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ACh. Acetilcolina

AChE. Acetilcolinoesterasa

AHA. Area hipotalamica anterior

ATR. Atropina

AVP. Vasopresina

AVPV. Nucleo anteroventral periventricular
CAT. Colino-acetiltransferasa

dSCN. Nucleo supraquiasmatico derecho
E.. Estradiol

FSH. Hormona estimulante del foliculo
GABA. Acido gama amino-butirico

GLN. Nucleo geniculado lateral

GnRH.

gonadotropinas

Hormona liberadora de

iISCN. Nucleo supraquiasmatico izquierdo
LH. Hormona luteinizante

LHRH. Hormona liberadora de LH

mAChR.

muscarinico

Receptor de  acetilcolina

mRNA. RNA mensajero

mVIP. RNA mensajero que codifica VIP
nAChR. Receptor de acetilcolina nicotinico
NBM. Nucleos basales magnocelulares
NOS. Nervio ovarico superior

NPV. Nucleo paraventricular

P4. Progesterona

PEVN. Area periventricular

POA. Area Predptica

RHT. Tracto retino-hipotalamico

RNA. Acido ribonucléico

SCN. Nucleo supraquiasmatico

TA. Testigo absoluto

TTLP. Asa de

transcripcion-traduccion

retroalimentacion de

VIP. Péptido intestinal vasoactivo



En los mamiferos, el Nucleo Supraquiasmatico (SCN) es una estructura pareada,
localizada en la base del hipotalamo, que regula los ciclos biolégicos como la
reproduccion, sincronizando el momento de maxima fertilidad, y el momento de mayor

motivacion sexual.

Se ha descrito que el SCN se comunica con las neuronas GnRHérgicas localizadas en el
area preoptica (POA) a través de sus proyecciones neuronales que transportan al péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y la vasopresina (AVP). Esta comunicacion regula la secrecion
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la de la hormona luteinizante (LH)

y la ovulacion.

Estudios previos han mostrado que, durante la manana del proestro, tanto la acetilcolina
(ACh) como los receptores con los que ésta interactua dentro del SCN son capaces de
regular la secrecion de GnRH y, por tanto la ovulacion. Los autores plantean la posibilidad
de que la ACh incrementa la liberacion del acido gamma-amino butirico (GABA) en el
SCN y que éste inhibe la comunicacion VIPérgica y AVPérgica con los nucleos
GnRHeérgicos, evitando la ovulacion.

Por estos antecedentes, en el presente estudio nos planteamos emular la liberacién de
GABA en el SCN y evaluar su efecto sobre la sintesis RNA de VIP en el SCN y sobre la

ovulacion.

Para ello, utilizamos ratas hembras adultas de nuestra cepa (Cll-ZV), con acceso a agua
y alimento ad libitum, y al menos dos ciclos estrales regulares de 4 dias. Estas ratas,
durante la manana del proestro, fueron microinyectadas con GABA o solucion salina (que
sirvio como vehiculo, Vh) directamente en el SCN izquierdo (iSCN) o derecho (dSCN).
Una hora posterior a la microinyeccion se cuantific6, mediante RT-PCR en tiempo real,
la sintesis del RNA mensajero que codifica para VIP en el SCN; también se cuantifico,




durante la tarde del proestro, la contracidn sérica de LH por medio de ELISA; y se evalud,
al siguiente estro vaginal, el porcentaje animales ovulantes y el numero de ovocitos

liberados.

Los datos obtenidos en el presente estudio muestran que el incremento de GABA en el
SCN durante la mafiana del proestro no modifica la sintesis del mVIP pero no se descarta
la posibilidad de que afecte su liberacion o la comunicacién del SCN con los nucleos
GnRHérgicos. La concentracion sérica de LH tampoco fue afectada por GABA. Sin
embargo, el numero de ovocitos liberados disminuyd por la microinyeccion de GABA,
dependiendo del SCN microinyectado, lo que nos lleva a suponer que puede existir una
via de comunicacion nerviosa entre el SCN y los ovarios que regule la sensibilidad de los
ovarios a las sefales hormonales emitidas por el hipotalamo y la hipofisis.




El Nucleo Supraquiasmatico (SCN) es una estructura pareada, localizada en la base del
hipotalamo, que, en los mamiferos, regula los ciclos biolégicos como la reproduccion; en
la que participa sincronizando el momento de maxima fertilidad, y el momento de mayor
motivacion sexual. Este nucleo también regula la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), la de la hormona luteinizante (LH) y la ovulacion. Se ha
planteado que las neuronas GnRHérgicas localizadas en el area preodptica (POA) son
reguladas por el SCN de manera directa a través de sus proyecciones neuronales que
transportan al péptido intestinal vasoactivo (VIP) y la vasopresina (AVP).

El SCN tiene la capacidad de sincronizar estos eventos por la sefalizacion que recibe de
distintas areas del organismo que le ayudan a censar el medio interno y externo. Una de
las principales sefales que regulan al SCN es la luz. Tanto la intensidad como la duracién
de las senales luminicas externas pueden producir una alteracion en la duracion y
presentacion temporal de eventos como la actividad locomotora (retrasandola o
adelantandola). En la busqueda de la via por la cual la luz altera la periodicidad del SCN,
se observé que la aplicacion de carbacdl (un agonista colinérgico no especifico) en este
nucleo, tiene un efecto similar al producido por las sefiales luminicas. Sin embargo, este
efecto no se produce si se bloquean los receptores muscarinicos por medio del sulfato
de atropina (ATR). Lo que permitié mostrar la participacioén del sistema colinérgico (y mas
especificamente de sus receptores muscarinicos) en la regulacién de la actividad de las
neuronas del SCN.

Posteriormente se mostré que el sistema colinérgico del SCN participa en la regulacion
de la ovulacion. En la rata, la estimulacién o el bloqueo de los receptores colinérgicos
resulta en alteraciones de la respuesta ovulatoria. Se ha observado que, en ratas hembra,
durante la manana del proestro, el bloqueo farmacoldgico de los receptores muscarinicos
del SCN por la administracién de ATR, resulta en la disminucién de la tasa de animales

ovulantes hasta en un 89% con respecto al grupo control. Este efecto es explicado por




una disminucién de LH, producida por la falta de GnRH, ya que, si a la rata tratada se le
una dosis de hormona sintética estimulante de gonadotropinas (LHRH) la ovulacién se
restablece. En otro estudio, con en el mismo modelo animal, se observd que la
estimulaciéon de los receptores colinérgicos (nicotinicos y muscarinicos) por la
microinyeccion de acetilcolina (ACh), en el SCN izquierdo, incrementa el numero de
ovocitos liberados, pero no sin modificar la tasa de animales ovulantes comparado con el
grupo control; mientras qué, si la microinyeccion se realiza en el SCN derecho la
ovulacion disminuye en un 64%. Estos resultados muestran la compleja interaccion entre
los distintos receptores colinérgicos del SCN que se comunican para dar una respuesta

dependiendo de la sefal dada al nucleo.

Se ha planteado que la falta de ovulacion en ratas con el estimulo de ACh en el SCN se
debe a que la senal colinérgica disminuye la sintesis de VIP, que a su vez evita la
liberacion de GnRH y, en consecuencia, no se presenta el pico de LH que hace posible
la ovulacion. Dado que se ha observado que la ACh produce la liberacion del acido gama
amino-butirico (GABA) (el principal neurotransmisor dentro del SCN) y que es un
neurotransmisor de tipo inhibitorio, se cree que éste podria estar mediando la disminucion
de VIP en el SCN.

Con base en estos antecedentes, en el presente estudio se analiz6 el efecto del GABA
microinyectado en el SCN sobre la biosintesis de VIP y la ovulacion.




El Nucleo Supraquiasmatico (SCN)

El nucleo supraquiasmatico (SCN) esta localizado en la base del hipotalamo. Es una
estructura bilateral (conformada por entre 8,000 a 10,000 neuronas por cada nucleo) que
se encuentra a cada lado del tercer ventriculo e inmediatamente dorsal al quiasma éptico.
En su conjunto, ambos nucleos conforman un reloj circadiano o “marcapasos maestro”
que, en los mamiferos, controla los ritmos biologicos enddégenos del organismo y es
capaz de dirigir a otros relojes enddgenos que existen en el individuo, sincronizandolos
con las sefales luminicas que recibe del exterior y que llegan a €l a través del tracto
retino-hipotalamico (por sus siglas en inglés RHT) y del tracto geniculo-hipotalamico (van
den Pol y Tsujimoto, 1985, Golombek y Rosenstein, 2010; Bedont y Blackshaw, 2015). El
SCN representa una adaptacion biologica importante para los mamiferos ya que les
permite anticipar y prepararse para cambios predecibles del ambiente, optimizar el
momento para la obtencién de alimento o el menor riesgo de ser depredado. En el caso
de la reproduccién, permite optimizar el momento de la ovulacion, el apareamiento, el
desarrollo embrionario y el parto; en resumen, el SCN genera un nicho temporal de
sobrevivencia del individuo (Kennaway y cols., 2012; Boden y cols., 2013; Patton y
Hastings, 2018).

Las neuronas que conforman el SCN expresan y liberan distintos neurotransmisores,
pero en su mayoria sintetizan y co-liberan acido gamma-amino butirico (GABA), por lo
que se le considera el principal neurotransmisor dentro del SCN y uno de los principales
reguladores de su temporalidad interna (Liu y Reppert, 2000). Ademas de GABA, las
neuronas del SCN expresan mayormente otros dos neurotransmisores, el péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y la vasopresina (AVP); la distribucion de estos dos
neurotransmisores ha permitido la division anatomica del nucleo para su estudio (Figura
1). El VIP se expresa principalmente en la region ventrolateral del nucleo, denominada
“core” (aproximadamente en el 25% de sus neuronas totales), mientras que la AVP se

expresa principalmente en la regién dorsomedial, denominada “shell’ (aproximadamente




el 37% de las neuronas totales del nucleo). Se ha descrito que, ademas, el SCN sintetiza
y libera, en menor medida, otros neurotransmisores (Tabla 1) como el péptido liberador
de gastrina y calretinina (14% de las neuronas) o metaencefalina, somatostatina,
calbidina, angiotensina Il, sustancia P y neurotensina, presentes en una poblacion de
neuronas menor al 5% (Inouye y Shibata, 1994; Moore y cols., 2002; Tonsfeldty Chappell,
2012).
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Figura 1. Representacion esquematica del nucleo supraquiasmatico (SCN) con su division anatomica
en “core” y “shell”, los neurotransmisores que sintetiza y sus proyecciones (aferencias y eferencias)
internas y a distintas regiones del cerebro. RHT. Tracto retino hipotaldmico. Glu. Glutamato Tomada y
modificada de Patton y Hastings, 2018



Tabla 1. Porcentaje y accion de los distintos neurotransmisores presentes en el SCN. GABA, acido gama
amino-butirico; Taurina; 5-TH, serotonina; NA, noradrenalina; DA, dopamina; Glu, glutamato; Gli, glicina.
Tabla realizada con los datos de Tonsfeldt y Chappell, 2012

AEUROTRANSMISOR ESTIMULA INHIBE SIN RESPUESTIN
GABA 90%
TAURINA 42%
5-HT 30%
NA 22%
DA 26%

Gl 50%
\ Gllil 96% J

Al ser una estructura bilateral, la heterogeneidad del SCN no sélo es respecto a sus
neurotransmisores, sino que, cada uno de los nucleos supraquiasmaticos y cada neurona
que lo conforma es capaz de generar su propio ritmo temporal endégeno (van den Pol y
Tsujimoto, 1985, Welsh y cols, 1995). Este ritmo es generado por medio de un asa de
retroalimentacion transcripcional-traduccional (TTLP), que comienza con la traduccién de
las proteinas Clock y Bmal1 que conforman un heterodimero protéico (CLOCK:BMAL1)
que, al unirse a una region promotora E-box, dirige la expresion de los genes pery cry
que, una vez traducidos, forman un heterodimero protéico (PER:CRY) que inhibe al
complejo CLOCK:BMAL1. La inhibicion de CLOCK:BMAL1 tiene como consecuencia la
disminucién en la expresién de per y cry, lo que permite que CLOCK:BMAL1 puedan
ejercer nuevamente su actividad, reiniciando el ciclo. Este proceso se lleva a cabo en
aproximadamente 24 horas (Figura 2). Estos factores de transcripcién controlan a su vez
cascadas de transcripcion de genes que amplifican la sefal circadiana de la TTLP y
coordinan programas circadianos de expresion de genes que son especificos de células
y tejidos (Bedont y Blackshaw, 2015; Patton y Hastings, 2018). Aunque cada neurona del
nucleo genera su propia temporalidad, el SCN presenta un ritmo unico que, se ha

sugerido, es coordinado por el GABA y VIP (Liu y Reppert, 2000; Boden y cols., 2013,
Freeman y cols., 2013).
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Figura 2. Representacion simplificada del asa de retroalimentacion transcripcional-traduccional que da
origen al reloj circadiano molecular. Los factores de transcripcion Clock y Bmall interactan y activan
(por su unién a una region promotora) la expresion de per y cry que al traducirse y formar un
heterodimero PER:CRY, inhiben a CLOCK:BMALI. Figura tomada y modificada de Golombeck y
Rosenstein, 2010

Ademas de generar su propio ritmo, el SCN requiere adaptarse a las condiciones internas
en las que se encuentra el organismo y las condiciones del medio externo. Para ello,
distintos nucleos neuronales se encargan de comunicar el estado interno del organismo
al SCN, entre estos se encuentran los nucleos tuberomamilares, la hojuela
intergeniculada, los nucleos del rafé, el nucleo paraventricular, el nacleo arqueado y otras
areas hipotalamicas (/nouye y Shibata, 1994; Aquilar-Roblero y cols., 2004; |keda, 2004;
Golombeck y Rosenstein, 2010, Boden y cols., 2013). Las sefales externas al individuo
se dividen en luminicas y no-luminicas. Las luminicas llegan al SCN de manera directa a
través del RHT y de manera indirecta por el tracto que comunica con el nucleo geniculado
lateral (GLN). EI RHT lleva la informacion de los ciclos de luz-oscuridad directamente de
neuronas de la retina hacia la parte ventral del SCN. La parte terminal del RHT libera
glutamato y polipéptido activador de la adenilato-ciclasa de la hipofisis (PACAP), que
resulta en la activacion de los receptores de membrana NMDA y no-NMDA
(AMPA/Kainato), estos incrementan el influjo de Ca?* al interior de la neurona, lo que




produce la liberacion de Ca?* de almacenes internos de la neurona activando la
proteincinasa |l dependiente de Ca?*/calmodulina que, a su vez, producen la fosforilacion
de CREB que es un potente factor de transcripcion de genes reloj como per (Figura 3).
Ademas, se incrementa la actividad eléctrica de los retinoreceptores del SCN, se produce
la activacion downstream de la cascada de sefalizacion interna de cinasas y la
consecuente induccidn de per/cry y otros genes de respuesta temprana. Estos eventos
constituyen el primer paso para el mantenimiento y reajuste (de ser necesario) de fase
de los TTLP del SCN (Inouye y Shibata, 1994, |keda, 2004; Patton y Hastings, 2018). El
segundo paso, se da por las sefales no-luminicas, entre las que se encuentran el
ejercicio, la temperatura del ambiente, la disponibilidad de alimento y ruidos ambientales
(en el caso de los roedores la manipulacion) entre otras, estas sefiales son mediadas por
distintos nucleos del talamo, el mesencéfalo y el tronco encefalico, siendo sus principales
neurotransmisores el neuropéptido Y, la dopamina y la serotonina (Aguilar-Roblero y
cols., 2004; Patton y Hastings, 2018).
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Figura 3. Esquema del proceso de sefializacion celular de la neurona del SCN para el cambio de fase circadiano
causado por luz. La luz captada por la retina estimula las neuronas del SCN por la liberacién de glutamato (Glu)
liberado por el tracto retino-hipotaldmico (RHT) activando receptores NMDA y no-NMDA (AMPA/Kainato) que
incrementan el influjo de Ca?* y su liberacion desde almacenes internos que produce la activacién de la proteincinasa
II que produce la fosforilacion de CREB. Figura tomada y modificada de Ikeda, 2004



Se ha descrito que el SCN logra transmitir su sefial temporal al resto del organismo tanto
por sefales humorales como por vias nerviosas. La via humoral fue mostrada en
hamsteres con lesion del SCN a los cuales se les implantaban tejido embrionario de SCN
que reestablecian su actividad locomotora (pero no enddcrina) con la ritmicidad del
explante de SCN del donante. Respecto a la via nerviosa se han descrito como las
principales proyecciones hacia el hipotalamo adyacente, el area predptica (POA), el area
hipotalamica anterior (AHA), la zona subparaventricular, el area retroquiasmatica, las
areas hipotalamicas tuberales y posteriores (incluyendo el nucleo dorsomedial) y algunas
proyecciones al prosencéfalo, el hipotalamo medio, GLN vy la sustancia gris

periacueductal (Moore y cols. 2002).

ElI SCN en la reproduccion

El ciclo ovarico y la fertilidad son mantenidos por sefiales hormonales entre el cerebro, la
hipdfisis y los ovarios, que funcionan como un solo eje hipotalamo-hipofisis-ovario
(Levine, 2015). La funcion reproductiva requiere la integracion dinamica, funcional y
temporal de las sefales neurales y hormonales en este eje, que resulta en ciclos
repetitivos de desarrollo folicular, ovulacion y preparacion del revestimiento endometrial
del utero para la implantacion del huevo y que ocurra la concepcion (Hall, 2010). En la
rata, este ciclo dura entre 4 y 5 dias, en los que se dan las distintas fases del ciclo
reproductivo: el estro, fase en la que ocurre la ovulacion, es el unico dia en que la hembra
es receptiva y permite la cépula; el metaestro y diestro, son el periodo de recuperacion
en el que cesan los cambios del tracto reproductivo acontecidos durante el estro; y el
proestro, en el cual, ocurren cambios en las concentraciones de hormonas esteroides
que facilitan el “pico” preovulatorio de la Hormona Luteinizante (LH) que desencadenara
la ovulacion en la madrugada del estro (van der Beek, 1996; Levine, 2015).

El eje neuroendocrino hipotalamo-hipofisis-gébnada, depende de la liberacion pulsatil de
la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH), desde el hipotalamo hacia el sistema
portal hipofisario. Al llegar a la hipdfisis, la GnRH estimula la sintesis y liberacion (durante
la tarde del proestro) de la LH y de la Hormona Estimulante del Foliculo (FSH) por parte




de gonadotrofos. En el ovario, la LH y la FSH estimulan el desarrollo folicular, la ovulacion
y la formacion del cuerpo luteo, ademas de coordinar la secrecion de hormonas ovaricas
como estradiol (E2), progesterona (Pa4), inhibina A e inhibina B. Estas hormonas ovaricas
regulan el ciclo reproductivo creando dos asas de retroalimentacion, una larga a nivel de
hipotalamo y una corta a nivel de la hipofisis (Figura 4). Este eje reproductivo posee una
retroalimentacion que puede ser positiva o negativa dependiendo de la fase del ciclo y
del momento del dia. Durante la fase folicular del ciclo las hormonas ovaricas tendran un
efecto positivo estimulando la secrecion de GnRH; mientras que, durante la fase Iutea
ejercen su efecto negativo inhibiendo la secrecion de GnRH manteniendo baja la
concentracion de LH durante la mayor parte del ciclo (Williams, 2012; Hall, 2014; Levine,
2015).
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La frecuencia y amplitud de la liberacion de GnRH controlan diferencialmente la secrecion
de las gonadotropinas: la FSH es secretada preferencialmente por pulsos de baja

frecuencia de GnRH; mientras que, los pulsos de alta frecuencia facilitan la secrecion de




LH (Stamatiades y Kaiser, 2017). El E2 es el principal controlador de esta pulsacion
(Figura 5), cuando la concentracion de este esteroide baja, durante el dia del estro, altera
la amplitud y frecuencia de los pulsos de GnRH inhibiendo la secrecion de las
gonadotropinas (LH y FSH). Durante la tarde del metaestro (o diestro-1) y la mafana del
diestro el E> incrementa teniendo su pico maximo al medio dia del proestro
(aproximadamente a las 12:00h), lo que incrementa la frecuencia y amplitud de los pulsos
de GnRH vy la respuesta de la hipdfisis a esta neurohormona, lo que produce que, en la
tarde del proestro (aproximadamente entre las 17 y 19h), se presente el “pico”
preovulatorio de secrecion de LHy FSH. (van der Beek, 1996; Hall, 2014, Leviene, 2015).

Otro controlador de la secrecion de GnRH, de reciente importancia, es la kisspeptina
(Kiss1) que ha sido implicada como modulador de la retroalimentacion negativa ejercida
por el E2 en el nucleo arqueado (ARC) y la retroalimentacion positiva ejercida en el nucleo
anteroventral periventricular (AvPV). La P4 ejerce su efecto a nivel de hipotalamo donde
disminuye los pulsos de GnRH. Ademas, el aumento de P4 durante la tarde del proestro
facilita la accion positiva del E2 al menos por dos vias: 1) al favorecer el pico de LH en el
dia del proestro y 2) bloqueandolo durante el resto del ciclo (van der Beek, 1996, Hall,
2014; Levine, 2015).

En afnos recientes ha tomado importancia también la hormona inhibidora de GnRH
(GnlH), inicialmente descrita en codorniz y posteriormente en la mayoria de los
mamiferos. Este neuropéptido, como lo indica su nombre, es el encargado de inhibir la
secrecion de GnRH y funciona como un mecanismo complementario del resto de sefales
neuroendocrinas que regulan la secrecion del decapéptido. Los cuerpos celulares de las
neuronas GnlH estan localizados en el nucleo paraventricular (PVN) y en el area
hipotalamica dorsomedial (DMH), y proyectan hacia la eminencia media y POA. Estudios
actuales apuntan a la GnlH como la neurohormona clave en la inhibicion de la

reproduccion a nivel de la funcidn hipotalamico-hipofisiaria (Hall, 2014; Son y cols. 2019).
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Estudios realizados en roedores en la década de los 70's por Brown-Grant y Raisman,
mostraron que, en la rata hembra, la lesion total del SCN producia la pérdida del pico pre-
ovulatorio de LH y un estro persistente en la citologia vaginal. Posteriormente se observé
que la lesion del SCN también elimina el ritmo de liberacion de gonadotropinas, prolactina
y hormonas esteroides; y modifica el comportamiento sexual. Resultados que los llevaron

a sugerir que el SCN era esencial en la regulacion neuroendocrina de los eventos

reproductivos (Brown-Grant y Raisman 1977, van der Beek, 1996, van der Beek, 1997,
Golombeck y Rosentein, 20170).

El SCN proyecta fibras nerviosas hacia nucleos secretores de GnRH (Figura 6), como
POA, AvPV, AHA, el nucleo periventricular, el érgano vasculoso de la lamina terminal, la

zona subparaventricular baja, el nucleo supradptico, a la parte media de la banda




diagonal de Broca y el area predptica medial (Mahoney y cols. 2004, Mahoney y Smale,
2005, Williams y cols. 2011, Piet y cols. 2075). Se ha observado que la interrupcion en la

comunicacion del SCN con POA también evita el pico preovulatorio de LH e interrumpe
el ciclo estral de la hembra (Simonneaux y cols. 2017). Ademas, estas areas son
consideradas vias nerviosas que regulan la secrecion y el pico preovulatorio de FSH y
LH que culmina con la ovulacion. EI SCN sincroniza las sefiales enddcrinas y circadianas
logrando un incremento en la liberacion de GnRH por la terminal nerviosa estimulando el

pico de LH y la ovulacion (Ma, Kelly y Ronnekleiv, 1990; Kennaway y cols.,, 20712).

Una de las vias directas (monosinaptica) del SCN que regula la actividad de las neuronas
GnRHérgicas es la de VIP/AVP, que inervan directamente a las neuronas GnRH halladas
en POA (Van der Beek y cols., 1997, Robertson y cols., 2009; Piet y cols. 2015;
Simonneaux y cols. 2017). Se ha descrito que la destruccién bilateral del SCN produce
la pérdida del 80% de las aposiciones de las fibras VIPérgicas en las neuronas
GnRHeérgicas y que cerca del 40% de estas neuronas presentan receptores a VIP (Van
der Beek y cols., 1997; Christian y Moenter, 2008). Se ha observado que, en sistemas in
vivo, cuando el SCN libera VIP se incrementa la liberacion de GnRH, mientras que, su
aplicacidon directa en cortes de cerebro excita la actividad eléctrica de las neuronas
GnRHérgicas de manera dependiente del tiempo y la concentraciéon de estrégenos
(Christian y Moenter, 2008; Boden y cols., 2013). Por su parte, Loh y col (2074),
mostraron que en el raton knockout a VIP, la respuesta ovulatoria es menor, lo que indica
que VIP es un componente esencial para la sincronizacion circadiana del sistema

reproductivo.

Se ha sugerido una via de regulacion indirecta del SCN a las neuronas GnRH. Por medio
de trazadores retrogrados se ha mostrado la conexion entre el SCN y el nucleo
paraventricular (NPV) y el area Periventricular (PEVN). Estas areas se encuentran
rodeando al SCN y reciben fibras VIPérgicas y AVPérgicas (van der Beek, 1996). EI AvPV
podria ser el relevo en la retroalimentacion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario debido a
que ha mostrado tener receptores a estrégenos y regular, a través de Kiss1, la liberacion
de GnRH y LH. Estudios en roedores han mostrado que la expresion de Kiss1 en AvPV
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es mayor en la tarde del proestro que durante la mafiana y que este incremento coincide
con el pico de GnRH y que las neuronas Kiss1 son estimuladas por la via AVP del SCN
(Robertson y cols, 2009 Boden y cols,, 2013 Piet y cols. 2015, Simonneaux y cols. 2017).
Se ha descrito que el SCN tiene comunicacion nerviosa con el ARC que ha sido
relacionado con la regulacion de la secrecion de GnRH por medio de Kiss. Se ha
mostrado que el incremento de E> produce, en el ARC, una disminucién de la expresion
de Kiss y por tanto una disminucién GnRH, por lo que sea ha plantado al ARC como

punto de regulacion no sélo de las hormonas ovaricas sino también del SCN (7onsreldt y

Champpell, 2012; Boden y cols.,, 2013).

Otro relevo importante de regulacion del SCN es su comunicacion de tipo VIPérgica con
el DMH que posee neuronas de Kiss o GnlH. La administracion intracerebroventricular
de VIP durante el estro, disminuye la actividad neuronal de las neuronas Kiss durante la
tarde, pero no en la manana, por lo que se plantea una sefal regulatoria por parte de Kiss
hacia las neuronas GnRH (Sun y cols., 2012). Por su parte, aun se desconoce la forma
en que el SCN regula la sefalizacion de GnlH, pero se ha descrito que estas neuronas
tienen proyecciones axo-somaticas y axo-dendriticas en POA, y proyecciones a la
eminencia media y la hipdfisis anterior, donde la GnlH actua inhibiendo la actividad
eléctrica de las neuronas GnRHérgicas y la sintesis y la liberacion GnRH. Ademas, se ha
observado que existen fibras GnRHérgicas desde POA que llegan al SCN, lo que sugiere

un asa de retroalimentacion entre estos dos nucleos (van der Beek, 1996; Boden y cols.

2013, Son y cols., 2016; Simonneaux y cols. 2017).



Figura 6. Modelo de
la red neuronal que
controla el pico de
LH. La actividad
circadiana del SCN es
regulada y desplazada
en el tiempo con los
ciclos de luz-
oscuridad. El SCN
proyecta fibras
vasopresinérgicas

(VP) hacia AVPV y
fibras VIPérgicas
hacia el DMH para
regular la sintesis y
secrecion de GnRH
que permitird que se
produzca el pico de
LH durante la tarde
del proestro para que
se lleve a cabo la
ovulacion. Tomado y

modificado de
Simonneaux y cols.
2017

Con estos antecedentes se ha generado un modelo en el que el SCN recibe informacion
luminica del medio externo que llega a la retina y viaja a través del RHT a las neuronas
retinosensibles del core en el SCN, el cual comunica la informacion del medio con el shell
por medio de sus neurotransmisores (GABA, VIP, AVP). La region shell entonces, se
comunica por la via VIPérgica con neuronas GnRHérgicas encontradas principalmente
en POA; mientras que la region del core se comunica con el AvPV y el ARC utilizando
AVP como neurotransmisor. Tanto AvPV como el ARC se comunican con neuronas
GnRHérgicas utilizando Kiss1. Tanto la via directa como indirecta regulan la secrecion
de GnRH para dar lugar al pico preovulatorio de LH y que pueda producirse la ovulacion
(Boden y cols. 2013).




Se ha planteado que la activacion de la ventana de tiempo del SCN que permite la
ovulacion requiere una alta concentracion de E2; sin embargo, la retroalimentacion
positiva y negativa que ejerce el E> sobre los ciclos circadianos aun es poco entendida.
Se sabe que el SCN expresa tanto el receptor a E> de alta (ERa) como el de baja afinidad
(ERR); y que el E2 incrementa la tasa de disparo y la despolarizacion de las neuronas del
SCN e incrementa la expresion de c-Fos y elementos de transcripcion-traduccion
reguladores de los genes reloj. Por otra parte, el efecto ejercido por el E> podria no ser
directamente (o no solo directamente) en el SCN, sino a través de otros nucleos como
los encontrados en el rafé dorsal, que han mostrado tener los receptores a E2R y
presentan muchas proyecciones serotoninérgicas al SCN. Otros candidatos son células
de POA y AvPV, que también proyectan al SCN vy, de hecho, han sido implicados en la
regulacion luminica del SCN. Se ha observado que el E> en el AvPV incrementa la
expresion de Kiss1 a través de la via de elementos de respuesta dependientes de
estrégenos (Mitra y cols, 2003; Abizaid y cols, 2004; Fatehi y cols, 2008 Williams Il y

Kriegsfeld, 2012; Simonneaux y cols. 2017).

EI SCN vy el sistema colinérgico

La busqueda del mecanismo por el cual la luz regula la temporalidad del SCN llevo a la
aplicacidon de Carbacdl (un agonista colinérgico no selectivo) en este nucleo y se observé

que este farmaco tenia un efecto similar al producido por la luz, lo que permitié sugerir al
sistema colinérgico como mediador de los ciclos circadianos. (7rachsel y cols, 1995 Bina
V Rusak, 1996, Liu y Gillette, 1996). La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor sintetizado
en el citoplasma neuronal y es considerado uno de los principales neurotransmisores del
sistema nervioso y en particular del hipotalamo. Este neurotransmisor tiene un patron de
secrecion establecido, que es mayor durante la vigilia y la actividad motora y disminuye
durante la fase de sueno (Gonzalez-Garcia y cols, 2008, Davis y Sadik, 2006). Ademas,
existen evidencias de que este neurotransmisor tiene un papel regulatorio en el

mantenimiento de los ritmos circadianos al regular los efectos de la luz sobre la actividad




motora del ratén, de la actividad de la enzima serotonina N-acetiltransferasa en la

glandula pineal y la ciclicidad de la ovulacion (Kow y Pfaff, 71984).

Se ha descrito que el SCN posee toda la maquinaria que permite al sistema colinérgico
ejercer su funcion, desde las enzimas que permiten su sintesis, la colino-acetiltransfera
(CAT) y su degradacion, acetilcolinesteresa (AChE); también, las vesiculas
transportadoras de este neurotransmisor (VAChT), con una distribucion semejante a la
de la CAT,; asi como los receptores con los que interactua la ACh, los receptores
muscarinicos (mMAChR), de naturaleza metabotropica y los receptores nicotinicos

(nAChR), de naturaleza ionotrépica (van der Zee y cols, 1991, Bina y cols. 1993; Castillo-
Ruiz y Nunes, 2007; Abbott y cols. 2013). Se ha reportado que la aplicacion de Carbacél

(un agonista colinérgico) en el SCN, inhibe al 55% de las neuronas del nucleo, excita al
21% y el 24% restante permanecen sin respuesta, esta proporcion es similar a la

producida por agonistas muscarinicos, pero no nicotinicos (Yang y cols.,, 2070).

El SCN recibe proyecciones colinérgicas directamente desde distintos nucleos del tallo

cerebral como el nucleo tegmental pedunculo pontino, el tegmento mesopontino, el
tegmental laterodorsal y el nucleo parabigeminal (7rachsel y cols, 7995 Yang y cols,
2070); y proyecciones de la base del prosencéfalo anterior desde la sustancia innominada
y los nucleos basales magnocelulares (NBM), y del septum medial y la banda diagonal
de Broca (Bina y cols, 7993). Por su parte, los circuitos colinérgicos extra
supraquiasmaticos llevan informacion indirectamente al SCN (7rachsel y cols, 1995 Yang

y cols, 2010).

Se ha observado que la disminucién de la sefal colinérgica en el SCN esta relacionada
con la expresion tanto de VIP como de AVP en este nucleo. La destruccion del NBM (una
de las principales fuentes colinérgicos que inervan al SCN) con acido araquidénico,
reduce la entrada colinérgica al SCN y disminuye la expresion tanto de VIP (en un 33%)
como de AVP (en un 23%). Esta disminucion esta correlacionada con el dafio infringido




a las aferencias colinérgicas que llegan al SCN (Madeira y cols. 2004)y daria pauta a una

regulacion de la reproduccion por la interaccion ACh y VIP.

Estudios previos han mostrado la participacién tanto de los mMAChR como de los nAChR
del SCN en los procesos reproductivos. La estimulacion unilateral de los nAChR por la
microinyeccion de nicotina en el SCN izquierdo (iSCN) o derecho (dSCN), resulté en un
mayor numero de ovocitos liberados, asi como un mayor numero de foliculos sanos, por
lo que los autores sugirieron que en la mafiana o en la tarde (9:00h o 19:00h) del proestro,

el sistema nicotinico del SCN estimula las vias neuroendocrinas que regulan la ovulacion

(Vieyra y cols. 2079).

En el caso de los mAChR han sido asociados principalmente a la regulacion de los
desplazamientos de fase del reloj circadiano del SCN. Estudios previos han reportado
que la aplicacion de carbacol en el SCN (tanto en estudios in vivo como in vitro) produce
desfases (adelanto o retraso) de la actividad motora o eléctrica de las neuronas,
dependiendo del momento del dia en que se realice el estimulo colinérgico. Estos
cambios de fase no se presentan al bloquear los receptores muscarinicos (M1-M5) con
ATR (antagonista competitivo de los receptores muscarinicos). Mientras que parece ser
que los receptores muscarinicos M1 y M4 tienen una mayor participacion ya que al
estimularlos especificamente con McN-A-343 se presenta un efecto similar al producido
por el Carbacol (Liu y cols, 7996, Basu y cols. 2076). Estos antecedentes, llevaron a
plantear que los receptores muscarinicos podrian estar implicados también en la
regulacion de la ventana de tiempo del SCN que permite la ovulacién, por lo que en
nuestro laboratorio se bloquearon los receptores muscarinicos del SCN por la
microinyeccion intracerebral de ATR, en la manana del proestro en el iISCN o dSCN, lo
que resultoé en el bloqueo del pico preovulatorio de LH y de la ovulacion, esta respuesta
se restablece por la sustitucion de GnRH con LHRH sintética. Estos resultados sugieren
que existe una sefal colinérgica estimulante que se originan en el SCN y que regula la

secrecion de GnRH, la de gonadotropinas y por tanto la ovulacion (Vieyra iy cols. 2076).




Interaccion de los sistemas colinérgicos, GABAérgicos y VIPérgicos en el SCN
GABA es uno de los principales neurotransmisores presentes en el SCN y se encuentra

presente en el 90% de las neuronas del supraquiasmatico; se ha descrito que al menos
el 93% de la comunicacion entre las neuronas del SCN dependen de este
neurotransmisor (Freeman y cols, 2013, McNeill y cols, 2015). En general, GABA es
considerado como el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central,
pero, a pesar de ello, su estudio ha sido complicado por su papel en tantos y tan diversos
circuitos neuronales en los que participa (Albers y cols, 2017). Las proyecciones
GABAérgicas del sistema nervioso central pueden dividirse en proyecciones de largo
alcance, comprendiendo a la corteza cerebelosa, al globo palido, la sustancia nigra y el
nucleo reticular del talamo; y de corto alcance, en forma de interneuronas de axon corto,

que interactuan localmente en neuronas proximas (Florez yy Pazos, 2008).

En el SCN, GABA puede modular la capacidad del nucleo para hacer los cambios de fase
en respuesta a las sefales luminicas y no-luminicas (McNeill y cols, 2078). Aunque,
GABA es considerado clasicamente como un neurotransmisor de tipo inhibitorio se ha
reportado que este neurotransmisor puede tener efectos de tipo excitatorio, por ejemplo,
cuando regula los canales a cloro que determinan si la neurona se hiperpolariza o se
despolariza. También se ha reportado que, dependiendo de la hora del dia, GABA podria
tener un efecto excitatorio o inhibitorio, incrementando la tasa de disparo neuronal
durante el dia y disminuyéndola durante la noche y que este cambio puede darse en

cuestion de horas (Wagner y cols, 1997; Chor y cols., 2008, Freeman y cols.,, 2013 McNeill
y cols, 20178).

La enzima glutamato descarboxilasa (GAD) ha sido descrita en la mayoria de las
neuronas del SCN y es la encargada de la sintesis de GABA a partir del acido glutamico,
este es el paso limitante en la sintesis de este neurotransmisor (Cho/ y cols., 2008). Por
su parte, la GABA-transaminasa (GABA-T) es la encargada del metabolismo de GABA y
da como resultado el semialdehido succinico y la regeneracion del acido glutamico a

partir del acido a-cetoglutarico. En el SCN se encuentran dos isoformas de la GAD




(GAD65 y GADG67) con una expresion diferencial a lo largo del nucleo; asi como la GABA-
T y las vesiculas transportadoras de GABA. Todos estos elementos muestran un ritmo

circadiano dentro del SCN, teniendo una mayor expresion en determinados momentos

del ciclo de luz-oscuridad (Florez y Pazos, 2008, Albers y cols., 2017, Ono y cols.,, 2018).

La liberacién de GABA por parte de la neurona es dependiente de Ca®* y una vez liberado
es recapturado por la membrana celular por medio de dos transportadores de alta y baja

afinidad o interactia con sus receptores de la membrana postsinaptica (F/orez y Pazos,
2008). Una vez en la hendidura sinaptica, GABA puede producir una sefial prolongada
que puede extenderse hasta por 5 minutos. Este tipo de comunicacion es llamado
volumen de transmision y es ejercido principalmente por los astrocitos que liberan GABA
(Albers y cols, 2077). La accién de GABA, fundamentalmente inhibidora, tiene lugar a
distintos niveles morfolégicos de la neurona, tal que, puede producir inhibicidon
presinaptica y postsinaptica, inhibicién local (recurrente) y lateral, asi como fendmenos

de desinhibicién cuando existen varias neuronas inhibidoras en serie (Florez y Pazos,

2008).

Los receptores sobre los que actua GABA son de tres tipos: el GABAaA, que es un
magnocomplejo que esta asociado a canales de CI y permite la interaccion alostérica
con distintos farmacos; el GABAg, que es un heterodimero asociado a proteinas G que
inhiben, por la adenil-ciclasa y por segundos mensajeros, la entrada de Ca?* y facilitan la
entrada de K*; y finalmente, el GABAc, semejante al GABAa y asociado a la conductancia
de CI. Tanto GABAA como GABAc son los mas abundantes en el sistema nervioso,

aunque el tipo A predomina en las regiones cerebrales (Florez y Pazos, 2008, Albers y

cols, 2077). En el SCN se ha descrito la presencia de los receptores GABAA y GABAg,
sin embargo, muchas neuronas del SCN parecen expresar unicamente receptores
GABA\, otras s6lo GABAg y otras neuronas expresan ambos receptores. Los receptores
GABAA tienen una mayor distribucidn en la parte ventral del SCN que va disminuyendo
conforme nos dirigimos hacia la parte dorsal del nucleo y se ha asociado principalmente

a la parte dendritica de las neuronas del SCN. Por el contrario, los receptores GABAg




estan mas posicionados en la parte dorsal y disminuyen hacia la parte ventral del SCN
(Choi y cols, 2008; Albers y cols, 2017). Se ha sugerido que la sefializacién por parte de
los receptores GABAA es la responsable de mantener la diferencia de fase de las distintas
subpoblaciones neuronales dentro del SCN para codificar en conjunto el fotoperiodo.
Mientras que la sefalizacidon de los receptores GABAg, aunque menos estudiada, se ha
descrito que, en modelos in vivo, atenua la respuesta circadiana a sefales luminicas y

regula la liberacién pre-sinaptica de GABA por medio de la regulacién de los canales de

Ca?* (Patton y Hastings, 2018).

Se ha descrito que GABA podria co-liberarse con otros aminoacidos como glicina o el
glutamato, aunque sigue siendo rara este tipo de co-liberacion de neurotransmisores. Sin

embargo, si existe evidencia anatomica de la co-localizacién de GABA con neuropéptidos
(Albers y cols., 2077). En el SCN, GABA esta co-localizado tanto en neuronas VIPérgicas

como AVPérgicas, sin embargo, algunos estudios apuntan a que se co-localiza con

mayor frecuencia en neuronas VIPérgicas, un 70% contra un 35% de co-localizacién de

las neuronas AVPérgicas (A/bers y cols, 2077).

Por su parte, otro de los principales neurotransmisores presentes en el SCN y que ha
sido fundamental en el estudio del SCN es el VIP, un péptido de 28 aminoacidos (aa)

que, deriva de un aminoacido precursor de 170 residuos de aa, el PreproVIP (Gabbay-
Benziv y cols, 2012). Se encuentra en mayor concentracion en la corteza cerebral, en

particular en interneuronas distribuidas homogéneamente por toda la corteza. También
se encuentra distribuido en el hipocampo, el nucleo central de la amigdala, el hipotalamo,
el nucleo basal de la estria terminal y la sustancia gris periacueductal. Se ha hecho

especial énfasis en fibras VIPérgicas que terminan en la eminencia media donde tienen

un papel como elemento regulador de la secrecion hipofisaria (Florez iy Pazos, 2008).

Al igual que GABA, la liberacion de VIP es dependiente de Ca?* pero el VIP actua sobre

dos tipos de receptores acoplados a proteinas G, el VPAC 1y VPAC 2 (Florez y Pazos,
2008, Gabbay-Benziv y cols, 2012). ElI VIP se ha propuesto como el principal candidato




para transmitir las sefales de la luz del medio externo integradas en el SCN hacia los
blancos eferentes de este nucleo. Existe evidencia anatomica de una comunicacion
VIPérgica entre el SCN y las neuronas GnRHérgicas que se encargaria de regular la
expresion de c-Fos en estas ultimas. Se ha observado que, las neuronas GnRHérgicas
sobre las que VIP actua, incrementan la actividad de c-Fos durante la tarde del proestro
previo al pico pre-ovulatorio de LH; efecto que no se presenta al bloquear la via VIPérgica
con antagonistas antisentido de VIP (Son y cols, 2076 van der Beek y cols, 1994).
Ademas, se ha observado que la aplicacién de VIP incrementa la actividad eléctrica de
las neuronas GnRHérgicas cerca del momento del pico de LH, mientras que la aplicacion

de VIP o sus antagonistas en POA alteran el pico pre-ovulatorio de LH (Christian y

Moenter, 2008, Christian y Moenter, 2010).

Es evidente que estos sistemas de comunicacion tanto de GABA como de VIP mantienen
una estrecha y compleja relacion dentro del SCN para dar lugar a eventos organicos en

la ventana de tiempo mas adecuada para el organismo.

Barbacka-Surowiak y cols. (2003), reportaron que, en el SCN, concentraciones bajas de

GABA previas al pico preovulatorio de LH son necesarias en la cascada de sefalizacion
que precede a la ovulacion. GABA estaria actuando a través de sus canales a cloro
acoplados a la membrana y su efecto seria dependiente de su concentracion dando a

mayor concentracion un mayor efecto (Wagner y cols., 71997).

Se ha descrito que la ACh es capaz de actuar como regulador de GABA ya que la
activacion los nAChR desencadena la liberacion de GABA, incrementa la permeabilidad

de la membrana plasmatica a Ca®* y permite su union a las vesiculas transportadoras de

GABA lo que facilitaria la liberacion sinaptica de este neurotransmisor (Czarnecki y cols,,

2074, Elgueta y cols, 2015). Por otra parte, la estimulaciéon de los mAChR en el SCN en

la mafiana del proestro con ACh o Carbacdl (agonista de los receptores muscarinicos),
resulta en la disminucion de la tasa ovulatoria, lo que permitié sugerir que la ACh induce

la liberacién de GABA mediante la estimulacion de los receptores colinérgicos en el SCN,




que a su vez inhibe la actividad de las neuronas VIPérgicas y AVPérgicas lo que bloquea
la sefial emitida por el SCN hacia las neuronas GnRHérgicas y por tanto la ovulacion.
(Salinas, 2017; Vieyra y cols.,, 2019)
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En la rata hembra, durante la manana del proestro, el SCN se comunica por medio de
VIP con las neuronas GnRH para que se lleve a cabo la ovulacion. Esta comunicacion es
mediada por el sistema colinérgico que a su vez estaria regulando la secrecion de GABA
en el SCN. Sin embargo, aun se desconoce la manera en que GABA regula la ovulacion
y como modifica la comunicacion VIPérgica con las neuronas GnRH; por lo que, en el
presente estudio, analizamos el efecto de la microinyeccion de GABA directamente en el

iISCN o dSCN sobre la respuesta ovulatoria y la sintesis de VIP.




Dado que el GABA es uno de los neurotransmisores del sistema de neurotransmision
inhibitorios del SCN, entonces, la microinyeccion de GABA en el SCN en la mafiana del
proestro, resultara en la disminucion de la sintesis de VIP y por tanto de la respuesta

ovulatoria, efecto que dependera del SCN microinyectado.




General

Analizar la participacion del sistema GABAérgico del SCN sobre la sintesis de VIP y la
respuesta ovulatoria.

Particulares

e Analizar el efecto de la microinyeccion de GABA en el SCN en la mafiana del
proestro, sobre la ovulacion espontanea y la concentracion de LH en plasma.

e Analizar el efecto de la microinyecciéon de GABA en el SCN en la manana del
proestro, sobre la concentracion relativa del mVIP en el nucleo.




Animales
Se utilizaron ratas hembra adultas de 3 meses de edad (90 dias), virgenes, de nuestra

cepa ClI-ZV, con peso de entre 230 a 260g. Los animales fueron mantenidos en
condiciones controladas de luz (encendidas de 05:00h a 19:00h) y temperatura (2212
°C), con libre acceso al agua y alimento. Se siguieron las normas de la ley de proteccion
animal para el uso de animales de experimentaciéon (NOM-062-Z0O0-1999) y el protocolo
fue aprobado por el comité de ética de Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM
UNAM; FESZ/DEPUCI/236/14. Se realizaron todos los esfuerzos posibles para minimizar
el numero de animales a utilizar y su sufrimiento. Se monitoreo el ciclo estral por la toma
y examinacion de frotis vaginal diario. Sélo aquellas ratas que presentaron al menos 2
ciclos estrales regulares y consecutivos de 4 dias de duracion fueron usadas para el

experimento.

Un grupo de animales sin tratamiento (grupo control, TA) fue sacrificado después de dos
ciclos estrales consecutivos para evaluar el niumero de animales ovulantes, el numero de

ovocitos liberados, la concentracion de LH y la cuantificacion de mVIP en SCN.

Microinyeccion unilateral de GABA en el SCN izquierdo o derecho
Entre las 09.00h y 10.00h del proestro, los animales fueron anestesiados con una mezcla

de ketamina/xilacina (40mg Kg'/5mg Kg'), y para asegurar la efectividad de la anestesia,
se pellizcé la cola del animal (Goodchild y cols. 2075). Una vez verificado el efecto de la
anestesia, fueron colocadas en un aparato estereotaxico (David Kopf Instruments,
Tujunga, CA) colocando la barra de los incisivos en -0.5 (5 mm por debajo de las barras
que se colocan en las orejas). La piel de la cabeza fue seccionada y con la ayuda de una
disolucién 1:1 de agua oxigenada se removio el periostio que cubre al craneo. Una vez
limpio el craneo, se localizé el punto Bregma para obtener las coordenadas iniciales y
calcular la localizacion del SCN, posteriormente se perford el craneo con un torno dental

de 1 mm. Las coordenadas que se utilizaron para la localizacion del SCN son las descritas




por Paxinos y Watson (2004), las cuales se modificaron de acuerdo con la cepa de
animales de este estudio (nucleo supraquiasmatico izquierdo, iISCN: -0.3mm AP, +0.3mm
ML y -9.1 mm DV; nucleo supraquiasmatico derecho, dSCN: -0.3 mmAP, -0.3mm ML y -
9.1mm DV) basados en estudios previos (Vieyra y cols, 2016, Vieyra y cols, 2079). Una
vez calculadas las coordenadas el sistema de microinyeccion se conecto a una jeringa
Hamilton de 25 ul a través de un tubo de teflon (0.65mm OD x 0.12 mm ID; Bioanalytical
Systems, Inc., West Lafayette, IN, USA). La jeringa se mont6 en una bomba de
microinyeccion (CMA/100; BAS, Stockholm, Sweden) y se microinyecto en el iSCN (n=8)

o en el dSCN (n=8), GABA en una concentracion de 100uM (con referencia a Cho/ y cols,

2008) o 10mM disueltos en 0.3uL de solucion salina, que sirvié como vehiculo (Vh). El

volumen total del farmaco fue microinyectado en un minuto y la canula permanecié en su

sitio un minuto adiciona para evitar el reflujo. Finalmente se suturé la herida.

Al terminar el procedimiento a los animales se les administré6 como analgésico 0.2 mg K
' de Meloxicam via intraperitoneal (Meloxinn, InnoPharma S.A. de C.V.; Sagarpa Q-0666-
063) y se les colocaron gotas de hipromelosa en los ojos para evitar su desecamiento.
Los animales fueron mantenidos en una caja equipada con una manta térmica y una vez

recuperados fueron devueltos al bioterio hasta el momento de su sacrificio.

Evaluacion del efecto de la microinyeccion de GABA sobre la ovulacion
Para evaluar los efectos de la microinyeccion de GABA en el SCN sobre la ovulacion,

grupos de animales fueron sacrificados a las 09.00 h del estro vaginal. Los oviductos
fueron diseccionados y el numero de ovocitos liberados contados con la ayuda de un
microscopio estereoscoépico (Nikon, modelo C-PS). El cerebro fue diseccionado en hielo
y congelado para verificar la trayectoria de la aguja de microinyeccion hacia el iISCN o
dSCN.




Evaluacion del efecto de la microinyeccion de GABA sobre la concentracion de LH
Otro grupo de animales fue sacrificado 8 horas posteriores a la microinyeccion de GABA

(17:00 h del proestro, momento en el cual en nuestra cepa de animales ocurre el “pico”
preovulatorio de LH (Vieyra y cols, 2076)) en los nucleos supraquiasmaticos izquierdo o
derecho. Posterior a la eutanasia se colecto la sangre troncal de cada animal de la cual
se extrajo el suero que fue inmediatamente congelado hasta el momento de la
cuantificacion de LH por ELISA. En estos grupos de animales los cerebros también fueron

extraidos para verificar la trayectoria de la microinyeccion en el iISCN o dSCN.

Grupos Experimentales y Flujo de Trabajo

Figura 7. Grupos experimentales y flujo de trabajo. Todos los grupos tuvieron un grupo testigo absoluto
(TA) al que tnicamente se sacrifico en el dia y hora que el grupo experimental correspondiente. En todos
los animales microinyectados se verifico la trayectoria de la aguja de microinyeccion en el iSCN o dSCN

Procesamiento histoldgico del Cerebro
Los cerebros congelados de las ratas con microinyeccion de Vh o GABA fueron

seccionados en cortes seriados de 60um en un criostato (CM1520 — Criostato, Nussloch,
Alemania). Los cortes se colocaron en un portaobjetos y se tifieron con violeta de cresilo




1%. Solo fueron tomados en cuenta aquellos animales en los que la trayectoria de la
microinyeccion se visualizo en la region del SCN (Figura 8).

Figura 8. Comprobacion de la trayectoria de la microinyeccion. SCN. Circulos amarillos; la flecha verde
sefiala la trayectoria de la aguia de microinveccion J

g RT-PCR en tiempo real
El RNA total del SCN, de aquellos cerebros en los que se comprobd la trayectoria, fue

aislado por el método de extraccién de columna con base de silica gel (RNeasy Kit,
QIAGEN S.p.S., Milan, Italia), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La pureza
e integridad del RNA fueron examinados con un espectrofotometro y electroforesis,
respectivamente. EI RNA (1ug) fue sometido a transcripcion reversa para la formacion de
una cDNA por oligo dT, 1uL oligo dT, 1uL de dNTP Mix 8uL de amortiguador y 1uL de
inhibidor de ARNasa y agua para un volumen total de 40uL. La mezcla fue incubada a 42
°C durante 50 minutos, 70 °C durante 15 minutos y almacenada a -20 °C hasta su uso.
Todos los primers fueron disefiados usando PrimerQuest. Las secuencias de los primers
son:

VIP (NM_053991.1)

For 5’ AGATAACTACACCCGCCTTAGA,

Rev 5CACTGCTCCTCTTCCCATTTAG;

CYCA (NM_005113.4)

For 5 AGCACTGGGGAGAAAGGATT,

Rev 5AGCCACTCAGTCTTGGCAGT;
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Gaph (NM_017008.4)
For 5TGGTGAAGGTCGGTGTGAACGG,
Rev 5 TCACAAGAGAAGGC AGCCCCTGGT.

Todos los primers fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT). La PCR
cuantitativa (QPCR) se realizdé generando una curva estandar. Los estandares fueron
generados por un pool de cantidades iguales de cDNA sintético y diluyendo el pool a
1:10, 1:30, 1:90, 1:270 y 1:810. Cada una de las diluciones fue realizada por triplicado,
5uL de cada muestra se adiciono a 15uL de SYBR Green gPCR Master Mix (QIAGEN)
que contenia 100nM de cada primer y fue ciclado en el termociclador (StepOne) con el
siguiente programa de corrida: 95 °C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C por
15 segundos y un paso de alineacion/extension de 60 °C durante 60 segundos. La curva
de disociacion se generd a un incremento de 0.1 °C entre 65 °C y 95 °C después de 40
ciclos. La fluorescencia umbral (Threshold) se gener6 a partir de la curva estandar con
un crecimiento exponencial de 2 (R?>0.98). El gen de interés (VIP) de cada muestra fue
normalizado por Gapdh y Cyca para cada muestra.

Analisis estadistico
El analisis estadistico del grupo de animales sacrificados para evaluar la ovulacion fue

realizado usando GraphPad Prisma 8. La tasa ovulatoria (es decir, el numero de animales
ovulantes/el numero de animales tratados) se analiz6 usando la prueba exacta de Fisher.
Los datos obtenidos del numero de ovocitos liberados y las concentraciones séricas de
LH se analizaron usando un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de una
prueba de Tukey. Valores de p menores a 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.




Ovulaciéon
Para evaluar el efecto de GABA sobre la ovulacion se comenzd utilizando una

concentracion inicial de 100uM basada en estudios previos realizados in vitro (Chor y

cols.,, 2008). Sin embargo, esta dosis inicial no modificé ninguno de los parametros aqui

evaluados (datos no mostrados).

Como limitante del estudio no se logro la realizacion de una curva dosis respuesta, pero
se procedidé a incrementar la concentraciéon de GABA a 10mM concentracién a la cual
estudios previos han mostrado que la mayoria de los receptores GABA estan activos. En
lo subsecuente, todos los resultados mencionados como GABA son los referentes a la
concentracion de 10mM.

La microinyeccion de GABA en el SCN durante la mafana del proestro no modifico el
porcentaje de animales ovulantes, independientemente del nucleo microinyectado. Sin
embargo, se observa (Figura 9) una tendencia a la disminucién del porcentaje de
animales ovulantes (iISCN, 7/8; dSCN, 7/8).
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Figura 9. Porcentaje de animales ovulantes del grupo testigo absoluto (TA) o tratados en el dia
del proestro en el SCN izquierdo (iSCN) o derecho (dSCN), con vehiculo (Vh) o GABA. Los
animales fueron sacrificados al estro vaginal.

Al analizar el porcentaje de animales ovulantes observamos que el porcentaje de
animales ovulantes total no reflejaba correctamente lo presentado al evaluar la ovulacién;
por lo que decidimos hacer la representacion del porcentaje de animales ovulantes, pero
representando la ovulacion individual de cada ovario (Figura 10). Con la microinyeccion
de GABA en el iSCN (A) se observa que el ovario izquierdo (Ol) o derecho (OD)
presentan una tendencia a la disminucidn mas marcada a la observada al evaluar la
ovulacion total (Ol, 5/8; OD, 6/8); efectos similares se observaron (B) con la
microinyeccion de GABA en el dSCN (Ol, 5/8; OD, 7/8). Independientemente del lado de
la microinyeccién de GABA en el SCN, la respuesta ovulatoria del ovario izquierdo es

menor, sin llegar a ser estadisticamente significativa
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Figura 10. Porcentaje de ovulacion por ovario de animales A) testigo absoluto (TA) o animales microinyectados
con vehiculo (Vh) o GABA en el SCN izquierdo (iISCN). B) TA o animales microinyectados con Vh o GABA en
el SCN derecho (dSCN). Todos los animales fueron tratados en el dia del proestro y sacrificados al estro vaginal.
OI, ovario izquierdo; OD, ovario derecho.
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Después de analizar la proporcion de animales ovulantes, procedimos a analizar si la
microinyeccion de GABA en el SCN afectaba la ovulacion de aquellos animales que
habian logrado ovular a pesar de la microinyeccion de GABA. Al realizar la cuantificacion
del numero de ovocitos liberados, se observé que en los grupos tratados con GABA se
presenta una disminucién significativa de los ovocitos liberados al compararse con su
respectivo grupo Vh (F (4, 32) =9.7878; p<0.001). Este efecto es independiente de si se
realiza la microinyeccion en el SCN izquierdo o derecho, aunque se observa un mayor

efecto al realizar la microinyeccion en el iSCN (Figura 11).
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Figura 11. Media + DS del nimero de ovocitos liberados de animales testigo absoluto (TA) o tratadas en el dia del
proestro con vehiculo (Vh) en el SCN izquierdo (Vh iSCN) o derecho (Vh dSCN) o tratados con GABA en el ntcleo
izquierdo (GABA iSCN) o derecho (GABA dSCN). Todos los animales fueron sacrificados al estro vaginal. **
p<0.01; *** p<0.001




Cuando analizamos el numero de ovocitos liberados por ovario, observamos que al
realizar la microinyeccion de GABA en el iSCN, el ovario contralateral (derecho) es el que
presenta una menor ovulacion. Efectos similares se observan al realizar la microinyeccion
de GABA en el dSCN, siendo so6lo estadisticamente significativo cuando se realiza en el
iISCN (Figura 12).
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Figural2. Media + DS del numero de ovocitos liberados A) ratas testigo absoluto (TA) o con solucion salina (Vh) en el SCN
izquierdo (Vh iSCN) o GABA, (GABA iSCN). B) microinyectadas con solucion salina en el SCN derecho (Vh dSCN) o GABA
(GABA dSCN) a las 09:00 h del proestro y sacrificadas al estro vaginal. ¥*p<0.05. ANOVA seguida de Tukey. OI, ovario izquierdo;
OD, ovario derecho.




Expresion de mRNA de VIP
Dado que solo observamos diferencias significativas en la ovulacion al realizar la

microinyeccion de GABA en la concentracion de 10mM fue la que se uso para evaluar la
expresion de mRNA de VIP en el SCN (Figura 13). Debido a la dificultad que representa
la microinyeccidén en el SCN y la extraccion precisa de este nucleo, se considerd que
cada muestra era limitada y por tanto se procedio al analisis de los resultados obtenidos
en la corrida con una eficiencia de amplificacion relativamente baja (R2=0.75).

La Figura 13, muestra el numero de veces que se incrementa o disminuye el mMRNA de
VIP del SCN con respecto al grupo TA. Como se menciond en materiales y método esta
grafica esta normalizada con respecto al TA. No se observan diferencias significativas en
la expresion del mMRNA de VIP del SCN en ninguno de los tratamientos.
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Figura 13. Expresion de mRNA de VIP en el SCN. La grafica fue normalizada con respecto al grupo control (TA) y
representa el numero de veces que incrementa o disminuye con respecto a éste. ANOVA




Concentracion sérica de LH
Debido a la disminucion en el numero de ovocitos liberados a causa de la microinyeccion

de GABA en el SCN supusimos que el incremento de GABA en el SCN podria estar
interviniendo en la sefializacion que produce el pico de la LH, por lo que procedimos a su
cuantificacion sérica por medio de ELISA (Figura 14). La microinyeccion de GABA en
ninguno de los SCN produce un cambio en la concentracion sérica de LH comparado con

el grupo Vh.

40

30

ng/mL

10

TA iSCN dSCN iSCN dSCN
Vh GABA

Figura 14. Concentracion sérica de LH, evaluada a las 17 h del dia del proestro. La concentracion (media+DE) de
LH (ng/mL) de los animales testigo (TA) o microinyectados con vehiculo (Vh) o GABA en el SCN izquierdo (iSCN)
o derecho (dSNC) a las 9h del dia del proestro y sacrificadas a las 17h del mismo dia. ANOVA.




Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten sugerir que, durante la mafana
de proestro, la liberacion de GABA dentro del SCN regula de manera inhibitoria los
procesos que culminan con la ovulacion; donde, las sefales VIPérgicas, que se originan
en este nucleo y que llega a neuronas GnRHérgicas, no participan en la regulacion de la

liberacion del ovocito.

Una de las limitantes del presente estudio es la falta de antecedentes de la utilizacion de
GABA en el SCN en estudios in vivo, por lo que la dosis inicial (100uM) que utilizamos
esta basada en estudios previos realizados in vitro (Chor y col, 2008). Ademas, no fue
posible realizar una curva dosis-respuesta para la microinyeccion de GABA en el SCN,
sin embargo, estudios previos sugieren que los distintos receptores de GABA se activan
a distintas concentraciones del neurotransmisor, siendo los receptores GABAA fasicos los
activados a concentraciones mayores a 1mM (A/bers y col 2077), mientras que en
estudios in vivo, utilizando muscimol (agonista selectivo de receptores GABAA) se
observa que una concentracion de 10mM produce efectos mas notorios en el retraso de

la actividad locomotora (Novak y Albers, 2003).

En el presente estudio, iniciamos microinyectando GABA en el SCN en una concentracion
baja de 100uM, la cual, no modificd ninguno de los parametros evaluados. Sin embargo,
al incrementar la concentracién a 10mM, observamos una tendencia a la disminucion en
el porcentaje de animales ovulantes, lo que sugiere que los efectos de la microinyeccion
de GABA en el SCN sobre la ovulacién, dependen de la concentracion del farmaco. Este

efecto dependiente de la concentracién de GABA sobre las neuronas del SCN, ya ha sido
descrito con anterioridad por distintos grupos de trabajo. Wagner y cols. (7997),

observaron que la tasa de disparo neuronal del SCN disminuye de manera proporcional
al incremento de la concentracion de GABA.




Reforzando esta idea, Shinohara y cols. (2000), observaron que al aplicar muscimol
(agonista GABAérgico de receptores GABAAa) en rebanadas de cerebro que contenian al
SCN, se inhibia la despolarizacién de las neuronas del SCN, efecto que dependia de la
concentracion del agonista. Mientras que este mismo farmaco en estudios in vivo produce
un retraso mayor en la presentacién de la actividad locomotora conforme se incrementa
la concentraciéon (Novak y Albers, 2003). Mas recientemente, el grupo de Hummer (2075),
evaluaron la actividad locomotora de animales mantenidos en oscuridad constante y
observaron que el muscimol produce retrasos de fase en la actividad locomotora y que,
conforme se incrementa la concentracion del farmaco el retraso en la presentacion de la
actividad locomotora es mayor, por lo que concluyen que los efectos de la activacion del
receptor de GABAA es dependiente de la concentracién. Con estos antecedentes es
probable que, en nuestro estudio, si se incrementa mas la concentracion de GABA en el
SCN, observemos una mayor disminucién en la ovulacién presentada por los animales

microinyectados con GABA.

Por otra parte, aunque observamos una tendencia a la disminucion del porcentaje de
animales ovulantes microinyectados con GABA en el SCN izquierdo o derecho, ésta no
fue estadisticamente significativa al compararlo con los animales tratados con Vh. Esto
puede explicarse porque unicamente tratamos uno de los SCN, mientras que el otro SCN,
al permanecer intacto, podria estar compensando la alteracion del SCN tratado y
emitiendo una sefal “normal” a las neuronas GnRHérgicas, evitando que observemos un
efecto. Aunque ambos nucleos supraquiasmaticos se sincronizan para emitir un solo
ritmo y una ventana de tiempo para los eventos reproductivos, cada uno de ellos puede
actuar de manera independiente e, incluso, una fraccion de ellos puede generar su propio
ritmo, permitiendo que en caso de alguna alteracion del SCN no se pierda su
funcionalidad temporal (L/v y Reppert, 2000). Ademas de esta independencia, se ha
descrito que la comunicacion del SCN con las neuronas GnRHérgicas es monosinaptica
y mayormente ipsilateral (van der Beek y cols., 1997 Kriegsfeld y cols.,, 2004), por lo que el
efecto producido por la alteracion de so6lo uno de los nucleos supraquiasmaticos
posiblemente modificd las sefiales provenientes del SCN que regulan la secrecidén de
GnRH y por tanto de LH del mismo lado al que se realiza la microinyeccion de GABA.




En el presente estudio, observamos que la estimulacién de los receptores de GABA en
el SCN, afecta la respuesta ovarica de distinta manera, ya que en los animales tratados
con GABA, el ovario izquierdo liberé un numero de ovocitos semejante a un animal con
vehiculo o sin tratamiento, mientras que, el ovario derecho liberé una menor cantidad de
ovocitos (Figura 12), y dado que, en el animal tratado con GABA ambos ovarios estan
expuestos a las mismas sefales hormonales, esta respuesta lateralizada implica que
debe existir una regulacién no sélo hormonal sino también de otro tipo entre el SCN vy los
ovarios, que podria ser de tipo nerviosa. Estudios previos describen que el SCN puede

transmitir su temporalidad al resto del organismo a través de la comunicacion que
sostiene a través del PEVN con los nucleos que dan origen al nervio vago (Buis y cols,
2074). Toth y cols. (2007 2005)y Gerendai y cols. (2009), plantearon que el nervio vago
podria ser una via nerviosa que regula la funcion ovarica y que comunica a los ovarios
con distintos nucleos cerebrales; estos grupos de trabajo inyectaron trazadores
retrogrados en el ovario, izquierdo o derecho, y observaron que las neuronas que inervan
los ovarios se localizaban en dos los nucleos de los que se origina el nervio vago (nucleo
del tracto solitario y nucleo motor dorsal del vago). Otros grupos de trabajo han mostrado
que el nervio vago participa en la regulacion de las funciones ovaricas. Se ha observado
que la vagotomia reduce la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas (Cruz y cols,
7986), reduce el numero de ovocitos liberados (Nakamura y cols, 7992) e inhibe la

hipertrofia compensatoria del ovario (Burden y Lawrens, 7977). En nuestro grupo de

trabajo, Garcia (2076), observo que, en la rata hembra, durante la mafiana del proestro,
la microinyeccion de ATR en el SCN, izquierdo o derecho, produce un bloqueo de la
ovulacion, efecto que no se observa al seccionar el nervio vago derecho. En conjunto,
nuestros resultados podrian indicar que, en la mafiana del proestro, el SCN emite una

sefal nerviosa a través del nervio vago que regula de manera diferencial la ovulacion.

El numero de ovocitos liberados en las ratas ovulantes no se vio modificado por la
microinyeccion en el SCN de GABA a la concentraciéon de 100uM, mientras que, al
incrementar la concentracion del farmaco a 10mM, el numero de ovocitos liberados

disminuyo significativamente, independientemente del SCN microinyectado. Esto nos




lleva a suponer que, aunque ninguna de las dos concentraciones de GABA que utilizamos
fue suficiente para bloquear la ovulacion total en los animales tratados, si actua sobre la
respuesta de los foliculos ovaricos a las gonadotropinas, de manera que éstos no
responden de manera normal a las senales hormonales, lo que se traduce en una cuota

ovulatoria menor.

Al realizar la microinyeccion de GABA en el SCN también observamos que el ovario
contralateral al nucleo tratado presenta una menor cuota ovulatoria. Con anterioridad se
ha planteado que esta respuesta diferencial de los ovarios ante los mismos estimulos es

regulada por inervacion ovarica proveniente del nervio ovarico superior (NOS)

(Dominguez y cols.,, 2003; Ramirez y cols, 2077)y el nervio vago (Gerendai y cols,, 2009,

Buys y cols, 2014, Loh y cols, 2074), por lo que, sugerimos que posiblemente esta
comunicacion contralateral entre los ovarios y el SCN se dé via nervio vago, el cual, ante
el incremento de GABA en el SCN, emite una sefial de tipo inhibitoria que evita la
liberacidn del ovocito. En conjunto, estos resultados nos llevan a plantear que conforme
se incrementa la concentracion de GABA, el efecto en la no-liberacion del ovocito es
progresivo. Ademas, sugerimos que esta regulacion por parte de GABA podria darse a
dos niveles: a través de la comunicacion neural del SCN con los ovarios o, de manera no

excluyente, por la regulacion de las neuronas GnRHérgicas por parte del SCN.

Se ha planteado que el VIP forma parte de la via de comunicacion entre el SCN vy las
neuronas GnRH, ya que existe evidencia de la aposicion de neuronas VIPérgicas del
SCN hacia nucleos GnRHérgicos (van der Beek y cols, 1997, Mahoney & Smale, 2005), y
la infusion en el SCN de oligonicléotidos antisentido para VIP reduce la concentracion
plasmatica de LH (Harny y cols, 7996). Estos antecedentes, nos llevaron a analizar la

posibilidad de que la microinyeccion de GABA en el SCN modificara la sintesis del VIP y
con ello los pulsos GnRHérgicos, lo que conllevaria a una menor cuota ovulatoria, razén

por la cual se evalué la sintesis del mMRNA de VIP en el SCN.

La estimulacion del sistema GABAérgico del SCN, no modifico la concentracién del RNA
mensajero de VIP, por lo que sugerimos que en la mafana del proestro, la sintesis de




VIP no se modifica por la presencia de GABA en el SCN, sin embargo, debido a las
limitaciones del RT-PCR, unicamente estamos midiendo la concentracion del mRNA,

pero no su traduccion o la liberacién del neurotransmisor, no podemos descartar la

participacion del VIP en los mecanismos que regulan la ovulacion (Bustin, 2002, Dheda y

cols., 2004).

Una explicacion que puede darse a nuestros resultados es que existan reguladores
epigenéticos, mediados por GABA, que impidan la traduccion a proteina de VIP y por
tanto su funcién reguladora sobre la GnRH. Se ha descrito que, en el SCN, tanto GABA

como el muscimol, son capaces de modificar la cantidad de mRNA de per1'y per2 (Buis
y cols, 1994 Ehlen y cols,2008) que, a su vez, modulan elementos de respuesta sobre el
material genético de las neuronas del SCN que regulan tanto la expresiéon como la
sintesis de los genes reloj y genes funcionales de este nucleo (Golombeck y Rosenstein,

2070).

Otra posible explicacion seria que la microinyeccion de GABA en el SCN esté impidiendo
la liberacion VIP. GABA puede reducir el influjo de Ca?* al interior de las neuronas del
SCN (Irwin & Allen, 2009); este influjo de Ca?* es necesario para la liberacion de

neurotransmisores vesiculares como el VIP.

Otra caracteristica que debemos considerar de los circuitos neuronales del SCN, es que
poseen una temporalidad desconocida, lo que nos lleva a sugerir que, quiza, podriamos

no estar midiendo la expresion del mMRNA de VIP en el momento adecuado (Dheda y cols,,

2004, Xu y cols, 2012). El pico de expresion del mensajero de VIP podria presentarse
antes o después del momento en el que realizamos su cuantificacion, por lo que son
necesarios mas estudios donde se realice la cuantificacion del mRNA de VIP a distintas
horas del dia. Por ultimo, debemos considerar que el SCN es un nucleo pequefo
(aproximadamente 300um de radio), cuyo aislamiento para la extraccién de su RNA total
es complicado y, por tanto, la eficiencia en las curvas de amplificacién en el RT-PCR, no
es tan alta como se podria esperar, lo que dificulta la precisién de la cuantificacién del




mRNA de VIP que sélo representa un porcentaje menor del RNA total (Bustin, 2002 Zhao
¥ Rusell, 2005).

Dado que observamos la disminucion de la cuota ovulatoria en respuesta a la
microinyeccion con GABA, decidimos analizar si esta respuesta fue dada por una
alteracion de la concentracion de LH. En el presente estudio, no encontramos cambios
en la concentracion de LH en los animales microinyectados con GABA. Ya que la
microinyeccion se realizd de manera unilateral, es posible que al mantenerce un nucleo
intacto se pueda dar una respuesta compensatoria por este nucleo, que resulte en la
secrecion de pulsos normales de GnRH y por ende de la liberacién normal de LH.

En conclusién, el incremento de GABA en uno de los SCN no modifica la sintesis del
mMRNA de VIP ni la concentracion sérica de LH, sin embargo, si disminuye el numero de
ovocitos liberados. Por lo que sugerimos que la regulacion de la ovulacién se da a través
de una via nerviosa entre el SCN y los ovarios. No podemos descartar que GABA regula
la secrecidn de GnRH, y por tanto la ovulacion, a través de AVP. Se ha descrito que la
AVP que libera el SCN llega a distintos nucleos hipotalamicos como POA, AvPV y ARC
en los que puede regular tanto la secrecion de Kiss1 como de GnRH y que podria ser a

través de este neurotransmisor que se establezca el ritmo circadiano de la reproduccién

(Mieda, 2079), pero se requiere de mas estudios para analizar esta posibilidad.




El incremento de GABA en el SCN ejerce un efecto inhibitorio sobre la respuesta
ovulatoria

La regulacion ejercida por GABA sobre el SCN no modifica la sintesis del mRNA
de VIP

El incremento de GABA en el SCN, durante la mafana del proestro, no modifica

la concentracion sérica de LH
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