, atenuia la concentracion de la LH (Harney

etal., 1996; Van Der Becek et al., 1997).
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Piet y colaboradores (2016) mostraron que la estimulacion de las neuronas GnRH
con VIP, durante el ciclo estral en diferentes momentos del dia, incrementa la actividad
de las neuronas GnRHérgicas, efecto que es mediado a través de la activacion del receptor
a VIP (VPAC-2). Ademas, mostraron que el porcentaje de neuronas de GnRH que
responden a VIP, y la magnitud de su respuesta, es la misma en las etapas del diestro y el
proestro. Estos resultados indican que, en la hembra, la funcion del receptor a VIP en las
neuronas GnRH es relativamente constante durante los dias de diestro y proestro que
conducen al pico preovulatorio de la LH. Otros estudios sugieren que el VIP puede tener
un papel inhibitorio en la regulacion de la secrecion de la GnRH. Kauffman y
colaboradores (2014) observaron que la administracion intercerebroventricular de VIP

inhibe la actividad neural de las neuronas GnRHérgicas.

Existe una segunda via de comunicacion directa mediada por AVP, se han descrito
conexiones anatomicas de AVP entre las neuronas del SCN y las GnRHérgicas
(Manoheny y Smale, 2005). Las neuronas GnRHérgicas expresan receptores a AVP
(V1a) en POA, donde la cantidad de mRNA depende de la concentracion de estradiol
(Kalamatianos et al., 2004). A su vez, la inyeccion intracerebroventricular de un
antagonista de AVP resulta en el decremento de la concentracion de LH y prolactina
(PRL) (Funabashi et al., 1999). En ratas hembras con lesion del SCN, la microinyeccion
de AVP en POA, restablece la concentracion de la LH en suero (Palm et al., 1999). Con
estos resultados los autores sugieren que el SCN regula a las neuronas GnRHérgicas en

POA mediante una via AVPérgica.

En la tarde del proestro, la microinyeccion intracerebroventricular de AVP en
ratones con alteracion en el gen Clock, induce la liberacion preovulatoria de la LH, este
efecto se pierde tras la microinyeccion de un antagonista de los Vla, lo que sugiere que
la AVP participa en la secrecion del pico preovulatorio de la LH a través los receptores
Vla (Miller et al., 2006). Estas evidencias respaldan la participacion del SCN en la

secrecion de la GnRH por medio de fibras AVPérgicas monosinapticas.

Las vias indirectas por las cuales el SCN regula la actividad de las neuronas de
GnRH, son aquellas en las que el SCN presenta sefiales eferentes monosinapticas a
neuronas localizadas en otras regiones cerebrales, y estas a su vez se comunican con las

neuronas GnRHérgicas (Russo et al., 2015).
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Entre las vias indirectas mas estudiadas, esta la que ocurre entre el SCN y el area
periventricular rostral del tercer ventriculo (RP3V) y POA. Particularmente, esta via ha
sido de interés ya que el pico pre-ovulatorio de la LH que desencadena la ovulacion
depende de dos sefales: una circadiana proveniente del SCN y del incremento en la
concentracion del estradiol ovarico (Smarr et al., 2012). La evidencia indica que en el
RP3V es donde ocurre la convergencia de ambas sefiales, ya que las neuronas de esta area

expresan el receptor a estrogenos d.

Las neuronas de kisspeptina (Kiss) localizadas en el RP3V, son las que expresan
el receptor a estrégenos a y son inervadas por neuronas AVPérgicas del SCN. Las
neuronas GnRHérgicas no expresan receptores a estrogenos, por lo tanto, las neuronas
Kiss que inervan a las de GnRH, informan de la ausencia o presencia de los estrogenos
(Williams et al., 2011). En ratones Knockout a Kissl (el gen que codifica la Kiss), el
estimulo con Kiss resulta en el incremento en la secrecion de GnRH (Messager et al.,
2005), lo que sugiere que Kiss tiene un papel estimulante en la regulacion de la secrecion
de la GnRH. La Kiss induce el marcador de actividad c-Fos en neuronas GnRHérgicas
(Irwig et al., 2004), las cuales expresan el gen Grp54 que codifica al receptor a Kiss
(Messager et al., 2005), ademas, la Kiss induce la despolarizacion del 90% de las
neuronas GnRHérgicas (Han et al., 2005).

La lesion del SCN, resulta en la inhibicion de las sefales AVPérgicas que inervan
a las neuronas Kiss en el RP3V, lo que resulta en el bloqueo del pico preovulatorio de la
LH (Wiegand y Teresawa, 1980; Williams et al., 2011), éste efecto se revierte con la
administracion intracerebroventricular de la AVP (Palm et al., 1999). Estos resultados
indican que las conexiones AVPérgicas del SCN con neuronas Kiss en el RP3V tienen

un papel estimulante en la regulacion de la secrecion preovulatoria de la LH.

Las neuronas de Kiss en el RP3V permiten la integracion de la sefial circadiana y
el estradiol ovarico, se ha observado que el SCN envia sefales AVPérgicas de manera
constante a lo largo del ciclo estral a las neuronas Kiss (Greer et al., 1986), sin embargo,
tras el aumento de las concentraciones de estradiol ovarico incrementa el nimero de los

receptores a la AVP en neuronas Kiss (Treen et al., 2016). Este podria ser un mecanismo
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de integracion de ambas sefiales (circadiana y ovarica) que permite la liberacion, en la

hora 6ptima, del “pico” pre-ovulatorio de LH.

El GABA, es un neurotransmisor que se encuentran en el RP3V, las neuronas
GnRHérgicas presentan receptores al aminoéacido del tipo GABAA y GABAB (Sliwowska
et al., 2006), la union del neurotransmisor con sus receptores tiene un efecto inhibitorio
en la secrecion preovulatoria de la LH. Se ha observado que la concentracion del GABA
disminuye antes de la hora del pico preovulatorio de las gonadotropinas (Barbacka-

Surowiak et al., 2003).

Al igual que en el RP3V, se ha propuesto al nucleo arqueado (ARC) como centro
integrador de sefiales circadianas con sefiales estrogénicas del ovario. Esta es otra via
multisinaptica de comunicacion entre el SCN y las neuronas GnRHérgicas (Bayley y
Silver, 2014). Las neuronas Kisspeptinérgicas localizadas en el ARC, se pueden distinguir
de otras neuronas kiss ya que co-expresan neurokinina B, el receptor para este ligando
(TAC3R) y dinorfina (Goodman et al., 2007). Las terminales nerviosas de estas neuronas
Kisspeptinérgicas se localizan en la eminencia media (Ramaswarny et al., 2008;
Ramaswarny et al., 2010; Yip et al., 2015), lo que sugiere que dichas neuronas regulan la
liberacion de GnRH (Iremonger et al., 2017). La destruccion selectiva de neuronas Kiss
del ARC con saporinas (una toxina que inactiva los ribosomas celulares) dirigidas por el
TAC3R, resulta en la disminucién en la secrecidon de LH en ratas ovariectomizadas

(Mittelman-Smith et al., 2012).

El SCN se comunica con neuronas kisspeptinérgicas del ARC a través de AVP
(Yeo et al., 2019, Méndez-Hernandez et al., 2020). En el ARC, existen neuronas que
sintetizan Kiss, las cuales presentan receptores a estradiol, sin embargo, a diferencia de
las neuronas localizadas en RP3V donde el estradiol estimula la secrecion de Kiss, en el
ARC tiene un efecto inhibitorio (Treen et al., 2016). Se ha observado que la disminucion
de los estrogenos ovaricos resulta en el incremento del mRNA Kissl en el ARC, efecto

que se revierte tras el remplazo con estradiol (Smith et al., 2006).

Otras neuronas presentes en el ARC y que son inervadas por el SCN sintetizan
NPY (Turi et al., 2003; Guzman-Ruiz et al., 2014). Se ha establecido el papel de este

neuropéptido como regulador homeostatico, con gran importancia en la regulacion del eje
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reproductivo (Evans y Anderson, 2018). El NPY regula de manera inhibitoria a las
neuronas GnRHérgicas (Klenke et al., 2010; Roa y Herbison, 2012). El incremento en ¢l
mRNA del NPY en el ARC podria contribuir a la supresion de la liberacion preovulatoria

de LH en animales ovariectomizados (Kalamatianos et al., 2008).

El hipotalamo dorsomedial (DMH), es otro ntcleo implicado en la regulacion de
las neuronas GnRHérgicas. En esta region se concentra un conjunto de neuronas que
secretan el péptido relacionado con la RFamida (RFRP-3) (Kriegsfeld et al., 2006). Este
neuropéptido es considerado un inhibidor de la GnRH y es comparado con la hormona
inhibidora de las gonadotropinas (GnlH) de las aves (Kriegsfeld et al., 2018). Existen
evidencias anatémicas de la conexioén del SCN con las neuronas de RFRP-3, donde el
SCN regula estas neuronas por una via VIPérgica (Russo et al., 2015; Henningsen et al.,
2016). A su vez, las neuronas de RFRP-3 inervan de manera monosindptica a las neuronas
GnRHérgicas, las cuales expresan el receptor a RFRP-3 (GPR147) (Rizwan et al., 2012).
La RFRP-3 inhibe la actividad de las neuronas de GnRH y por lo tanto la liberacion de la
LH (Ducret et al., 2009).

Otro mecanismo de regulacion de las neuronas GnRHérgicas por la RFRP-3, es a
través de la inhibicion de la actividad de las neuronas de Kiss, al igual que las neuronas
GnRHérgicas, las neuronas Kiss expresan el receptor GPR147 (Rizwan et al., 2012). Se
ha descrito que el nimero de neuronas de RFRP-3 inmunoreactivas a c-Fos disminuyen
en la tarde del proestro, y esto se ha correlacionado con el incremento en la actividad de
las neuronas Kisspeptinérgicas y la liberacion preovulatoria de la LH (Henningsen et al.,
2017). Al igual que las neuronas Kiss, también se ha considerado que la via de RFRP-3
podria estar implicada en la regulacion de las neuronas GnRHérgicas a través del
estradiol, ya que se ha caracterizado la presencia de receptores a estradiol en estas
neuronas, los cuales tienen un papel inhibitorio en la secrecion de RFRP-3 (Putteeraj et

al., 2016).

Otra via multisinaptica, es la que se da entre el SCN, el PVN y el POA. Se ha
observado que el SCN mantiene proyecciones AVPérgicas con el PVN (Kalsbeek et al.,
1992), el cual contiene nucleos noradrenérgicos (A1 y Az) (Temel et al., 2002) y envia
informacion a las neuronas GnRHérgicas localizadas en el POA (Simonian et al., 1999).

El estimulo eléctrico de los nticleos A1y Az produce un incremento en la concentracion
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de noraderanlina (NA) (Herbison et al., 1990). La NA en POA estimula la secrecion de
GnRH, que en el dia del proestro, deriva en el incremento de la secrecion preovulatorio

de la LH (Rawson et al., 2001).

Neuronas
GnRHeérgicas

Figura 10 Representacion de las vias de comunicacion directas e indirectas entre el ndcleo
supraquiasmatico (SCN) y las neuronas GnRHérgicas localizadas en el area predptica (POA).
Arginina Vasopresina (AVP); Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP); Kisspéptina (Kiss); Acido Gamma-
aminobutirico (GABA); Neuropéptido Y (NPY); Péptido relacionado con el RFamida (RFRP);
Noradrenalina (NA); Area Periventricular Rostral del tercer Ventriculo (RP3V); Nucleo Arqueado
(ARC); Hipotalamo dorsomedial (DMH); Nucleo Paraventricular del Hipotalamo (PVN); Nucleos
Noradrenérgicos 1y 2 (Al y A2) (Van Der Beek et al., 1997; Barbacka-Surowiak et al., 2003; Turi et
al., 2003; Mahoney y Smale, 2005; Ducret et al., 2009; Williams et al., 2011; Bayley y Silver, 2014;
Guzman-Ruiz et al., 2014; Russo et al., 2015; Piet et al., 2016; Kriegsfeld et al., 2018).
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Sistema Colinérgico

La ACh, es una molécula filogenéticamente antigua en la sefializacion celular en casi
todas las formas de vida del planeta y es el neurotransmisor del sistema colinérgico
(Kawashima y Fujii, 2008). Este sistema estd conformado por las enzimas
acetilcolintransferasa (ChAT), acetilcolinesterasa (AChE), el transportador vesicular de
la ACh (VAChHT), asi como de los receptores muscarinicos (mAChRs) y nicotinicos
(nAChRs) (Sanabria-Castro et al., 2017). Este neurotransmisor participa en funciones

motoras, neuroendocrinas, parasimpaticas y sensoriales (Sanabria-Castro et al., 2017).

La ACh, es sintetizada en el citoplasma de la neurona presindptica a partir de la
colina y de la acetil coenzima A (acetil-CoA) mediante la accion de la ChAT (Picciotto
et al., 2012). La acetil-CoA se sintetiza en la mitocondria a partir del citrato, piruvato y
acetato. Posterior a su sintesis la acetil-CoA difunde al citoplasma para su posterior union
con la colina (Gonzalez y Florez, 1997). La colina de la cual se sintetiza la ACh se origina
a partir de tres fuentes (Gonzélez y Florez, 1997): 1) Del higado donde inicialmente se
sintetiza, penetra en la neurona colinérgica a través de un sistema de recaptura especifico
de colina de alta afinidad (SRAA); 2) A partir del metabolismo de la fosfatidilcolina de
membrana y 3) Del espacio sinaptico, a partir de la hidrélisis de la ACh por la AChE.

La ACh se encuentra en las terminales presinapticas: asociada a la membrana,
libre en el citoplasma o, de forma mdas abundante, almacenada dentro de vesiculas
(Gonzalez y Florez, 1997). La liberacion de la ACh sintetizada en el citoplasma, es
liberada al espacio sinaptico, o transportada al interior de vesiculas sindpticas para

después ser liberada por exocitosis (Sudhof-TC, 1995) (Figura 11).

El proceso por el cual la ACh es liberada por exocitosis, sucede cuando la vesicula
se fusiona con la membrana celular presinaptica, este proceso implica diferentes etapas
(Sudhof-TC, 1995). Primero, las vesiculas introducen al neurotransmisor a su interior
mediante una proteina transportadora con 12 dominios transmembranales, que utiliza un
gradiente electroquimico generado por una bomba de protones (H+) (Flores-Soto y
Segura-Torres, 2005). La mayoria de las vesiculas sinapticas que poseen al
neurotransmisor no estan libres en el citoplasma, sino que estan ancladas a proteinas del

citoesqueleto que interactiian con proteinas de la membrana vesicular (sinapsinas I y II)
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en la terminal presinaptica (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005). Las sinapsinas pueden
ser fosforiladas por diferentes kinasas, entre las que se encuentran las kinasas I y 11, las
cuales son dependientes de Ca?" y de la proteina calmodulina (CaMK Iy CaMK II), y por
la PKA. Cuando un potencial de accion alcanza la terminal nerviosa, se genera un
potencial de membrana que activa canales de Ca?". Debido al gradiente electroquimico,
un influjo de iones Ca?*, que en conjunto con la calmodulina activan las kinasas CaMk I
y CaMKk 11, las cuales fosforilan a la sinapsina I y II (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).
La fosforilacion de las sinapsinas debilitan la union de las vesiculas sinapticas al
citoesqueleto, lo cual facilita su transporte a la zona activa donde ocurre el proceso de la

exocitosis (maduracion o ‘‘priming’’) (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).

&

acetil-CoA

acetil CoA

Figura 11. Sintesis, almacenamiento y secrecion de la acetilcolina. Tomada de Sanabria et al., 2017.
Reproducida bajo permiso Lundbeck Institute.

La propagacion del impulso nervioso hacia la terminal axonica despolariza la
terminal, llevando su potencial desde -70mV hasta + 20 o +30 mV, esto permite la
apertura de canales de calcio sensibles al voltaje en el rango de -20 a 0 mV. La apertura
de estos canales permite la formacion de zonas de alta densidad de Ca?', donde la
concentracion llega a ser hasta de 100-200 M, es decir, 1,000 veces la concentracion en
reposo (100-200 nM) (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005). El aumento de la
concentracion de Ca’?" afecta a la sinaptotagmina, una proteina involucrada en la

exocitosis que funciona como un sensor de Ca®*, que termina el proceso de fusion de la

33



vesicula una vez que se han formado los complejos por proteinas, como la sintaxina, la
SNAP-25, el factor sensible a N-etilmaleimida (NSF) y proteinas de union a NSF o
SNAPs (Sudhof-TC, 1995).

Existen diversas enzimas que hidrolizan la ACh. Con base a la especificidad del
sustrato se dividen en AChE’s y butirilcolinesterasas o pseudocolinesterasas. En las
sinapsis colinérgicas, la AChE se encuentra a nivel pre y postsinaptico (Silman y
Sussman, 2005), mientras que la butirilcolinesterasa se localiza a nivel plasmatico y en
las células gliales cercanas. Ambas enzimas son capaces de degradar hidroliticamente la
ACh en pocos milisegundos (Gonzédlez y Flores, 1997), lo que previene Ia
desensibilizacion del receptor, debido a la presencia mantenida del neurotransmisor en la

hendidura sinaptica (Gonzalez y Flores, 1997).

La ACh ejerce sus efectos al unirse a los mAChRs y nAChRs (Sanabria-Castro et
al., 2017). Existen 5 tipos de mAChRs (miAchR-msAChR) y en células neurales y no
neurales un gran nimero de nAChRs, conformados por la combinacion de distintas
subunidades (02, a3, 04, a5, a6, a7, a8, a9, al0, B2, B3 y p4) (Grando et al., 2007;
Kawashima y Fujii, 2008).

Los mAChRs estan asociados a proteinas G con accion enzimdtica (GTPasa). En
el cerebro estan presentes en las terminales sindpticas, en donde regulan la liberacion de
neurotransmisores (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005). Este tipo de receptores se
caracterizan por participar en respuestas prolongadas como resultado de la interaccion de
proteinas G con sistemas de segundos mensajeros (Sanabria-Castro et al., 2017). Los
mAChRs se pueden distribuir en dos subfamilias dependiendo de la proteina G efectora
a la que estan acoplados. Los receptores mAChR1, pertencen a los receptores “impares”
(mAChR1, mAChR2, mAChRS5), que estimulan a la proteina G insensible a toxina
pertusica del subtipo Gq/11; y la subfamilia de mAChR2, conformada por los receptores
“pares” mAChR2/mAChR4, asociados intimamente a una proteina G sensibles a toxina

pertusica (Gonzélez y Florez, 1997).

Los nAChRs pertenecen a la super familia de canales i6nicos, del tipo cys-loop
los cuales incluyen a algunos receptores del GABA (GABAA), la glicina y la 5-HT. Esta

familia de receptores permite el flujo selectivo de iones al interior celular (Picciotto et al.,
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2001; Millar y Gotti, 2009; Sanabria-Castro et al., 2017), lo que resulta en la entrada de
una gran cantidad de iones al cambiar el potencial de membrana (Flores-Soto y Segura-
Torres, 2005), dando respuestas rapidas y breves (Millar y Gotti, 2009). Estos receptores
participan en diferentes funciones como la memoria, el aprendizaje, el control motor, el

sistema de recompensa y analgésicas (Zoli et al., 2018).

La distribucion de los nAChRs en el cerebro es relativamente homogénea, sin
embargo, es mas densa en regiones del talamo, la corteza y los ganglios basales. Su
ubicacion es presinaptica, postsinaptica o peri sinaptica (Albuquerque et al., 2009; Zoli
et al., 2018). Los receptores presinapticos funcionan como autorreceptores, los cuales
modulan la liberacién de la ACh, mientras que los postsinapticos median procesos de

transmision sinaptica excitatoria (Zouridakis et al., 2009).

Los nAChRs estan conformados por 5 subunidades dispuestas de tal modo que
forman un canal que permite el paso de iones (Zoli et al., 2018). Todas las subunidades
que conforman al nAChR presentan una misma estructura, la cual consiste en un dominio
amino-terminal extracelular, seguido de tres dominios hidrofébicos transmembranales
(M1-M3), un loop citoplasmatico largo entre los dominios M-3 y M-4, un cuarto dominio
transmembranal hidrofobico (M-4) y un pequefio dominio carboxilo extracelular (Zoli et
al., 2015). Los dominios transmembranales forman un poro ioénico. El M-2 forma la pared
del poro, el M-1 y M-3 protegen al M-2 de la bicapa lipidica circundante, mientras que el
M-4 es el dominio con mayor exposicion a los lipidos (Ho et al., 2020) (Figura 12A-B).

El dominio amino-terminal, asi como los dominios transmembranales, estan bien
conservados entre las diferentes subunidades que conforman a un nAChR, sin embargo,
el bucle que existe entre los dominios M-3 y M-4 puede presentar variaciones en su
tamaflo, asi como en los aminoacidos que lo conforman (Stokes et al., 2015). Este bucle
es importante para posicionar al receptor desde el reticulo endoplasmatico hacia la
superficie de la membrana celular, al igual que la movilidad en la misma, a su vez, funge
como sitio de fosforilacion de diferentes serinas/treoninas y tirosin kinasas (Millar y

Harkness, 2008; Crespi et al., 2018).

Los nAChRs estan formados por el ensamble de 5 subunidades transmembranales.

En mamiferos, se han identificado 17 diferentes subunidades que incluyen 10
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subunidades a (al-al0), 4 subunidades B (B1-p4), y una subunidad y, & y € (Ho et al.,
2020). Sin embargo, a nivel neural los nAChRs estan formados Unicamente por

subunidades a y P, siendo los receptores (07) y a4p7 los mas abundantes (Ren et al.,

2005; Schliebs y Arendt, 2011; Zoli et al., 2018; Ho et al., 2020) (Figura 12D).

Existe una amplia diversidad de nAChRs, debido a las diferentes configuraciones
que las subunidades pueden formar, los nAChRs conformados por unicamente
subunidades a (a7, a8 o a9) se consideran homoméricos, mientras que los que estan
conformados por subunidades a (a2-a6) combinadas con B (f2-f4) se les denomina

heteroméricos (Dani, 2015; Zoli et al., 2018; Ho et al., 2020).

Los receptores homoméricos, presentan 5 sitios de union idénticos a la ACh,
localizados en la interfase de dos subunidades, mientras que los receptores heteroméricos
poseen al menos dos sitios de union a la ACh, los cuales se localizan en la interfase entre
una subunidad a positiva (+) y una B (B2 o p4) negativa (-) (Taly et al., 2009). Para
desencadenar la maxima activacion neural (Andersen et al., 2013), la ACh se tiene que
unir al menos a dos sitios de unién para poder ejercer su efecto en receptores
heteroméricos, mientras que solo necesita unirse a un solo sitio de union en receptores
homoméricos (a7) (Figura 12 D). Recientemente se mostré que en los receptores
homoméricos a7, el bucle sirve como sitio de union de proteinas G, lo que podria
promover cascadas de sefalizacion intracelular (King y Kabbani, 2016) (Figura 12C).
Los receptores homoméricos a7 y a9 han demostrado que pueden generar corrientes de
Ca®" comparables con las corrientes generadas por los receptores a glutamato (NMDA),
y son mucho mas permeables a Ca®* que los receptores heteroméricos (Fucile, 2004). En
los receptores heteroméricos existe una subunidad accesoria, la cual no participa
directamente en la formacion de sitios de union a la ACh. Se ha observado que las
subunidades a5, B3, a3, a4, B2 y p4 pueden ocupar la posicion accesoria en receptores

funcionales (Zoli et al., 2018) (Figura 12).
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Sitios de fosforilacion M3-M4 loop

Interaccién proteica con
vias de sefalizacion celular

Receptor Heteromérico Receptor Homomeérico

Figura 12. Estructura de los NAChRs neurales. A; Se muestra la organizacion estructural de los nAChRs
y localizacion de los dos sitios de union. B; Corte transversal de un nAChR donde se observa la
organizacion de las subunidades y la formacion del poro cationico. C; Una sola subunidad que forma a un
nAChR. Se observa la porcion amino-terminal extracelular, seguido de 3 dominios transmembranales (M1-
M3), un bucle intracelular largo, un cuarto dominio hidrofobico (M-4), el dominio M-2 (oscuro) forma la
pared del poro catidnico. D; Organizacion de los nAChRs. Del lado izquierdo se observa un receptor
heteromérico conformado por subunidades (a4);(B2).. En medio las diferentes combinaciones de
subunidades que pueden tener los nAChRs. Del lado derecho se representa un nAChR homomérico
conformado tnicamente por subunidades a7. En gris oscuro se representan los sitios de unién a la ACh.
Encerrado en un circulo se representa la subunidad accesoria que puede estar conformada por diferentes
subunidades. Tomado y modificado de Zoli et al., 2018.
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La diversidad de las subunidades que conforman a un receptor determina sus

caracteristicas farmacologicas. En el estudio de la participacion de los nAChRs en la

regulacion de las funciones fisioldgicas de los organismos, se utiliza una gran diversidad

de farmacos que actiian como agonistas o antagonistas (Tabla 1), dentro de los cuales se

encuentra la mecamilamina (MEC), la cual es un antagonista alostérico de los nAChRs.

La MEC tiene una vida media de 1.2 horas y tiene mayor afinidad a estos

receptores que otros ligandos como el citrato de la metillicaconitina (Debruyne et al.,

2003), esto debido a que su unidn al sitio alostérico del receptor provoca un cambio

conformacional que lo atrapa y cierra el receptor, impidiéndole la interaccion con la ACh

(Giniatullin et al., 2000).

Tabla 1. Farmacos agonistas 0 antagonistas a receptores nicotinicos (NAChRs).
Tomado y modificado de Flores-Soto y Segura-Torres, 2005.

Receptores Nicotinicos

Agonistas Antagonistas
Acetilcolina D-tubocurarina
Nicotina Succinilcolina
Arecolina Decametonio
Tetrametilamonio Galanina
Feniltrimetilamonio Pempidina
Dimetifenilpiperacina Mecamilamina

Suberildicolina

a-bungarotoxina
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Sistema Colinérgico y SCN

El SCN es regulado por diferentes sistemas de neurotransmision, como el colinérgico
(Abbott et al., 2013). La ACh en el SCN regula el metabolismo en las neuronas
relacionadas con la expresion de diferentes péptidos, la perdida de las aferencias
colinérgicas se traduce en la disminuciéon de VIP y AVP en el SCN, dichos
neurotransmisores estan implicados en la regulacion de la secrecion de la GnRH (Bina et

al., 1993; Moga y Moore, 1997; Madeira et al., 2004).

El SCN presenta ambos tipos de receptores colinérgicos (mAChRs y nAChRs)
por lo que puede responder a informacion colinérgica proveniente de otros nicleos (Bina
et al., 1993; Zhang et al., 2016). Algunos estudios han analizado el efecto de la
estimulacion o el bloqueo farmacologico de los receptores colinérgicos del SCN sobre la
actividad locomotora (Keefe et al., 1987), la neuronal (Miller et al., 1987), y la
reproduccion (Vieyra et al., 2016, 2019, 2020).

Se ha mostrado que la administracion intracerebroventricular de carbacol (un
agonista colinérgico), al igual que el estimulo luminico, induce cambios de fase en los
ritmos de la actividad locomotora de hamsteres mantenidos en oscuridad constante
(Earnest y Turek, 1985). Este efecto se mantiene al bloquear los mAChRs con atropina
(antagonista no especifico de los mAChRs) (Zatz y Herkenham, 1981), mientras que se

atenta al bloquear los nAChRs (Keefe et al., 1987).

En roedores mantenidos en oscuridad constante, la incidencia de un estimulo
luminico resulta en cambios de fase de los ritmos de actividad locomotora, lo que viene
acompaniado de la expresion de c-Fos en la mayoria de las neuronas del SCN. Sin
embargo, la inyeccion intracerebroventricular de la MEC inhibe la expresion de c-Fos
unicamente en las neuronas localizadas en la region dorsomedial del SCN, lo que implica
que el efecto que tiene la luz en el SCN es regulado por los nAChRs y que la MEC actaa
en la region ventrolateral del SCN (Zhang et al., 1993).

En el SCN, un estimulo luminico o farmacoldgico de los nAChRs con nicotina
resulta en el incremento de la tasa de disparo lo que sugiere que la ACh, al igual que la

luz, tiene un efecto estimulante sobre la actividad de las neuronas del SCN. Este efecto
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se pierde con la administracion previa de la MEC, por lo que posiblemente esta respuesta

es mediada por los nAChRs (Miller et al., 1987).

La participacion del sistema colinérgico en la regulacion de la reproduccion ha
sido estudiada desde la década de los 40, donde el grupo de Everrett (1949) propuso que
la ACh regula la secrecion de las gonadotropinas y la ovulacién. Afios més tarde, se
postuld que la regulacion colinérgica de la secrecion de las gonadotropinas parece
presentar un ritmo circadiano (Dominguez et al., 1982), ya que el bloqueo sistémico de
los receptores colinérgicos resulto en la inhibicion de la ovulacion, lo que depende de la

hora y el dia del ciclo estral en el cual se realiza el bloqueo de dicho sistema.

El sistema colinérgico del SCN participa en la regulacion de la ovulacion y la
secrecion de las hormonas esteroides, ya que la microinyeccion unilateral de atropina en
el SCN durante el proestro, bloquea el pico preovulatorio de la LH y la ovulacion (Vieyra
et al., 2016). Por otro lado, la estimulacion de los receptores nicotinicos resulta en un
incremento del numero de foliculos en crecimiento, lo que conlleva a una mayor
liberacion de ovocitos en el dia del estro (Vieyra et al., 2019). Con base en ello, sugerimos
que la informacion colinérgica que arriba al SCN, asi como aquella que es generada en
¢l, estimula la actividad de las neuronas VIPérgicas y/o AVPérgicas del SCN, modulando

directa o indirectamente la secrecion de la GnRH, el desarrollo folicular y la ovulacion.
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Planteamiento del Problema

Existen evidencias anatdmicas que apoyan la idea de que el SCN regula a las neuronas
GnRHérgicas. Especificamente en el dia del proestro, la secrecion de GnRH, LH y la
ovulacién, son reguladas por sefiales colinérgicas que arriban al SCN, asi como aquella
que es generada en ¢l. En la rata, la microinyeccion de atropina en el SCN resulta en el
bloqueo de la secrecion de la LH y por tanto de la ovulacion, efecto que depende el SCN
estudiado, mientras que la estimulaciéon de los nAChRs resulta en un incremento del
numero de foliculos ovaricos en crecimiento, asi como en el nimero de ovocitos
liberados. Sin embargo, no se tiene informacion de cual es el efecto del bloqueo de los
nAChRs del SCN a lo largo del ciclo estral, sobre la regulacion de las funciones ovaricas,
por lo que en el presente estudio se analizaron los efectos de la microinyeccion de
mecamilamina (antagonista no selectivo de nAChRs) en el SCN en cada dia del ciclo
estral, sobre la proporcion de animales ovulantes, el nimero de ovocitos liberados, el

crecimiento folicular y el ciclo estral.
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Hipotesis

Si la estimulacion farmacologica de los nAChRs del SCN en el dia del proestro, resulta
en un mayor nimero de foliculos en crecimiento y del numero de ovocitos liberados,
entonces, el bloqueo de dichos receptores por la microinyeccion de mecamilamina,
resultard en una menor respuesta ovarica, lo que dependera del dia del ciclo estral y del

SCN estudiado.
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Objetivo General

Analizar los efectos del bloqueo farmacoldgico de los nAChRs del SCN en cada dia del

ciclo estral, sobre las funciones ovaricas.

Objetivos Particulares

e Analizar los efectos del bloqueo farmacologico de los nAChRs del SCN izquierdo
o derecho, en cada dia del ciclo estral, sobre la proporcion de animales ovulantes
y el nimero de ovocitos liberados.

e Analizar los efectos del bloqueo farmacologico de los nAChRs del SCN izquierdo
o derecho, en cada dia del ciclo estral, sobre el crecimiento folicular.

e Analizar los efectos del bloqueo farmacologico de los nAChRs del SCN izquierdo

o derecho, sobre el ciclo estral.
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Metodologia

Seleccion de Animales

Se utilizaron ratas hembra ciclicas virgenes de 90 dias de edad de la cepa CII-ZV, con un
peso corporal entre 230 y 270 gramos. Los animales fueron mantenidos en grupos de 7
individuos, en jaulas acrilicas claras, no porosas (45x22x20 cm), con reja superior de
acero inoxidable y con un fotoperiodo de 14 horas luz: 10 horas oscuridad a una

temperatura de 22 + 2° C, con acceso libre a agua y alimento (Purina S.A, México).

Durante todos los procedimientos se cumplié con lo estipulado por la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999), Especificaciones técnicas para la proteccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio. El proyecto cont6 con la aprobacion del
Comité Interno de Evaluaciéon Etica de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM; FESZ / DEPI / CI / 374/18). Se
realizaron todos los esfuerzos posibles para minimizar el nimero de animales a utilizar y

su sufrimiento.

Dos semanas antes de iniciar con los tratamientos, los animales fueron
anestesiados y marcados con un horadador de orejas. Se llevd a cabo el monitoreo del
ciclo estral a través del andlisis del frotis vaginal y se utilizaron inicamente aquellos
animales que presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion. La toma de
muestra se realizé a las 07:00 horas diariamente con asas bacteriologicas. Estas muestras
fueron tefiidas con la técnica de hematoxilina/eosina (5 min/ 2 min), y observadas al

microscopio Labophot-2 (Nikon Instruments Inc., USA).
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Grupos Experimentales

Al cumplir los tres meses de edad, los animales fueron distribuidos aleatoriamente en
alguno de los grupos experimentales descritos a continuacion y cada grupo se conformo

de 8-9 animales

Testigo Absoluto (TA)

Animales intactos, sin ningun tipo de manipulacion fueron sacrificados en el dia del estro

vaginal por decapitacion.

Microinyeccion de solucidn salina (vehiculo) en el SCN izquierdo (SCN-I) o

derecho (SCN-D)

Entre las 09:00-10:00 horas de cada dia del ciclo estral (estro, diestro 1, diestro 2 o
proestro) (Figura 13) los animales fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal
de una mezcla de Ketamina (40 mg Kg) y Xilazina (5 mg Kg!) y se montaron en un
aparato estereotaxico modelo 900 (David Kopf Instruments, USA) colocando la barra de
los incisivos en -0.5 (5 mm por debajo de las barras de las orejas). Se les realiz6 un corte
dorsal en la cabeza y, con ayuda de una disolucion 1:1 de agua oxigenada, se removio el
periostio exponiendo el craneo y se procedid a colocar la aguja del sistema de
microinyeccion en el bregma para obtener las coordenadas de referencia y calcular la
localizacion del SCN. Posteriormente se realiz6 una perforacion con un torno dental de 1
mm. Las coordenadas que se utilizaron para la localizacion del SCN son las descritas por
Paxinos y Watson (2006) las cuales fueron modificas de acuerdo a la cepa de animales de
este estudio (A partir del Bregma, SCN-I: antero-posterior = -0.3, medio-lateral = +0.3,
dorso-ventral = -9.1; SCN-D: antero-posterior = -0.3, medio-lateral = -0.2, dorso-ventral
=-9.1). Una vez obtenidas las coordenadas, se procedio a bajar la aguja de microinyeccion

al SCN.

El sistema de microinyeccion se conectd a una jeringa Hamilton de 25 pl, a través
de un tubo de teflon (0.65mm OD x 0.12 mm ID; Bioanalytical Systems, Inc.,USA). La

jeringa se montd en una bomba de infusidon de un canal Legato 100 (Kd scientific, USA).
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Finalmente se realizé la microinyeccion de 0.3 pl de solucion salina/l minuto. Dicha
solucion fungié como vehiculo (VH), posterior a la microinyeccidén se mantuvo la aguja
durante 1 min para evitar el reflujo de la solucion administrada y se procedi6 a suturar la

herida.

Al terminar el procedimiento los animales se mantuvieron en una caja equipada
con una manta térmica, se les colocé gotas de hipromelosa para evitar el desecamiento de
los 0jos y como analgésico se les administro 0.2 mg K-! de Meloxicam via intraperitoneal
(Meloxinn, InnoPharma, México). Una vez recuperados, fueron devueltos al bioterio y al

dia siguiente de la cirugia se retom¢ el frotis vaginal.

Microinyeccion de mecamilamina (MEC) en el SCN-I o SCN-D

Entre las 09:00-10:00 horas de cada dia del ciclo estral (estro, diestro 1, diestro 2 o
proestro), se realizo la microinyeccion de MEC (0.225ug en 0.3 ul de VH) (Keefe et al.,
1987), en el SCN-I o SCN-D, (siguiendo el mismo protocolo de los animales

microinyectados con VH (Figura 13).

Protocolo de microinyeccion

a) b)
VH I MEC VH F MEC
Estro | Diestro 1 ] Diestro 2 | Proestro | Estro Diestro 1 | Diestro 2 | Proestro | Estro
SCN-I 0 SCN-D | | | | Dia de autopsia SCN-10 SCN-D | | | Dia de autopsia
9:00 h 9:00 h
I I [ t
c) d)
VH F MEC VH F MEC
Diestro 1 | Diestro 2 | Proestro | Estro Diestro 1 | Diestro 2 | Proestro ‘ Estro
[ scN-TosOND | | Dia de autopsia ‘ | SCN-To SCN-D | Dia de autopsia
9:00 h 9:00 h

| ] L]

Figura 13. Representacién esquematica de los grupos con microinyeccion. Animales microinyectados
con VH o0 MEC en el SCN izquierdo o derecho a las 09:00 horas del a) Estro, b) Diestro-1, ¢) Diestro-2 o
d) Proestro. Los animales fueron sacrificados al siguiente estro vaginal.
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Autopsia

Entre 1a 09:00-10:00 horas del estro vaginal (posterior al tratamiento) los animales fueron
sacrificados por decapitacion. Se disecaron los ovarios y se colectaron los oviductos con
el fin de contar el nimero de ovocitos liberados con ayuda de un estereoscopio C-PS
(Nikon Instruments Inc., USA). Ademas, se extrajeron los cerebros de los animales

microinyectados y se conservaron a -20°C, hasta el momento de su analisis.

Procesamiento del Cerebro

Para verificar el sitio de la microinyeccion en el SCN, se realizaron cortes coronales
seriados de 60 pm de espesor en un criostato CM 1520 (Leica, Alemania). Estos cortes se
montaron en un portaobjetos con gelatina para cerebro y posteriormente fueron tefiidos
con la técnica de Nissl (violeta de cresilo al 1%). Posteriormente éstos cortes se
observaron en un estereoscopio C-PS. En este estudio s6lo se consideraron los animales
donde la trayectoria de microinyeccion se visualizd en la region del SCN como se observa

en la figura 14.

A) Trayectoria de B) Trayectoria de
microinyeccion en el SCN-I microinyeccion en el SCN-D

Quiasma dptico
"“. [ "‘sl:“ po

Figura 14. Trayectorias de microinyeccién en el SCN izquierdo (A) o
derecho (B).
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Analisis Morfométrico del Ovario

A la autopsia se extrajeron los ovarios (izquierdo y derecho), se pesaron en una balanza
analitica y fueron fijados con solucién de Bouin, incluidos en paraplast y finalmente se
realizaron cortes seriados de 10 um de grosor. Los cortes fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y analizados al microscopio Optico con un ocular micrométrico
(10X). Se midieron los diametros perpendiculares de todos los foliculos que presentaron
el nucleo y el nucléolo del ovocito. De acuerdo con la clasificacion de Hirshfield y
Midgley (1978), los foliculos fueron clasificados en pequefios (90-390 mm de diametro),
medianos (391-500 mm de didmetro) o preovulatorios (mayor a 501 mm de diametro).
Estos mismos fueron divididos en sanos o atrésicos, considerando como signos de atresia
folicular: descamacion de las células de la granulosa al interior del antro, engrosamiento
de las tecas, picnosis en el nlcleo de las células de la granulosa y/o alteraciones

morfologicas en el ovocito.

Analisis Estadistico

Para realizar el anélisis estadistico se utilizé el programa Prisma 8.4.01, GraphPad. El
nimero de ovocitos liberados y la dindmica folicular se analizaron por pruebas no
paramétricas; la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparacién multiple
de Dunn. Para comparacién entre dos grupos se utilizé la prueba de U Mann Whitney. El
porcentaje de animales ovulantes y animales con modificacion del ciclo estral se analizo
con una prueba exacta de Fisher. Aquellas diferencias cuya probabilidad sea igual o

menor a 0.05 se consideraron como estadisticamente significativas.
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Resultados

Animales intactos

El 100% de los animales intactos ovularon el dia del estro vaginal y liberaron una
mediana de 13.0, IQR 11-14 ovocitos. Al cuantificar los foliculos ovéaricos de estos
animales, se encontr6 una mediana de 144, IQR 123-161 foliculos ovaricos (pequefios:
mediana 135, IQR 120-156, medianos: mediana 3, IQR 1-8, preovulatorios: mediana 2,
IQR 1-4), de los cuales mediana 133, IQR 114-150 fueron sanos y mediana 9, IQR 9-13
atrésicos. Se consider6 que el 100% de los animales tuvieron un ciclo estral de cuatro dias

de duracion, ya que presentaron un estro, diestro-1, diestro-2 y proestro.
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Efecto de la microinyeccion de solucion salina (vehiculo) o mecamilamina en el

SCN en el dia del estro sobre las funciones ovaricas

Ovulacion

En el dia del estro, la microinyeccion de VH en el SCN izquierdo o derecho no modifico
la proporcion de animales ovulantes, ni el nimero de ovocitos liberados, en comparacion

con el grupo TA (Figura 15).

La microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo no modificod el porcentaje de
animales ovulantes (MEC SCN-I: 7/8 vs. VH SCN-I: 9/9, prueba exacta de Fisher),
mientras la microinyeccion de MEC en el SCN derecho, resulté en el bloqueo de la
ovulacion del 50% de los animales en estudio, en comparacion con el grupo VH (MEC
SCN-D: 4/8 vs. VH SCN-D: 9/9, p < 0.05, prueba exacta de Fisher) (Figura 15a). El
tratamiento con MEC en el SCN izquierdo resultdé en la disminucion del nimero de
ovocitos liberados, en comparacion con los animales microinyectados con VH (MEC
SCN-I: mediana 6, IQR 3-7 vs. VH SCN-I: mediana 13, IQR 10-14, p < 0.05, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn), sin embargo, el nimero de ovocitos
liberados de los animales microinyectados en el SCN derecho fue similar a los tratados
con VH (MEC SCN-D: mediana 12, IQR 11-16 vs. VH SCN-D VH SCN-D: mediana 11,
IQR 11-14, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn) (Figura 15b).
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Figura 15. a) Porcentaje de animales ovulantes y mediana-IQR del nimero de ovocitos liberados de ratas
testigo absoluto (TA) o microinyectadas con solucion salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN
izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas del estro y sacrificadas al presentar el siguiente
estro vaginal. *p < 0.05 vs. VH SCN-D (Prueba exacta de Fisher). b) *p < 0.05 vs. VH SCN-I (Kruskal-

Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Desarrollo Folicular

La microinyeccion de VH en el SCN izquierdo o derecho no modificé el ntimero de

foliculos totales, sanos, ni atrésicos, en comparacion con los animales TA (Figura 16).

La microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo o derecho resulto en la
disminucion del numero de foliculos totales (MEC SCN-I: mediana 120, IQR 94-124 vs.
VH SCN-I: mediana 144, IQR 139-148; MEC SCN-D: mediana 107, IQR 101-116 vs.
VH SCN-D: mediana 141, IQR 125-161, p <0.05, prueba de U Mann-Whitney) y sanos
(MEC SCN-I: mediana 94 IQR 72-103 vs. VH SCN-I: mediana 131, IQR 118-145, p <
0.05, prueba de U Mann-Whitney; MEC SCN-D: mediana 86, IQR 79-98 vs. VH SCN-
D: mediana 134, IQR 119-154, p <0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguia de una prueba
de Dunn), mientras que el numero de foliculos atrésicos aumenté (MEC SCN-I: mediana
21 IQR 18-26 vs. VH SCN-I: mediana 7, IQR 6-13, p < 0.05, prueba de U Mann-Whitney;
MEC SCN-D: mediana 23, IQR 22-27 vs. VH SCN-D: mediana 7, IQR 4-10, p < 0.05,
prueba de Kruskal-Wallis seguia de una prueba de Dunn) en comparacion con su

respectivo grupo microinyectado con VH (Figura 16).

El nimero de foliculos pequefios, medianos y pre-ovulatorios son similares entre
los animales TA y los microinyectados con VH en el SCN izquierdo. De igual forma la
microinyeccion de VH en el SCN derecho no modificé el numero de foliculos pequeiios
y pre-ovulatorios, sin embargo, si increment6 el nimero de foliculos medianos (VH SCN-
D mediana 8, IQR 6-10 vs. TA: mediana 3, IQR 1-8, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de Dunn) (Figura 16).

La microinyeccion de MEC en el SCN, independientemente del nucleo
microinyectado, resultd en la disminucion del nimero de foliculos pequeiios (MEC SCN-
I: mediana 108, IQR 84-118 vs. VH SCN-I: mediana 132, IQR 113-141; MEC SCN-D:
mediana 95, IQR 86-115 vs. VH SCN-D mediana 132, IQR 116-149, p <0.05, prueba de
U Mann-Whitney) y en el incremento de los foliculos preovulatorios (MEC SCN-I:
mediana 5, IQR 4-6 vs. VH SCN-I: mediana 3, IQR 1-3, p < 0.05, prueba de U Mann-
Whitney; MEC SCN-D: mediana 6, IQR 5-8 vs. VH SCN-D mediana 2, IQR 2-4, p <
0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn). La microinyeccion de

MEC en el SCN izquierdo no modificod el nimero de foliculo medianos (MEC SCN-I:
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mediana 6, IQR 5-7 vs. VH SCN-I: mediana 5, IQR 3-8, prueba de Kruskal-Wallis
seguida de una prueba de Dunn), sin embargo, el tratamiento en el SCN derecho resultd
en una disminucion (MEC SCN-D: mediana 4, IQR 2-5 vs. VH SCN-D: mediana 8, IQR
6-10, p < 0.05, prueba de U Mann-Whitney), en comparacion con los animales tratados

con VH (Figura 16).
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Figura 16. Mediana y IQR de la dinamica folicular de ratas testigo absoluto (TA) o sometidas a la
microinyeccion de solucion salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D) a las 09:00 horas del estro y sacrificadas al siguiente estro vaginal. *p < 0.05 vs. con respecto a
su grupo VH (Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn). =p < 0.05 vs. con respecto a su grupo VH
(Prueba de U Mann Whitney). #p < 0.05 vs. TA (Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn).
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Ciclo Estral

La microinyeccion unilateral de VH en el SCN, modifico el ciclo estral del 50.0% de los
animales tratados, en comparacion con el grupo TA (VH SCN-I: 4/4; VH SCN-D: 4/4 vs.
TA: 8/8, p <0.05, prueba exacta de Fisher) (Figura 17a). Del 50.0% de los animales con
alteracion del ciclo estral, el 75.0% de estos animales presentaron en la citologia vaginal
abundancia de leucocitos durante tres dias consecutivos, lo que indico que se alargoé la
fase del diestro, por lo que el dia del estro vaginal se presentd un dia después del estro

esperado (Figura 17¢). Adicionalmente, se observo que un solo animal presentd cuatro

dias de diestro (Figura 17d).

La microinyecciéon de MEC en el SCN izquierdo o derecho no modifico el patron
de ciclo estral (Figura 17b), ya que del 75.0% al 87.5%, de los animales presentaron un
ciclo estral sin alteraciones (MEC SCN-I: 6/8; MEC SCN-D: 7/8 vs. TA: &/8, prueba
exacta de Fisher). Sin embargo, de los animales que presentaron alteracion en su patron
de ciclo estral, presentaron un ciclo estral similar al representado en la figura 17d. Lo que

retrasé el estro vaginal 48 horas en comparacion con el esperado.
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Figura 17. a) Porcentaje de ratas sin alteracion del ciclo estral (TA) o sometidas a la microinyeccion de
vehiculo (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas
del estro y sacrificadas al presentar el siguiente estro vaginal. =p < 0.05 vs. TA (Prueba exacta de Fisher).
b) Representacion del patron del ciclo estral sin alteracion, de animales microinyectados con VH o MEC
en el SCN-I o SCN-D. Cada punto representa un dia del ciclo estral, el dia 0 representa el dia de la cirugia
(flecha negra), en el eje de las ordenadas se representan los dias del ciclo estral. ¢) Representacion del
patron del ciclo estral con alteracion, de animales microinyectados con VH o MEC en el SCN-I o SCN-D
(Retraso de 24 horas). d) Representacion del segundo tipo del ciclo estral con alteracion, de animales
microinyectados con VH o MEC en el SCN-I o SCN-D (Retraso de 48 horas).
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Efecto de la microinyeccion de vehiculo (VH) o mecamilamina (MEC) en el

SCN en el dia del diestro-1, sobre las funciones ovaricas

Ovulacion

En el dia del diestro-1, la microinyeccion de VH en el SCN izquierdo o derecho no
modificd la proporcion de animales ovulantes, ni el nimero de ovocitos liberados, en

comparacion con el TA (Figura 18).

La microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo o derecho resultd en la
disminucion del porcentaje de animales ovulantes, ya que solo ovularon entre el 25.0 y
37.2 % de los animales (MEC SCN-I: 2/8 vs. VH SCN-I: 7/8; MEC SCN-D: 3/8 vs. VH
SCN-D: 9/9, p < 0.05, prueba exacta de Fisher), en comparacion con su respectivo grupo
microinyectado con VH (Figura 18a). En comparacion con la microinyecciéon de VH, la
microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo, resulto en la disminucion del naimero de
ovocitos liberados por parte de los animales que ovularon (7 y 6 ovocitos totales,
respectivamente). La microinyeccion de MEC en el SCN derecho resultd en la
disminucion significativa del numero de ovocitos liberados (MEC SCN-D: mediana 6,
IQR 2-7 vs. VH SCN-D: mediana 12, IQR 11-14, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis
seguida de una prueba de Dunn) (Figura 18b).
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Figura 18. a) Porcentaje de animales ovulantes y mediana-IQR del ntimero de ovocitos liberados de ratas
testigo absoluto (TA) o microinyectadas con solucion salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN
izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas del diestro-1 y sacrificadas al estro vaginal. =p<
0.05 vs. VH SCN-D (Prueba exacta de Fisher). b) *p< 0.05 vs. VH SCN-I (Kruskal-Wallis seguida de la
prueba de Dunn).
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Desarrollo Folicular

La microinyeccion de VH en el SCN izquierdo o derecho no modificé el ntimero de
foliculos totales, sanos ni atrésicos, en comparacion con el grupo TA (Figura 19).
Mientras que, la microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo o derecho result6 en la
disminucion del nimero de foliculos totales (MEC SCN-I: mediana 82, IQR 72-85 vs.
VH SCN-I: mediana 153, IQR 140-177, p < 0.05, prueba de U Mann-Whitney; MEC
SCN-D: mediana 68, IQR 62-80 vs. VH SCN-D: mediana 177, IQR 157-184, p < 0.05,
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn) y sanos (MEC SCN-I: mediana
72, IQR 58-98 vs. VH SCN-I: mediana 146, IQR 129-159, p < 0.05, prueba de U Mann-
Whitney; MEC SCN-D: mediana 55, IQR 47-66 vs. VH SCN-D: mediana 170, IQR 142-
177, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn) en comparacién
con su respectivo grupo microinyectado con VH (Figura 19). Por otro lado, la
microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo no modificé el numero de foliculos
atrésicos (MEC SCN-I: mediana 14, IQR 10-16 vs. VH SCN-I: mediana 13, IQR 11-18,
prueba de U Mann-Whitney), sin embargo, la microinyeccion en el SCN derecho, resultd
en el incremento del nimero de foliculos atrésicos, en comparacion con los animales
microinyectados con VH (MEC SCN-D: mediana 14, IQR 12-22 vs. VH SCN-D: mediana
7, IQR 7-8, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn) (Figura
19).

Al clasificar los foliculos, en funcion de su tamafio, se observo que la
microinyeccion de VH en el SCN izquierdo o derecho no modificé el nimero de foliculos
pequefios o preovulatorios, en comparacion con el grupo TA (Figura 19). De igual forma,
la microinyeccion de VH en el SCN derecho no modificé el numero de foliculos
medianos, mientras que la microinyeccion en el SCN izquierdo, resultd en el incremento
en estos foliculos, en comparacion con el grupo TA (VH SCN-I: mediana 9, IQR 9-11 vs.
TA: mediana 3, IQR 1-8, p <0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
Dunn) (Figura 19). Independientemente del SCN microinyectado con MEC, el nimero
de foliculos pequenos disminuyd, en comparacion con su grupo VH (MEC SCN-I:
mediana 78, IQR 55-99 vs. VH SCN-I: mediana 142, IQR 133-154, p < 0.05, prueba de
U Mann-Whitney; MEC SCN-D: mediana 61, IQR 54-69 vs. VH SCN-D: mediana 173,
IQR 143-180, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn). La

microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo, no modificé el nimero de foliculos
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medianos cuando se compara con el TA (MEC SCN-I: mediana 3, IQR 1-4 vs. TA:
mediana 3, IQR 1-8, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn). Efectos
similares fueron observados cuando se microinyecto la MEC en el SCN derecho, en
comparacion con su grupo VH (MEC SCN-D: mediana 5, IQR 5-8 vs. VH SCN-D:
mediana 3, IQR 3-7, prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn). Finalmente
increment6 el nimero de foliculos preovulatorios, en comparacion con los animales
tratados con VH (MEC SCN-I: mediana 10, IQR 7-13 vs. VH SCN-I: mediana 2, IQR 1-
4; MEC SCN-D: mediana 7, IQR 5-10 vs. VH SCN-D: mediana 1, IQR 1-3, p < 0.05,
prueba de U Mann-Whitney) (Figura 19).
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Figura 19. Mediana y IQR de la dinamica folicular de ratas testigo absoluto (TA) o sometidas a la
microinyeccion de solucion salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D) a las 09:00 horas del diestro-1 y sacrificados al estro vaginal. *p < 0.05 vs. respecto a su grupo
VH (Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn). =p < 0.05 vs. respecto a su grupo VH (Prueba de U
Mann Whitney). #p < 0.05 vs. TA (Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn).

61



Ciclo Estral

Cuando se analiz¢6 el ciclo estral de los animales microinyectados con VH o MEC, se
observo que del 75% al 87.5 % de los animales se les modifico el patron del ciclo estral,
independientemente del tratamiento o SCN estudiado (VH SCN-I: 2/8; VH SCN-D: 3/9;
MEC SCN-I: 1/8; MEC SCN-D: 2/8 vs. TA: 8/8, p < 0.05, prueba exacta de Fisher)
(Figura 20a).

En la Figura 20, se representa el patron de un ciclo estral sin alteracion (panel b)
o con alteracion (panel c). Los animales con alteracion del ciclo estral, fueron sacrificados
24 horas después del estro esperado. Después de la cirugia, en el frotis vaginal
permanecieron leucocitos, caracteristicos de las etapas del diestro-1/diestro-2, por lo que

a estos animales se les alargo la etapa del diestro 24 horas.
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Figura 20. a) Porcentaje de ratas sin alteracion del ciclo estral (TA) o sometidas a la microinyeccion de
vehiculo (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas
del diestro-1 y sacrificadas al estro vaginal. *p <0.05 vs. TA (Prueba exacta de Fisher). b) Representacion
del patrén del ciclo estral sin alteracion, de animales microinyectados con VH o MEC en el SCN-I o SCN-
D. Cada punto representa un dia del ciclo estral, el dia O representa el dia de la cirugia (flecha negra), en el
eje de las ordenadas se representan los dias del ciclo estral. ¢) Representacion del patrén del ciclo estral con
alteracion, de animales microinyectados con VH o MEC en el SCN-I o SCN-D.
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Efecto de la microinyeccion de solucion salina (vehiculo) o mecamilamina

(MEC) en el SCN en el dia del diestro-2 sobre las funciones ovaricas

Ovulacion

En el dia del diestro-2, la microinyeccion de VH en el SCN izquierdo o derecho no
modificd el porcentaje de animales ovulantes ni el nimero de ovocitos liberados, en

comparacion con animales TA (Figura 21).

El tratamiento con MEC en el SCN izquierdo, no modificd la proporcion de
animales ovulantes, en comparacion con el grupo microinyectado con VH (MEC SCN-I:
7/8 vs. VH SCN-I: 8/8, prueba exacta de Fisher), sin embargo, disminuy6 el numero de
ovocitos liberados (MEC SCN-I: mediana 9, IQR 7-10 vs. VH SCN-I: mediana 13, IQR
12-14, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn) (Figura 21).
En los animales microinyectados con MEC en el SCN-D, hay una tendencia a la
disminucién en el porcentaje de animales ovulantes, sin llegar a ser estadisticamente
significativa ya que unicamente en el 37.5 % de los animales tratados se bloqued la
ovulacion (MEC SCN-D: 5/8 vs. VH SCN-D: 8/8, prueba exacta de Fisher). De los
animales que ovularon, no se modificé el nimero de ovocitos liberados, en comparacion
con su grupo VH (MEC SCN-D: mediana 13, IQR 10-15 vs. VH SCN-D: mediana 12,
IQR 11-14, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn) (Figura 21).
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Figura 21. a) Porcentaje de animales ovulantes y mediana-IQR del niimero de ovocitos liberados de ratas
testigo absoluto (TA) o microinyectadas con solucion salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN
izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas del diestro-2 y sacrificadas al estro vaginal. b) *p

< 0.05 vs. VH SCN-I (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Desarrollo Folicular

Sin importar el SCN estudiado, el tratamiento con VH no modificé el nimero de foliculos
totales, sanos ni atrésicos, en comparacion con los encontrados en animales TA (Figura

22).

La microinyeccion de MEC en cualquiera de los SCN decrement6 el nimero de
foliculos totales (MEC SCN-I: mediana 112, IQR 110-129 vs. VH SCN-I: mediana 133,
IQR 129-158, p < 0.05, prueba de U Matt-Whiney; MEC SCN-D: mediana 94, IQR 56-
109 vs. VH SCN-D: mediana 144, IQR 116-179, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis
seguida de una prueba de Dunn) y sanos (MEC SCN-I: mediana 99, IQR 87-111 vs. VH
SCN-I: mediana 127, IQR 123-154, p < 0.05, prueba de U Matt-Whiney; MEC SCN-D:
mediana 80, IQR 51-93 vs. VH SCN-D: mediana 137, IQR 103-169, p < 0.05, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn), e increment6 el numero de foliculos
atrésicos (MEC SCN-I: mediana 17, IQR 12-23 vs. VH SCN-I: mediana 6, IQR 4-10;
MEC SCN-D: mediana 19, IQR 18-23 vs. VH SCN-D: mediana 7, IQR 5-10, p < 0.05,
prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn), en comparacion con su grupo

VH (Figura 22).

La microinyeccion de VH en cualquiera de los SCN, no modific6 el nimero de
foliculos pequenos, medianos o preovulatorios en comparacion a los animales TA. Sin
embargo, la microinyeccion de MEC resultd en la disminucion en el nimero de foliculos
pequefios (MEC SCN-I: mediana 108, IQR 103-127 vs. VH SCN-I: mediana 128, IQR
126-137; p <0.05, prueba de U Mann-Whitney; MEC SCN-D: mediana 89, IQR 42-110
vS. VH SCN-D: mediana 135, IQR 111-177; p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida
de una prueba de Dunn), sin modificar los medianos (MEC SCN-I: mediana 1, IQR 1-3
vs. VH SCN-I: mediana 3, IQR 1-5; MEC SCN-D: mediana 3, IQR 3-4 vs. VH SCN-D:
mediana 2, IQR 1-3; prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn) e
incremento el numero de los preovulatorios MEC SCN-I: mediana 6, IQR 3-9 vs. VH
SCN-I: mediana 2, IQR 1-2; MEC SCN-D: mediana 7, IQR 5-11 vs. VH SCN-D: mediana
3, IQR 1-4; p < 0.05, prueba de U Mann-Whitney), en comparacion con las ratas

microinyectadas con VH (Figura 22).
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Figura 22. Mediana y IQR de la dindmica folicular de ratas testigo absoluto (TA) o sometidas a la
microinyeccion de solucién salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D) a las 09:00 horas del diestro-2 y sacrificados al estro vaginal. *p< 0.05 vs. con respecto a su grupo
VH (Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn). =p < 0.05 vs. con respecto a su grupo VH (Prueba de
U Mann Whitney).
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Ciclo Estral

La microinyeccion de VH o MEC en el SCN derecho no modifico el porcentaje de
animales con ciclos estrales regulares, en comparacion con el grupo TA (VH SCN-D: 7/8;
MEC SCN-D: 8/8 vs. TA: 8/8, prueba exacta de Fisher) (Figura 23a). En los animales
microinyectados con VH o MEC del 62.5 % al 75.0 % de estos, coincidi6 el estro vaginal
con el estro esperado (Figura 23a). Sin importar el tratamiento, aquellos animales que
presentaron un ciclo estral con alteraciones después de la cirugia, en la citologia vaginal
se observaron leucocitos tipicos de los dias del diestro, por lo que estos animales
permanecieron en un diestro 24 horas mas que los animales sin alteracion del ciclo estral

(Figura 23c).
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Figura 23. a) Porcentaje de ratas sin alteracion del ciclo estral (TA) o sometidas a la microinyeccion de
vehiculo (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas
del diestro-2 y sacrificadas al estro vaginal. b) Representacion del patron del ciclo estral sin alteracion, de
animales microinyectados con VH o MEC en el SCN-I o SCN-D. Cada punto representa un dia del ciclo
estral, el dia O representa el dia de la cirugia (flecha negra), en el eje de las ordenadas se representan los
dias del ciclo estral. ¢) Representacion del patron del ciclo estral con alteracion, de animales
microinyectados con VH o MEC en el SCN-I o SCN-D.
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Efecto de la microinyeccion de solucion salina (vehiculo) o mecamilamina en el

SCN en el dia del proestro sobre las funciones ovaricas

Ovulacion

En el dia del proestro, la microinyeccion de VH o MEC en cualquiera de los nticleos no

modificd el porcentaje de animales ovulantes, en comparacion con el grupo TA (VH
SCN-I: 8/8; VH SCN-D: 8/8; MEC SCN-I: 7/8; MEC SCN-D: 6/8 vs. TA: 8/8, prueba
exacta de Fisher) (Figura 24a). El nimero de ovocitos liberados no se modificd en
animales microinyectados con VH en el SCN izquierdo o derecho, en comparacion con
el grupo TA. Mientras que, la microinyeccion de MEC en cualquiera de los SCN resultd
en la disminucioén del nimero de ovocitos liberados (MEC SCN-I: mediana 6, IQR 1-7
vs. VH SCN-I: mediana 13, IQR 12-14; MEC SCN-D: mediana 5, IQR 4-6 vs. VH SCN-
D: mediana 13, IQR 12-14, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de
Dunn) (Figura 24b).

Proestro
a) 100- b) 164
. E - 1 T
g 754 E 2 J I T
= 2
% *
W -
< 50— g 8 .
£ 3 T
g 3 -
(o]
A 25 = g 4+ J_
S B
Z
0 I 1 I ) I 0 L 1 1 1 I
TA VH MEC VH MEC TA VH MEC VH MEC
SCN-I SCN-D SCN-I SCN-D

Figura 24. a) Porcentaje de animales ovulantes y mediana-IQR del niimero de ovocitos liberados de ratas
testigo absoluto (TA) o microinyectadas con solucion salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN
izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 horas del diestro-2 y sacrificadas al estro vaginal. b) *p
< 0.05 vs. VH SCN-I (Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn).
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Desarrollo Folicular

La microinyeccion unilateral de VH, no modificé el numero de foliculos totales, sanos y
atrésicos, en comparacion con los animales TA (Figura 25). Al igual que el VH, la
microinyecciéon de MEC en cualquiera de los SCN, no modificé el niimero de foliculos
totales (MEC SCN-I: mediana 135, IQR 121-159 vs. VH SCN-I: mediana 139, IQR 128-
176; MEC SCN-D: mediana 135, IQR 129-149 vs. VH SCN-D: mediana 136, IQR 123-
172, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn), sanos (MEC SCN-I:
mediana 118, IQR 102-143 vs. VH SCN-I: mediana 127, IQR 91-162; MEC SCN-D:
mediana 117, IQR 110-139 vs. VH SCN-D: mediana 126, IQR 113-163, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn) ni atrésicos (MEC SCN-I: mediana 17,
IQR 12-26 vs. VH SCN-I: mediana 11, IQR 9-16; MEC SCN-D: mediana 17, IQR 10-20
vS. VH SCN-D: mediana 9, IQR 7-14, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba

de Dunn), en comparacion con su respectivo grupo microinyectado con VH (Figura 25).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el niumero de
foliculos pequefios, medianos ni preovulatorios de animales microinyectados con VH en
el SCN izquierdo o derecho, en comparacion con el grupo TA (Figura 25). La
microinyeccion de MEC en el SCN izquierdo, no modifico el nimero de foliculos
pequefios (MEC SCN-I: mediana 124, IQR 108-150 vs. VH SCN-I: mediana 131, IQR
90-163, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn), ni medianos (MEC
SCN-I: mediana 5, IQR 5-8 vs. VH SCN-I: mediana 5, IQR 4-8, prueba de Kruskal-Wallis
seguida de una prueba de Dunn), en comparacién con su grupo VH, sin embargo,
incremento el numero de foliculos preovulatorios (MEC SCN-I: mediana 4, IQR 4-7 vs.
VH SCN-I: mediana 2, IQR 1-4, p < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una
prueba de Dunn) (Figura 25). Por otro lado, la microinyeccion de MEC en el SCN
derecho, incremento el nimero de foliculos medianos en comparacion con el grupo VH
(MEC SCN-D: mediana 6, IQR 4-9 vs. VH SCN-D: mediana 2, IQR 1-5, p <0.05, prueba
de U Mann-Whitney), en tanto que el numero de foliculos pequefios (MEC SCN-D:
mediana 127, IQR 120-141 vs. VH SCN-D: mediana 127, IQR 116-150, prueba de
Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn) y preovulatorios (MEC SCN-D: mediana
2,IQR 2-5vs. VH SCN-D: mediana 3, IQR 2-4, prueba de Kruskal-Wallis seguida de una

prueba de Dunn) no se modificaron (Figura 25).
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Figura 25. Mediana y IQR de la dinamica folicular de ratas testigo absoluto (TA) o sometidas a la
microinyeccion de solucion salina (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D) a las 09:00 horas del proestro y sacrificados al estro vaginal. *p < 0.05 vs. respecto a su grupo
VH (Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Dunn). =p < 0.05 vs. respecto su grupo VH (Prueba de U

Mann Whitney).
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Ciclo Estral

En el dia del proestro el 100% de los animales tratados con VH o MEC presentaron

un ciclo estral sin alteraciones (Figura 26).
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Figura 26. a) Porcentaje de ratas sin alteracion del ciclo estral (TA) o sometidas a la microinyeccion de
vehiculo (VH) / mecamilamina (MEC) en el SCN izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) a las 09:00 del
proestro y sacrificadas al estro vaginal. b) Representacion del patrén del ciclo estral sin alteracion, de
animales microinyectados con VH o MEC en el SCN-I o SCN-D. Cada punto representa un dia del ciclo
estral, el dia O representa el dia de la cirugia (flecha negra), en el eje de las ordenadas se representan los
dias del ciclo estral.
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Resumen de Resultados

En la tabla 2, se presenta un resumen de los efectos de la microinyeccion de MEC

en el SCN izquierdo o derecho a las 09:00 horas de cada etapa del ciclo estral.

Tabla 2. Efecto del bloqueo de los nAChRs con MEC en el SCN sobre la regulacion de las funciones
ovaricas. Las flechas rojas representan disminucion en el pardmetro analizado. Las flechas azules
representan un incremento y el guion verde indica que no hubo diferencias en los parametros analizados.
Los cambios observados son respecto a los grupos microinyectados con VH en el SCN izquierdo o derecho.
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Discusion

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir que entre las 09:00-11:00 horas
de cada dia del ciclo estral la informacion colinérgica que arriba al SCN, asi como aquella
que se genera en €l, es mediada por los nAChRs y regula de manera estimulante el
desarrollo folicular y la ovulacion, dicha regulacion tiene mayor participacion en los dias

previos al dia de la ovulacion.

En la rata hembra, se ha sugerido que existen sefiales nerviosas colinérgicas y
noradrenérgicas que exhiben un patrén diario de actividad en cada dia del ciclo estral y
que regulan las funciones reproductivas (Dominguez y Smith, 1974; Dominguez et al.,
1982;1987). Mediante la inyeccion sistémica de atropina, se analiz6 la participacion del
sistema colinérgico en la ovulacion, se observo que el bloqueo de los mAChRs resulto en
la disminucion del nimero de animales ovulantes, efecto que depende del dia y la hora
en la cual se administra la atropina (Dominguez et al., 1982). En el presente estudio, la
microinyeccion unilateral de mecamilamina en el SCN en cada dia del ciclo estral,
independientemente del SCN microinyectado, resultd en la disminucion del namero de
ovocitos liberados, lo cual nos permite sugerir que en la mafana de cada dia del ciclo
estral existe una sefal colinérgica proveniente de cada SCN, mediada por los nAChRs,
que participa el desarrollo folicular y la ovulacién. Tomadas en conjunto estas evidencias,
podemos sugerir que en la regulacion de las funciones ovaricas se requiere de la

participacion de los mAChRs y de los nAChRs.

Previamente reportamos que en el dia del diestro-1, el bloqueo de los mAChRs
del SCN, por la microinyeccion de atropina, no modifica la respuesta ovarica (Vieyra et
al., 2016), en el presente estudio observamos que en los dias previos a la ovulacion, el
bloqueo de los nAChRs del SCN con mecamilamina, resulta en la disminucion del
nimero de foliculos en crecimiento y del numero de ovocitos liberados, por lo que
sugerimos que durante el diestro-1, las sefiales neurales colinérgicas que surgen del SCN,
y que son mediadas por los nAChRs, regulan de manera estimulante el desarrollo folicular

y la ovulacion.
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Dominguez y colaboradores (1982), reportan que a las 09:00 h del diestro-1, la
administracion sistémica de atropina resulta en el bloqueo total de la ovulacion, efectos
analogos se observaron cuando la aplicacion de los implantes de atropina fue focalizada
en el POA (Cruz et al., 1989). Los resultados del presente estudio son similares a los
efectos que se obtienen después de bloquear a los mAChRs de todo el sistema o de un
area especifica del sistema nervioso central, ya que la microinyeccion de mecamilamina
entre las 09:00-10:00 horas del diestro-1 en cualquiera de los SCN, result6 en la
disminucioén significativa del porcentaje de animales ovulantes y en la disminucion del
numero de ovocitos liberados. Lo cual se podria explicar, por el aumento de los foliculos
preovulatorios observados en los cortes histologicos de los ovarios, indicandonos
posiblemente que dichos foliculos no recibieron la sefial de gonadotropinas necesarias
para que el foliculo expulsara al ovocito, posiblemente por una alteracioén a nivel de la

comunicacion, entre las sefiales colinérgicas producidas en el SCN y el POA.

Diversos estudios han explicado la participacion de la GnRH y de las
gonadotropinas en la regulacion de la maduracion de los foliculos ovaricos y la biosintesis
de hormonas esteroides y proteicas (Arai et al., 1996; Arai et al., 1998; Orisaka et al.,
2013). En ratas, la administracion intravenosa del antisuero a la GnRH (GnRH-AS) en el
diestro-1, inhibe el desarrollo folicular, esta inhibicion esta acompafiada por la
disminucién en la concentracion sérica de la LH, el estradiol, la progesterona y la
inhibina, sin embargo, la concentracion de la FSH fue mayor. Los autores proponen que
este incremento es el resultado de la disminucién en la secrecion de la inhibina, ya que
dicha hormona inhibe la secrecion de la FSH a nivel hipofisiario (Arai et al., 1998). Por
estudios realizados in vitro, se ha demostrado que en células de la granulosa incubadas
con la FSH, disminuye la expresion del receptor a la FSH casi de manera inmediata al
estimulo con la gonadotropina, sin embargo, después de 72 horas, la expresion de estos
receptores aumenta progresivamente hasta llegar a un punto maximo (Tano et al., 1999).
En nuestro estudio, la disminucién en el nimero de ovocitos liberados podria ser el
resultado de la inhibicion de las sefiales que regulan de manera estimulante la secrecion
de la GnRH, de tal forma que la disminucién de la GnRH podria resultar en el incremento
de la FSH, resultado asi en la disminucién de la secrecion de la inhibina. El incremento
de la FSH podria disminuir la expresion o sensibilidad de los receptores a la FSH en los
foliculos ovaricos, lo que explicaria la disminucion en el crecimiento folicular (Noguchi

et al., 1993; Stamatiades et al., 2019). Por lo tanto, sugerimos que en la mafana del
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diestro-1, se originan sefiales colinérgicas que surgen del SCN, mediadas por los nAChRs

y estimulan la secrecion de la GnRH.

El bloqueo de los nAChRs del SCN, resultd en el incremento de los foliculos
atrésicos. Diversos grupos de investigacion han demostrado que el estradiol y la FSH
fungen como factores de supervivencia y evitan que los foliculos se vuelvan atrésicos
(Ginther et al., 2003; Zhou et al., 2019). Arai y colaboradores (1998), mostraron que, en
ratas hembra, el uso de un antagonista a la GnRH durante el diestro-1, disminuye la
concentracion de estradiol e incrementa la de la FSH. Este decremento de la sefial
estrogénica, aunado a la disminucién en la expresion de receptores a la FSH en los

foliculos ovaricos, podria resultar en el incremento de la atresia folicular.

Al bloquear los receptores nicotinicos del SCN en el diestro-1, se observo que a
pesar de que hubo una disminuciéon en el numero de foliculos totales, el numero de
foliculos preovulatorios incrementd, de los cuales el 71%, present6d signos de atresia.
Considerando que la administracion intravenosa de un antagonista de la GnRH durante el
diestro-1, disminuye la secrecion de la LH a lo largo del ciclo estral (Arai et al., 1998),
posiblemente los foliculos preovulatorios no fueron capaces de liberar al ovocito por ser
atrésicos, ya que se ha planteado que esta gonadotropina tiene un efecto inhibitorio en la
atresia de los foliculos preovulatorios (Erickson y Danforth, 1995). Cabe resaltar que en
ratas con lesion eléctrica del SCN disminuye la expresion del promotor a la GnRH y la
secrecion de la LH (Ma et al., 1990), efecto similar al que se consigue con el bloqueo de
las sefiales colinérgicas mediante la microinyeccion de atropina en el SCN (Vieyra et al.,

2016).

Se ha planteado que la disminucion del desarrollo folicular esta acompafiada de
una menor concentracion de la LH y de estradiol (Arai et al., 1998). La LH esta implicada
en la secrecion de androgenos en células de la teca, los cuales son aromatizados en las
células de la granulosa hasta su biotransformacion a estrégenos (Drummond, 2006). La
biosintesis de estrogenos esta relacionada con la maduracion de los foliculos ovaricos, se
sabe que conforme incrementa el nimero de foliculos preovulatorios, incrementa la
concentracion de estradiol (Hiller, 1981; Drummond, 2006). Cabe resaltar que, la
liberacion preovulatoria de la LH requiere de la integracion de una sefial neural

proveniente del SCN y una sefial estrogénica de los ovarios, que le indica al hipotdlamo
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que los foliculos estan preparados para liberar al ovocito. Con base en nuestros resultados,
planteamos que en aquellos animales a los cuales se les bloqueo el sistema nicotinico del
SCN, posiblemente la sefial estrogénica proveniente de los ovarios se retrasdé como
resultado de la disminucion en el desarrollo folicular. Esto nos podria indicar un retraso
en la liberacion preovulatoria de la LH y por lo tanto que los animales no ovularan en el

estro vaginal.

En ratas adultas de la cepa CII-ZV, la liberacion preovulatoria de la LH ocurre a
las 17:00 horas del proestro (Dominguez-Gonzalez et al., 1998). En el presente estudio,
sugerimos que el bloqueo de los nAChRs del SCN en el diestro-1, resulta en el retraso de
la liberacion preovulatoria de la LH en aproximadamente 24 horas, ya que los animales
presentaron un estro vaginal un dia después del estro esperado. En el diestro-1, el bloqueo
sistémico de los mAChRs provoca un retraso de 24 horas del estro vaginal, retraso que se
pierde tras la inyeccion de la hormona corionica humana (hCG), la cual simula los efectos
de la LH, por lo que los autores sugieren que la alteracion de las sefiales neuroendocrinas
inducidas por la atropina al inicio del ciclo estral resulta en un retraso de 24 horas en la
liberacion de gonadotropinas (Dominguez et al., 1982). En el estudio de Arai y
colaboradores (1998), en el grupo con inyeccidon intravenosa de vehiculo, el pico
preovulatorio de la LH ocurre en la tarde del proestro, sin embargo, la inhibicion de la
secrecion de la GnRH con GnRH-AS en el diestro-1, retrasa aproximadamente 24 horas
la secrecion preovulatoria de la LH. Estos resultados respaldan la idea de que el bloqueo
de los nAChRs del SCN podria retrasar la secrecion de la GnRH/LH 24 horas, lo que

explicaria el alargamiento del ciclo estral.

Hasta el momento, el retraso del estro vaginal se lo hemos atribuido a las sefales
colinérgicas que surgen en el SCN, sin embargo, la microinyeccion de solucion salina en
cualquiera de los SCN también alargo6 el ciclo estral 24 horas. Este efecto del ciclo estral,
se presentd cuando se realizaron las microinyecciones de solucion salina durante el
diestro-1 y parcialmente en el estro, lo cual puede ser explicado por la activacion del eje
del estrés. Se sabe, que el incremento de los corticosteroides puede inhibir la secrecion
de GnRH/gonadotropinas y bloquear la ovulacion (Kalantaridou et al., 2010), también
puede alterar el patron de ciclo estral en la rata (Pollart et al., 1975). El implante de
canulas a nivel de SCN modifica el patron de ciclo estral, y aparentemente los animales

se ven mas afectados si la cirugia se realiza en los dias del diestro-1 o estro (Silva et al.,
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2019). Los autores analizaron los cortes histologicos de cerebro de los animales
canulados, y no encontraron cambios estructurales entre los cerebros de ratas con
alteracion del ciclo estral, y los cerebros de ratas que conservaron su patron de ciclicidad,
por lo que sugieren que la alteracion del ciclo estral, es el resultado de la susceptibilidad
individual al estrés de los animales (Silva et al., 2019). Esto explica el hecho de que, en
el presente estudio, el tratamiento con solucion salina pero no con mecamilamina en el

dia del estro resulta en la alteracion del ciclo estral.

En el presente estudio, la microinyeccion de mecamilamina en el SCN izquierdo
o derecho en el diestro-2, no modificé el porcentaje de animales ovulantes, sin embargo,
se presentd una tendencia al bloqueo cuando se realizd la microinyeccion en el SCN
derecho. Estos resultados son similares a los reportados por Cruz y colaboradores (1989),
donde 5/7 ratas con implantes de cristales de atropina en el POA-AHA derecho ovularon.
A su vez, se ha descrito que existe una comunicacion ipsilateral entre el SCN y las
neuronas GnRHérgicas localizadas en el POA-AHA (de la Iglesia, 2003). Las evidencias,
en conjunto con nuestros resultados, nos hacen sugerir que durante el diestro-2 surge una
sefial ipsilateral proveniente del SCN derecho, que regula la actividad de las neuronas
GnRHérgicas en el POA-AHA derecho y regula la ovulacion. El estudio histologico de
los ovarios de los animales que no ovularon después de la microinyeccion de
mecamilamina en el SCN derecho, mostrd que los foliculos preovulatorios eran atrésicos,
lo que explica el bloqueo parcial de la ovulacion en los animales tratados en diestro-2 del

lado derecho del SCN.

A diferencia del tratamiento con mecamilamina en el SCN derecho, la
microinyeccion en el SCN izquierdo, si disminuy6 el numero de ovocitos liberados. Al
revisar la morfometria ovarica observamos que incrementd el numero de foliculos
preovulatorios, de los cuales el 92 % presentaban signos de atresia, lo cual nos explicaria
la disminucion en el nimero de ovocitos liberados. Estos resultados se asemejan a los
presentados por Arai y colaboradores (1998), donde el tratamiento con un antagonista a
GnRH en ratas adultas durante el diestro-2, resulta en la disminucion significativa del
numero de ovocitos liberados acompafiado con la disminucion en la secrecion de laLH y
el estradiol. Dado que este efecto se pierde tras la administracion de hCG, los autores
sugieren que la secrecion tonica de la LH durante esta fase es importante para el desarrollo

folicular y la secrecion de las hormonas esteroides. Estos resultados, en conjunto con los
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reportados en el presente estudio nos permiten sugerir que durante el diestro-2, el SCN
podria estar modulando la secrecion tonica de la GnRH/LH, el desarrollo folicular y la
ovulacion. A su vez, esta disminucion en el nimero de ovocitos liberados podria ser el
resultado de un menor desarrollo folicular e incremento de la atresia. Este efecto puede
ser explicado por un posible decremento de los factores de supervivencia y secrecion de

la FSH y la LH al inhibirse las sefiales GnRHérgicas (Arai et al., 1998).

En nuestro laboratorio, hemos mostrado el papel de los receptores colinérgicos
presentes en el SCN en la regulacion de las funciones ovaricas. Asi, el bloqueo de los
mAChRs durante la mafiana del proestro, resulta en el bloqueo de la ovulacion e inhibe
la secrecion preovulatoria de la LH (Vieyra et al., 2016). A su vez, la estimulacion de los
nAChRs del SCN, acelera el crecimiento folicular, e incrementa la secrecion de estradiol,
en respuesta a un mayor numero de foliculos preovulatorios, lo cual explica el incremento
en el nimero de ovocitos liberados (Vieyra et al., 2019). En el presente estudio, el bloqueo
de los nAChRs, realizado en el dia del proestro, disminuy6 el numero de ovocitos
liberados sin modificar el porcentaje de animales ovulantes, lo que nos permite sugerir
que la ovulacion es regulada por las sefiales colinérgicas del SCN, a través de ambos tipos

de receptores colinérgicos.

Cuando se realizo el bloqueo de los mAChRs con atropina se sugirié que las
sefiales colinérgicas del SCN, mediadas por los mAChRs, tnicamente participan en la
mafiana del proestro, ya que, el mismo tratamiento en el diestro-1 no modifico la respuesta
ovarica (Vieyra et al., 2016). A diferencia del presente, el bloqueo unilateral de los
nAChRs del SCN disminuye la respuesta ovarica sin importar el dia del ciclo estral en el
cual se realiza la microinyecciéon de mecamilamina, lo que nos permite sugerir que los
nAChRs participan activamente modulando las sefiales colinérgicas del SCN durante todo

el ciclo estral, mientras que los mAChRs tienen mayor participacion en el dia del proestro.

Durante el proestro, la microinyecciéon de nicotina en el SCN resulta en el
incremento del desarrollo folicular, sugiriendo una regulacion estimulante por parte de
los nAChRs del SCN (Vieyra et al., 2019). El tratamiento con fluido folicular porcino
(pFF), el cual tiene un efecto antagénico de la FSH, no modifica el desarrollo folicular,
ni la secrecion de gonadotropinas, por lo que, durante este dia, la FSH no participa en la

regulacion del desarrollo de los foliculos (DePaolo et al., 1979). Estas evidencias podrian
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ayudarnos a explicar el porqué, en el dia del proestro, el bloqueo de los nAChRs no

modifico el crecimiento folicular.

En el presente estudio observamos que, en el dia del proestro, el tratamiento con
mecamilamina en el SCN izquierdo o derecho no modifico la proporcidon de animales
ovulantes, lo que sugiere que el pico preovulatorio de la LH no se vio modificado, como
cuando se bloquearon los mAChRs (Vieyra et al., 2016), entonces, posiblemente los
nAChRs durante el proestro no participan en la regulacion de la secrecion preovulatoria
de las gonadotropinas. Cabe resaltar que, en este dia, al igual que en el diestro-2, en el
analisis morfométrico de los ovarios revelé un aumento en el nimero de foliculos

preovulatorios, lo cual explicaria la disminucién en el nimero de ovocitos liberados.

Si bien sugerimos que los nAChRs no participan en la secrecion de
gonadotropinas durante el proestro, entonces, ;Como se explica la disminucién del
numero de ovocitos liberados? Previamente se ha descrito la comunicacion multisinaptica
entre los ovarios y el sistema nervioso central (Gerendai et al., 2009). Una via descrita,
es la conexion neural entre los ovarios y el nucleo del tracto solitario, nicleo que da origen

al nervio vago, el cual presenta conexiones anatomicas con el SCN (Buijs et al., 2014).

El SCN es uno de los nticleos hipotaldmicos que regula la actividad de diversos
organos por vias multi-sindpticas, entre ellos la glandula adrenal, el higado, el pancreas,
el tejido graso, el corazon y los ovarios (Buijs, 2013; Leliavski y col., 2015). La
regulacion que ejerce el SCN sobre los organos periféricos utiliza vias simpaticas y
parasimpaticas. Buijs y Kalsbeek, (2001) han mostrado que las neuronas pre-autondémicas
del PVN, proyectan vias simpaticas pre-ganglionares a la columna intermedio-lateral de
la médula espinal, las cuales regulan la informacion simpatica que llega a los 6rganos
periféricos. Otras neuronas parasimpaticas del PVN proyectan neuronas hacia el nicleo
dorsal motor del vago (DMV) y al nucleo del tracto solitario (NTS). La informacion
simpatica generada por algunos drganos periféricos regresa a la médula espinal a nivel de
los estratos I y V del asta dorsal y llegan al hipotdlamo, por sus sinapsis en el ntcleo
parabraquial. La informacion sensorial vagal generada en los 6rganos periféricos llega al
NTS, es enviada al DMV vy alcanza al hipotalamo por vias directas o indirectas a través
del nucleo parabraquial (Buijs et al., 2006; Buijs, 2013). Se ha mostrado que el SCN se

comunica de forma directa con el NTS, uno de los centros donde se integra la informacion
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sensorial (Travagli, 2007; Buijs et al., 2014), los autores sugieren que ésta es una via de
comunicacién directa entre el NTS y el SCN que puede proporcionar una via de
regulacion entre el SCN y los organos periféricos. Esta via, podria alterarse por la

inhibicion de las sefales eferentes del SCN, que son mediadas por lo nAChRs.

Ramirez y colaboradores (2017), plantearon que posiblemente existe una senal
nerviosa proveniente del SCN que llega al ovario a través del nervio ovarico superior
(SON), y modifica la reactividad de los foliculos a la LH de manera estimulante, lo que
permite la ovulacion. Ya que sugerimos que el bloqueo de los nAChRs del SCN durante
el proestro no modifica la secrecion de gonadotropinas, posiblemente el mecanismo por
el cual disminuye el nimero de ovocitos liberados, sea por una via nerviosa, donde las
sefiales neurales entre el SCN y el NPV se vean inhibidas por el bloqueo de los nAChRs,
lo cual impide que la informacidon que se origina en el SON lleguen a los ovarios,
modificando asi la reactividad de los foliculos preovulatorios a la LH, resultando en el
bloqueo de la liberacion de los ovocitos a pesar de que se origine el pico preovulatorio de
la LH. No podemos descartar que la sensibilidad del ovario a las gonadotropinas dependa
de las senales generadas por el SCN o por el propio ovario. Sellix et al. (2010),
propusieron que los ritmos de sensibilidad ovérica a las gonadotropinas pueden deberse

a que el propio ovario tiene su reloj circadiano.

Otra de las vias nerviosa por las cuales el SCN posiblemente regule la actividad
de las funciones ovaricas, es la via parasimpatica que viaja a través del nervio vago.
Diferentes estudios han mostrado la participacion del nervio vago en la regulacion de las
funciones ovaricas (Morales-Ledesma et al., 2004; Linares et al., 2013), se ha observado
que el SCN se comunica con los nticleos que dan origen al nervio vago como se describio
anteriormente. En nuestro laboratorio, hemos observado que el nervio vago, en el animal
con bloqueo del sistema muscarinico del SCN, tiene un papel estimulante en la regulacién
de la ovulacion (Garcia, 2016). Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir,
que el bloqueo de las sefiales colinérgicas, mediadas por los nAChRs, del SCN, podrian
alterar la via parasimpatica que regula la ovulacion, lo que explicaria la disminucion del
nimero de ovocitos liberados. No se puede descartar que estas vias
simpaticas/parasimpaticas que regulan las funciones ovaricas, pudieran influenciar de
igual manera en los resultados obtenidos durante el resto de los dias reportados en el

presente estudio.
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En el dia del estro, la microinyecciéon de mecamilamina en el SCN derecho,
bloqueo la ovulacion en el 50 % de los animales. Cruz y colaboradores (1989) mostraron
que el implante de cristales de atropina en el POA-AHA derecho, resulta en el bloqueo
total de la ovulacion de los animales, posiblemente esta diferencia en el porcentaje de
bloqueo se deba al area del estudio y a la diferencia del horario de la cirugia, mientras
que el implante de cristales de atropina se realiz6 a las 11:00 horas (Cruz et al., 1989), en
este estudio el bloqueo se realizd entre las 09:00-10:00 horas. Ademads, se ha observado
que el bloqueo de las sefiales colinérgicas que afecta la respuesta ovarica esta en funcion
de la hora del tratamiento (Dominguez et al., 1982), y del tipo de receptor colinérgico que

se analiza y del SCN estudiado.

El bloqueo de los nAChRs del SCN durante el estro, resulta en la disminucién del
desarrollo folicular, aumento de la atresia y el numero de foliculos preovulatorios
retenidos en los ovarios, este analisis morfométrico puede explicar el bloqueo de la
ovulacién de los animales microinyectados en el SCN derecho, y la disminucion en el
numero de ovocitos liberados cuando se inyecta en el SCN izquierdo. Como se ha descrito
previamente en este estudio, esta disminucion podria ser explicada por la modificacion

de las senales neuroendocrinas que regulan al eje hipotdlamo-hipofisis-ovario.

En estudios electrofisiologicos se ha analizado la participacion de los nAChRs en
la generacion de los potenciales de accion de las neuronas del SCN, se ha observado que
el potencial de accion en neuronas del SCN puede ser estimulado por la luz o por el
tratamiento con nicotina, dicho potencial se pierde con la previa administracion de
mecamilamina (Miller et al., 1987). Posiblemente en nuestro estudio, el bloqueo de los
nAChRs, inhibi6 una sefal que se genera entre las 09:00-11:00 horas de cada dia del ciclo
estral en el SCN, y que regula la secrecion de la GnRH/gonadotropinas, modificando asi

la respuesta ovarica.

Considerando que los nAChRs pertenecen a la familia de receptores de tipo cys-
loop, la interrupcion de corrientes de Ca?" podria impedir la liberacion de
neurotransmisores del SCN. Los nAChRs permiten el flujo selectivo de iones al interior
de la célula (Sanabria-Castro et al., 2017), el estimulo de los nAChRs-a7 puede generar

grandes corrientes de Ca?"implicadas en la activacion de las cascadas de sefializacion que
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permiten la liberacién de los neurotransmisores (Flores-Soto y Segura-Torres, 2005).
Posiblemente la microinyeccion de mecamilamina en el SCN, podria interrumpir el flujo
de Ca?" impidiendo la liberacion de los neurotransmisores involucrados en los circuitos

neurales que regulan la actividad de las neuronas GnRHérgicas.

El SCN es considerado un nucleo de naturaleza colinérgica, ya que posee las
enzimas necesarias para la sintesis y degradacion de la ACh, a su vez, posee ambos tipos
de receptores colinérgicos (MAChRs/nAChRs). Existen aferencias colinérgicas que
podrian estar regulando la actividad de las neuronas del SCN (Bina et al., 1993). Ejemplo
de esto, es que la lesion del NMB con acido quinolinico, un nucleo colinérgico que
presenta eferencias hacia el SCN, resulta en la disminucion en la expresion del VIP y de
la AVP al igual que el mRNA de estos neurotransmisores, los autores sugieren que la

ACh es esencial en el metabolismo de las neuronas del SCN (Madeira et al., 2004).

Si bien la eliminacién de las sefiales colinérgicas que llegan al SCN, resultan en
la disminucion de la expresion de los neurotrasmisores VIP/AVP involucrados en la
comunicacion con las neuronas GnRHérgicas (Madeira et al., 2004) y que los nAChRs
se localizan en la porcion dorsomedial del SCN (Van der Zee, 1991), sugerimos que
posiblemente la via AVPérgica es regulada por los nAChRs al inicio del ciclo estral, y
que la microinyeccidon de mecamilamina en el SCN, resulte en la inhibicion de las sefiales

AVPérgicas.

La AVP esta involucrada en la comunicacion indirecta entre el SCN y las neuronas
GnRHérgicas (Funabashi et al., 1999; Kalamatianos et al., 2004; Manoheny y Smale,
2005; Williams et al., 2011; Smarr et al., 2012), por lo que sugerimos que la
microinyeccion de mecamilamina bloquea las sefiales AVPérgicas del SCN, sefiales que
estimulan la secrecion de Kiss en otros nucleos hipotaldmicos como el RP3V y el ARC
(Williams et al., 2011; Bayley y Silver, 2014). Hay que recordar que estos nticleos son el
centro de convergencia entre las sefiales del SCN y las sefiales estrogénicas de los ovarios,
que regulan la actividad de las neuronas GnRHérgicas, por lo que explicaria el hecho de
que esta red de comunicacion se pudiera afectar por la modificacion en la secrecion de
estrogenos, debido a la disminucidn del desarrollo folicular, y la inhibicion temporal de

las senales colinérgicas en el SCN. Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de
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que la microinyeccion de mecamilamina afecte la via de comunicacion directa entre el

SCN y las neuronas GnRHérgicas por VIP.

Los resultados del presente estudio nos permiten sugerir la existencia de una sefal
colinérgica, mediada por los nAChRs, que surge en el SCN o que arriba a ¢l entre las
09:00-11:00 horas de cada dia del ciclo estral y que regula las funciones ovaricas. Sin
embargo, esta sefnal es particularmente importante en el dia del diestro-1, donde podria
participar en las diferentes sefiales, neuroendocrinas que regulan el desarrollo folicular y

la ovulacion.
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Modelos

Los resultados del presente estudio nos permiten plantear los siguientes modelos, por los

cuales se podrian explicar los efectos del bloqueo farmacologico de los nAChRs del SCN,

sobre la respuesta ovarica.

Modelo 1

Durante los dias del estro, diestro-1y

diestro-2
€ nAchRs
—\(_) Retraso de 24 h
09:00 h GnRH

)

Gonadotropinas
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Ovulacion
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l
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Figura 27. Modelo 1. Durante los dias del estro, diestro-1 y diestro-2, las sefiales colinérgicas que se
originan en el SCN o que arriban a él, son mediadas por los nAChRs y podrian estar regulando de manera
estimulante la secrecion de la GnRH/gonadotropinas. Por lo que, la inhibicion de las sefiales colinérgicas
originadas en el SCN resultaria en la disminucién de la secrecion de la GnRH/gonadotropinas y del
desarrollo folicular, dando como resultado la disminucion/retraso en la secrecidon de estradiol. Debemos
considerar que para que ocurra la liberacion preovulatoria de la LH y se dé la ovulacion, se requiere de la
integracion de las sefiales circadianas del SCN con las sefiales estrogénicas del ovario en el hipotalamo,
posiblemente el desfase de las sefnales neuroendocrinas podria explicar el retraso de la ovulacion.
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Figura 28. Modelo 2. Durante el proestro, las sefiales neurales colinérgicas que surgen y que llegan al
SCN, podrian no participar en la regulacion de la secrecion de la GnRH/gonadotropinas, si no, en la
regulacion de las vias neurales simpaticas y/o parasimpaticas que regulan las funciones ovaricas. Por lo
tanto, planteamos que el bloqueo de los nAChRs del SCN, posiblemente dio como resultado la disminucion
de una senal colinérgica que podria estar inhibiendo la comunicacion entre el PVN, los nucleos que dan
origen al nervio vago (NTS, DMV) (via parasimpadtica, lineas azules) y la columna intermediolateral (via
simpadtica, lineas rojas), lo que daria como resultado una menor reactividad de los foliculos ovaricos a las
gonadotropinas (LH), explicando asi la disminucion en el niimero de ovocitos liberados.
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Modelo 3

MEC

¥ GnRH

Figura 29. Modelo 3. Se ha propuesto que la mayoria de los nAChRs se localizan en region dorsomedial
del SCN, en dicha region se encuentran la mayoria de las neuronas que sintetizan la AVP, involucrada en
la comunicacion indirecta entre el SCN y las neuronas GnRHérgicas. En el presente modelo proponemos
que la mecamilamina acttia en la region dorsomedial del SCN e inhibe las sefiales AVPérgicas del SCN
que estimulan la secrecion de Kiss en el RP3V y el ARC y que a su vez regulan la secrecion de la GnRH,
de las gonadotropinas y la ovulacion.
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Conclusiones

La participacion de las sefales colinérgicas mediadas por los nAChRs del SCN en la

regulacion de la ovulacion y del desarrollo folicular, dependen de la etapa del ciclo estral.

e Las senales colinérgicas mediadas por los nAChRs del SCN entre las 09:00-11:00
horas de cada dia del ciclo estral, regulan de manera estimulante el desarrollo

folicular y la respuesta ovulatoria.

e En los dias del estro, diestro-1 y diestro-2, los nAChRs del SCN regulan de
manera estimulante los mecanismos implicados en el desarrollo folicular y la

ovulacion. Mientras que la atresia folicular es regulada de manera inhibitoria.
e En el proestro, los nAChRs del SCN parecen no participar en la regulacion del
desarrollo folicular, pero si, en lo mecanismos que con llevan a la liberacion de

los ovocitos.

e Las senales mediadas por los nAChRs del SCN son necesarias para la sucesion

del ciclo estral.

e En los dias del estro y el diestro-2, los nAChRs del SCN regulan de manera

asimétrica las funciones ovaricas.
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Perspectivas

Los resultados del presente estudio, nos permite plantear las siguientes perspectivas:

1.

Cuantificar la concentracion de las gonadotropinas, de las hormonas esteroides,
asi como de la inhibina, con el fin de sustentar las hipotesis planteadas en el

presente estudio.

Analizar la expresion de los nAChRs en el SCN en los dias del estro, diestro-1,
diestro-2 o proestro, para saber si la participacion diferencial de las sefales
colinérgicas provenientes del SCN, se debe a la expresion diferencial de los

nAChRs a lo largo del ciclo estral.
Cuantificar los receptores a las gonadotropinas en los foliculos ovaricos, con el
fin de conocer si el bloqueo de los nAChRs en el SCN, modifica la respuesta de

los foliculos a las gonadotropinas.

Analizar la participacion de los nAChRs, en las vias AVPérgicas y VIPérgicas por

las cuales el SCN regula la actividad de las neuronas GnRHérgicas.
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