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Resumen

El ovario es el érgano principal del sistema reproductor. En él se producen los gametos femeninos y se
sintetizan las hormonas que participan en la regulacién de las funciones reproductivas y del metabolismo
en general. La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor sintetizado por células de la granulosa de foliculos
pre-ovulatorios de rata y humano, que actua dentro de la glandula afectando funciones especificas. La
ACh unida al receptor muscarinico (RM) es considerada una molécula de sefializacién intra-ovarica
importante, ya que afecta la proliferacion celular, inhibe la comunicacién celular y estimula la
transcripcion del factor egr-1 (factor responsable del crecimiento temprano).

En muchas especies de vertebrados cada ovario (izquierdo o derecho) funciona de manera distinta
0 en otras sélo uno es funcional. Dado que en la rata adulta, las células de la granulosa de foliculos
antrales, pero no otras células, son inmuno-reactivas a la enzima colino-acetil-transferasa y en fracciones
de membrana de ovarios de rata, humanos y primates se ha mostrado la presencia de RM del subtipo My,
M3y Mses posible que la ACh a través de alguno de estos receptores regule la ovulacion.

Objetivo: Por lo que el propdsito de este estudio fue analizar los efectos del bloqueo de los RM;
del ovario izquierdo o derecho, a las 13:00 h de las distintas fases del ciclo estral, sobre la ovulacion
espontdnea o inducida de la rata hembra adulta.

Materiales y método: Se utilizaron ratas hembra adultas, ciclicas, de la cepa ClIZ-V, entre las
12:30y 13:30 h de cada fase del ciclo estral, grupos de 8 animales al azar, fueron laparatomizados por via
dorso-lateral, se exteriorizo el ovario izquierdo o el derecho y se micro-inyecté con 0.5 pL de agua
inyectable (vehiculo) o con 19 ng de pirenzepina (PZP) (antagonista muscarinico del RMy) en los 0.5uL.
Los volumenes antes descritos fueron inyectados durante 30 segundos. Un grupo de animales sin
tratamiento se utilizé como grupo control.

Todos los animales fueron sacrificados en la mafiana del estro esperado. Durante la necropsia se
disecaron los ovarios y el Utero para registrar su peso humedo y los oviductos para cuantificar los
ovocitos liberados. Otros grupos micro-inyectados con PZP que no ovularon, fueron inyectados con 3.7 ug
de GnRH sintética a las 14:00 h del proestro (reemplazo de la sefial hipotaldmica), con 25 u.i. de
gonadotropina coridnica humana (hCG, sefial hipofisiaria) o con 10 pg de benzoato de estradiol a las
14:00 h del diestro-2 (BE, sefial ovarica).

Resultados del ovario izquierdo: La anestesia (mezcla de Ketamina-Xilazina) aplicada entre las
12:00 y las 12:30 h del diestro-1 provocé el bloqueo de la ovulacion en el 100% de los animales. Este
efecto no fue modificado al micro-inyectar el vehiculo o la PZP en el ovario izquierdo. En las otras fases
del ciclo, ni la anestesia ni el vehiculo modificaron el porcentaje de animales ovulantes (%A0) en el dia del
estro esperado. El tratamiento con PZP en diestro-2, proestro y estro bloqued la ovulacién en el 75, 87.5
y 50% de los animales respectivamente. En los animales micro-inyectados con el vehiculo o PZP que
ovularon, el nimero de ovocitos liberados fue semejante al de los intactos.

La micro-inyeccion del vehiculo a las 13:00 h del diestro-2 o del proestro provocé disminucion del
peso del ovario tratado. Mientras que cuando los animales fueron tratados en el dia del estro, el peso de



ambos ovarios disminuyd. El peso del Utero disminuyd Unicamente en los animales micro-inyectados con
PZP en el dia del proestro.

El reemplazo de las sefiales endocrinas a grupos de ratas con bloqueo de los RM; del ovario
izquierdo (diestro-1, diestro-2, proestro y estro) indujeron la ovulacion en el dia del estro esperado.

Resultados del ovario derecho: La micro-inyeccion del vehiculo en el ovario derecho, entre las
12:30 y 13:30 h del diestro-1, diestro-2, proestro o estro no provocd modificaciones en el porcentaje de
animales ovulantes (%AO). En cambio, el tratamiento con PZP en diestro-1 o diestro-2 bloqued la
ovulacién en el 100% de los animales. En los animales micro-inyectados con el vehiculo o PZP el nimero
de ovocitos liberados resultdé semejante al porcentaje de animales ovulantes (%A0). La micro-inyeccién
del vehiculo a las 13:00 h del diestro-1 o diestro-2 provocé la disminucion del peso del ovario tratado,
efecto que no se modificd con la administracion de PZP. La micro-inyeccién del vehiculo a las 13:00 h del
diestro-1 o diestro-2, provocd el aumento del peso del Utero. En cambio La micro-inyeccién de PZP en
diestro-2, result6 en la disminucion del peso de este érgano.

El reemplazo de cada una de las sefiales endocrinas estimuld la ovulacién en los animales que no
ovularon por el bloqueo de los RM;.

Conclusiones: La ACh unida a los RM; del ovario izquierdo o del ovario derecho, en las etapas de
diestrol, diestro-2 y proestro regula de manera estimulante la ovulacién de ambos ovarios.

El papel estimulante de la ACh sobre la ovulacién, al unirse a los RM; estimula la secrecion
preovulatoria de la GnRH y de la LH del dia del proestro.

En el dia del diestro-2, la ACh unida a los RM del ovario izquierdo no altera la secrecion de estradiol, sino
que interfiere con el efecto de retrocontrol estimulante de los estrégenos en la secrecién de GnRH. En
cambio, la ACh unida a los RM del ovario derecho regula la secrecién de estradiol.



Introduccion

En el ovario, las células de la granulosa de los foliculos ovaricos no estan en contacto con las fibras
nerviosas que llegan al érgano. Sin embargo, se ha demostrado que las células de la granulosa de
foliculos preovulatorios sintetizan acetilcolina (ACh) (Fritz y col., 2001; Mayerhofer y col., 2005), la
enzima colino-acetil-transferasa (CAT) y el transportador vesicular de la ACh (Fritz y col., 1999).

En la rata adulta, las células de la granulosa de foliculos antrales son inmuno-reactivas a la CAT
(ir-CAT); lo que indica que en estos foliculos son ellas la fuente de ACh. En fracciones de membrana
de ovarios de humano y primates se ha mostrado la presencia de receptores muscarinicos del
subtipo My, M3y Ms (Batra y col., 1993). Por medio de RT-PCR e inmuno-histoguimica se mostrd que
el RM3 se expresa en el ovocito, mientras que los genes para el RM; y RMs son expresados en las
células de la granulosa (Fritz y col., 1999, 2001). Lo que sugiere que la ACh producida por estas
células foliculares pueden actuar en formas autdcrinas y paracrinas dentro del ovario sobre los
ovocitos, las células de la granulosa, las luteales o todas a la vez (Fritz y col., 2001).

Por medio de RM;, la ACh estimula la proliferacion de las células de la granulosa y en células de
la granulosa luteinizadas, estos receptores estimulan la formacién de nexos (Fritz y col., 2002).

Con base en esta informacién, se decidié analizar los efectos del bloqueo de los RM del ovario
izquierdo o derecho a las 13:00 h de cada dia del ciclo estral sobre la ovulacion, el peso de los ovarios
y del Utero.

Para establecer que mecanismos endocrinos se encuentran involucrados en los efectos de los
RM; de uno u otro ovario sobre la ovulacién provocado por la micro-inyeccién de PZP a las 13:00 h
en cada dia del ciclo estral, se decidioé reemplazar las sefiales hipotaldmica (por la inyeccion de LHRH
sintética), la sefial hipofisaria (mediante la inyeccién de la gonadotropina Corionica Humana o hCG) y
la ovérica (mediante la inyeccion de Benzoato de Estradiol).



Marco teorico

Estructura y funcion de los ovarios

El ovario es el drgano principal del sistema reproductor. En él se producen los gametos
femeninos y se sintetizan las hormonas que participan en la regulacién de las funciones
reproductivas y del metabolismo en general (Fawcett, 1995; Yao y Bahr, 1998). La mayoria de los
vertebrados desarrollan dos ovarios, sin embargo existen especies como las aves, reptiles y
algunos mamiferos que solo desarrollan una génada (Yao y Bahr, 1999). Los ovarios se ubican en
relacion con la pared lateral de la pelvis, a cada lado del Utero, y estan suspendidos por un
pliegue del peritoneo y por el ligamento suspensorio (Bergman vy col., 1998) (Figura 1). Las
funciones de los ovarios son liberar ovocitos que puedan ser fecundados (ovulacién) y secretar
hormonas que estimulen el crecimiento y diferenciacién del foliculo y de los drganos del sistema
reproductor (Yao y Bahr, 1999).

. Cuerno
uterino

Vejiga
) urinaria

Figura 1. Estructura del sistema reproductor de los mamiferos (Tomada de:
http://anatobioterio.blogspot.mx/)

Las funciones reproductiva y endocrina del ovario, aunque independientes estan
relacionadas entre si. La funcién reproductiva garantiza la produccion de ovocitos sanos en el
momento de maxima probabilidad de ser fecundados, y la endocrina regula la funcion del eje
hipotadlamo-hipodfisis, que a su vez es fundamental en la regulacion de la funcién ovarica vy la
determinacion de las caracteristicas sexuales tanto, por sus acciones en los tejidos periféricos
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(Utero, mamas) como por sus acciones en el sistema nervioso central (SNC) (Tresguerres vy col.,
1999).

Histolégicamente en el ovario se distinguen tres zonas: la medula, la corteza y el hilium.

*La medula: se localiza en el interior del ovario y contiene tejido conjuntivo laxo, vasos
linfaticos, fibras nerviosas y vasos sanguineos (Yao y Bahr, 1999).

ela corteza: se encuentra en la pared periférica del ovario, por lo tanto se encuentra
revestida por el epitelio germinal (Berne y Levy, 2001).

e El hilium: es la zona por donde penetran al ovario fibras nerviosas, vasos linfaticos, la
arteria y la vena ovarica.

En muchas especies de mamiferos, el ovario se encuentra recubierto por una delgada
membrana peritoneal denominada bursa ovdrica, que estructuralmente estd conformada por
tres capas (Martin y col., 1981). 1) Interna. Es un epitelio discontinuo, orientado hacia el ovario,
2) Media. Capa de tejido conjuntivo que contiene fibroblastos, células del musculo liso y vasos
sanguineos. 3) Externa. Epitelio continuo que se encuentra en contacto con la cavidad
peritoneal.

La cavidad que se forma entre el ovario y la bursa se denomina cavidad bursal (Li y col.,
2007). Por medio del uso de trazadores, como el azul de Evans y el lantano, se demostrd que la
bursa impide el intercambio de moléculas entre la cavidad peritoneal y ella, y que haces de
células musculares lisas dentro de la bursa, regulan el volumen y la presién del fluido dentro de
la cavidad de la bursa, es decir, solo permite el intercambio de sustancias entre la cavidad bursal
y los vasos sanguineos que se encuentran dentro de ella (Martin y col., 1981).

En los roedores, la bursa del ovario participa en el paso de los ovocitos hacia el oviduto.
Segun Vanderhyden vy colaboradores (1986), la remocién de la bursa ovarica resulta en un
menor nimero de ovocitos observados en el oviducto. Los fluidos en la cavidad bursal tienen un
bajo contenido proteico, que proveen a los ovocitos un microambiente adecuado durante su
transito hacia el oviducto (Shalgiy col., 1977).

El foliculo ovéarico es la unidad anatémico-funcional del ovario, a partir del cual se
originan: el compartimiento IUteal y el intersticial; sus funciones principales son liberar al ovocito
capaz de ser fecundado vy secretar las hormonas que estimulan el crecimiento y la diferenciacién
de los drganos del aparato reproductor (Dominguez y col., 1991).

e Compartimiento folicular: estd formado por los foliculos, en diferentes etapas de
desarrollo y crecimiento, como son los primordiales, los primarios, los
secundarios, y los pre-ovulatorios (Ross y col., 1997; Dominguez y col., 1991).



e Compartimiento luteal: se forma a partir de las células de la granulosa y de la teca
interna de los foliculos que expulsan al ovocito (Espey, 1999; Ross y col., 1997).

e Compartimiento intersticial: incluye tanto las células teco-intersticiales de los
foliculos en crecimiento y las células de la teca de los foliculos atrésicos;
representa la unidad endocrina productora de andrdégenos (Sanchez-Criado,
2003; Yao y Bahr, 1999).

Desarrollo folicular

El desarrollo folicular es el resultado de la accién combinada de gonadotropinas como la
Hormona Foliculo Estimulante (FSH), la Hormona Luteinizante (LH) y los esteroides ovaricos
sobre las células de la granulosa y tecales de los foliculos (Tresguerres y col., 1999).

El foliculo en general estd formado por un ovocito |, una membrana basal que aisla a las
células de la granulosa del resto de los componentes del ovario, y las células de la teca; estas
Ultimas conforman la teca interna (Dominguez y col., 1991).

Ademads de las células de la granulosa y las de la teca interna, el foliculo se encuentra
rodeado de células de tejido conectivo y fibras musculares lisas que reciben el nombre de teca
externa (Berney Levy, 2001; Dominguez y col., 1991).

La formacién y el crecimiento de los foliculos primordiales es un evento independiente de
las gonadotropinas (LH y FSH) (Dominguez y col., 1991; Van Voorhis, 1999a; Berne y Levy, 2006).
A partir del estadio de foliculo primario, el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario inicia su participacion
en el proceso de maduracion folicular (Van Voorhis, 1999a).

En las células de la granulosa de foliculos en crecimiento, la FSH estimula la proliferacion
celular y el aumento del tamafio del foliculo, asi como la sintesis de sus propios receptores y de
los receptores a LH. En tales eventos, los estrégenos actlan de manera sinérgica con la FSH.
Asimismo, la FSH incrementa la actividad de la aromatasa, enzima que transforma la
testosterona en estradiol. En las células de la granulosa, el estradiol aumenta la expresiéon de sus
receptores. La LH estimula la diferenciacién final del foliculo pre-ovultorio e induce la ovulacion
(Dominguez y col., 1991; Yao y Bahr, 1999; Carlson, 2009).

Las células de la granulosa del foliculo ovarico sintetizan activina e inhibina, hormonas
gluco-proteicas que participan en la regulacion del desarrollo folicular (Carlson, 2009). La
activina ejerce un efecto doble: actla sobre los gonadotropos en la adenohipdfisis, donde
estimula la secrecion de la FSH, y de forma autdcrina, estimula la proliferacion mitotica de las
células de la granulosa (Van Voohris, 1999a; Carlson, 2009). La inhibina en la adenohipdfisis
modula de manera inhibitoria la secrecién de FSH (Sanchez Criado, 1999; Van Voorhis, 1999a;
Carlson, 2009).



En la rata el crecimiento del foliculo dura alrededor de 19 dias desde que sale del estado
de reposo hasta que culmina con la ovulacién. Esto indica que durante la vida del foliculo en
crecimiento, este se ve expuesto al menos a cuatro aumentos bruscos en la concentracién
plasmatica de LH previo a la ovulacion (“pico” preovulatorio de LH), de tal forma que después de
cuatro ciclos estrales ocurre la ovulacion (Dominguez y col., 1991).

Con base en su organizacion estructural, se pueden definir las siguientes fases del
desarrollo folicular:

Foliculo primordial: Son los mds numerosos y constituyen la reserva de foliculos en reposo.
Son esféricos, con un didmetro de 20 a 30 um con un nucleo vesicular grande rodeado de una
capa de células epiteliales planas y de la membrana basal (Dominguez y col., 1991; Bergman vy
col., 1998). Estan conformados por un ovocito | que se origina a partir de las células germinales
primordiales. Estas células son de origen extra-gonadal y durante su migracion desde el epiblasto
al ovario, comienzan una fase de proliferacion mitdtica, momento en el que reciben el nombre
de ovogonias (Carlson, 2009). Al nacimiento la mayoria de las ovogonias de los mamiferos han
iniciado la primera divisién meidtica que progresa hasta la etapa del diploteno (dictioteno en
roedores) de la profase |. Las ovogonias que han iniciado la meiosis se denominan entonces,
ovocitos | (Baker, 1982; Dominguez y col., 1991; Lorenzo, 1992; Carlson, 2009).

Alrededor del ovocito se encuentra una capa de células aplanadas, llamadas pregranulosas
(Guyton, 1986; Greenwald y Roy, 1994). Aquellos ovocitos que no son rodeados vy aislados por
las células pregranulosas son destinados a la muerte y eliminados (Dominguez y col., 1991;
Picton y Gosden, 1999) (Figura 2).

de Ross y Wojciech, 2008.

Los foliculos presentan una ldmina basal que durante el desarrollo folicular se hace mas
prominente vy recibe el nombre de membrana basal. Dicha membrana rodea al estrato

Figura 2. Microfotografia de foliculos
primordiales donde se ven los ovocitos rodeados
por una capa simple de células foliculares
aplanadas (FC). El nucleo del ovocito (N) suele
tener una posicidn excéntrica. En la fotografia se
sefialan dos ovocitos en los que el nucleo no ha
qguedado incluido en el plano del cértex (X), de
modo similar, se indican dos foliculos que se
cortaron tangencialmente y por eso solo se ven
las células foliculares y no el ovocito, que ha
quedado en otro plano (flechas). 640x. Tomada

4



granuloso y al ovocito y lo separa del compartimiento tecal y de los vasos sanguineos
(Greenwald y Roy, 1994; Berne vy Levy, 2006); también actla como una barra semipermeable a
través de la cual difunden oxigeno, nutrientes y precursores esteroides (Dominguez y col., 1991;
Olivery col., 1999).

Foliculo primario: el primer indicio de que los foliculos primordiales han iniciado su proceso
de crecimiento, es el aumento en el tamafio del ovocito (Goldfien y Monroe, 2000). El ovocito
adquiere un tamafio mayor, que es de 100 a 150 um, lo que es seguido por la formacion de la
llamada membrana pelucida (lamina homogénea aciddfila y retractil) y aparece rodeado de dos
0 mas capas de células foliculares o epiteliales que tienen una forma cilindrica y que ahora
reciben el nombre de células de la granulosa (Dominguez y col., 1991; Fawcett, 1995; Goldfien y
Monroe, 1998; Van Voohris, 1999) (Figura 3).

Figura 3. Microfotografia de un foliculo
primario. Este tipo de foliculo se
encuentra rodeado por las celulas
foliculares o de la granulosa (FC). 640x
Tomado de: Ross y Wojciech, 2008

Foliculo secundario: la proliferacion de la capa de células de la granulosa resulta en el
aumento del didametro del foliculo, cuya medida promedio es de 260 um. Cuando la capa de
células de la granulosa alcanza un espesor de entre 6 y 12 estratos celulares, aparecen espacios
entre las células de la granulosa, Illenos de liquido folicular que son llamados cuerpos de Call-
Exner. Las células de la teca proliferan y se diferencian en dos capas, la interna, cuyas células
cuboides reciben suministro sanguineo y nervioso; y la teca externa, conformada por tejido
conectivo, que contiene abundantes fibras de coldgeno y fibras musculares lisas, que son
importantes en la funcidn contractil (Dominguez y col., 1991;Yao y Bahr, 1999; Oliver y col.,1999)
(Figura 4).

Conforme el liquido folicular continua acumulandose entre las células de la granulosa, los
espacios se unen y forman un espacio llamado antro folicular, como resultado de esto el ovocito
se coloca en una posicién excéntrica, rodeado de células de la granulosa, estructura llamada
cumullus oophorus (Dominguez y col., 1991; Ross y col., 2005).
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TR N Figura 4. Microfotografia de un foliculo

secundario. Dentro de la capa de células de la
granulosa (GC) es visible el antro (A) lleno de
liquido folicular. Por fuera de la ldamina basal
del foliculo secundario pueden verse multiples
estratos de células de la teca interna (Tl) y de
la teca externa (TE). 85x. Tomada de Ross y
Wojciech, 2008.

Foliculo pre-ovulatorio: en la mujer, este foliculo también es conocido como foliculo de
Graaf, el cual estd constituido por el ovocito que alcanza su tamafio maximo, un antro
desarrollado completamente y lleno de liquido folicular, y varias capas de células de la
granulosa, asi como la corona radiada que proporciona numerosos nutrientes y factores que son
necesarios para el mantenimiento del ovocito. Los vasos sanguineos al igual que los nervios solo
llegan a la teca interna, ya que no penetran a la granulosa (Hirshfield, 1997). Algunas de las fibras
nerviosas terminan en el musculo liso presente en la teca externa y estos nervios regulan la
contractibilidad de las mismas, lo que influye en el mecanismo de la ovulacion. En el ovario de la
rata los foliculos llegan a este estadio de desarrollo entre 17 y 19 dias después de haber iniciado
el crecimiento (Dominguez y col., 1991; Yao y Bahr, 1999).

Al terminar la fase folicular del ciclo ovarico ocurre la ovulacion, se da inicio a la fase
luteinica, las células de la granulosa y tecales del foliculo roto cambian y se luteinizan, dando
lugar a la formacion del cuerpo luteo, el cual produce predominantemente progesterona (P4) y
estrogenos. El nimero de cuerpos lUteos dependerd del nimero de dvulos liberados (Sanchez-
Criado, 1999).

Atresia folicular

La atresia folicular es la degeneracion de los foliculos que no ovulan dentro del ovario, proceso
gue se presenta en cualquier etapa de desarrollo folicular. Las células de la granulosa pierden
gradualmente los receptores a FSH y a LH, disminuyendo la capacidad de aromatizacién de los
androgenos, por lo que su concentracion aumenta dentro del foliculo (Dominguez y col., 1991;
Wong y Adashi, 1998).

Aun no se han identificado las principales causas que inducen la atresia folicular. Hsueh vy
colaboradores (1994) sugieren que los factores que determinan este proceso son: deficiencias
inherentes al ovocito (rompimiento de la vesicula germinal y alteracién de la zona pellcida) o a
las células de la granulosa (disminucion en la sintesis de estrogenos, incremento en la



produccion de progesterona (P4) y disminucidn en el nimero de receptores a gonadotropinas);
exposicion de los foliculos a factores inductores de la atresia (atretogénicos), entre los que se
encuentran los androgenos, GnRH-like, interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral a
(TNF-a) (Kapia y Hsueh, 1997).

Los foliculos atrésicos secretan una gran cantidad de androstenediona y disminuye la
actividad de las aromatasas, por lo que la sintesis de estradiol (E;) es menor (Hsueh y col., 1994;
Van Voorhis, 1999).

Ovulacion

La ovulacion es la culminacidn del crecimiento y la diferenciacion folicular. En la mayoria de los
mamiferos, en el momento de la ovulacién se libera uno o varios ovocitos secundarios, capaces
de ser fecundados (Dominguez y col, 1991). Tanto la ovulacion como el crecimiento y la
diferenciacion folicular estan regulados por un complejo sistema de sefiales endocrinas,
paracrinas y nerviosas (Espey, 1994).

La liberacion del ovocito se produce una vez que éste ha alcanzado el tamafio y el grado
de diferenciacién adecuado, segun la especie en estudio. La ovulacién es considerada como el
resultado de un proceso inflamatorio localizado, ya que antes que se produzca la salida del
ovocito hay edema en la teca interna, muerte celular y aumento de las prostaglandinas E2 y F2a
en esa zona(Dominguez y col., 1991).

Durante la ovulacién el foliculo preovulatorio se rompe vy libera al ovocito secundario,
detenido en metafase Il (Bergman y col., 1998). El ovocito atraviesa la pared folicular y el epitelio
superficial del ovario.

El resultado final de estos cambios es el crecimiento, la maduracion y la liberacién de los
ovocitos fértiles, asi como la manifestacion de la conducta sexual que asegura la maxima
receptividad de la hembra durante la etapa ovulatoria. Esta conducta ritmica que presentan las
hembras se denomina ciclo reproductivo, el que segin la duracién del mismo se definen como
estral, menstrual, etapa de celo (Mandl y col., 1963).

En la madurez sexual, la hembra comienza sus ciclos sexuales, resultado de la interaccion
ritmica entre el eje hipotalamo-hipdfisis-ovarios. El ciclo se inicia cuando el hipotalamo comienza
a secretar la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) al sistema porta hipotaldmico-
hipofisiario, donde viaja a la hipofisis anterior y estimula a los gonadotropos a que secreten FSH
y LH. Bajo la influencia de estas dos gonadotropinas, los foliculos primordiales empiezan a
crecer. Conforme el foliculo crece, comienza a secretar estrégenos y andrégenos. El 17B-
estradiol (E;) promueve la expresion de receptores a gonadotropinas en las membranas



plasmaticas de las células foliculares. Se dice que un foliculo es maduro cuando estd dotado de
una adecuada poblacién de receptores que responden a la LH y a FSH. En este momento la
elevada concentracion de E; circulante induce el incremento en la secrecién de GnRH, y esto
causa el aumento en la secrecién de FSH y LH. Este incremento en las gonadotropinas inicia el
proceso ovulatorio. Durante las siguientes horas la secrecién de andrégenos y estrogenos es
remplazada por un marcado incremento en la sintesis de P, ovarica. El aumento en esta
progestina indica el inicio de luteinizacion del foliculo ovarico. Ademas la elevacion de la Py
circulante inhibe la secrecién de GnRH, LH y FSH. En el eje hipotalamo-hipodfisis-ovario
comienzan a secretarse estas hormonas otra vez, para comenzar el proximo ciclo sexual, solo
después que empieza a deteriorarse el cuerpo Iuteo (lutedlisis) y la secrecién de P4 disminuye
(Knobil, 1999).

Hormonas esteroides

Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son principalmente E, y P4, aunque
también se produce estrona, androstenediona, testosterona, 17a-hidroxiprogesterona y varias
hormonas no esteroideas, como inhibina, relaxina, activina, folistatina y algunos factores de
crecimiento locales (Tresguerres, 1999).

Los estrogenos ejercen acciones directas sobre las células de la granulosa y el ovocito y
otros difunden a la circulacion general. La sintesis de los estrogenos es regulada por varias
hormonas y neuro-hormonas, cada una de las cuales estimulan o inhibe algunos pasos
especificos de la biosintesis en la célula teco-intersticial, en la célula de la granulosa o en ambas
(Dominguez y col., 1991).

La estructura quimica del nucleo basico del colesterol es el
ciclopentanoperhidrofenantreno o “nucleo esteroide” (Figura 5), el cual esta constituido por 27
atomos de carbono, dispuestos en tres anillos de seis atomos de carbono (ciclobencenicos)
denominados A, B, C, y un anillo de cinco dtomos (ciclopentano) denominado D, una cadena
lateral de seis carbonos en el carbono 17, dos metilos en posicion 10 y 13, un doble enlace A5y
un grupo hidroxilo en el carbono 3 (O’Malley y Strott, 2001).



Figura 5. Estructura quimica del
colesterol en la que se

|u

representa el “ndcleo

esteroideo” (en colores).

Colesterol

Esteroidogénesis

Las hormonas esteroides son derivadas del colesterol (Figura 5), el que proviene del sintetizado
en la célula a partir del acetato, o de los depdsitos de esteres de colesterol que se encuentran en
las vacuolas lipidicas intracelulares o a partir de la captacion de lipoproteinas de baja densidad,
gue son ricas en colesterol. La reaccion inicial de la esteroidogénesis es la conversion de
colesterol a pregnenolona. La esteroidogénesis incluye la formacion de mas de 40 esteroides
derivados del ciclopentano-perhidrofenantreno pero son sélo unos pocos los que tienen mayor
importancia fisioldgica. En todas estas transformaciones actla el citocromo Pysg, v la reaccion
inicial (colesterol a pregnenolona) se realiza en la mitocondria gracias a la accion de una enzima
de la membrana interna que se llama CYP11A1. En los pasos posteriores juegan un papel
activador importante hormonas troficas como la Hormona Corticotrépica (ACTH), que actla en
la corteza de la glandula adrenal; la FSH y la LH que modulan las funciones de las gdnadas vy la
angiotensina Il que actla en el glomérulo renal para dar como resultado el esteroide final
(Jdcome, 2005).

En la mitocondria de las células foliculares, ocurre el proceso de esteroidogénesis por
medio de la cooperacién entre las células de la teca interna y las de la granulosa del foliculo
ovdrico. Cuando la LH se une a su receptor, en las células de la teca interna, se activa la
formacion de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) a partir de adenosintrifosfato (ATP) lo cual
desencadena una via de sefalizacién y la internalizacién de la pregnenolona a la membrana
interna de la mitocondria, donde se transforma en progesterona, posteriormente en 17-
hidroxiprogesterona, luego en androstenediona y después en testosterona; estas dos Ultimas
atraviesan la membrana basal a las células de la granulosa; donde la FSH tiene su receptor que
desencadena una via de sefializacién por medio del AMPc que promueve la activacion de la
enzima aromatasa que transforma la testeosterona en E,. La androstenediona por otro lado se
transforma a estrona y después en estradiol por medio de la enzima 17B-hidroxi-esteroide-
deshidrogenasa (17B-HSD). Una vez sintetizada la pregnenolona, su metabolismo puede seguir
dos vias alternas. En la primera via, denominada A4, la pregnenolona es convertida a



progesterona por actividad de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD) localizada en el
reticulo endopldsmico liso de las células tecales, granulosas y luteales. Por lo general esta ruta se
realiza en el cuerpo luteo (Gore-Langtong y Amstrong, 1994; Van Voorhis, 1999b; Sanchez-
Criado, 1999).

La segunda ruta metabdlica de la pregnenolona, nombrada via A5, es utilizada en su
mayoria por las células de la teca, y se lleva a cabo dentro del reticulo endoplasmico liso. En esta
ruta, las enzimas 17a- hidroxilasa y la 17, 20 liasa convierten la pregnenolona a
dehidroepiandrosterona (DHEA), que por actividad de la 3B-HSD, sera transformada
posteriormente en androstenediona. Por ultimo, la 17B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa (17f-
HSD) interviene en la conversion de la androstenediona a testosterona (Figura 6) (Pedernera,
1993; Van Voorhis, 1999b).

Una vez que los andrdgenos son sintetizados por las células de la teca interna, difunden a
través de la membrana basal y son captados por las células de la granulosa, donde ingresan al
reticulo endoplasmico liso y por acciéon de las aromatasas son convertidos en estrdogenos.
Posteriormente son vertidos al torrente sanguineo de la vena ovdrica al liquido folicular (Gore-
Langton y Amstrong, 1994; Van Voorhis, 1999b; Sanchez-Criado, 1999).

En la mujer, el foliculo dominante posee un gran nimero de células de la granulosa, de ahi
su capacidad de secretar cerca del 90% del estradiol circulante (Van Voorhis, 1999b). En la rata,
la sintesis de hormonas esteroides depende de la capacidad de biosintesis de cada ovario, donde
el ovario izquierdo secreta mas cantidad de progesterona (Flores y col., 2005), testosterona
(Flores y col., 2006) y estradiol (Cruz y col., 2006) que el ovario derecho. Durante el ciclo estral
son las glandulas adrenales la principal fuente de progesterona, excepto en la etapa del diestro-
1, donde su sintesis proviene principalmente del cuerpo lUteo (Flores y col., 2008).

Las hormonas esteroides que sintetiza el ovario ejercen diversos efectos tréficos sobre sus
organos o tejidos blanco (Sanchez-Criado, 1999). En la vagina causan cambios ciclicos en su
citologia (Feder, 1981; Sanchez-Criado, 1999; Kilen y Schwartz, 1999). Asi el aumento en la
concentracién de estradiol que se presenta de la mafiana al medio dia del proestro se
acompafia, aunque no de manera inmediata, de la presencia de células epiteliales escamosas. En
ratas ovariectomizadas se ha observado que la administracion de 17B- estradiol induce
cornificacién vaginal evento que parece requerir entre 48 y 72 horas para que el epitelio vaginal
prolifere y se presenten células escamosas (Feder, 1981).
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Ciclo estral

Las hembras de los mamiferos tienen ciclos reproductivos que pueden ser catalogados como
menstruales o estrales. El ciclo estral se define como el tiempo que transcurre entre el inicio de
un periodo de celo y el inicio del siguiente (Freeman, 2006).

En los roedores el ciclo estral implica una cascada de eventos conductuales y hormonales
progresivos, sincronizados y repetitivos (Dominguez y col., 1991). El término estral se deriva de
la palabra en latin “oistros” que significa frenesi y que corresponde a la etapa en la que la
hembra acepta sexualmente al macho (Klein y Schwartz, 1998). Durante el ciclo estral ocurren
diferentes interrelaciones de sefiales que provienen del medio ambiente, el hipotdlamo, la
hipdfisis, los ovarios y de los dérganos sexuales accesorios que estan bajo la regulacion del
sistema nervioso central (SNC) (Knobil, 1980).

Figura 7. Fotografia de la rata de la
cepa ClIZ-V utilizada en esta tesis.

En la rata (Figura 7), se han descrito diferentes etapas del ciclo estral, el cual se ha
dividido para su estudio en cuatro fases: proestro, estro, diestro-1 (que en algunos documentos
es referido como Metaestro) y diestro-2. Segun Freeman (2006), el proestro se caracteriza por
ser el dia en el que la rata entra en “calor” o celo. La siguiente etapa es el estro, durante la
madrugada de esta etapa ocurre la ovulacién, si después de ésta, no sucede la fertilizacién del
ovocito, inicia la fase del diestro-1. La siguiente etapa es el diestro-2, cuya duracion puede variar
en diferentes especies. Durante el diestro-2, el ovario secreta diferentes hormonas que tienen la
funcion de regular la secrecion de la GnRH, la LH y la FSH, la de mayor importancia es el E,, que
en esta tesis denominaremos como “sefial ovarica”.

La rata es un animal policiclico, es decir, que tiene varios ciclos estrales durante todo el
afio, cuya duracion promedio es de 4 a 5 dias. El andlisis de la duracién de las diferentes etapas
del ciclo estral esta basado en el monitoreo diario del frotis vaginal. Segin Freeman (2006), el
proestro tiene una duracion de 12 a 14 horas, el estro de 25 a 27 horas, el diestro-1 de 6 a 8
horas y el diestro-2 de 55 a 57 horas.

El tipo vy la cantidad de células del epitelio vaginal que se observan bajo el microscopio de
luz en el frotis de este epitelio, indican la etapa del ciclo estral en el que se encuentra la rata: en



el dia del proestro, las células epiteliales que predominan son células redondas nucleadas que
aparecen en grupos. Ocasionalmente, algunas células epiteliales escamadas suelen estar
presentes en el frotis. En el dia del estro, las células epiteliales predominantes son las
escamadas (en las que no se aprecia la presencia del nucleo, contienen una gran cantidad de
citoplasma granular y son de forma irregular). Durante el diestro-1, las células predominantes
son los leucocitos, pero se pueden observar ocasionalmente algunas células epiteliales
nucleadas. Los leucocitos son pequefios con citoplasma granular y usualmente contienen un
nucleo vesicular. En el diestro-2, se observan leucocitos y células nucleadas en menor nimero
que en cualquiera de las etapas anteriores (Figura 8).

Proestro Eztro Diestro-1 Diestro-2

Figura 8. Muestras del epitelio vaginal en los diferentes dias o etapas del ciclo estral de la rata. En el
proestro podemos observar células epiteliales nucleadas. En el estro se ven solamente células escamadas
y sin nucleo. Para el diestro-1 hay un gran nimero de leucocitos y ocasionalmente células epiteliales
nucleadas. El diestro-2 tiene una menor cantidad de células nucleares y leucocitos.

Desde el punto de vista endocrino, en la etapa del proestro existe un “periodo critico”
durante el cual se puede inhibir la secrecion preovulatoria de la LH y de la FSH. Durante este
intervalo de tiempo, se libera de manera masiva LH y FSH desde la hipdfisis, evento que induce
la ovulacion. El momento en el que este fendmeno ocurre puede ser alterado al modificar los
periodos de luz- oscuridad, la ingesta de alimento, el estrés, la temperatura ambiental, entre
otros (Freeman, 2006). También durante esta fase ocurre la secrecion masiva o preovulatoria de
E,, la cual estimula la secrecion de GnRH, secretada por neuronas localizadas en la parte
anterior y media del hipotdlamo, que constituyen la “sefial hipotalamica”. A su vez, la GnRH
estimula la secreciéon fasica o preovulatoria de LH y FSH, que denominaremos “sefial
hipofisaria”. Ambas hormonas junto con la prolactina son conocidas como gonadotropinas
(Freeman, 2006).

En la mafiana del estro ocurre un segundo incremento en la concentracion de FSH, que al
parecer participa en el reclutamiento de los foliculos ovaricos que ovularan en el siguiente ciclo
(Freeman, 2006).



GnRH

La GnRH es un péptido constituido por diez residuos de aminodacidos (Matsuo y col., 1971). Su
estructura primaria es:

Piro-glu-his-trp-ser-tyr- -arg-pro-gly-NH2

Este decapéptido es sintetizado por neuronas del area predptica y del hipotalamo medio y
liberado a la eminencia media, donde pasa a la sangre del sistema porta-hipotaldamico-
hipofisario. Una vez en los gonadotropos, induce la sintesis de FSH y LH. Su accién se logra
mediante su unién a receptores especificos de alta afinidad, localizados sobre las membranas
plasmaticas de estas células hipofisarias (Charly y col., 1990; Silverman y col., 1994).

En el hipotdalamo se localizan las neuronas que secretan GnRH, denominadas GnRHérgicas;
se ubican en el area predptica, los ndcleos predptico medial, anterior, ventromedial y arcuato,
asi como en el érgano vasculoso de la estria terminal y la banda diagonal de Broca (Silverman vy
col., 1994; Roth y col., 2001; Yen, 2001). Estas neuronas se originan del epitelio olfatorio. En la
rata estas células estan presentes desde el dia 10 de vida fetal y durante los dias 13 al 17, dichas
neuronas migran por el septo nasal y continlan hasta llegar al cerebro anterior del hipotdlamo
(Halasz, 2000). Las neuronas GnRHérgicas son células muy especializadas que representan la
salida de informacion de una red neuronal integrada, que genera la secrecién pulsatil de las
gonadotropinas por la hipdfisis (Jennes, 1985).

En todos los mamiferos estudiados, el nimero de neuronas GnRH-érgicas es escaso (en la
rata es alrededor de mil). En la rata, aproximadamente el 70% de las neuronas GnRH del septoy
de las areas preoptica e hipotaldmica anterior (POA-AHA) proyectan sus terminales nerviosas
hacia la eminencia media (Herde y col., 2011; Jennes y col., 1985). El resto de neuronas de este
tipo se proyecta a otras células blanco de la GnRH dentro del cerebro, o estdn involucradas en
circuitos locales. También envian sus axones hacia areas fuera del hipotdlamo como la amigdala,
el drea tegmental ventral, el cerebro medio, el rafé y la region periacueductal (Silverman vy col.,
1994). Pueden estar en contacto con fibras colinérgicas, catecolaminérgicas, serotoninérgicas,
noradrenérgicas, glutamatérgicas, dopaminergicas, GABAérgicas, asi como axones que contienen
neuropéptido Y (NPY), sustancia P (SP), neurotesina, CRH, vasopresina y galanina (Halasz, 2000;
Herbison, 2008; McCann y col., 2011; Turiy col., 2008).

En las terminaciones nerviosas, la GnRH se encuentra dentro de granulos de secrecion y
su liberacion se produce en respuesta a un potencial de accidn que inicia la entrada de calcio a la
célula a través de canales de Ca™ dependientes de voltaje. La liberacidn de la GnRH se realiza



por exocitosis, por un mecanismo que pudiera involucrar la activacion de la proteina-cinasa C
(Charly y col., 1990).

La secrecion de la GnRH es de tipo pulsatil. La amplitud y frecuencia de los pulsos
dependen de las condiciones fisioldgicas en las que se encuentre el animal, su liberacién pulsatil
esta regulada por un conjunto de sefiales neurales en las que participan los neurotransmisores
ya sefialados (Kordon y col., 1994).

La experiencia clinica ha puesto de manifiesto su importancia en la regulacion de la
respuesta hipofisaria. En el momento en el que se dispuso de GnRH sintética se comprobd que
su administracion crénica tan solo producia una respuesta transitoria en la actividad de las
células gonadotropas de la hipdfisis. Knobil (2006), en estudios clasicos con primates, a los que
se habia destruido el ndcleo arcuato, demostré que la pulsatilidad del mensaje hipotaldamico es
imprescindible para una funcion adecuada de la respuesta gonadotropa. La fijacion de la
molécula de GnRH a su receptor da lugar a un proceso de agregacion de los receptores que
estan ocupados vy la creacién de invaginaciones que finalmente se internalizan en el citoplasma
de la célula gonadotropa.

La ausencia temporal de los receptores de la superficie celular disminuye su capacidad
para recibir el mensaje hormonal y “neutraliza” temporalmente la capacidad de secrecién. Este
proceso de regulacion fisiolédgica ha sido aprovechado para bloquear terapéuticamente la
funcion gonadotropa. Los andlogos agonistas son sustancias que evitan la degradacién
enzimatica y aumentan la afinidad por el receptor que permanece fijo durante mas tiempo. Con
ello se induce una sensibilizacion de larga duracién de las células hipofisarias, mientras que los
antagonistas ocupan el receptor con gran afinidad desplazando a la GnRH nativa y evitando que
ejerza su funcion (Knobil, 2006)

Gonadotropinas

Las gonadotropinas son miembros de la familia de hormonas glicoproteicas. Estas son
sintetizadas en la hipofisis y se encuentran en la mayoria de los vertebrados (Bousfield, 1999).

La FSH estimula la sintesis de estrégenos al actuar en las células de la granulosa, al unirse a
su receptor en la membrana celular. El complejo receptor-hormona actia sobre el sistema de la
adenilato ciclasa que provoca el aumento AMPc vy estimula la sintesis y la actividad de enzimas
aromatasa. Estudios in vitro muestran que existe un lapso de 18 horas entre el estimulo de las
células de la granulosa con FSH y el aumento en la secrecion de estrogenos, ademads que este
aumento de estrogenos es inhibido al bloquear la sintesis del ARN mensajero y de proteinas
(Dominguezy col., 1991).



En las gonadas la LH estimula la esteroidogénesis e induce la ovulacion y la luteinizacion.
(Bousfield, 1999). La LH juega un papel central en la regulacion del sistema reproductivo por lo
gue en muchas especies, el ciclo reproductivo es dividido en dos partes: una preovulatoria a la
secrecion de LH, caracterizada por el desarrollo folicular, que conduce a la ovulacion, y una post-
ovulatoria caracterizada por el cuerpo lUteo (Bousfield, 1999).

La LH regula la sintesis de estrogenos por sus efectos sobre la produccién de andrégenos
por las células tecales y por la estimulacién de la sintesis y la actividad de la aromatasa, en las
células de la granulosa (Dominguez y col., 1991).

Los efectos de la LH sobre la sintesis de estrégenos son amplificados por su liberacion
pulsatil, ya que la respuesta secretora es controlada tanto por la amplitud como por la
frecuencia de los pulsos de la misma (Dominguez y col., 1991).

Segln Hsueh y colaboradores (1983), la LH es la hormona mas importante en la regulacion
de la produccion de estréogenos, ya que estimula la sintesis de andrégenos, la de sus propios
receptores en las células de la teca y la actividad aromatica de las células de la granulosa.
Después del “pico o secrecién preovulatoria de LH”, esta hormona inhibe a sus propios
receptores en las células de la granulosa lo que resulta en una disminucién en la sintesis de
estrogenos.

La FSH y LH estan compuestas por dos cadenas de aminodacidos, denominadas a y B, que
estan unidas entre si por uniones no covalentes. En estas cadenas se encuentran unidas
moléculas de hidratos de carbono de naturaleza acida, en particular el 4cido sialico. La cadena a
es comun para la FSH y la LH, mientras que la B es la que confiere especificidad de efectos a la
molécula, por ser ésta la que se une al receptor (Bousfield y col., 1994).

Los estudios experimentales realizados por Knobil (2006) en primates comprobaron que la
secrecion del gonadotropo, se modificaba en funcién de la frecuencia de los pulsos de GnRH
sintética que se administraba. Cuando se administraba pulsos a intervalos de aproximadamente
una hora, se restablecia la secrecion de ambas gonadotropinas a concentraciones similares, con
una ligera ventaja para la LH. Sin embargo, si el intervalo entre pulsos se prolongaba, las
concentraciones de ambas gonadotropinas descendian y se producia una cantidad relativamente
superior de FSH.

Este fendmeno puede explicarse conociendo que la secrecién de las subunidades
implicadas en el proceso estd regulada de forma independiente. De esta forma se comprende la
posibilidad de afiadir a la subunidad comun a cantidades relativamente distintas de subunidad B,
va sea de la LH o de la FSH, y modificar con ello las concentraciones de estas hormonas en la
circulacion.



Teniendo en cuenta que el objetivo de la secrecidon hipofisaria, (como indica su nombre de
gonadotropa) es modular la funcidon gonadal, parece racional que la informacién que la regula
tenga su origen en el ovario. El sistema inhibina-activina se basa en la combinacion de tres
subunidades de caracter proteico segregadas por las células de la granulosa: a, Ba y Bb. La
cantidad de estos péptidos producidos por la génada depende de la actividad del foliculo o del
cuerpo luteo, a lo largo del ciclo (Knobil, 2006).

Un descenso importante en la concentracion de estrégenos circulantes da lugar a una
secrecion elevada de gonadotropinas, especialmente FSH. Inversamente, el incremento de
estrégenos circulantes bien sea por su administracién o por el desarrollo folicular, reduce la
concentracién circulante de gonadotropinas. Esta regulaciéon se denomina retroalimentacion o
“feed-back” negativo y su activacién al final de cada ciclo es esencial para aumentar la
produccion de FSH y LH, y favorecer los procesos de reclutamiento y seleccion folicular. Durante
la etapa reproductiva y posterior a la menopausia, el mecanismo de “feed-back” negativo se
encuentra operando continuamente (Knobil, 2006).

El incremento progresivo en la concentracion E, provoca el aumento de la capacidad de
las células gonadotropas, en la sintesis y limitar la liberacion. Llega un momento en el que los
depdsitos celulares son tan abundantes que cada pulso de GnRH da lugar a una liberacion
masiva de las gonadotropinas sintetizadas, especialmente LH, pero también en menor cantidad
FSH que se traduce en un incremento brusco e importante de las concentraciones circulantes
conocido como “pico” preovulatorio. Este mecanismo en el que los estimulos periféricos
crecientes dan lugar a una respuesta hipofisaria aguda y positiva se denominan “feed-back”
positivo. A diferencia del negativo que solo estd activo de forma puntual, cuando lo permite el
estado de impregnacion de las células gonadotropas hipofisarias (Knobil, 2006).

Inhibina y activina

La inhibina es una hormona glucoproteica consistente en dos subunidades (a y B) unidas por
puentes disulfuro. En la hembra la inhibina es producida fundamentalmente por las células de la
granulosa de los foliculos ovdricos. Aunque puede actuar sobre el hipotdlamo y otras
estructuras, su principal drgano diana es la hipdfisis. La inhibina ejerce una accién inhibitoria
especifica sobre la sintesis y liberacién de FSH tanto basal como en respuesta a la GnRH. A su vez
la produccién de inhibina es estimulada por la FSH. Esta accion diferencial de la inhibina podria
ser responsable de la disociacion de la secrecion de las gonadotropinas encontrada en algunas
situaciones fisioldgicas (pubertad) y patoldgicas (sindrome de ovario poliquistico) (Tresguerres,
1999).



La activina es un dimero de la subunidad B de la inhibina, es producida por células de la
granulosa y ejerce una accion sobre la FSH opuesta a la de la inhibina, es decir, estimula su
secrecion (Tresguerres, 1999).

Acetilcolina (ACh)

La ACh es un neurotransmisor constituido por la unién de la colina y el acetato (Mendoza,
2008). Es un compuesto de amonio cuaternario unido a un grupo éster por un etilo de la colina
(Figura 9).
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Figura 9. Estructura quimica de la ACh (Tomada de Mendoza, 2008).

La sintesis de la ACh se realiza en fibras colinérgicas a partir de la colina que es capturada
por la membrana pre-sinaptica, a través de un mecanismo de transporte activo; en el interior del
botdn terminal, se conjuga con el acetato, proveniente de la acetil coenzima A (Acetil-CoA), que
sirve como donador de acetilos. El proceso de sintesis esta catalizado por la enzima colino-
acetil-transferasa (CAT) (Mendoza, 2008).

El catabolismo de la ACh ocurre en la hendidura sindptica, en ese sitio se localiza la enzima
acetil-colinesterasa (AChE) que hidroliza en fracciones de segundo a la ACh en colina y acetato.
La colina es recapturada nuevamente por la membrana pre-sindptica para iniciar un nuevo ciclo
de sintesis del neurotransmisor (Mendoza, 2008).

e Almacenamiento y liberacién de la ACh

Una vez sintetizada la ACh, se almacena en vesiculas pre-sinapticas, las cuales son llevadas al
botdn pre-sindptico en respuesta a un potencial de accidon que se propaga hasta la terminal
. s . . . . ++ . . .
sindptica, lo que indica el ingreso de Ca™ y de esta forma por el mecanismo de exocitosis, se
libera la ACh al espacio sinaptico, la que se une a los receptores post-sinapticos localizados en las
estructuras efectoras (Mendoza, 2008).



La ACh estd ampliamente distribuida en el SNC vy el sistema nervioso periférico. La ACh se
libera al espacio sindptico, viaja hasta la estructura post-sindptica y se une a dos tipos de
receptores especificos. Los receptores nicotinicos (R, y Ry) v los receptores muscarinicos (Mg,
M,, Ms, Mg y Ms), estos ultimos pertenecen a la super-familia de receptores acoplados a
proteinas G (Mendoza, 2008). Los subtipos, RM1, RM3 y RMs, estan acoplados a la proteina que
activa a la fosfolipasa C, e inicia una respuesta que involucra la formacion del fosfatidilinositol.
Los subtipos RM; y RMy inhiben la actividad de la adenilato-ciclasa al activar la proteina Gi.
Ambos tipos de receptores son conocidos por mediar diversas acciones de la ACh en el sistema
nervioso, asi como en todo el tejido no nervioso inervado por el sistema nervioso parasimpatico.
La ACh puede ser producida y ejercer acciones especificas en tejidos periféricos que no son
inervados por fibras colinérgicas (Fritz y col., 2001).

La existencia de la enzima biosintética CAT y de la misma ACh ha sido demostrada en
células epiteliales, mesoteliales, endoteliales y musculares, asi como en células del sistema
inmune en la placenta (Fritz y col., 2001).

Una forma de participacion del sistema colinérgico en los mecanismos de regulacion de las
funciones del ovario son las células de la granulosa de los foliculos ovaricos. En cultivos de
células de la granulosa derivadas de foliculos preovulatorios de ovarios humanos se ha mostrado
la presencia CAT (Mayerhofer y col., 2006).

Las células de la granulosa de los foliculos ovaricos no estan en contacto con las fibras
nerviosas que llegan al ovario, ya que no cruzan la membrana basal que separa las células de la
teca de las de la granulosa. Sin embargo, se ha demostrado que las células de la granulosa de
foliculos preovulatorios sintetizan ACh (Fritz y col., 2001; Mayerhofer y col., 2005), y el
transportador vesicular de la ACh (Fritz y col., 1999). En la rata adulta, las células de la granulosa
de foliculos antrales, pero no otras células, son inmuno-reactivas a la CAT (ir-CAT); lo que indica
gue en estos foliculos, son ellas la fuente de ACh. En fracciones de membrana de ovarios de
humanos y primates se ha mostrado la presencia de receptores muscarinicos del subtipo M1, M3
y Ms (Batra y col.,, 1993). Por medio de la técnica de RT-PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) e inmuno-histoquimica se mostré que el RM3 se expresa en el ovocito, mientras
gue los genes para el RM; y RMs son expresados en las células de la granulosa (Fritz y col., 1999,
2001). Lo que sugiere que la ACh producida por estas células foliculares pueden actuar en forma
autdcrina y paracrina en el ovario, particularmente los ovocitos, las células de la granulosa, las
luteales o todas a la vez (Fritz y col., 2001).

Ademas de actuar como un clasico neurotransmisor, la ACh regula una variedad de
funciones celulares, incluyendo la mitosis, diferenciacion celular, contacto célula-célula,
secrecion de hormonas y funciones inmunes (Fritz y col., 2001).



La ACh que es producida localmente en el ovario actua dentro de la misma glandula
afectando funciones especificas, como la proliferacion celular, inhibe la comunicacién celular y
estimula la transcripcion del factor egr-1 (factor responsable del crecimiento temprano)
(Mayerhofery col., 2006).

La ACh al unirse al RM, estimula la proliferacion de las células de la granulosa y en células
de la granulosa luteinizadas, también estos receptores estimulan la formacién de nexos (Fritz y
col., 2002).

A la fecha se considera que la ACh es una molécula de sefializacion muy importante en el
foliculo con antro, es decir en aquellos foliculos que ya sintetizan receptores a FSHy LH; y es la
FSH la hormona que estimula la sintesis de ACh (Mayerhofer y col., 2006). Con base en este
conjunto de evidencias, se plantea una via de sefializacién intra-ovarica entre el complejo ACh-
receptor muscarinico, que es utilizada por las gonadotropinas en las células de la granulosa
(Richard y col., 2002).

Pirenzepina
Entre los diferentes farmacos sintéticos que antagonizan con el RMy, esta la pirenzepina.

La pirenzepina (PZP) (Figura 10) es un farmaco que compite por el receptor celular del
neurotransmisor acetilcolina en el sistema nervioso parasimpatico. En el sistema digestivo, la PZP
provoca reduccion de los espasmos musculares, el incremento en la motilidad gastrica y
aumenta la digestién, por lo que es usado en el tratamiento de las Ulceras pépticas. Se ha
investigado el uso de la PZP para el control de la miopia (Czepita, 2005), con gran efectividad y
pocos efectos secundarios
(Siatkowski y col., 2008).

Nombre segtn 11-[(4-Metilpiperazin-
la Unién lil)acetil]6,11-dihidro-5H-
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Quimica Puray b][1,4]benzodiazepin-6-on
[ j Aplicada
N (IUPAC)
0 Formula C19H21N50,

Peso Molecular 351.402 g/mol
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Figura 10. Estructura quimica de la pirenzepina, formula y peso molecular



Asimetrias Ovdricas

Aunque en general se considera que los drganos pares son fisioldgica y patoldgicamente muy
similares, hay evidencias que sugieren que endocrinolégicamente estos drganos no son idénticos
en su funcién y control (Hunter y col, 1985).

Existen evidencias de la participacion de la inervacién gonadal en la regulacion de la
actividad esteroidogénica de los ovarios. La inyeccion intra-ovarica de agonistas B-adrenérgicos,
pero no de a-adrenérgicos, incrementa la secrecién de P4, sin modificar la tasa de secrecién de
estrogenos (Bakalkin y col., 1984).

La inyeccién de xilocaina en el ovario izquierdo y solucién salina en el derecho resulta en la
disminucién del nimero de ovocitos liberados por ambos ovarios. Este efecto no es observado
cuando el ovario derecho es inyectado con xilocaina y el izquierdo con solucion salina. Estos
resultados llevaron a proponer que la sefial inicial que induce la ovulacién se origina en el ovario
izquierdo, ya que si el derecho es inyectado con xilocaina no hay modificaciones en el nimero de
ovocitos liberados (Dominguez y col. 1998). Cuando ambos ovarios fueron inyectados con
solucién salina o xilocaina, la ovulacion fue normal en ambos ovarios sugiriendo que otros
mecanismos son capaces de cerrar el circuito necesario para la ovulacion normal, ya que en
animales hemicastrados, la ovulacidon se vio afectada solo en aquellos animales en los que se
inyecto el ovario izquierdo con xilocaina y el ovario derecho fue extirpado (Dominguez y col.
1998).

Los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion en animales con ovariectomia
unilateral son diferentes a los que ocurren en animales con ambas gdénadas, y estos
mecanismos participan de forma diferente en el ovario izquierdo que en el derecho, lo que
depende de la inervacién del ovario (Chavez y col, 1987c; Dominguez y col, 1989). Mediante
estudios histoldgicos se ha mostrado que el ovario derecho presenta mayor inervacion simpatica
que el izquierdo (Klein y Burden 1988).

En la mujer la ovulacion ocurre en el ovario derecho dos veces mas que en el izquierdo
(Potashnik y col., 1987). Una diferencia similar ha sido descrita en los monos (Morse y Van
Wagenen, 1936).

También en la mujer, el ovario derecho se desarrolla mas temprano que el izquierdo
(Mittwoch, 1975); la sangre venosa del ovario derecho llega a la vena cava inferior, mientras que
la vena del ovario izquierdo entra en la vena renal izquierda (Gerendai y Haldsz, 1997).

Kawakami y colaboradores en 1981 mostraron que la estimulacion eléctrica del area pre-
guiasmatica basal medial, el hipotdlamo ventro-medial, y las areas del mesencéfalo de ratas
hembras hipofisectomizadas y adrenalectomizadas resulta en un incremento en las
concentraciones de E, y P, en la sangre del ovario contralateral a la zona cerebral estimulada. En



cambio, la estimulacién del hipocampo dorsal, la amigdala lateral, y las areas mesenfalicas
resulta en la disminucion de las concentraciones de E, y P,. La denervacion ovdrica de las ratas
en el dia del proesto bloquea la secrecién de estradiol inducida por la estimulacién del area pre-
quiasmatica media basal.

La inyeccion en el ovario del virus de la pseudorabia, utilizado como trazador retrégrado,
evidencié la presencia de neuronas marcadas en la médula ventrolateral, en el nucleo
magnocelular, en el drea postrema, en el nucleo vagal (nucleo del tracto solitario y dorsal del
vago), grupos celulares noradrenérgicos Al y A5, nucleo caudal del rafe, ndcleo paraventricular
hipotalamico y en el hipotalamo lateral, comprobando de esta manera la existencia de
conexiones entre los ovarios y el SNC (Gerendai y col., 2009; Toth y col., 2007).

Justificacion

Las funciones del ovario y su respuesta a las gonadotropinas estan moduladas por factores
sintetizados en el propio ovario, por las diferentes moléculas que actlan en el ovario a través de
la inervacién que recibe, o ambos procesos. Una de estas moléculas, la ACh, originalmente fue
identificada como un neurotransmisor liberado por terminales colinérgicas en el SNC vy el
periférico. La ACh no sélo llega al ovario por medio de su inervacién, sino que en la mujer y la
rata, las células de la granulosa de foliculos preovulatorios la sintetizan y expresan el ARNm para
RM;1y RMs. Poco se conoce acerca de las funciones que desempefia este sistema “no neural” en
el ovario, por lo que en esta tesis se decidid analizar la participacion de los RM; en la ovulacion.

Por otra parte, se ha mostrado que cada ovario funciona de manera diferente en cada fase
del ciclo estral, por lo que en el presente estudio se analizd si los RM1 regulan de manera
diferente la ovulacién en funcién del ovario y del dia del ciclo estral.

Finalmente se decidié conocer cuadl de las sefiales enddcrinas del eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario es alterada por el bloqueo de los receptores RM1 del ovario izquierdo o derecho en cada
fase del ciclo estral.

Hipotesis

Dado que en el ovario de la rata, las células de la granulosa de los foliculos pre-ovulatorios
expresan el ARNm de la CAT vy sinteizan ACh, entonces el bloqueo de los RM1 modificara la
ovulacion. Ademas ya que algunas de las funciones del ovario y su inervacion son diferentes
entre un ovario y otro, entonces los efectos del bloqueo de los RM1 dependerd del ovario y
cambiara con la fase del ciclo estral.



Objetivos

Objetivo general:

Analizar los efectos del bloqueo de los RM; del ovario izquierdo o del derecho a las 13:00
h en los distintos dias del ciclo estral, sobre la ovulacion de la rata hembra adulta.

Objetivos particulares:
Evaluar el efecto del bloqueo de los RM; del ovario izquierdo o del derecho sobre:

o Latasa de animales ovulantes y el numero de ovocitos liberados.
o El peso del uteroy de los ovarios.
Evaluar la respuesta del ovario contralateral (no inyectado) a los mismos pardmetros.

Cuantificar la respuesta ovulatoria al remplazo de la sefial hipotaldmica, hipofisaria y
ovdrica en aquellos animales que no ovulen por el blogqueo de los RM; durante el ciclo estral.

Materiales y méetodos

Experimento 1: Estudio de los efectos del bloqueo de los RM; del ovario izquierdo o
derecho, a las 13:00 h de cada fase del ciclo estral, sobre la tasa de animales
ovulantes, el numero de ovocitos liberados y el peso de los ovarios.

Se utilizaron ratas adultas de la cepa ClIZ-V, ciclicas (tres a cuatro meses de edad), con un peso
de 200-280 g, mantenidas en condiciones controladas de iluminacion (luces encendidas de 05:00
a 19:00 h, con libre acceso al alimento (Harlan) y al agua. El ciclo estral fue monitoreado
mediante la toma diaria de frotis vaginal y sélo se utilizaron los animales que presentaron dos
ciclos consecutivos de cuatro dias.

En cada fase del ciclo estral, 8 animales ciclicos fueron tomados al azar y anestesiados
entre las 12:00 y 12:30 h de cada fase del ciclo estral, mediante la inyeccidn intraperitoneal (ip)
de una mezcla de Ketamina-Xilazina (dosis: 80/12 mg/kg peso corporal) (Greeny col., 1981).

Entre las 12:30 y las 13:30 h de cada fase del ciclo estral, los animales fueron
laparotomizados por via dorso-lateral, se expuso el ovario izquierdo o derecho, se introdujo en
la bursa del ovario una aguja de acero inoxidable de 29G (0.50mx5/8”) conectada a una bomba
de micro-inyeccién (CMA 402, Bioanalitycal Systems Inc., West Lafayette, IN, USA). Por medio de
ella se administro:



e 0.5 uL de agua estéril (con un pH de 5.29) durante 30 segundos, estos animales fueron
asignados al grupo vehiculo.

e 19ng/0.5 uL de PZP (antagonista especifico para el RM;) (SIGMA Chemical Co., St. Louis
MO, USA) durante 30 segundos, que correspondio al grupo PZP.

Animales ciclicos sin tratamiento, sacrificados en la mafiana del estro vaginal fueron
clasificados como el grupo intacto.

Todos los animales fueron sacrificados en la mafiana del estro esperado por una
sobredosis de éter, se disectaron los ovarios y el Utero, se pesaron en una balanza de precision
(marca ESJ SERIES, modelo: ESJ200-4). Tanto del ovario inyectado como el contralateral (no
inyectado) se separard el oviducto, donde se contd el nimero de ovocitos liberados con ayuda
de un estereoscopio (Olympus SZ2-LGCL).

Experimento 2.- Andlisis de los mecanismos que provocaron la falta de ovulacidn,
como resultado del bloqueo de los RM; del ovario.

Grupos de ratas micro-inyectadas con vehiculo o PZP que no ovularon, se les reemplazé la
sefial hipotaldmica, hipofisaria y ovarica de la siguiente manera:

e Reemplazo de la sefial hipotaldmica: se inyectaron por via subcutanea (sc) 3.7 ulL/kg de
hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) sintética a las 14:00 h del dia del
proestro esperado.

e Reemplazo de la sefial hipofisaria: se administraron sc 25 ui de gonadotropina coridnica
humana (hCG) a las 14:00 h del dia del proestro esperado.

e Reemplazo de la sefial ovarica: se administraron 10 ug de Benzoato de Estradiol (BE) sc
a las 14:00 h del diestro-2 esperado.

Todos los animales fueron sacrificados en la mafiana del estro esperado por una
sobredosis de éter, una vez sacrificados se realizé el mismo procedimiento que en el
experimento 1.

Andlisis estadistico

Los resultados del nimero de animales ovulantes fueron analizados por la prueba de la
probabilidad exacta de Fisher, el nUmero de ovocitos liberados por la prueba de Kruskal-Wallis
seguida de la prueba de Dunn. En todos los casos en que se compararon dos grupos, el analisis
se realizé por medio de la prueba de “U” Mann-Withney o de “t” de Student. Los valores de p<
0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos.



Los resultados del peso de los ovarios y del Utero se analizaron utilizando la prueba de
Analisis de Varianza Multiple, seguida de la prueba de Tukey.

Resultados

Efectos de la micro-inyecciéon del vehiculo o la pirenzepina (PZP) en el
ovario izquierdo o derecho a las 13:00 h de cada fase del ciclo estral

Diestro-1

Animales ovulantes y ovocitos liberados

Cuando se comparan los resultados con el grupo de animales intactos, observamos que la micro-
inyeccién del vehiculo a las 13:00 h del diestro-1 en el ovario izquierdo, resulté en el bloqueo de
la ovulacién en el 100% de los animales. En cambio, la micro-inyeccién del vehiculo en el ovario
derecho provocéd que el 75% de los animales ovularan, sin modificaciones en el nimero de
ovocitos (8.0+1.6 vs. 14.5+2.3).

Con respecto al grupo vehiculo, la micro-inyeccién de PZP en el ovario izquierdo o
derecho resulté en la falta de ovulacidén en todos los animales tratados.

Peso de ovarios y utero

El peso de los ovarios, tratados o no, no se modificd por la micro-inyeccion del vehiculo, cuando
se compara con los animales intactos. La PZP no modificé el peso de este 6rgano, cuando se
compara con los grupos inyectados con vehiculo (Tabla 1).

GRUPO
EXPERIMENTAL PESO (mg/100 g peso corporal)
DIA DEL CICLO OVARIO [ZQUIERDO OVARIO DERECHO
Inyectado No inyectado Inyectado No inyectado
INTACTAS 17.9+1.0 16.8+1.2 16.8+1.2 17.9+1.0
VEHICULO 16.32+1.0 16.71+1.0 14.4+1.2 15.0+0.7
PIRENZEPINA 15.0+0.8 15.0£0.9 14.6£0.6 14.3+0.8

Tabla 1. Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo o del ovario derecho micro-inyectados con vehiculo o
pirenzepina (ovarios inyectado), y su correspondiente contralateral (no inyectado) en la fase del diestro-1,
sacrificados la mafiana del estro esperado.



Con respecto al peso del Utero, observamos que en los animales micro-inyectados con el
vehiculo en el ovario izquierdo, el peso de éste drgano aumentd con respecto al grupo de
animales intactos (174.0+8.0 vs. 134.448.0, p<0.05). La micro-inyeccién de PZP no modifico este
resultado (160.0+13.0 vs. 174.0+8.0). En los animales micro-inyectados con el vehiculo o con la
PZP en el ovario derecho, el peso de éste érgano no se modificd por ninguno de los tratamientos
(intacto: 134.4+8.0, vehiculo: 163.0+12.8, PZP: 168.6+11.3).

Diestro-2

Animales ovulantes

Cuando se comparan los resultados con el grupo de animales intactos, observamos que la micro-
inyeccion del vehiculo a las 13:00 h del diestro-2 en el ovario izquierdo o derecho, no provocdo
modificaciones en el porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado. El
tratamiento con PZP en el ovario izquierdo o derecho resultd en la disminucién del porcentaje de
animales ovulantes (Grafica 1).
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Grdfica 1. Porcentaje de animales que ovularon del ovario izquierdo (Ol) o del derecho (OD) en el dia del
estro esperado, después de la micro-inyeccion del vehiculo o la pirenzepina en el ovario izquierdo (A) o en
el derecho (B), a las 13:00 h del diestro-2.



NUmero de ovocitos liberados

En los animales micro-inyectados con vehiculo en el ovario izquierdo o en el derecho, el nimero
de ovocitos fue semejante al de los animales intactos (ovario izquierdo: 10.6+1.0, ovario
derecho: 13.6+1.4 vs. 14.542.3).

Los dos animales que ovularon al micro-inyectar el ovario izquierdo con PZP, el ovario
inyectado liberaron nueve y uno ovocitos, y el no inyectado libero cinco y siete ovocitos. En los
animales micro-inyectados el ovario derecho con PZP no se cuantificd el nimero de ovocitos
porgue ninguno ovulo.

Peso de ovarios y utero

La micro-inyeccion del vehiculo en el ovario izquierdo provocé la disminucién del peso del ovario
inyectado, sin modificar el no inyectado. La micro-inyecciéon del vehiculo en el ovario derecho,
también provocé disminucién del peso del ovario inyectado, sin alterar el del no inyectado. La
micro-inyeccién de PZP no modificd los efectos de la administracion del vehiculo (Tabla 2).

GRUPO
EXPERIMENTAL PESO (mg/100 g peso corporal)
DIA DEL CICLO OVARIO [ZQUIERDO OVARIO DERECHO
Inyectado No inyectado Inyectado No inyectado
INTACTAS 17.0+£1.1 18.1+£1.0 18.1+£1.0 17.0+£1.1
VEHICULO 13.1+£ 0.4* 15.2+1.3 14.3+1.1% 14.8+1.4
PIRENZEPINA 12.7+£0.7 11.5+0.9 13.4+0.6 13.4+1.0

*p<0.05 vs grupo Intacto (ANOVA seguida de Tukey)

Tabla 2. Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo o del ovario derecho micro-inyectados con vehiculo o
pirenzepina (ovarios inyectado), y su correspondiente contralateral (no inyectado) en la fase del diestro-2,
sacrificados la mafiana del estro esperado.

Con respecto al peso del Utero, observamos que en los animales micro-inyectados con el
vehiculo en el ovario izquierdo, el peso de éste érgano aumentd con respecto al grupo de
animales intactos (174.0+8.0 vs. 134.4+8.0, p<0.05). La micro-inyeccién de PZP no modifico este
resultado (160.0+13.0 vs. 174.0+£8.0). En los animales micro-inyectados con el vehiculo o con la
PZP en el ovario derecho, el peso de éste érgano fue semejante en los tres tratamientos (intacto:
134.4+8.0, vehiculo: 163.0+12.8, PZP: 168.6+11.3).



Proestro

Animales ovulantes

La micro-inyeccion del vehiculo en el ovario izquierdo o derecho a las 13:00 h del proestro no
provocé modificaciones en el porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado.
El tratamiento con PZP en el ovario izquierdo resulté en la disminucién del nimero de animales

ovulantes, mientras que en el ovario derecho no alterd la ovulacion (Grafica 2).
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Grdfica 2. Porcentaje de animales que ovularon del ovario izquierdo (Ol) o del derecho (OD) en el dia del
estro esperado, después de la micro-inyeccion del vehiculo o la pirenzepina en el ovario izquierdo (A) o en

el derecho (B), a las 13:00 h del proestro.

Numero de ovocitos liberados

En los animales que ovularon después de ser micro-inyectados con el vehiculo a las 13:00 h del

proestro en uno u otro ovario, el numero de ovocitos liberados resulté semejante al de los

animales del grupo intacto.

Unicamente los animales con bloqueo de los RM de ovario izquierdo, no ovularon en el dia del
estro esperado; el nimero de ovocitos que liberaron los animales inyectados con PZP en el

ovario derecho fue semejante a los tratados con vehiculo (Grafica 3).
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Grdfica 3. Media + e.e.m. del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (Ol) o el derecho (OD)
en el dia del estro esperado, después de la micro-inyeccion del vehiculo o la pirenzepina en el ovario
izquierdo (A) o en el derecho (B), a las 13:00 h del proestro.

Peso de los ovarios y del Utero

La micro-inyeccion del vehiculo en el ovario izquierdo o derecho a las 13:00 h del proestro no
provoco cambios en el peso del ovario inyectado y el no inyectado. Solo la micro-inyeccién de
PZP en el ovario izquierdo provocd la disminucion del peso de este ovario (Tabla 3).

GRUPO
EXPERIMENTAL PESO (mg/100 g peso corporal)
DIA DEL CICLO OVARIO IZQUIERDO OVARIO DERECHO
Inyectado No inyectado Inyectado No inyectado
INTACTAS 17.0+1.1 18.1+1.0 18.1+1.0 17.0+1.1
VEHICULO 22.2+33 16.5+2.9 16.13+£1.8 18.3+2.8
PIRENZEPINA 11.3+0.7% 124+13 18.01+1.0 14.5+1.0

¥ P<0.01 vs Vehiculo (ANOVA seguida de Tukey)

Tabla 3. . Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo o del ovario derecho micro-inyectados con
vehiculo o pirenzepina (ovarios inyectado), y su correspondiente contralateral (no inyectado) en la fase
del proestro, sacrificados la mafiana del estro esperado.

Con respecto al peso del utero, observamos que en los animales micro-inyectados con el
vehiculo en el ovario izquierdo (136.1 +6.8 vs. 134.4+8.0) o en el ovario derecho (153.1+10.2 vs.



134.4+8.0), el peso de éste drgano no se modificd con respecto al grupo de animales intactos. La
micro-inyeccion de PZP no modifico estos resultados (ovario izquierdo inyectado: 120.8 +10.6 vs.
136.1 +6.8; ovario derecho inyectado: 137.6 +4.8 vs. 153.1+£10.2).

Estro

Animales ovulantes

La micro-inyeccién del vehiculo en el ovario izquierdo o en el derecho, a las 13:00 h del estro no
provocé modificaciones en el porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado.
El tratamiento con PZP no alterd este resultado (Ol: p=0.2821, OD: p= 1.4308) (Gréfica 4).
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Grdfica 4. Porcentaje de animales que ovularon por el ovario izquierdo (Ol) o el derecho (OD) en el dia del
estro esperado, después de la micro-inyeccion del vehiculo o la pirenzepina en el ovario izquierdo (A) o en
el derecho (B), a las 13:00 h del estro.

NUmero de ovocitos liberados

En esta etapa del ciclo, la micro-inyeccién del vehiculo o de la PZP en uno u otro ovario no
provoco alteraciones en el numero de ovocitos liberados por los ovarios (Gréfica 5).

En los animales micro-inyectados con vehiculo en el ovario izquierdo (138.1 +4.0 vs.
134.4+8.0) o derecho (94.5 + 25.1 vs. 134.4%8.0), el peso del Utero no fue modificado con
respecto al grupo de animales intactos. La micro-inyeccion de PZP no modificd estos resultados
(ovario izquierdo inyectado: 167.9 +20.8 vs. 138.1 +4; ovario derecho inyectado: 152.89 * 6.0 vs.
94.5 + 25.1).
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Grdfica 5. Media + e.e.m del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo (Ol) o el derecho (OD) en
el dia del estro esperado, después de la micro-inyeccion del vehiculo o la pirenzepina en el ovario izquierdo

(A) o en el derecho (B), a las 13:00 h del proestro.

Peso de los ovarios y del Utero

La micro-inyeccion del vehiculo en el ovario izquierdo a las 13:00 h del estro provoco
disminuciéon del peso de ambos ovarios. La micro-inyeccién con PZP no modificé el efecto
provocado por el vehiculo. Ninguno de los tratamientos en el ovario derecho modifico el peso de

los ovarios (Tabla 4).

Vehiculo Pirenzepina

mOl OD

GRUPO
EXPERIMENTAL PESO (mg/100 g peso corporal)
DIA DEL CICLO OVARIO [ZQUIERDO OVARIO DERECHO
Inyectado No inyectado Tratado No tratado
INTACTAS 170£1.1 18.1£1.0 18.1£1.0 170£1.1
VEHICULO 13.6 +0.5* 14.1+0.8* 14.242.4 18.8+4.0
PIRENZEPINA 14.2 £0.8 13.6 £0.3 13.6£1.2 15.0£1.0

Tabla 4. Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo o del ovario derecho micro-inyectados con vehiculo o
pirenzepina (ovarios inyectado), y su correspondiente contralateral (no inyectado) en la fase del estro,

sacrificados la mafiana del estro esperado.

*p<0.05 vs grupo Intacto (ANOVA seguida de Tukey)



En los animales micro-inyectados con vehiculo en el ovario izquierdo (138.1 4.0 vs.
134.4+8.0) o derecho (94.5 + 25.1 vs. 134.4+8.0), el peso del Utero no fue modificado con
respecto al grupo de animales intactos. La micro-inyeccion de PZP no modificod estos resultados
(ovario izquierdo inyectado: 167.9 £20.8 vs. 138.1 +4; ovario derecho inyectado: 152.89 + 6.0 vs.
94.5 + 25.1).

Efectos del remplazo de la sefial hipotalamica, hipofisaria y ovarica en
animales que no habian ovulado por la micro-inyeccion de PZP en el
ovario izquierdo o derecho a las 13:00 h en cada fase del ciclo estral.

Diestro-1

Animales ovulantes

Dado que previamente se mostré que la anestesia en diestro-1 provoca el bloqued la ovulacion
(Min-Poblete y col., 2012), se procedié a estudiar cual de las “sefiales” enddcrinas fue
modificada por el anestésico. El reemplazo de la “sefial hipotaldmica” no indujo la ovulacion (1/8
vs. 0/8). La administraciéon de hCG (“sefial hipofisaria”) provocd la ovulaciéon en todos los
animales tratados (8/8 vs. 0/8, p<0.001), mientras que la inyecciéon de benzoato de estradiol
(“sefial ovarica”) indujo la ovulacion en el 50% de los animales (4/8 vs. 0/8, no significativa).

El remplazo de las sefiales hipotaldmica e hipofisaria a ratas inyectadas con el vehiculo en el
ovario izquierdo indujo la ovulacién (hipotaldmica: 7/8, hipofisaria: 8/8 vs. vehiculo: 0/0,
p<0.05). En cambio, el remplazo de la sefial ovarica no modificé los efectos de loa inyeccion del
vehiculo (4/8 vs 8/8, p=0.0769).

En los grupos de ratas que no habian ovulado por la micro-inyeccién de PZP en el ovario
izquierdo o derecho, el remplazo de la sefial hipotalamica indujo la ovulacién Unicamente en el
40% de los animales tratados, en cambio en los animales micro-inyectados con el farmaco en el
ovario derecho todos ovularon en el dia del estro esperado (Gréfica 6).
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Grdfica 6. Porcentaje de animales que ovularon por el ovario izquierdo o el derecho en el dia del estro
esperado, después de la inyeccion del LHRH, hCG o BE en ratas tratadas con pirenzepina en el ovario
izquierdo (A) o derecho (B) en la fase del diestro-1

Diestro-2

Animales Ovulantes

La inyeccién de LHRH y de hCG y en los grupos de ratas micro-inyectadas con PZP se restablecié
la ovulacion. La inyeccion de de BE en el ovario izquierdo no estimulé la ovulacién; en cambio, en
el ovario derecho la restablecié (Gréfica 7).
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Grdfica 7. Porcentaje de animales que ovularon por el ovario izquierdo o el derecho en el dia del estro
esperado, después de la inyeccion del LHRH, hCG o BE en ratas tratadas con pirenzepina en el ovario
izquierdo (A) o derecho (B) en la fase del diestro-2



Proestro

Animales Ovulantes

Dado que solo la inyeccion de PZP en el ovario izquierdo en esta fase del ciclo bloqued la
ovulacién, se procedio a realizar el remplazo de las sefiales hipotalamica e hipofisaria. La
inyeccién de LHRH restablecid la ovulacion, lo que no sucedid al inyectar la hCG (p=0.2821)
(Grafica 8).
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Grdfica 8. Porcentaje de animales que ovularon por el ovario izquierdo (Ol) o el derecho (OD) en el dia del
estro esperado, después de la inyeccion del LHRH, hCG o BE en ratas tratadas con pirenzepina en el ovario
izquierdo en la fase del proestro.



Discusion de resultados.

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio sugerimos que en la rata, la unién
de ACh a los RM; del ovario regula de manera estimulante la ovulacién, funcién que cambia
durante el ciclo estral. Este papel de la ACh ocurre al estimular la secrecion preovulatoria de la
GnRH.

En el dia del diestro-1, los ovarios responden de manera diferente al estrés provocado por
la inyeccion del vehiculo en la bursa del ovario. Cuando comparamos esta respuesta con el
efecto provocado por el anestésico, se llega a la conclusién que en cada ovario se generan
sefiales neuroendocrinas diferentes entre las gdbnadas. La ausencia de ovulacién en los animales
anestesiados con Ketamina-Xilazina a las 13:00 h del diestro-1, ya habia sido mostrada
previamente (Min-Poblete y col., 2011), pero dado que éste efecto no fue modificado por la
micro-inyeccion de vehiculo en el ovario izquierdo (es decir, el animal no ovula), pero si en el
ovario derecho (ya que se indujo la ovulacidon), se apoya la idea que los mecanismos de
regulacion entre los ovarios es diferente y que depende de la inervacién que reciba cada ovario
(Dominguezy Cruz, 2011).

Dado que en los grupos de animales inyectados en el diestro-1 con vehiculo o con
pirenzepina en el ovario izquierdo no se modificd el efecto provocado por la anestesia, no
podemos concluir si la actividad del receptor en este ovario participa en la regulacién de la
ovulacién. Por el contrario, el agua en el ovario derecho estaria inhibiendo los efectos
provocados por el anestésico y estimulando la ovulacién. No contamos con una explicacién a
este efecto pero aparentemente la inyeccion de agua provoco la expresion de receptores a LH,
ya que la inyeccién de hCG a ratas anestesiadas con ketamina- xilazina indujo la ovulacién lo que
no sucede cuando se inyecta LHRH o benzoato de estradiol (datos no mostrados).

La disminucién del peso del ovario derecho al micro-inyectar en esta misma génada el
agua, en las fases de diestro puede ser explicado como un efecto estresante o una reaccion
inflamatoria que estaria alterando la receptividad de los foliculos a las gonadotropinas o
modificando el riego sanguineo que llega a ese ovario. Durante la cirugia, al exteriorizar el ovario,
es posible que se afecten las vias nerviosas que lo inervan, como el plexo ovarico, el cual viaja a
lo largo de la arteria ovdrica y es fuente de noradrenalina, substancia P, y del péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (Baljet y Drukker, 1979). Se ha planteado que la
substancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina regulan el flujo sanguineo al
ovario (Calka y col., 1988; Dees y col., 1986), de tal forma que esta alteracién quizd modifico la
disponibilidad de FSH que llega al ovario y por lo tanto el crecimiento folicular. En ausencia de la
FSH, los foliculos no se desarrollan mas allad de la etapa pre-antral (Hunzicker-Dunn y Maizels,
2006).



La activacién de los RM4 que estan vinculados con el proceso ovulatorio cambian con el
ovario y el dia del ciclo. Es decir, la union de ACh a los RM; del ovario izquierdo estimula la
ovulacién en las fases del diestro-2 y del proestro, mientras que en el ovario derecho esta
funcién ocurre en las fases del diestro-1 y diestro-2.

La ausencia de ovulacién en las ratas con bloqueo de los RM; en uno u otro ovario puede
explicarse por medio de modificaciones en la frecuencia y amplitud de los pulsos de secrecién de
la GnRH, ya que pulsos de GnRH con frecuencias de aproximadamente una hora estimulan la
secrecion de LH (Herbison, 2006). Lo que implicaria que la desactivacion de los RM; del ovario
estaria vinculado con el marcapaso de la secrecién de la GnRH o con el nucleo supraquiasmatico
(NSCh), por medio de la via propuesta entre el ovario y el SNC (Gerendai y col., 2009). La
inyeccién en el ovario del virus de la pseudorabia, utilizado como trazador retrégrado, evidencié
la presencia de neuronas marcadas en la médula ventrolateral, en el nicleo magnocelular, en el
area postrema, en el nucleo vagal (nucleo del tracto solitario y dorsal del vago), grupos celulares
noradrenérgicos Al y A5, nucleo caudal del rafe, nlcleo paraventricular hipotaldamico y en el
hipotdlamo lateral, comprobando de esta manera la existencia de conexiones entre los ovarios y
el SNC (Toth y col., 2007).

Otra posibilidad a la falta de ovulacion en los animales con bloqueo de los RM; seria la
alteracién de la secrecion de estradiol, ya que cuando esta hormona fue administrada, los
animales ovularon. Esta idea estaria apoyada si se considera que la secrecion de estradiol alla
sido alterada por cambios en el crecimiento folicular y en consecuencia la secreciéon de
estradiol. La posible alteracién en la concentracién de estradiol estaria relacionado con
modificaciones en la actividad del nervio ovarico superior, especialmente con la secrecion de
noradrenalina y del péptido intestinal vasoactivo, neurotransmisores considerados como
reguladores de la esteroidogénesis en el ovario (Hsueh, 1994, Aguado y Ojeda, 1984), al regular
al sistema aromatasa (Dissen y Ojeda, 1999).

En células de la granulosa aisladas de foliculos preovulatorios cultivadas en un medio libre
de suero, se mostro que la ACh estimula la secrecion de progesterona y de 173-estradiol, efecto
que es bloqueado por atropina (Bddis y col.,, 1993; Kornya vy col., 2001). Luego entonces
podemos sugerir que el bloqueo de los RM; por la PZP modificd la secrecion de 173-estradiol, y
de esta forma la secrecion de GnRH.

Esta hipdtesis es apoyada por los resultados obtenidos al realizar los remplazos de la
GnRH, la LH y el estradiol. De tal forma que la falta de ovulacion en los animales inyectados con
PZP en el ovario seria resultado de modificaciones en la secrecion de la sefial hipotalamica, es
decir en la secrecion de GnRH, generada en el dia del proestro, ya que la administracion de LHRH
sintética a las 14:00 h del proestro esperado indujo la ovulacién en los animales con blogueo de
los RM; de uno u otro ovario. Este resultado implicaria dos fenémenos:



&

estradiol, ya que cuando éste es administrado a las 14:00 h del diestro-2 esperado, todos

Uno enddcrino, resultado de modificaciones en la secrecion preovulatoria de

los animales tratados con PZP ovularon.
& El otro implicaria alteraciones en la sefial nerviosa que transcurre desde el ovario
al cerebro. Esta via nerviosa viajaria desde el ovario hasta el hipotalamo a través de la
ruta propuesta por Gerendai y col. (2009) y Toth y col. (2007), la que iria desde las astas
ventro-laterales de la médula espinal, al nlucleo magnocelular, al drea postrema, al
nucleo vagal (nucleo del tracto solitario y dorsal del vago), a los grupos celulares
noradrenérgicos Al y A5, al nldcleo caudal del rafe, al nucleo paraventricular
hipotalamico y al hipotdlamo lateral.

Es un hecho que la ACh unida a los RM; de uno u otro ovario siempre regula la secrecion
preovulatoria de la GnRH, independientemente del dia del ciclo.

La falta de ovulacion en ambos ovarios por la ausencia de actividad de los RM; del ovario
derecho involucra no solo alteraciones en la secrecion de la GnRH, sino en la LH, ya que el
reemplazo de la hCG resultd en la ovulacién de ambos ovarios.

Este mecanismo de regulacién de la ACh en los RMy ocurriria por medio de las células de la
granulosa de foliculos preovulatorios, ya que se ha mostrado (por medio de RT-PCR e inmuno-
histoquimica) que las células de la granulosa de foliculos preovulatorios del ovario de la rata
expresan el ARNm de RM; y RMs (Mayerhofer, 2002).

En la fase del proestro, la activacion de los RM; del ovario izquierdo estaria regulando la
respuesta del foliculo a la LH, ya que el peso de los ovarios disminuyd y solo un animal ovuld
cinco ovocitos del ovario inyectado. El receptor a LH en las células de la granulosa es inducido
por la FSH (Zeleznik y col., 1974). Las células de la teca expresan el receptor a LH y coincide la
formacién de las capas de células de la granulosa en las etapas tempranas del crecimiento
folicular (Camp y col.,, 1991; Gelety y col., 1997). Sin embargo se desconoce si la expresion del
receptor a LH es constitutiva en estas células o si es regulada por un factor paracrino, producido
por el mismo ovocito o por las células de la granulosa. La FSH  promueve de manera
estimulante la sintesis de ARNm del receptor a LH en las células de la granulosa por medio de un
medio de un mecanismo transcripcional (Shiy Segaloff, 1995).

Otro efecto asimétrico generado por la desactivacion de los RM; de cada ovario tiene que
ver con la secrecion de estréogenos. En la fase del diestro-2, el blogueo de los RM; del ovario
izquierdo estaria modificando el efecto feedback estimulante de los estrogenos sobre la
secrecion de la GnRH, ya que la inyeccion de benzoato de estradiol no indujo la ovulacién. En
cambio el blogqueo de los RM; del ovario derecho regularia la secrecién de estradiol, ya que
cuando esta hormona fue remplazada en los animales con bloqueo de los RM; los animales



ovulan. Este efecto del remplazo de estradiol también ocurre en el grupo de animales con
bloqueo de los RM; del ovario izquierdo llevado a cabo en diestro-1.

El aumento en el peso de los ovarios en los grupos de animales con bloqueo de los RMj,
sea en el ovario izquierdo o derecho, e inyeccién de hCG podria estar relacionado con un
aumento de receptores a la LH en el ovario, sin embargo seria necesario cuantificarlos para
contar con una explicacion plausible a este efecto.

Conclusiones.

@ La ACh unida a los RM; del ovario izquierdo o del ovario derecho, en las etapas de
diestrol, diestro-2 y proestro regula de manera estimulante la ovulacion de ambos
ovarios.

M El papel estimulante de la ACh sobre la ovulacién, al unirse a los RM;
estimula la secrecion preovulatoria de la GnRH y de LH del dia del proestro.

En el dia del diestro-2, la ACh unida a los RM; del ovario izquierdo no
altera la secrecion de estradiol, sino que interfiere con el efecto de retrocontrol
estimulante de los estrégenos en la secrecion de GnRH. En cambio, la ACh unida a
los RM; del ovario derecho regula la secrecién de estradiol.
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Anexo

El uso de animales como modelo de experimentacién ha contribuido ampliamente en la
investigacién basica y aplicada, siendo las especies de roedores uno de los grupos mas
importantes en el campo de experimentacion. La administracion de anestésicos por via intra-
peritoneal (IP) es la de uso mas frecuente (Flecknell 2003).

Los agentes anestésicos afectan los sistemas reproductor, cardiovascular, respiratorio y
termorregulador, ademdas del sistema nervioso central (SNC). Otros factores que también
influyen (Zambricki, 2004), ademas de la variabilidad individual, son la especie, la cepa, la edad y
el sexo (Beynen y col., 1999; Zambricki, 2004).

La anestesia de pequeflos animales representa un continuo problema para los
investigadores en muchos laboratorios. Valenstein (1971) sefiald que, aunque el éter es un
anestésico seguro, (a) puede hacer elevar la presidn arterial, lo que aumenta el sangrado
durante la cirugia, y (b) su volatilidad puede hacer que sea un peligro para la seguridad bajo
ciertas condiciones. Por estas razones, la anestesia con barbituricos se ha popularizado en los
ultimos afios. En concreto, pentobarbital sddico (Nembutal) ha ganado una amplia aceptacién
por ser un agente eficaz para anestesiar pequefios animales como la rata (Lumb 1963).

1. Ketamina
La 2-(o-clorofenil)-2-(metilamina)-ciclohexanona (Branson, 2003) o ketamina es un
derivado de la fenciclidina que tiene propiedades analgésicas que no produce efectos
permanentes de orden neuroldgico o fisiolégico, pero afecta el sistema cardiovascular, induce
amnesia y anestesia por disrupcion funcional (disociacion) del SNC induciendo la pérdida de
conciencia que es similar al estado catatonico (Machado y col., 2009).
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La ketamina es un anestésico de uso muy generalizado en la practica clinica veterinaria.
Asimismo este farmaco es de gran utilidad en el manejo y contencion de especies de laboratorio
y en la captura y transporte de animales salvajes (Gonzalez y Pereira, 2002).



La ketamina sola tiene un efecto muy limitado en ratones y en otras especies, incluso a
dosis elevadas (Flecknell, 2003) y no se suele alcanzar una inconciencia adecuada (Hawk y
Leary, 1999) pero se considera un anestésico de extraordinaria seguridad y eficacia
combinado con otras sustancia depresoras del SNC. Su falta de accion depresora en los
sistemas cardio-respiratorios no tiene igual en ningln otro anestésico general existente
(Branson, 2003).

En ratones, cuando es utilizada en combinaciéon con la xilazina induce un tipo de
anestesia general, es decir, provoca un estado transitorio, reversible, de depresion del SNC,
caracterizado por pérdida de la conciencia, sensibilidad, motilidad y los reflejos (He y col.,
2010).

2. Xilazina

La xilazina es un cristal incoloro, soluble en agua, que se usa como analgésico,
sedante no narcotico, relajante muscular y que provoca temblor muscular, bradicardia,
blogueo atrioventricular parcial. Quimicamente la xilazina es 2(2,6-dimetilfenilamino)-4H-
5,6-dihidro-1,3- tiazina. Es una sustancia relacionada con la clonidina, farmaco que se ha
usado para controlar la hipertension arterial en el hombre. El principal uso de la xilazina en
animales de laboratorio es su combinacion con ketamina para producir anestesia
quirurgica. Se ha descrito en ratas y ratones que la combinacion ketamina-xilazina produce
hiperglucemia e incremento de la diuresis por lo que se deberia usar con precaucién en
caso de problemas renales o de obstruccién de vias urinarias (Alvarez y Tendillo, 2001;
Gomez-Villamandos y Ruiz, 2001). Algunas areas del cerebro, como el sistema limbico son
estimuladas, mientras que el tadlamo se deprime. La asociacién Ketamina-Xilazina (K-X) es
una de las mezclas mas empleadas para inducir la anestesia general en ratones (Flecknell,
1987).

Para anestesiar a un animal se requiere administrar una concentracién minima
efectiva que actle sobre el sistema nervioso central, la que estard sujeta a una
concentracién minima efectiva alveolar, la que a su vez depende de la concentracion
minima efectiva en el aire inspirado. Esta combinacion de efectos se ha alcanzado en la
siguiente relacion ketamina/xilacina, la cual se utiliza para anestesiar a una gran variedad
de especies de roedores. (Servicio de Cirugia Experimental y Bioterio. CMN 20 de
Noviembre, ISSSTE):

Ketamina 100 mg/kg (presentaciéon 500 mg/10 ml).
Xilacina 13 mg/kg (presentacién 200 mg/ 100 ml).



Por ejemplo, para una rata de 300 a 304 g, se inyectan: Ketamina 30.0 mg 0 0.60 mly
Xilazina 3.9 mg o0 0.20 ml. (Unidad de microcirugia. Depto. de Cirugia Experimental. F.M.
UNAM. C.U.)

En las ratas, la ketamina (20-40 mg/kg im) induce un estado parecido a la anestesia
general por 20-40 min. Se requieren unos 10 min para lograr el efecto maximo, y los
animales se recuperan completamente en aproximadamente 2 hrs.

Los barbituricos son sustancias soélidas, cristalinas, pulverulentas, de color blanco,
inodoras, de sabor ligeramente amargo, escasamente solubles en agua. Inducen vy
mantienen anestesia general, son potentes depresores respiratorios y tienen efectos
variables sobre el sistema cardiovascular. Los barbituricos como el pentobarbital (PB)
incrementan la liberacion de GABA, deprimen la actividad de la corteza cerebral y del
talamo, asi como areas motoras y sensoriales del cerebro. Es uno de los anestésicos
generales mas usados en los estudios con animales, su mayor ventaja es su bajo costo, pero
tiene un bajo efecto analgésico, ya que se requiere de dosis relativamente grandes para
amortiguar la percepcién del dolor (Machado vy col., 2009).

El PB afecta la ovulacion; en la rata la administracién de éste analgésico a las 14:00 h
del dia del proestro retrasa 24 h la ovulacion (Kimy col., 1994).
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Grdfica 1a. Efecto de la inyeccidn de Pentobarbital o|Ketamina- Xilazina a las 9:00, 13:00 o0 17:00
horas en cada dia del ciclo estral sobre el porcentaje de animales ovulantes en el dia del estro
esperado. * p<0.05 vs Intactas (Prueba exacta de Fisher)

La inyeccion de la combinacion de Ketamina-Xilazina en el dia del diestro-1 bloquea la
ovulacién, como resultado del bloqueo de la secrecion fasica de la GnRH y por ende de las
gonadotropinas, ya que atraviesa la barrera hematoencefalica y modifica el componente
lipidico de la membrana, lo que lleva a la membrana a tornarse mas fluida, interfiriendo
con el intercambio rapido de los iones cloro, sodio, potasio, calcio y con la liberacidon de
neurotransmisores. Esta falta de ovulacion seria el resultado del efecto inhibitorio
provocado por el sistema GABA (dcido gamma amino-butirico) sobre la neurona GnRH, ya
que los barbituricos facilitan los efectos de este neurotransmisor al prolongar el tiempo de
apertura del canal para el cloro (Velasco y Alvarez, 1988).

La mezcla de ketamina-xilazina es un anestésico que puede ser utilizado en las fases
del estro, diestro-2 o proestro, a las 13:00 h, para llevar a cabo cirugias relacionadas con el
area de la Biologia de la Reproduccion, con la certeza de que no modificara la ovulacion de
la rata. Ademads que este anestésico no debera utilizarse en al medio dia del diestro-1,
porque interfiere con los mecanismos neuroenddcrinos que culminan con la ovulacién.



	portada e indice.pdf
	Resumen e Introducción.pdf
	Tesis completa y terminada 31 MAYO.pdf

