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Resumen

En la rata, la ovulacion es inducida cada 4 dias por la secrecion preovulatoria de LH
en la tarde del Proestro, la cual es resultado de la liberacion previa de GnRH. La
ocurrencia de este “pico de LH” depende de la integracion de dos elementos que
convergen en el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario: el aumento en la concentracion de
estrégenos ovaricos y una sefial nerviosa circadiana. La naturaleza de esta ultima no
es del todo clara, pero las evidencias permiten sugerir que los relojes intracelulares
en cada peldafio de dicho eje estan involucrados. El ndcleo Supraguiasmético (SCN),
localizado en el hipotalamo medio-basal, ocupa un lugar preponderante en el sistema
circadiano. Participa en la regulacion de la secreciéon de GnRH, pues la lesion bilateral
resulta en aciclicidad y bloqueo de la ovulacion espontanea, la cual puede ser
restaurada administrando GnRH.

El objetivo del presente estudio fue analizar si ambos lados del SCN
participan simétricamente en la regulacion de la ovulacion a las 9:00 h de cada dia del
ciclo estral de la rata adulta. Para ello, a las 9:00 h de los dias del Estro, Diestro-1,
Diestro-2 o Proestro; grupos de ratas ciclicas de la cepa CllZ-V mantenidas bajo un
fotoperiodo 14:10 (con luces encendidas a partir de las 5:00 h), con libre acceso al
agua y al alimento, fueron distribuidas al azar en alguno de los siguientes
experimentos: control, anestesia con barbitlricos, seccion de las vias dorsales al
nidcleo Supraquiasmatico izquierdo o derecho y, lesién unilateral del mismo. Los
animales fueron sacrificados el dia del estro esperado y en la autopsia se verifico la
presencia de ovocitos en los oviductos.

La anestesia con barbitaricos no tiene ningun efecto sobre los parametros
evaluados. La lesion del SCN izquierdo en el dia del Estro, induce ausencia de
ovulacion, mientras que la del derecho solo disminuye la tasa de animales ovulantes
(SCN-I: 0/7, SCN-D: 3/7 vs. intacto: 7/7). Las operaciones simuladas tienen el mismo
efecto, pero es la operacion derecha quien induce la ausencia de la ovulacién (Sham-
I: 3/7, Sham-D: 1/7, p<0.05 vs. intacto: 7/7). En el dia del diestro-1, ambos
tratamientos tienen este efecto inhibitorio independientemente del hemisferio cerebral
en que se realizan.

En dichas etapas también se producen alteraciones en la ciclicidad estral y
disminucién de la masa ovarica; por lo que podemos concluir que tanto el SCN como
las vias nerviosas dorsales al mismo participan en la regulacion del ciclo estral y por
tanto de la ovulacién. Ademas, que en la etapa del estro lo hacen de manera
asimétrica, por lo que esta participacion se modifica conforme avanza el ciclo estral.
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Cuando los mismos tratamientos se realizaron en las etapas restantes del
ciclo, los resultados fueron distintos. Las operaciones simuladas son ineficaces para
inducir anomalias en la ovulacion; denotando que en estas etapas los circuitos
neuronales dorsales al SCN, no participan en la regulacién de la ovulacion. Las
lesiones unilaterales inducen el bloqueo de la ovulacidon pero éste, a diferencia del
observado en las etapas del diestro-1 y estro, no es acompafiado por modificaciones
en la ciclicidad estral.

Los resultados antes mencionados nos permiten sugerir que ambos lados del
ndcleo Supraquiasmatico participan de manera estimulante en la regulacion de la
ovulacion y la ciclicidad estral. Esta participacion es asimétrica y depende de la etapa
del ciclo estral. Asi, tenemos que en las etapas del Estro y Diestro-1 se relaciona con
los mecanismos neuroendocrinos que regulan la progresion del ciclo estral, mientras
que en el Diestro-2 y Proestro participa en los eventos que desencadenan el
rompimiento de la pared folicular en respuesta a la sefializacion preovulatoria
hipotalamica e hipofisaria.
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Introduccidén

La existencia del SCN fue reportada en las primeras décadas del siglo XIX pero poco
0 nada se sabia sobre su funcion. Medio siglo después, algunos cientificos
comenzaron a reportar formalmente sus descubrimientos sobre los “relojes” biolégicos
y su importancia en los procesos vitales de las plantas y animales, relacionandolos
con los antiguos reportes que se remontan a la época de los griegos, y estableciendo
los primeros conceptos en el campo de la cronobiologia (Gruart et al., 2002). Estos
grupos de investigadores recibieron poco crédito, se les pidié que demostraran uno de
esos relojes bioldgicos. Los estudios pioneros en el estudio de los ritmos bioldgicos se
enfrentaron con el concepto inamovible de la homeostasis y no fue hasta la
publicacion de los resultados de Jurgen Aschoff, realizados con humanos aislados en
el interior de un bunker, y de aquellos de Colin Pittendright durante la segunda guerra
mundial, que el tema cobro importancia (Daan, 2000; DeCoursey 2004a).

Las investigaciones que se desprendieron de la aceptacion formal de la
ritmicidad en varias funciones de los organismos derivaron en el descubrimiento del
nucleo Supraquiasmatico como oscilador central en el sistema circadiano de los
mamiferos en 1972 (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972). En las
siguientes décadas se comprobaria que esta estructura tenia la funcién de organizar
las funciones de los mamiferos en un sentido temporal, y que incluso en otros grupos
de seres vivos existen sistemas homologos. Por muchos afios se penso que todas las
funciones ritmicas recaian sobre el nlicleo Supraquiasmatico y que éste representaba
una evolucion de los sistemas multioscilatorios de otros vertebrados. A finales del
siglo XX comenz6 a reportarse la existencia de sistemas oscilatorios en distintos
tejidos, aun cuando estos eran aislados de las influencias difusibles y nerviosas

provenientes del cerebro (Buijs et al., 2003).

Después de que se identificaran los componentes moleculares y muchos de
los mecanismos por medio de los cuales las neuronas del nicleo Supraquiasmatico
son capaces de coordinar funciones temporales, se observé que basicamente cada

célula de un organismo esta equipada con los mismos elementos, si bien son guiadas
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en un sistema jerarquico por el nucleo Supraquiasmatico (Buijs et al., 2003). Estos
descubrimientos permitieron el replanteamiento de muchas teorias sobre el control de
algunos procesos que dependen de patrones especificos en la sucesion de los
eventos. La reproduccion, como un proceso altamente coordinado, ha sido objeto de

numerosos estudios al respecto (Boden y Kennaway, 2006).

Se ha descrito el sustrato anatdmico por el cual son mediadas las
interacciones entre el sistema neuroendocrino y el circadiano y se han propuesto
numerosas hipétesis basadas en el descubrimiento de los relojes a nivel del
hipotalamo, la hipdfisis y el ovario. Asimismo, se ha comprobado el efecto que tiene la
disrupcion de la maquinaria de estos relojes a nivel genético sobre procesos como el
desarrollo folicular, la cépula, la prefiez y la lactancia. Con todo ello, ain quedan
muchas preguntas sin respuesta, en particular, poco se sabe sobre como las sefales
del oscilador central influencian al resto de los relojes en el eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario y si estas sefales son iguales en todo momento, no solo del dia, sino del ciclo
reproductivo; incluso si ambos lados del ndcleo (como estructura pareada) estan

involucrados en los mismos procesos y si contribuyen de la misma manera.
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Marco tedérico

Abreviaturas

3V Tercer ventriculo LS Nucleo lateral septal
AHA Area hipotaldmica anterior ME Eminencia media
ARC Nucleo arqueado MUA Multiples registros simultaneos
AVP Arginina-vasopresina NPY Neuropéptido Y
AVPR1A Receptor a arginina-vasopresina tipo R1A NTS Nucleo del tracto solitario
AVPV Area anteroventral periventricular ocC Quiasma 6ptico
BNST Nucleo basal de la estria terminal OVLT Organo vasculoso de la ldmina terminal
ccg's Genes controlados por el reloj P Proestro
CKle Casein cinasa 1€ PACAP Péptido activador de la adenilato ciclasa
D-1 Diestro-1 POA Area predptica
D-2 Diestro-2 PR Receptor a progesterona
DBB Banda diagonal de Broca PRC Curva de respuesta de fase
DD Oscuridad constante PT Nucleo paratenial
DMH Ndcleo dorsomedial PVN Nucleo Paraventricular
E Estro PVT Nucleo paraventricular taldmico
eCG Gonadotropina coridnica equina RHT Tracto retino-hipotalamico
ERa Receptor a estrégenos tipo a SCN Nucleo Supraquiasmatico
ERPB Receptor a estrégenos tipo B StAR Proteina reguladora de la esteroidogénesis
FRP Periodo en libre corrimiento SUA Registro de unidades individuales
FSH Hormona estimulante del foliculo T Periodo del sincronizador
GABA Acido y-aminobutirico t (tau) Periodo en libre corrimiento
GABAA Receptor al acido y-aminobutirico tipo A VIP Péptido intestinal vasoactivo
GABAB Receptor al acido y-aminobutirico tipo B VIP2 Receptor al péptido intestinal vasoactivo tipo 2
GHT Tracto geniculo-hipotaldamico VMDN Nucleo motor dorsal del vago
GnRH Hormona liberadora de las gonadotropinas VMH Ndcleo ventromedial
hCG Gonadotropina coridénica humana VRC Curva de respuesta de velocidad
IGL Hojuela intergeniculada
LD Fotoperiodo con alternancia luz/oscuridad
LH Hormona luteinizante
LL Luz constante
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1. El ntcleo Supraquiasmatico y otros osciladores

Con el descubrimiento de la ritmicidad bioldgica y el progreso en el estudio de sus
propiedades surgieron tres preguntas: ¢existe una estructura responsable de la
generacion de los ritmos en alguna region de los organismos?, si existe, ¢como se
conecta con el exterior para mantenerse en sincronia con el medio? y finalmente,
¢como transmite la informaciéon temporal al resto del sistema? Durante el siglo
pasado, distintos estudios mostraron que la estructura que genera los ritmos
biologicos de la mosca Drosophila melanogaster esta contenida dentro de la médula
accesoria y en las neuronas ventrales laterales. En los vertebrados, con excepcion de
los mamiferos, la glandula pineal tiene gran importancia; es ritmica aun en cultivos
mantenidos en condiciones constantes y su destruccion tiene efectos similares a la
lesion del oscilador de los mamiferos, el cual, también en estos grupos es de gran

importancia (Reffineti, 2006i).

La respuesta para la primera pregunta, en el caso de los mamiferos, fue
tomando forma a partir de los estudios de Robert Moore en busca de la ruta por la
cual transita la informacion fética hacia el hipotdlamo. Culminaron con el
descubrimiento del tracto retino-hipotalamico (RHT), via secundaria que conecta de
manera directa a la retina con el hipotalamo. EI RHT culmina en un par de pequefias
estructuras conocidas en conjunto como nucleo Supraquiasmatico (SCN) (Moore vy
Lenn, 1972). De existir un oscilador fisico, este debia tener algun tipo de conexién
directa con las estructuras foto-sensibles para responder de manera inmediata a los
estimulos luminosos como se aprecia en el arrastre. Esta premisa coloco al SCN en la
mira de los investigadores que buscaban al oscilador central de los mamiferos
(Moore, 1999).

El SCN esta formado por dos estructuras neuronales de forma ovoide,
ubicadas en la base del hipotdlamo anterior, laterales al tercer ventriculo (3V), del cual
estan separados por aproximadamente 60 uym (Van Den Pol, 1980) y dorsales al
quiasma Optico (OC) en posicién supra (Angeles-Castellanos, 2007; DeCoursey,

2004c; Moore, 1999; Refinetti, 2006]). Estan separadas una de la otra por la base del
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3V y el dorso del tracto infundibular (Figura 3) (Moga y Moore, 1997). EI SCN se
diferencia claramente del tejido que le rodea porque sus neuronas estan densamente
agrupadas dentro de sus limites (Refinetti, 2006j; Van Den Pol, 1980), también son de
las mas pequefias del sistema nervioso; similares a las de los bulbos olfatorios,
hipocampo y cerebelo (DeCoursey, 2004c; Van Den Pol, 1991). En cada lado
contiene entre 8000 y 10000 neuronas rodeadas de astrocitos (Angeles-Castellanos,
2007; Van Den Pol, 1991). En conjunto ocupan un volumen de aproximadamente 0.16
mm? y cada lado por separado mide en promedio 425 um de ancho, 400 um de alto y
950 ym de largo; medidas que corresponden a ratas macho adultas y que varian con
la edad y el género (Van Den Pol, 1991). En su analisis anatomico, Johnson y
colaboradores (1988b) no encontraron diferencias entre el SCN de ratas albinas y

pigmentadas.

Todas sus neuronas tienen varios nucléolos y un nucleo con multiples
invaginaciones. Sus arboles dendriticos son simples, con un promedio de tres
dendritas que se bifurcan una o dos veces. Ambos lados estan conectados por fibras
gue salen de uno de ellos y terminan en el otro (Leak et al., 1999; Van Den Pol, 1980).
Las neuronas tienen gran cantidad de aposiciones en sentido rostro-caudal, con
multiples uniones GAP entre ellas. Se piensa que en conjunto con las sinapsis
clasicas y la comunicacion de tipo epaptica, las uniones GAP representan los medios

de comunicacion dentro del nucleo (Van Den Pol, 1980; 1991).

El SCN es un nucleo heterogéneo con diferentes zonas (Figura 4) de acuerdo
al tamafo de sus neuronas, cantidad de vias aferentes, direccidbn de proyecciones
eferentes y contenido de neurotransmisores (Moore et al., 2002; Van Den Pol, 1991).
Principalmente se reconoce la porcion dorsomedial, también conocida como shell, y la
ventrolateral o core (Angeles-Castellanos, 2007; Refinetti, 2006j). En la rata, las
neuronas de la porcién dorsomedial son bipolares y pequefias, miden en promedio 84
+ 4 um?, presentan arboles dendriticos simples y estan mas dispersas; mientras que
las de la regién ventrolateral promedian 102 + 5 ym?, son multipolares con grandes
arboles dendriticos y estan mas agrupadas. Este mayor tamafio en las neuronas de la

porcién ventrolateral se conserva en otros roedores como el hamster y el raton (Moore
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y Card, 1985; Van Den Pol, 1991). La porcion ventrolateral contiene aproximadamente
el 43% de todas las células del SCN, mientras que la dorsomedial el 57% (Moore et
al., 2002).

SCN-D SCN-1

en la base de la imagen (tomada y modificada de Paxinos y Watson, 2004).

En términos de identidad quimica, en el SCN se encuentran células
inmunoreactivas a sustancia P, somatostatina, encefalina, péptido liberador de la
gastrina, neurotensina y calretinina (Moore et al., 2002). La mayoria de las neuronas
del SCN son también inmunoreactivas al acido y-aminobutirico (GABA), que actla
localmente al unirse a los receptores GABA, Yy GABAg, igualmente presentes en
todas sus células (Albers et al., 1991; Reghunandanan y Reghunandanan, 2006).
Este neurotransmisor esta asociado con la coordinacion entre las neuronas del SCN,
pero sobre todo con la sincronizaciéon entre sus dos porciones (Meijer et al., 2007). En
la Figura 4b se aprecia que la region dorsomedial contiene la mayor cantidad de
células inmunoreactivas a arginina-vasopresina (AVP), mientras que la ventrolateral
contiene un gran numero de células inmunoreactivas al péptido intestinal vasoactivo

(VIP) (Refinetti, 2006j). También se ha reportado la presencia de células
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inmunoreactivas a prokineticina, metencefalina, angiotenisina I, calbindina, y
galanina; supuestamente relacionados con la comunicacién intranuclear en conjunto
con la melatonina de origen pineal y el GABA; y algunos de ellos con la comunicacién

entre el SCN y sus efectores y aferentes (Reghunandanan y Reghunandanan, 2006).

Estudios con trazadores retrogrados muestran que las dos subregiones del
nacleo estan comunicadas por axones que parten de una de ellas y terminan en la
otra (Leak et al., 1999). Estos axones pueden ser simples o tener bifurcaciones que
alcanzan estructuras fuera del SCN (Van Den Pol, 1991). Se originan principalmente
en la region ventrolateral y pocas fibras parten en la direccion opuesta (Leak et al.,
1999; Moore et al., 2002; Refinetti, 2006j). Todas estas conexiones dentro del nucleo
resultan funcionalmente necesarias por el hecho de que genera ritmos circadianos
con el mismo periodo, aun cuando se mantienen funcionando cuando se separa un
lado del otro (Gillete, 1991), una subdivision de la otra (Yamaguchi et al., 2003) e
incluso, unas neuronas de otras (Honma et al., 1998; 2000; 2004), pero con periodos

distintos en cada oscilador individual.

oA E
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Figura 4. A, micrografia coronal de una porcién del cerebro de ratén en la que se muestran las subdivisiones
ventrolateral (VL) y dorsomedial (DM) del SCN (tomada y modificada de Angeles-Castellanos et al., 2007). B,
representaciones graficas del SCN de la rata (arriba) y del ratén (abajo) con las neuronas VIPérgicas denotadas
con anaranjado, las AVPérgicas con azul y con verde poblaciones mixtas (tomada y modificada de Angeles-
Castellanos et al., 2007; Atkins et al., 2010).
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El SCN de los roedores comienza a funcionar antes del nacimiento,
aproximadamente en el dia 19 del desarrollo embrionario; 3 dias después de su
formacion (Reppert y Schwartz, 1984; Shibata y Moore, 1987). Basicamente se
distinguen 3 etapas en el desarrollo del SCN como oscilador: la primera de ellas es la
formacion de sus neuronas a partir del primordio Supraquiasmatico entre los dias 14y
17 del desarrollo embrionarios (primero se forma el shell y después el core), la
segunda es la maduracién y el crecimiento de estas neuronas (aunque se ha
mostrado que la maduracion del SCN, en particular, concluye hasta la adultez), la
tercera es la formacion de sinapsis entre las neuronas y las vias aferentes y
eferentes; estas etapas transcurren entre el dia 19 del desarrollo embrionario y el 10

postnatal (Moore, 1991).

El primer ritmo que se desarrolla es el de la actividad neuronal; que hasta el
primer dia después del parto aun es muy inmaduro (Reppert y Schwartz, 1984; Shibata
y Moore, 1987). ElI ritmo de N-acetil transferasa en la pineal comienza
aproximadamente 4 dias después del parto, mientras que el resto de los ritmos
endocrinos y conductuales aparecen después de 21 dias (Reppert y Schwartz, 1984).
El resto de los ritmos se manifiestan gradualmente después del nacimiento conforme el
SCN madura y genera conexiones con los sistemas eferentes y aferentes (Moore,
1991); antes de lo cual, es sincronizado por la madre mediante sefiales como el ritmo
de melatonina o el flujo de nutrientes en la sangre después de la ingesta de alimentos
(Reppert y Weaver, 1991).

Los estudios de lesion que evaluaron la actividad locomotora y la ingesta de
agua en ratas albinas con lesion bilateral del SCN mostraron que ambos ritmos
desaparecian si todo el nucleo era destruido. Los ritmos contindan cuando al menos
un pequefo porcentaje del SCN sobrevivio a la lesion (Stephan y Sucker, 1972).
Simultaneamente, Moore y Eichler (1972) mostraron que el ritmo circadiano en la
secrecion de corticosterona desaparece cuando se realiza la lesion bilateral del SCN
en ratas albinas y la seccién de algunas vias nerviosas rostrales y caudales al mismo.
También reportaron la participacion del RHT en la conduccion de la informacién fética

desde la retina hasta el SCN. La lesion del nicleo da como resultado la abolicion

10



Marco teérico| 2013

permanente de ritmos como el de temperatura central, el contenido de melatonina en la

glandula pineal, el ciclo estral, etc. (Meyer-Berstein et al., 1999; Refinetti, 2006)).

En el andlisis de sus resultados, Moore y Eichler (1972) mencionan que los
datos obtenidos de experimentos con lesion del SCN no son concluyentes por la
posibilidad de que sea solo una de las vias efectoras y no el oscilador primario, en cuyo
caso su destruccion tendria el mismo efecto (Moore y Eichler, 1972). La segunda linea
de investigacion que apoya la teoria del SCN como oscilador primario mostré que
posee ritmicidad autdnoma en su actividad metabdlica y eléctrica, caracteristica que
forzosamente debe cumplir un oscilador endégeno. Esta ritmicidad inherente al SCN
tiene una periodicidad muy cercana a 24 horas, lo cual lo convirti6 en el oscilador
central del sistema circadiano (es probable que los osciladores responsables de la
generacion de ritmos con periodicidades distintas sean sistemas modulados por el
mismo SCN) (Yamazaki et al., 1998).

Si se realizan cortes seriados de entre 300 y 500 pum en el plano coronal y se
mantiene en cultivo aquel en el que se encuentra la mayor parte del SCN, se pueden
evaluar sus propiedades por algunos dias. Estos explantes son capaces de sostener
ritmos circadianos en muchas de sus funciones e incuso conservar propiedades como
el arrastre (Gillete, 1991; DeCoursey, 2004d). Al evaluar la tasa de descargas
espontaneas de las neuronas del SCN, ya sea por el método de registro de unidades
individuales (SUA) o por el de mudltiples registros simultaneos (MUA), se aprecia
claramente un ritmo circadiano con acrofase en el dia subjetivo, sin importar si el tejido
proviene de animales diurnos o nocturnos. Este patrén es raro, pues el resto del
sistema nervioso central presenta mayor actividad durante la fase activa del animal
(Gillete, 1991; Prosser, 1998; Shibata y Moore, 1987). Prosser (1998) afirma que
existen diferencias en las acrofases de distintas cepas de ratas, aunque no parece
haberlas entre individuos de distintos sexos ni entre neuronas de las subdivisiones del
SCN (Shibata y Moore, 1987). Esto mismo se aprecia en cultivos mas sencillos que
solo contienen ambos SCN, el nacleo Paraventricuar (PVN), el OC y el 3V (Gillete,
1991), o solo el SCN, OC Y 3V (Bos y Mirmiran, 1990). La misma autora reporta que al

realizar cultivos en los que solo se encuentra un lado del SCN (izquierdo o derecho), la
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ritmicidad se mantiene con los mismos parametros. Esto aporta un dato curioso; cada
lado del nucleo es autosuficiente y capaz de generar ritmicidad en ausencia de su par y
del resto del hipotalamo (Gillete, 1991).

Las neuronas del SCN también muestran un ritmo circadiano en su actividad
metabdlica. Se le ha dado seguimiento a este ritmo después de administrar glucosa
con un marcador radioactivo (2-desoxi-D-[1-'*C] glucosa) a cultivos de rebanadas que
contienen al SCN. Después de un tiempo de incubacion, se puede obtener una imagen
auto-radiografica del tejido y es posible observar las regiones en las cuales se ha
acumulado la mayor cantidad de glucosa radioactiva (Newman, 1991). Las neuronas
necesitan energia para llevar a cabo sus funciones y esa energia se obtiene de la
glucosa, por lo que su movilizacidon a ciertas estructuras del tejido es un reflejo de la
demanda energética y por tanto de la actividad de esa region especifica (Schwariz,
1991; Schwartz et al., 1980). Estos estudios muestran que el ritmo de actividad
metabolica tiene caracteristicas similares a las del ritmo de actividad eléctrica
(Newman, 1991).

El registro de la actividad (eléctrica o metabdlica) del SCN in vitro tampoco es
concluyente por si mismo, principalmente porque una rebanada de cerebro de 500 ym
no puede albergar al nucleo en su totalidad (Gillete, 1991). Adicionalmente, estos
sistemas representan una version sobre-simplificada del micro-ambiente en el que se
desenvuelve el SCN dentro de un animal entero, sin gran parte de la informacion neural
y humoral que recibe. Han sido reportadas diferencias significativas entre los MUA de
neuronas del SCN in vivo e in vitro, lo que muestra la mayor complejidad del modelo in
vivo (Meijer et al., 1997).

Numerosos estudios se han desarrollado para cubrir el tema de la ritmicidad
autonoma del SCN en el animal entero, mediante la insercidon estereotaxica de
electrodos conectados a un receptor con cables flexibles que permiten la libertad de
movimiento de los animales. Meijer y colaboradores (1996) muestran que el ritmo de
actividad neuronal se presenta con una acrofase igual a la del modelo in vitro en la rata,

ya sea por MUA o SUA. Un experimento semejante mostrd que el hamster conserva el
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mismo patréon de actividad diurna en antifase al periodo de actividad nocturna y que el
ritmo no desaparece al realizar el experimento en DD, lo que prueba que se genera
enddgenamente. Este estudio ademas reporta una coincidencia de fase casi perfecta
entre la actividad del SCN y del nacleo basal de la estria terminal (BNST), lo que indica

gue ambas estructuras estan relacionadas funcionalmente (Yamazaki et al., 1998).

Schwartz (1991) reporta la actividad metabdlica in vivo usando el método de la
glucosa radioactiva y encuentra una amplitud menor que la reportada in vitro (Newman,
1991), aungue la acrofase del ritmo se mantiene similar en animales diurnos, nocturnos
y crepusculares (Schwartz et al., 1983). En la rata este ritmo es enddgeno y responde a
los estimulos luminosos de la misma manera que lo hace el de actividad locomotora
(Schwartz et al., 1980). También se ha mostrado la expresion ritmica in vivo de algunos
genes como C-fos y JunB en la zona dorsomedial del SCN. La acrofase de este ritmo
también ocurre durante el dia. Otros genes como FosB y NGFI-A no se expresan
ritmicamente, pero pueden ser inducidos en la porcién ventrolateral con luz, y la
sensibilidad a ésta sigue un ritmo circadiano con acrofase por la noche. Estos genes
estan relacionados con la activacion de otros, por lo que es probable que participen en

vias de autorregulacion y arrastre del SCN (Guido et al., 1999).

Finalmente, los estudios de trasplante corroboraron que el oscilador se localiza
en el SCN, ya que la destruccion de éste suprime los ritmos endoégenos de los animales
tratados, y si a estos animales se les trasplanta el SCN de animales intactos se
restauran los ritmos eliminados, pero con las caracteristicas del donador. Normalmente
es posible trasplantar tejido nervioso solo cuando se encuentra en la neurogénesis, que
en la rata inicia en el dia 14del desarrollo embrionario y en el hamster a partir del dia 9.
Esta etapa concluye pocos dias después del nacimiento, aunque se han reportado
trasplantes exitosos de tejido proveniente de animales sacrificados en el dia 10
postnatal (Kaufman y Menaker, 1993). Una vez que se termina el seguimiento de los
ritmos restaurados, los animales son sacrificados y los cerebros seccionados
coronalmente para corroborar la lesién del SCN, asi como la presencia y ubicacién del
injerto mediante técnicas de inmunohistoquimica, ya sea para VIP, que se encuentra en

el SCN pero no en el tejido adyacente (Kaufman y Menaker, 1993; Meyer-Bernstein et
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al., 1999), o para proteinas especificas de una especie, en el caso de los
heterotrasplantes (Sollar et al., 1995).

Los trasplantes que restauran la ritmicidad en la actividad locomotora se
caracterizan por la presencia de células inmunoreactivas a AVP y VIP, ademas de ser
inervados por fibras glutamatérgicas del RHT y establecer conexiones nerviosas con el
cerebro huésped. La integridad estructural parece no ser determinante (Lehman et al.,
1991). Los homotrasplantes como el que realizan Meyer-Bernstein y colaboradores
(1999) no son un buen indicador de que el tejido trasplantado contiene al oscilador,
pues las caracteristicas que se pueden evaluar son similares entre el donante y el
receptor, ya que pertenecen a la misma especie; y la pérdida inicial de ritmicidad podria
deberse a una disrupcion pasajera ocasionada por la cirugia, asi como su posterior
restauracion al fin de la misma, y no al trasplante per se (Reffineti, 2006i; Sollar et al.,
1995). Para eliminar esta incertidumbre se han realizado los heterotrasplantes; en los
cuales el donante y el receptor pertenecen a diferentes especies y por tanto poseen
distintos periodos. En un estudio en el cual se injertd tejido del SCN de rata en ardillas
se evidencidé que éstas restauran su ritmo de actividad locomotora con el periodo
caracteristico de la rata. Sin embargo, el nUmero de trasplantes exitosos es muy bajo
(Saitoh et al., 1991).

El trasplante de tejido de rata o ratdon al hamster devuelve la ritmicidad
exitosamente, pero en el caso del tejido de rata, los ritmos no se restauran con el
periodo esperado, por lo que los autores sugieren que no todos los sistemas
circadianos de los mamiferos son iguales en sus conexiones oscilador-efectores (Sollar
et al., 1995). Estudios en los que el receptor es un hamster normal y el donador
presenta la mutacidon homocigotica tau y viceversa han tenido mucho mas éxito en
mostrar que el oscilador realmente esta en el SCN (Kaufman y Menaker, 1993;
Vogelbaum y Menaker, 1992; Vogelbaum et al., 1993). Estos estudios incluso han
podido crear "quimeras temporales" a partir de animales con lesiones parciales del
SCN que reciben injertos de donadores tau. Los animales expresan su propio periodo
en el ritmo de actividad locomotora, intercalado con dias en los que se expresa el

periodo del donador, lo que muestra que el SCN contiene el programa temporal y que
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los efectores pueden acoplarse a mas de un programa (Vogelbaum y Menaker, 1992;
Vogelbaum et al, 1993). Adicionalmente, estos experimentos muestran qué
caracteristicas de los ritmos son generadas en el nucleo, y sin lugar a dudas, por lo

menos el periodo, esta codificado dentro del SCN (Ralph, 1991).

Todos los experimentos mencionados anteriormente analizan el ritmo de
actividad locomotora y dan por sentado que los ritmos se restauran después del
trasplante. Cuando Meyer-Bernstein y colaboradores (1999) registraron el ritmo de
secrecion de corticosterona, melatonina, hormona luteinizante (LH) y el ciclo estral de
hamsters sirios, reportaron que ninguno de estos ritmos endocrinos reaparece después
del trasplante, aun cuando se restablece exitosamente el ritmo de actividad locomotora.
Estos resultados apuntan a la suposicion de que los ritmos endocrinos dependen de
conexiones nerviosas entre el SCN y los efectores, y que por otro lado, los ritmos
conductuales se transmiten por factores difusibles. Otra posibilidad es que ambos tipos
de ritmos dependen de conexiones nerviosas, humorales o ambas pero que estas

difieran cualitativa o cuantitativamente (Lehman et al., 1991; Sollar et al., 1995).
2. Bases celulares y moleculares de las funciones ritmicas

Con la certeza de la naturaleza del SCN como oscilador endégeno, surgi6 la duda de
como produce la ritmicidad. ¢Es una propiedad emergente de todo el SCN al actuar
como tejido? o por otro lado, ¢existen subunidades encargadas de la funcién ritmica
(Gillete, 1991)? Las neuronas individuales del SCN de los roedores tienen ritmicidad
propia (Herzog et al., 2004; Honma et al., 1998; 2000; 2004; Yamaguchi et al., 2003,
DeCoursey, 2004d); oscilan en su actividad eléctrica y en la expresion de muchos
genes con periodos que van desde 20 hasta 28 horas. El promedio de las neuronas
analizadas es muy similar al de la actividad locomotora (aproximadamente 24 horas),
por lo que los investigadores proponen que el periodo caracteristico de cada especie es
producto de la sincronizacion de osciladores celulares individuales (Honma et al., 1998;
Welsh et al., 1995).
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En un estudio posterior, el mismo grupo reportdé la presencia de neuronas
adyacentes que presentan ritmos de actividad sincronizados con periodos idénticos. Al
aplicar tetradotoxina al medio de cultivo, que bloquea la transmisién de potenciales de
accién, estas células continlan oscilando individualmente, desacoplandose
eventualmente (Honma et al.,, 2000). Este hallazgo permite especular sobre la
participacion de los contactos sinapticos dependientes de Na* en la sincronizacion al
interior del SCN. Es posible que las neuronas se acoplen por medio de interacciones
sinapticas o por las uniones GAP en sus aposiciones (Honma et al., 2004), las cuales
han sido extensamente reportadas (\VVan Den Pol, 1991). Sin embargo, se ha reportado
gue las células del SCN no se acoplan al mantenerse in vitro, si bien corroboran
algunos de los resultados previos, los autores no encontraron evidencia de

sincronizacion incluso en células con claras aposiciones (Welsh et al., 1995).

Algunos modelos matematicos han determinado que es necesario un
mecanismo de sincronizacién entre las neuronas, pues de lo contrario el periodo
presentaria mucha variacion entre un ciclo y otro (Bouskila y Dudek, 1995). Esta
precision dia a dia parece estar determinada por las interacciones neuronales antes
mencionadas. Herzog y colaboradores (2004) mostraron que las neuronas dispersas
del SCN presentan mayor desviacion con cada ciclo que los cultivos de explantes y
estos, a su vez, que el animal entero. Honma y colaboradores (2004) realizaron un
experimento muy similar en el que ademas de corroborar sus resultados encontraron
gue entre mas difiere el periodo de una neurona de 24.0 horas mas dificil resulta su
sincronizacion con otras. Evidencia adicional sobre la ritmicidad individual surge de los
estudios en los que una suspension de células disociadas de SCN fue trasplantada en
el 3V de ratas con lesion bilateral del SCN, restaurando el ritmo de actividad
locomotora de manera semejante al trasplante de tejido integro (Lehman et al., 1991).
Otras evidencias permiten suponer que muchas neuronas del SCN no son ritmicas y
que adquieren esta propiedad al sincronizarse con el resto por medio de sinapsis
dependientes de Na* (Mirmiran et al., 1995; Welsh et al., 1995).
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¢, Como es que cada neurona del SCN es capaz de oscilar individualmente? La
respuesta a esta pregunta es uno de los grandes avances de la cronobiologia y recién
comenzo a dilucidarse en la ultima década del siglo XX. Dentro de todas las células
existe un programa temporal que esta procesandose en todo momento. Este programa
es similar en todos los organismos que habitan la tierra, escrito en los términos de un
bucle de retroalimentacién con elementos estimulantes e inhibitorios (Figura 5) (Dunlap,
2004; Refinetti, 2006j). Dunlap define al sistema circadiano de cada célula como el ciclo
de un conjunto de causas y efectos dentro de los limites de una célula, la progresion de
los cuales puede ser influenciada por factores externos a la misma (Dunlap, 1999).

Asa estimulante Asa inhibitoria

Figura 5. Representacion de las interacciones genéticas responsables de la ritmicidad bioldgica, para detalles
refiérase al texto (tomada y modificada de Hastings et al., 2007).
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Poco después de la publicacion de los articulos de Moore y Eichler (1972) y
Stephan y Zucker (1972), se descubrieron algunas mutaciones genéticas en Drosophila
melanogaster que eran responsables de periodos mas cortos 0 mas largos en el ritmo
de emergencia larval. En los siguientes afios no solo se descubrié el resto de la
magquinaria molecular en la mosca, sino también sus ort6logos en mamiferos (Young,
2000). La primera mutacion reportada que afecta al sistema circadiano en mamiferos
es la tau, que es responsable de anomalias en el periodo. Los mutantes homocigoticos
presentan FRP’s de 20 horas mientras que los heterocigoticos de 22 horas (Refinettl,
2006e).

En mamiferos, los genes Bmall, también conocido como Mop3 y ARNTL y
Clock (Brain and muscle ARNT-like protein y Circadian Locomotor Output Cycle Kaput,

respectivamente (Boden y Kennaway, 2006), son transcritos en moléculas de ARNm
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gue son procesadas en la sintesis de las proteinas CLOCK y BMAL1. Ambas proteinas
se unen en el citoplasma formando el heterodimero CLOCK:BMAL1, que es traslocado
hacia el nucleo donde se une a regiones especificas (E-box) en los promotores de los
genes Rev-erba, Per (Period) y Cry (Cryptochrome). Esta union inicia la transcripcion y
sus respectivas proteinas son igualmente sintetizadas y liberadas en el citoplasma, en
donde PER es fosforilada por la casein cinasa 1€ (CK1¢), lo que posibilita su unién con
CRY vy la formacién del heterodimero PER:CRY (Dunlap, 2004), posteriormente es
translocado al nucleo, donde inhibe la sintesis de sus componentes al actuar sobre
CLOCK:BMAL1 (Refinetti, 2006j). Para este momento, REV-ERBa se ha unido al gen

Bmall iniciando la inhibicibn complementaria de su transcripcion (Dunlap, 2004).

La maquinaria molecular de los mamiferos se compone de una familia de
genes Period (Perl, Per2 y Per3) y otra de genes Cryptochrome (Cryl y Cry2) como
elementos inhibitorios del bucle; Rev-erba actia como elemento negativo
complementario. En el asa estimulante actian Clock y Bmall. En un animal nocturno,
como el raton, la sintesis de PER y CRY y su efecto supresor es un proceso que dura
desde la media noche hasta el medio dia; las otras 12 horas son aquellas en las que se
sintetizan CLOCK y BMALL1 y se activa la transcripcion de los elementos negativos del
bucle (Dunlap, 2004). En otras palabras, los ritmos biol6gicos son el producto de
osciladores individuales a nivel celular y dentro de las células, el “reloj” se compone de
genes (reloj) que codifican proteinas que posteriormente inhiben su propia
transcripcion, generando fluctuaciones en su concentracion y en la de su propio ARNm.
Estas variaciones reflejan las fases del ciclo diario (24 horas) y la misma célula
responde a ellas con cambios en la expresién de otros genes o ccg’s (clock controled
genes) (Morse y Sassone-Corsi, 2002). Los ccg's son activados por los genes reloj
(presentan sitios de union adecuados en sus promotores), pero que a su vez no forman
parte del mecanismo central, por lo que su ausencia no interfiere con el reloj en si
(Dunlap, 1999).

El descubrimiento de los genes reloj permitié a su vez un cambio en el modelo
propuesto inicialmente para los mamiferos, en el que el SCN era el oscilador

encargado de generar y controlar la ritmicidad para todo el organismo. Aun en los
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primeros afios del siglo XXI se consideraba que el sistema circadiano tenia algunas
vias aferentes, un solo oscilador y muchas vias eferentes, a diferencia del sistema
multioscilatorio de otros vertebrados (DeCoursey, 2004c). Actualmente se considera
gue el SCN tiene un papel jerarquico como oscilador central, pero no Unico. Los
mismos elementos que oscilan en él también lo hacen en algunos tejidos dentro y fuera
del sistema nervioso, pero con retrasos que van de 3 a 9 horas, lo que sugiere que es

el SCN el encargado de aportar la fase para cada uno de ellos.

En el SCN aproximadamente un 10% de los genes expresados lo hacen de
manera ritmica, mientras que en tejidos periféricos solo lo hacen unos cuantos, entre
los que se encuentran los genes reloj y algunos que codifican para enzimas limitantes
en los procesos locales (ccg’s) (Morse y Sassone-Corsi, 2002; Panda y Hogenesh,
2004). Este modelo se ajusta a las predicciones matematicas que realizé Pittendrigh a
partir de algunos fendmenos como el de desincronizacion interna, segun el cual, existe
un oscilador central que establece los parametros bajo los cuales han de operar otros
osciladores (esclavos) que estan jerarquicamente por debajo de él (Pittendrigh, 1981).
En este sentido, el SCN adopta el papel de sincronizador mas que de generador
absoluto de ritmicidad. Actualmente se ha mostrado que la mayoria de los tejidos y
organos del cuerpo presentan oscilaciones en muchas funciones, y que la pérdida de
ritmicidad aparente después de las lesiones del SCN se debe mas a una
desincronizacion gradual que a la pérdida de la funcion ritmica en todo el organismo.
Un claro ejemplo es el protocolo de restricted feeding, en el cual el alimento se
restringe a una hora distinta de la fase activa, disociando el reloj en el higado de aquél
en el SCN (Ball, 2007; Panda y Hogenesch 2004).

3. Vias aferentes

Si bien la ritmicidad biolégica no depende de las vias aferentes que llegan al SCN, solo
tiene utilidad adaptativa si puede sincronizarse con el medio externo (DeCoursey,
2004c; Buijs et al., 2003). Respondiendo a la segunda pregunta que se plante6 en la

A 1

seccion en que se habld del SCN, éste Ultimo esta "en contacto" con el exterior a través

19



Marco teérico| 2013

de muchas vias aferentes, de las cuales solo las que participan en el arrastre que
utiliza al fotoperiodo como zeitgeber han sido descritas a detalle (Refinetti, 2006i). Al
igual que el resto del sistema nervioso, el SCN se comunica por corrientes eléctricas, y
para que la luz pueda ejercer su efecto primero debe ser transformada en un proceso
conocido como foto-transduccion. En este proceso, la radiacion electromagnética (luz)
produce alteraciones estructurales en los foto-pigmentos, que conllevan a cambios en
la polaridad de algunas estructuras nerviosas especializadas conocidas como foto-
receptores. En los mamiferos los foto-receptores se encuentran Unicamente en la
retina, mientras que en otros grupos de vertebrados existen en estructuras adicionales
como la glandula pineal en las aves, el ojo parietal de los reptiles, el 6rgano parapineal
en peces y algunos foto-receptores en el interior del cerebro de todos los anteriores
(Buijs et al., 2003; Refinetti, 2006i).

Los mamiferos poseen dos tipos de foto-receptores destinados a la foto-
transduccion, los bastones asociados a la visibn nocturna en blanco y negro y los
conos a la vision de dia, a colores (Fox, 2008). Estos hacen conexiones directas con
las células bipolares, que a su vez se conectan con las células ganglionares. Los
axones de estas Ultimas se extienden caudalmente formando los nervios 6pticos, que
se entrecruzan en el OC y parten contralateramente hacia los nucleos geniculados
laterales del tdlamo, del cual parten, a su vez, fibras que llevan la informacion fética a la
corteza visual en el I6bulo occipital (Do y Yao, 2010; Refinetti, 2006j). Estos foto-
receptores no parecen estar involucrados en el proceso de arrastre, como mostré un
experimento en el cual se utilizaron ratones alterados genéticamente que presentan
una degeneracion temprana de conos y bastones y, aun asi, poseen sistemas
circadianos funcionales. Este estudio ademas muestra que la enucleacion es capaz de
suprimir toda respuesta a la luz produciendo ritmos en libre corrimiento, por lo que los
receptores necesarios para el arrastre, si bien no son conos ni bastones, si estan

presentes en el ojo (Freedman et al., 1999; DeCoursey, 2004d).

Se ha mostrado la existencia de una pequefia subpoblacion (aproximadamente
de un 2% en la rata [Do y Yao, 2010]), de células ganglionares tipo Ill o0 W (Meijer,

1991) que proyectan directamente al SCN; con la particularidad de que a diferencia del
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resto de las células de este tipo, son fotosensibles y se despolarizan en presencia de
luz (Berson et al., 2002; Do y Yao, 2010). Es probable que utilicen melanopsina como
foto-pigmento, ya que se ha mostrado su presencia en las mismas ceélulas que son
inmunopositivas a los neurotransmisores de la via retino-hipotaldmica (Hannibal, 2002).
Adicionalmente existen evidencias de que solo las células ganglionares que contienen
esta opsina son fotosensibles (Cermakian y Sassone-Corsi, 2002). A pesar de ello,
también se ha mostrado que animales transgénicos deficientes de melanopsina tienen
sistemas circadianos funcionales con respuesta atenuada, por lo que es posible que
existan otros foto-pigmentos involucrados (Menaker, 2003). Se ha especulado sobre la
participacion de las proteinas codificadas por los genes Cry, que tienen un papel
fundamental en la foto-recepcion de Drosophila melanogaster (Cermakian y Sassone-
Corsi, 2002).

Los axones no mielinizados de las células ganglionares tipo W forman el RHT
(Figura 6), via secundaria e independiente a la que se mencion6 para la generacion de
imagenes, que inerva directamente al SCN de manera monosinaptica (Moore y Lenn,
1972). A diferencia del nervio o6ptico, el RHT de la rata se bifurca antes del
entrecruzamiento a nivel del OC y aproximadamente 60% de sus fibras parten en
direccion contralateral, mientras que solo un 40% inervan al SCN ipsilateral (Card vy
Moore, 1991; Johnson et al., 1988b; Moore y Card, 1985; Stephan et al., 1982). Esta
via hace contacto con el SCN en su porcidn ventrolateral mas rostral y continda
infiltrandose hasta inervar densamente la region medial y caudal (Johnson et al.,
1988a; Moga y Moore, 1997), y adicionalmente inerva estructuras fuera del SCN. En la
rata se han detectado fibras que parten hacia el area preoptica (POA), retroquiasmatica
y hacia el hipotalamo lateral. Al parecer no existe ninguna diferencia entre ratas albinas
y pigmentadas en sus conexiones retino-hipotalamicas. Por otro lado, en el hamster
existe una proyeccion adicional que parte hacia el tdlamo (Card y Moore, 1991;
Johnson et al., 1988Db), por lo que si bien el RHT es una caracteristica bien conservada
entre los mamiferos, existen diferencias significativas entre especies (Card y Moore,
1991). Stephan y colaboradores (1982) reportan asimetrias funcionales entre el RHT

izquierdo y derecho de la rata en su participacion en el arrastre y realizan la
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comparacion con el hamster, que al igual que el ratdon, no presenta asimetrias
funcionales ni anatomicas (Card y Moore, 1991; Hannibal, 2002). La destruccion del
RHT es suficiente para eliminar las respuestas a la luz, por lo que es considerado como
la principal via de ingreso para la informacién fotica. Evidencias adicionales surgen de
los estudios que demuestran que la destruccién del resto de las vias aferentes
principales induce ligeros cambios sin alterar la sincronizacién ni la generacion misma
de los ritmos en condiciones de laboratorio (Card y Moore, 1991; Donaldson y Stephan,
1982; Hannibal, 2002; Johnson et al., 1988a).

Los neurotransmisores utilizados por el RHT son el glutamato y el péptido
activador de la adenilato ciclasa pituitaria (PACAP). Ambos se encuentran en las
células ganglionares que dan origen al RHT y también en las terminales nerviosas que
hacen contacto con el SCN. Son liberados de sus terminales en respuesta a la luz e in
vitro inducen cambios en la actividad del SCN, muy similares a los que ejerce la luz en
el animal entero. Adicionalmente, se ha detectado la presencia de los receptores para
cada uno de ellos en las células de la porcion ventrolateral del SCN (Albers et al., 1991;
Hannibal, 2002; Meijer, 1991; Moga y Moore 1996; Refinetti, 2006j). Otros
neurotransmisores que tienen efectos similares en el SCN, pero que alun no han sido
del todo estudiados son el Oxido nitrico, la histamina, neuromedina s, acetilcolina,
neurotensina y péptido liberador de la gastrina (Reghunandanan y Reghunandanan,
2006). Las células ganglionares que originan al RHT parecen ser foto-receptivas desde
antes del nacimiento y su conexion con el SCN funciona desde entonces (Do y Yao,
2010).

No toda la informacion llega al SCN a través del RHT; se han descrito dos vias
gue suponen entradas indirectas y que modulan la accién de dicha informacién en las
neuronas del SCN que son activadas por la luz (Meijer, 1991); aproximadamente 32%
en la rata, 35% en el hamster y poco mas de 10% en los roedores diurnos (Meijer y
Schwartz, 2003). La primera de ellas es una via altamente conservada en los
mamiferos, que se desprende de las fibras que llegan con el nervio 6ptico a los nucleos
geniculados laterales del tdlamo. Cada uno de ellos estd formado por una porcion

dorsal y otra ventral, entre las cuales se distingue una delgada lamina de neuronas
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conocida como la hojuela intergeniculada (IGL) (Figura 7), que representa una entidad
anatomica y funcional distinta al resto del complejo. Mientras que la IGL esta altamente
asociada al sistema circadiano, el resto del complejo se asocia a la integracion de
imagenes (Moore et al., 2000). Las neuronas de la IGL son inmunoreactivas al
neuropéptido Y (NPY) (Albers et al., 1991) y proyectan fibras hacia 3 zonas principales:
1) el SCN, 2) estructuras hipotalamicas inervadas por fibras del SCN, y 3) estructuras
relacionadas con la vision (Moore et al., 2000). Las fibras que llegan a la regién
ventrolateral del SCN colocalizan con las terminaciones del RHT y son denominadas en
conjunto, tracto geniculo-hipotalamico (GHT) (Albers et al., 1991; Card y Moore, 1991;
Moga y Moore 1997). Esta via parece potenciar el efecto de la luz en el SCN (Meijer,
1991).

Figura 6. Las fibras que originan al RHT parten de la retina (A y B), especificamente de las células ganglionares
productoras de melanopsina (circulos negros en C), y viajan junto con el nervio éptico (D), disociandose antes
del OC (G) e inervan al SCN (E y F) [tomadas y modificadas de: Do y Yao, 2010 (A, B, D y F), Donaldson y Stephan,
1982 (G) y Menaker, 2003 (C)].
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La segunda via parte de las células de la porcion media del rafé que envian
una proyeccion hacia el SCN ventrolateral; que es responsable del alto contenido de
serotonina en el nuacleo (Moga y Moore, 1997; Pickard y Rea, 1997; Refinetti, 2006)).
Las lesiones del nucleo del rafé o de la IGL no impiden la re-sincronizacion después de
un cambio en el fotoperiodo, ni inducen cambios considerables en los ritmos generados
por el SCN, por lo que solo son consideradas como vias accesorias para el ajuste fino
(Albers et al., 1991). La estimulacion eléctrica del rafé o la administracion de
serotonina, inhiben la respuesta del sistema circadiano de animales nocturnos a pulsos
de luz, mientras que potencian los mismos en animales diurnos (Challet, 2007; Challet
y Pevet, 2003; Pickard y Rea, 1997). En contraste, la estimulacion del RHT y del GHT
induce la liberacion de sus neurotransmisores que a su vez cambian la fase de
actividad en las neuronas del SCN (Challet, 2007; Challet y Pevet, 2003; Refinett,
2006)).

En la naturaleza, el reinicio diario que experimenta el sistema durante la
sincronizacion con el medio externo es el resultado de la integracion de muchas
sefales ambientales y homeostaticas ademas del fotoperiodo (Challet, 2007; Challet y
Pévet, 2003). Poco se sabe sobre el mecanismo de accién de cada una y las vias que
participan, pero se piensa que la informacién alcanza al SCN a través de las
conexiones que tiene con el resto del sistema nervioso central. Anthony van den Pol
(1991) describe al SCN como una estructura altamente inervada por fibras que
penetran en ella desde todas las direcciones. Se han detectado vias aferentes al SCN
desde el talamo, el sistema limbico y el hipotalamo. De especial interés para el
presente estudio son las proyecciones que parten desde las regiones que contienen
neuronas productoras de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), el area
hipotalamica anterior (AHA), el POA y el nucleo arqueado (ARC) (Moga y Moore,
1997). También recibe informacién de tipo estimulatorio desde los nucleos ventromedial
(VMH), dorsomedial (DMH), lateral septal y PVN del hipotalamo (Moga y Moore, 1996).

A nivel celular, el arrastre ocurre por un mecanismo que aun no es del todo
claro. Al parecer, la presencia de luz es detectada en las células ganglionares tipo W.

Hay modificaciones estructurales en la melanopsina que inducen un cambio en la
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polaridad de la neurona generando un potencial de accion que viaja por el RHT y
provoca la liberacion de glutamato y PACAP en las terminales que hacen contacto con
el SCN. Ambos neurotransmisores se unen a sus receptores, alteran la concentracion
intracelular de Ca’, posiblemente por la liberacién de los iones contenidos en los
depdsitos del reticulo endoplasmatico. Dentro de las células hay quinasas que se
activan con estos iones como MAPK, PKA, PKC, CAMK, que al activarse inician una
cascada de fosforilaciones. Una de las ultimas proteinas en ser fosforiladas es CREB,
el cual se une a los elementos que responden a AMPc en el promotor de los genes Per
y estimulan su transcripcion (Dunlap, 2004; Meijery Schwartz, 2003; Morse y Sassone-
Corsi, 2002; Roennenberg et al., 2003). En presencia de luz durante la noche subjetiva,
CREB puede ser fosforilado en aproximadamente 10 minutos (Dunlap, 2004). De
manera sobre simplificada, podemos entender al arrastre por fotoperiodo como una
progresion de los siguientes pasos: 1) percepcion de la luz y liberacién de glutamato y
PACAP, 2) aumento en la concentracion intracelular de Ca*, 3) activacion de quinasas
y fosforilacion de CREB y 4) transcripcion de los genes con elementos de respuesta a
AMPc (Meijer y Schwartz, 2003).

La respuesta de las neuronas del SCN a los estimulos provocados por la foto-
transduccion de las células ganglionares sigue un ritmo circadiano con acrofase por la
noche (Dunlap, 2004). En este momento se logran cambios de fase mas amplios con
una menor exposicion a luces de menor intensidad, lo cual representa el sustrato
fisiologico para las PRC’s (Meijer et al., 1996). Las células ganglionares tienen un
umbral de respuesta de 0.1 a 1000 lux, por lo que pueden distinguir perfectamente
entre el dia y la noche, pero no entre un dia nublado y uno soleado (Meijer et al., 2007).
Alun se desconoce mucho sobre la sincronizacion del SCN con el medio externo.
Pittendrigh y Daan propusieron un modelo que es consistente con la informacion
presentada anteriormente y que ademas se ajusta a la descripcion que brindan las
PRC's. Segun su interpretacion, el sistema circadiano se compone de dos osciladores
mutuamente acoplados, uno sincronizado con el amanecer, y acelerado por la luz (M),

y otro sincronizado con el ocaso y desacelerado por la luz (E) (Pittendrigh y Daan,
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19764, c). Si estos dos osciladores son ambos lados del SCN, o ambas subdivisiones,

es una pregunta aun sin respuesta.

4. Vias eferentes

La coordinacion temporal de los eventos en un sistema vivo es altamente compleja.
Cada ritmo refleja el patron que sigue una funcién determinada y éste no es el mismo
para todas, dado que los requerimientos homeostaticos del organismo y el estado del
medio externo, no son los mismos en todo momento (Refinetti, 2006g). Si uno observa
las acrofases de todos los ritmos que pueden ser medidos en un ser Vivo,
inmediatamente notara que ocurren en momentos distintos del dia (Figura 4 en:
Pittendrigh, 1993). Para coordinar cada una de estas funciones, teniendo en cuenta
gue si bien muchos tejidos son considerados osciladores, estos no son fotosensibles y
necesitan una via de acoplamiento para sincronizarse con el exterior (Cermakian vy
Sassone-Corsi, 2002). El sistema circadiano posee muchas vias de salida que llevan la
informacion al resto del organismo (McWatters et al., 1999). Esta seccion aborda estas
vias a fin de responder la Ultima pregunta planteada en la seccion del SCN.

Se conocen muchas de las proyecciones que envia el SCN hacia otras
regiones del sistema nervioso central, pero poco se sabe de su funcion en los sistemas
efectores y de los ritmos que influencian. La primera via eferente que fue dilucidada a
fondo es la que influye en el ritmo de sintesis y secrecién de melatonina. EI SCN envia
proyecciones dorsales hacia el PVN, del que parten fibras que atraviesan el encéfalo
hacia las células de la columna intermediolateral de la médula espinal. Estas células
inervan neuronas preganglionares que, a su vez, proyectan hacia el ganglio cervical
superior. Las células postganglionares noradrenérgicas de éste inervan directamente a

los pinealocitos (Zucker et al., 1991; llinerova, 1991).

El SCN se comunica con el resto del sistema nervioso central con proyecciones
nerviosas principalmente ipsilaterales (Leak y Moore, 2001; Watts, 1991) y por la
liberacion de factores difusibles (Morse y Sassone-Corsi, 2002). La mayoria de sus

fibras terminan en el mismo lado del SCN y aquellas que no, pueden ser agrupadas
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segun la direccion en la que parten, teniendo entonces (DeCoursey, 2004c): 1) fibras
gue parten hacia el SCN contralateral cruzando la linea media, 2) fibras que parten
rostralmente y que inervan, principalmente, el POA ventral y medial, el area
anteroventral periventricular (AVPV) y el ndcleo preéptico anterodorsal, 3) fibras que
parten dorsocaudalmente a la zona subparaventricular, ventral al PVN, contindan su
trayecto e inervan los ndcleos hipotalamicos VMH y DMH, 4) fibras que parten
ventrocaudalmente y hacen contacto con las neuronas del ARC, del nucleo talamico
paratenial (PT) y con las del BNST; y 5) fibras que parten hacia la IGL y el nucleo
lateral septal en el tdlamo (Watts, 1991). Como se puede inferir, el SCN inerva

reciprocamente a la mayoria de las estructuras que a su vez lo inervan a él.

Las proyecciones que envia el SCN estan organizadas topograficamente al
igual que las terminales de las vias aferentes que lo inervan. Las fibras que parten
hacia el SCN contralateral viajan de core a core y de shell a Shell (Leak y Moore, 2001;
Moore et al., 2002). La porcién ventrolateral inerva a la dorsomedial y a regiones muy
cercanas al SCN, como los nucleos talamicos, paraventricular (PVT), PT y lateral septal
(LS), asi como el area ventral tuberal. La porcion dorsomedial inerva muchas mas
estructuras, incluidas POA, DMH y PVN en el hipotdlamo, BNST, la zona inserta, PT,
LSy PVT (Leak y Moore, 2001).

Buijs (1996) propuso que en tejidos periféricos el control de los ritmos
biologicos estd determinado por las proyecciones, directas e indirectas, que envia el
SCN a las estructuras en el sistema nervioso central que estan relacionadas
directamente con las funciones analizadas. Por ejemplo, la sintesis y secrecion de
GnRH, asi como el comportamiento sexual, por el POA, la funcién cardiovascular por el
DMH, la regulacién de la temperatura corporal y la secrecion de corticosterona por el
PVN; y con estructuras que inervan a otras que participan en la regulacion del consumo
de agua y alimento como el nucleo del tracto solitario (NTS), y con estructuras
relacionadas con la motivacion (hipocampo y amigdala medial) (Buijs, 1996; Buijs et al.,
2003). Adicionalmente, se ha reportado la existencia de fibras que parten hacia

estructuras en el hipotalamo posterior, las cuales reciben y envian informacion hacia
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las zonas responsables de la consolidacion de la vigilia, lo que podria suponer una via

eferente de control para el ritmo de suefio/vigilia (Abrahamnson et al., 2000).

Ademas de sus conexiones con las estructuras periventriculares relacionadas
con los ejes neuroendocrinos, el SCN tiene influencia en érganos y sistemas a traves
de sus conexiones con el sistema nervioso autbnomo, que se desprenden
indirectamente de las fibras que hacen relevo en el PVN. Por un lado, parten fibras
hacia el nucleo motor dorsal del vago (VMDN) y otras estructuras relacionadas con la
neurotransmision parasimpatica, y por el otro, parten fibras que alcanzan a la columna
intermediolateral, relacionada con impulsos simpaticos (Buijs et al., 2003). Estudios con
trazadores han determinado que basicamente todos los érganos del cuerpo estan
conectados con el SCN (Panda y Hogenesch, 2004). No obstante, los cortes caudales,
laterales y dorsales al SCN, que destruyen las proyecciones enviadas en esos
sentidos, no parecen eliminar el ritmo de actividad locomotora ni el de ingesta de agua,
lo que sugiere un control mas complejo por lo menos para estos dos ritmos,
posiblemente varias vias sinapticas que regulan la misma funcion o un factor difusible
(Brown y Nunez, 1986).

Estudios similares en los que se aisla al SCN mediante cortes caudales,
rostrales, laterales, ventrales y dorsales; muestran que muchos ritmos desaparecen,
pero no el de actividad locomotora ni el de secrecion de corticosterona. También los
estudios de trasplante detallan este resultado; trasplantes encapsulados en membranas
semipermeables, que permiten el intercambio de sustancias pero no el crecimiento de
proyecciones nerviosas, restauran el ritmo de actividad locomotora, lo que nos sugiere
un factor humoral como control de algunos ritmos (LeSauter y Silver, 1998). Los ritmos
endocrinos, como se menciond anteriormente dependen de conexiones nerviosas
especificas, por lo que los trasplantes son incapaces de restaurar su pérdida (Lehman
et al., 1991; Meyer-Bernstein et al., 1999).

Después de ser sincronizado, ¢ Como afecta la informacidén que envia el SCN a
los demas tejidos? A grandes rasgos, abre o no las “ventanas” temporales en las que

se puede estimular o inhibir la actividad de la maquinaria celular que afecta
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determinada funcién. El sistema circadiano es una red de control temporal que se
extiende por todo el organismo y que regula que cada evento ocurra en el momento
optimo actuando, por ejemplo, a nivel genético. Los ccg’s son activados por los genes
reloj y su expresion deriva en ciclos de abundancia de algunas proteinas, que a su vez
activan otros genes convirtiéndolos en ccg’s, o directamente afectan las funciones de
las células (Loros et al., 2004). EI SCN ejerce activamente controles estimulantes e
inhibitorios; por ejemplo, promueve activamente la vigilia y el suefio en momentos
opuestos del ciclo, al igual que las inhibe activamente en antifase. En resumen, la
informacion que sale del SCN alcanza sus células blanco por una de las siguientes
vias: factores humorales que se unen directamente a sus receptores en las células
diana, conexiones nerviosas multisinapticas que alcanzan regiones en el sistema
nervioso central o en la periferia, conexiones nerviosas monosinapticas que hacen
contacto generalmente en las neuronas asociadas con los sistemas endocrinos. Un
ejemplo es el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, en el cual se aprecian dos sistemas
juntos. EI SCN regula la secrecion de la hormona adrenocorticotrépica por medio de
conexiones monosinapticas con el PVN y a la vez regula la sensibilidad de la misma
adrenal a través de conexiones multisinapticas utilizando el sistema nervioso autbnomo
(Kalsbeek et al., 2006). Este tipo de mecanismo dual podria intervenir también en la
regulacion de otros 6rganos y ejes como el que se forma entre el hipotalamo, la

hipofisis y las génadas.
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Figura 7. Resumen de las vias aferentes y eferentes al SCN. A, de izquierda a derecha, fotomicrografias del SCN
del ratén en sentido rostrocaudal. B, representacion de los mismos cortes denotando ambas subdivisiones del
SCN vy las vias aferentes que inervan a cada una. C, Proyecciones eferentes que parten de cada subdivision. vLS,
septum ventrolateral; SPVZ, zona subparaventricular (tomada y modificada de Abrahamson y Moore, 2001).

5. Cronobiologia de la reproduccién

La funcion principal del SCN en los mamiferos es la de organizar las funciones vitales
en un sentido temporal diario como hacer coincidir la fase de descanso con el dia
geografico en los animales nocturnos (DeCoursey, 2004b). También puede influenciar
procesos que ocurren en un marco temporal mas amplio, como los ritmos circanuales y
otros con periodicidades mayores a 24 horas. Esta influencia generalmente ocurre
cuando el SCN abre "ventanas temporales” en las cuales (y solo en ellas) es posible
que ocurra un evento en condiciones normales (DeCoursey, 2004c). La reproduccion

de los mamiferos depende de ciclos que pueden ir de unos cuantos dias a muchos
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meses, por ejemplo, el ciclo estral de la rata comparado con la reproduccién estacional
de algunos mamiferos (Moore, 1999). Este ultimo es un claro ejemplo de la regulacion
gue ejerce el SCN sobre los ritmos infradianos. Conforme avanza el ciclo anual, cambia
la relacion fotofase/escotofase, y el SCN mide la longitud de la porcion luminosa. En
cuanto alcanza un valor limite, envia sefiales especificas al sistema endocrino lo
gueactivaa las gonadas y con ello el inicio de la temporada reproductiva. Cuando la
fotofase alcanza el valor contrario, el SCN envia la sefial que inicia la involucion
gonadal poniendo fin a la temporada (Moore, 1999; Zucker et al., 1991). Desde el punto
de vista de la cronobiologia, la reproduccion es un conjunto de ritmos agrupados dentro

de otros ritmos de mayor periodicidad (de la Iglesia, 2007).

La reproduccion de los animales es un evento fisiologico finamente coordinado.
Los estudios de Pittendrigh con moscas de la fruta mostraron que la emergencia de las
larvas ocurre en una ventana de tiempo muy precisa, quizas porque en ese momento la
humedad y la temperatura les son mas favorables a las larvas, o incluso para diluir el
efecto de la depredacidon cuando se observa el fendmeno a nivel poblacional
(DeCoursey, 2004b; Pittendrigh, 1981; 1993). La rata por su parte, como muchos otros
mamiferos, libera ovocitos de manera ciclica y espontanea cada 4 o 5 dias. Para que
sean fecundados, la copula debe darse de manera sincronizada, ya que si ocurre un
desfase de 4 a 6 horas entre ambos eventos la fertilizacion ya no es viable (Boden vy
Kennaway, 2006). La ovulacion ocurre unas pocas horas después del inicio de
actividad locomotora del animal, que es cuando esta mas activo y por tanto la copula es
mas factible. Ademas, la misma sefial que desencadena la ovulacién también estimula
la apertura de una ventana de receptividad sexual que comienza antes del periodo de
actividad y dura al menos hasta la mafiana siguiente (DeCoursey 2004b, c). ¢Como
sabe el animal en qué momento ovular y como coordina tantos eventos a la vez aun
cuando no todos estan regulados por vias afines? Las secciones siguientes abordan la
naturaleza de los vinculos que ha forjado el SCN en el curso de la evolucion de los
mamiferos a fin de coordinar el evento del cual depende la continuidad de las especies,

la reproduccion.
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Para comprender lo estrechamente acoplados que estan el sistema reproductor
y el circadiano es necesario describir algunos puntos importantes, como las relaciones
entre los ciclos reproductivos y algunos ritmos circadianos, los componentes de
regulacion temporal del ciclo estral y la ovulacion, asi como el sustrato anatémico,
fisioldgico y molecular por medio del cual se piensa que interaccionan ambos sistemas.
Algunas de las primeras evidencias sobre las relaciones entre ambos sistemas se
desprendieron indirectamente de los estudios sobre ritmicidad locomotora y de
temperatura central realizados en mamiferos (Barbacka-Surowiak et al., 2003). El ritmo
de actividad locomotora es muy preciso dia con dia; sin embargo, en las hembras de
los roedores se han reportado variaciones que dependen de la etapa del ciclo estral en
gue se encuentra el animal. La cantidad total de actividad aumenta gradualmente con
valores mas altos en el dia del proestro, lo cual esta relacionado directamente con el
adelanto en el inicio del periodo de actividad en el mismo dia, posiblemente para
incrementar el tiempo de interaccion con el macho y las posibilidades de que se efectue
la copula (Albers et al., 1981; Barbacka-Surowiak et al., 2003; Kent et al., 1991). En
cuanto al ritmo de temperatura, en el dia del proestro ocurre un retraso en la acrofase,
mientras que en el dia del estro aumenta la amplitud del ritmo, y se alcanza una
temperatura significativamente mas alta (Kent et al., 1991). También se ha reportado
un decremento en la cantidad de alimento y agua ingeridos en el estro (Barbacka-
Surowiak et al., 2003). La amplitud de los cambios reportados anteriormente es menor
en fotoperiodos 14:10 que en aquellos con 12:12 (Kent et al., 1991). Estos efectos
parecen estar determinados por las variaciones en la concentracion de progesterona y
estradiol (Albers et al., 1981).

Un paradigma que ha mostrado alterar los ritmos circadianos de roedores
nocturnos es el de LL, que también tiene efectos en los ciclos reproductivos. Bajo esta
condicidén, las ratas albinas entran en un estado de estro vaginal permanente con
lordosis diaria en presencia del macho, acompafiado, sin embargo, de un alto indice de
rechazo. Los autores suponen que este efecto se debe a un desfase en el pico de
progesterona, que ya no estimula la receptividad sexual aun cuando la alta

concentracion de estrégenos mantiene cornificado el epitelio vaginal (Hardy, 1970).
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A pesar de que todos los mamiferos viven en el mismo planeta y de que
muchos incluso comparten condiciones ambientales idénticas, existen muchas
variaciones en la longitud de sus ciclos reproductivos, lo que permite suponer una
naturaleza enddégena —si bien no sincronizada- para ellos (Refinetti, 2006g). Quizas la
muestra mas clara de que el control temporal de la reproduccién depende del mismo
reloj que modula los ritmos circadianos sea la demostracion de que los ciclos estrales
del hamster presentan FRP's que son multiplos de 4 veces el periodo endégeno del
ritmo de actividad locomotora, el cual indudablemente esta bajo estricto control
circadiano (Carmichael et al., 1981; Fitzgerald y Sucker, 1976; Stetson y Anderson,
1980). Estos periodos no son derivados de un periodo coordinado de 96 horas como se
pensé originalmente en los animales con ciclos de 4 dias, como muestran los
experimentos con animales tratados con Oxido de deuterio (D,0), el cual aumenta la
longitud del periodo en el ritmo de actividad y el del ciclo estral de manera paralela
(Fitzgerald 'y Zucker, 1976; Williams vy Kriegsfeld, 2012). Esto mismo puede
comprobarse utilizando la propiedad de arrastre; cuando se altera la longitud del
sincronizador ambos ritmos se sincronizan a él de manera paralela alterando sus
propios periodos (Carmichael et al., 1981). Los ciclos estrales también cumplen con las
caracteristicas de un ritmo endégeno de manera semejante a los ritmos circadianos
(Stetson y Anderson, 1980).

Las lesiones bilaterales del SCN no solo suprimen la ritmicidad circadiana,
también eliminan la ciclicidad estral, efecto que es mimetizado por la seccion de las
vias de salida del SCN, mostrando que esta estructura tiene un papel preponderante en
la regulacion de la reproduccion de los mamiferos (de la Iglesia, 2007; Meyer-Bernstein
et al., 1999; Sikes, 2009). Este tipo de lesiones, aun cuando no destruye el 100% del
tejido del SCN, tienen un efecto inhibitorio marcado sobre la ciclicidad estral y la

conducta sexual asociada a la noche del proestro (Brown-Grant y Raisman, 1977).

Estudios mas sofisticados, que emplean ratones mutantes con alteraciones en
algunos genes reloj, muestran que los genes que forman parte del asa inhibitoria del
bucle de retroalimentacion son altamente redundantes, mientras que Clock y Bmall

son todo lo contrario (Boden y Kennaway, 2006). Los ratones con mutacion en el gen
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Clock tienen ciclos estrales anormales con muchos dias en la etapa del estro y muchos
no presentan el pico preovulatorio de la hormona luteinizante (LH). Al analizar las
caracteristicas de la hipofisis y los ovarios, los autores concluyen que los animales
mutantes son idénticos a los controles, por lo que la disrupcion debe ser a nivel de la
sefial nerviosa enviada por el SCN. Estos animales tienen una alta tasa de reabsorcion
de productos y alta mortalidad de neonatos, relacionadas con las bajas
concentraciones de progesterona detectadas durante la prefiez (Miller et al., 2004).
Otros autores suponen que el aumento en la tasa de mortalidad y reabsorcion puede
deberse a desfases en la expresion de algunas proteinas en el oviducto y el Utero, cuya
funcidn es proteger al producto y que son codificadas por ccg's (Boden y Kennaway,
2006).

Antes de mencionar las conexiones anatomicas y fisiologicas entre ambos
sistemas es necesario describir brevemente el funcionamiento de sus componentes. A
grandes rasgos, las funciones del ovario (secreciébn de hormonas y liberacién de
ovocitos capaces de ser fertilizados) dependen de la interaccién neuroendocrina de un
eje formado por algunas estructuras hipotalamicas, la porcion anterior de la glandula
pituitaria (adenohipdfisis) y la misma gonada (van der Beek, 1996), y son estas

interacciones las que a su vez regulan el ciclo estral.

El ciclo estral de la rata (y en general los ciclos reproductivos de los mamiferos)
es una progresion de eventos en los cuales un conjunto de foliculos ovaricos son
seleccionados, crecen, se desarrollan, diferencian y finalmente ovulan, o bien,
degeneran en un proceso conocido como atresia folicular (Dominguez et al., 1991). La
duracion del ciclo depende principalmente del tiempo que le toma al Gtero prepararse
para recibir al 6vulo en caso de que sea fertilizado, y que en roedores es de entre 4y 5
dias, abarcando las etapas del Estro (E), Diestro-1 (D-1), Diestro-2 (D-2) y Proestro (P)
(Barbacka-Surowiak et al., 2003). A nivel hipotalamico, las neuronas que sintetizan
GnRH estan dispersas sobre todo en la porcién anterior del hipotdlamo. La mayoria de
estas neuronas se localizan en el 6rgano vasculoso de la lamina terminal (OVLT), en el
POA y en la banda diagonal de broca (DBB); también existen algunas en AHA, los

bulbos olfatorios y en el ARC.
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En la rata existen de 1300 a 1500 células inmunoreactivas a GnRH vy
aproximadamente el 70% de ellas envia fibras directamente a la eminencia media (ME)
(Charli et al., 1991; van der Beek, 1996), donde la GnRH es liberada y desde donde
viaja a la hipdfisis a través de una red de capilares ubicada en el infundibulo, conocida
como sistema portal hipotalamico hipofisario. Al llegar a la adenohipdfisis se une a sus
receptores, en un tipo particular de células denominadas gonadotropos, que sintetizan
y liberan en la circulacion general las dos gonadotropinas, LH y FSH (hormona
estimulante del foliculo) (Sikes, 2009); éstas se unen a sus receptores en las células de
los foliculos ovéricos y desencadenan varios procesos que incluyen el crecimiento y
diferenciacion del foliculo, la ruptura de la pared folicular y la posterior liberacion de los
ovocitos, asi como la sintesis y secrecion de hormonas (Charli et al., 1991; Sikes,
2009).

Durante la mayor parte del ciclo estral, la GnRH es liberada en pulsos que
tienen una baja amplitud y una duracion de unos 30 min (Chappell, 2005). La
administracion continua de GnRH en dosis fisiologicas bloquea la liberacion de
gonadotropinas (de la lglesia, 2007). En el dia del D-1 se presenta un patron de
secrecion basal de GnRH suficiente para estimular la liberacion igualmente basal de
gonadotropinas, que en los ovarios promoveran la maduracion de algunos foliculos.
Conforme avanza el D-2, los foliculos que han sido seleccionados crecen, se
diferencian y secretan estrogenos (17-B estradiol) en concentraciones cada vez
mayores. En el dia del P la secrecién de estrégenos por parte de los foliculos maduros
alcanza su punto maximo por la tarde y estimula la cornificacion de las células en el
epitelio vaginal, asi como el engrosamiento uterino y la liberacion masiva de GnRH;
tras ser detectado el aumento en la concentracion de estrégenos, aparentemente en el
POA (Barbacka-Surowiak et al., 2003). Este aumento en la secrecion de GnRH se logra

por el aumento en la amplitud y frecuencia de los pulsos (Figura 8) (Chappell, 2005).

El aumento en la secrecién de GnRH, a su vez, desencadena la secrecion de
FSH y LH en concentraciones mayores a las reportadas en el resto de los dias del
ciclo; este episodio es conocido como “pico preovulatorio de gonadotropinas” o

simplemente “pico preovulatorio de LH”. Este evento ocurre alrededor de las 16:00 h'y
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no solo depende del pico de estrégenos, sino de su convergencia con una sefal

circadiana de naturaleza nerviosa.

Diestro

[ sc

Proestro
Qo
Ce”>
T -
E, GnRH I
Figura 8. A, conexiones hipotéticas que regulan la secrecion de GnRH en los dias del diestro. B y C, sefiales que

modifican la secrecion de GnRH en el dia del proestro, los asteriscos representan receptores a progesterona. sc,
sefal circadiana; E,, estrogenos (tomada y modificada de Chapell, 2005).

Basicamente, el aumento en la concentracion de estrogenos le informa al
hipotalamo que los foliculos en el ovario han alcanzado la madurez necesaria para que
ocurra la ovulacién y evita a su vez sefializaciones incorrectas por parte del hipotdlamo
y la hipdfisis cuando los foliculos aun no han madurado (Kriegsfeld y Silver, 2006). La
sefal circadiana antes mencionada se traduce, como el periodo durante el cual los
eventos antes mencionados pueden desencadenar la ovulacion. Si se reunen las
concentraciones hormonales, pero en un momento distinto al de esta ventana, la
ovulacion ya no es viable. Mas adelante en el tiempo, si ambas sefiales convergen, la
liberacion masiva de FSH promueve el crecimiento de un nuevo conjunto de foliculos
(Barbacka-Surowiak et al., 2003), mientras que el de LH estimula un proceso
inflamatorio local en el cual aumenta la concentracién de prostaglandinas, mueren

algunas células foliculares vy, finalmente, es expulsado el ovocito hacia el oviducto tras
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el rompimiento de la pared folicular (Dominguez et al., 1991). Todo esto ocurre
alrededor de las 2:00 h y 4:00 h del E y es denominado ovulacion. Los foliculos que
han liberado su ovocito comienzan el proceso de luteinizacion en presencia de LH y el
recién formado cuerpo lateo, que secreta progesterona, se mantendra funcionando por
algun tiempo si existen ovocitos fertilizados, en caso contrario, se reinicia el ciclo ese

mismo dia.

Es interesante denotar que el aumento en la amplitud y frecuencia de los
pulsos de GnRH depende de que todas las neuronas en el hipotdlamo anterior
sincronicen su liberacién; no se sabe si esto ocurre por la expresion de relojes locales y
conexiones entre si o por la regulacion que ejercen la progesterona, los estrégenos, o
el mismo SCN (van der Beek, 1996). Los estrogenos también deben presentarse en
concentraciones apropiadas, pero sobre todo en periodos de exposicion especificos,
para estimular a las neuronas GnRHérgicas (Chappell, 2009). Por otro lado, el pico de
LH tiene una estrecha relacién de fase con el ritmo de actividad locomotora, lo que
sugiere alguna especie de control temporal en comun (Mitsushima et al., 1997).

En condiciones de luz constante las ratas expresan su FRP en el ritmo de
actividad, pero los picos de LH no se presentan y el sistema se adapta a la ovulacion
refleja dependiente de progesterona (Waits, 1991). Otro ejemplo de coordinacion es el
observado entre el E fisiolégico y el conductual. El aumento en la concentracion de
estrogenos durante la fase folicular del ciclo estimula también la expresion del receptor
a progesterona en el cerebro, asegurando que la receptividad sexual se presente en el
momento apropiado (Kriegsfeld y Silver, 2006; van der Beek, 1996). Es probable que
esta misma progesterona module los efectos del 17-3 estradiol, impidiendo que se den
los picos de gonadotropinas en otros dias del ciclo (van der Beek, 1996). Todos los
eventos antes mencionados dependen entonces de patrones de secrecion hormonal
muy particulares, EI SCN tiene receptores de uno u otro tipo para la mayoria de ellas,

posiblemente para el ajuste fino de algunos eventos (Kriegsfeld y Silver, 2006).
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6. Control circadiano del pico preovulatorio de LH

En 1950 John Everett y Charles Sawyer publicaron uno de los articulos clave sobre el
control circadiano de la ovulacion. En la rata administraron distintos barbituricos a las
14:00 o 16:00 h del P, y descubrieron que la ovulacién no ocurria en el dia del E
inmediato, sino exactamente 24 horas después. Al administrar los farmacos en los dias
siguientes notaron un bloqueo similar en multiplos de 24 horas, el cual desaparecia
después de detener el tratamiento. Dado que los barbitdricos promueven la
neurotransmision inhibitoria al estimular los receptores GABAA (Kimura y Jinnai, 1994),
y obstaculizan la transmision de potenciales de accion, los autores concluyen que
existe un estimulo neural que regula la liberacion preovulatoria de LH en conjunto con
el ya conocido aumento en la concentracion de estrogenos. Adicionalmente, suponen
que este estimulo es activado solo durante un margen de tiempo entre las 2:00 y las
4:00 de la tarde y que no vuelve a presentarse sino hasta 24 horas después, ya que de
lo contrario el animal ovularia una vez asimilado el efecto de los farmacos (Everett v
Sawyer, 1950). Los resultados de este estudio se han corroborado en otras especies

de roedores (Stetson et al., 1981).

Otra prueba de que esta sefial nerviosa se presenta con periodicidad
circadiana proviene de la gran cantidad de estudios realizados en roedores en los que
se elimina la retroalimentacion inhibitoria ejercida por los estrégenos ovaricos. Al
realizar la ovariectomia bilateral, el pico de LH se presenta diariamente si se
administran estrégenos en concentraciones similares a las del P (Chappell, 2005; de la
lglesia, 2007; Seegal y Goldman, 1975; Stetson et al., 1981), lo que permite suponer
gue en condiciones normales el aumento en la concentracion de LH depende de la
convergencia de dos sefales: una nerviosa de naturaleza circadiana y otra
representada por la retroalimentacion que ejercen los estrégenos ovaricos. La de
origen nervioso depende a su vez de un ambiente estrogénico 6ptimo para tener efecto
biologico; es decir, altas concentraciones que le indiquen que los foliculos han

alcanzado la madurez necesaria para ovular y a la vez un mecanismo que cambie el
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control inhibitorio a estimulante (de la Iglesia y Schwartz, 2006; van der Beek, 1996;
Williams y Kriegsfeld, 2012).

Como se mencion6 en la seccion de las vias eferentes, el SCN inerva
estructuras relacionadas con la regulacion de la reproduccion. En el POA se concentra
la mayor cantidad de las neuronas que sintetizan GnRH, asi mismo, el ARC, la DBB, el
OVLT y el AHA son regiones inervadas por el SCN que contienen este tipo de
neuronas (van der Beek et al., 1993; van der Beek, 1996). Estas proyecciones han sido
objeto de interés por su posible papel en la regulacién del pico preovulatorio de LH, lo
que podria ser la base anatémica de los resultados reportados por Everett y Sawyer
(1950).

En la rata, la lesion electrolitica del SCN es acompafiada por disminucion en el
numero de neuronas GnRHeérgicas en el POA ipsilateral que son inervadas por fibras
inmunoreactivas a VIP, por lo que se puede concluir que existe una via monosinaptica
e ipsilateral que comunica ambas regiones del hipotalamo, siendo el VIP su principal
neurotransmisor (van der Beek et al.,, 1993). Esta via fue comprobada al utilizar
trazadores anterogrados y realizar el analisis de los cortes con microscopia de luz y
electronica, lo que mostré que, si bien es mayoritariamente ipsilateral, algunas fibras
alcanzan estructuras contralaterales, ademas de que no solo llegan al POA sino que
inervan al resto de las estructuras rostrales al SCN y que contienen neuronas
GnRHérgicas (van der Beek et al., 1997). Las fibras GnRHeérgicas provenientes del
POA, a su vez, hacen contactos sinapticos con neuronas en el SCN y el area
periguiasmatica en su camino hacia la eminencia media; lo que podria suponer el
sustrato para un mecanismo de retroalimentacion entre ambos sistemas. La identidad
neuroquimica de las neuronas en las que se dan estas sinapsis aun no se ha
determinado (van der Beek et al., 1997b). La administracion de tetrodotoxina induce
arritmicidad estral, lo que muestra que las conexiones sinapticas forman parte de la

regulacion del proceso (van der Beek, 1996).

Algunos roedores presentan una alteracion en la organizacion de su sistema

circadiano después de permanecer un tiempo en LL. Esta alteracién es conocida como
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"splitting” y consiste en la separacion de dos componentes, posiblemente los
osciladores E y M propuestos por Pittendrigh (1993), lo que provoca que el ritmo
unimodal de actividad locomotora se bifurque en dos componentes perfectamente
acoplados con un desfase de 180°. Cada componente dura unas 12 horas v,
sorprendentemente, en el dia del P cada uno tiene asociado un pico de LH de
aproximadamente la mitad de la concentracion, sincronizado de manera semejante al
de un animal normal con su ciclo unimodal de actividad (Kriegsfeld y Silver, 2006). Se
ha mostrado que durante splitting existe una activacion asimétrica del SCN y POA
ipsilateral con respecto a sus homologos contralaterales (Figura 9). Durante uno de los
dos picos de LH se activa el circuito en uno de los hemisferios, mientras que en el otro
pico se activa el circuito contrario, mostrando que la presencia de una via nerviosa,
monosinaptica e ipsilateral entre el SCN y POA es fundamental en la regulacién del eje
reproductivo (de la Iglesia et al., 2003; de la Iglesia y Schwartz, 2006).

van der Beek y colaboradores (1993) analizaron la activacion de las neuronas
GnRHérgicas inervadas por fibras VIPérgicas durante el pico de LH y utilizaron la
expresion de C-fos como marcador de actividad neuronal. Las neuronas en POA que
son activadas antes y durante el pico preovulatorio de LH son las mismas que estan
inervadas por las fibras que provienen del SCN, mientras que las neuronas
inmunoreactivas a VIP en el SCN permanecen inactivas. Los resultados de este estudio
permiten proponer que el VIP ejerce un efecto inhibitorio en la activacion de dichas
neuronas, el cual desaparece cuando el SCN disminuye su liberacion en presencia de
altas concentraciones de estrogenos (van der Beek et al.,, 1994). Esta hipotesis es
sustentada ademas por los estudios que muestran que la inyeccion de VIP
intracerebroventricularmente, o directamente en POA, inhibe el pico de LH (van der
Beek et al., 1994; Weick y Stobie, 1995).

Los efectos de la administracion de VIP son similares a los de LL y la
administracion de antagonistas directamente en el POA induce la activacion de sus
neuronas (van der Beek, 1996). El verdadero papel de VIP en la regulacion del pico

preovulatorio de LH aun no es del todo claro; en la rata existen estudios que le atafien
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un papel estimulatorio y otros por el contrario concluyen que es inhibitorio o permisivo
(Weick y Stobie, 1995).

Estudios in vitro realizados en explantes de cerebro del ratbn muestran que, al
menos en estas condiciones, el VIP puede estimular a las neuronas GnRHérgicas
aumentando su actividad, efecto que depende de la presencia de estrégenos y del
momento del dia en el que se administra; este tratamiento surte efecto solo en el
momento en el que el animal entero presentaria el inicio del pico de LH (Christian vy
Moenter, 2008). Los estudios del efecto que tiene VIP sobre las neuronas GnRHérgicas
sugieren que este péptido, que es sintetizado mayoritariamente en la porcion retino-
recipiente del SCN, es responsable de informar al sistema reproductivo el estado del
tiempo externo, lo que determina en gran medida el momento en que se da el pico.
Aproximadamente 40% de las neuronas GnRHérgicas expresan el receptor VIP, y son
las mismas que estan en contacto con las fibras que transportan VIP desde el SCN
(Smith et al., 2000).

La AVP también ha sido relacionada con la ocurrencia del pico de LH. La
inyeccion de AVP directamente en el POA de ratas hembras ovariectomizadas,
tratadas con estrogenos y con lesiones totales del SCN induce el aumento inmediato
en la concentracion sérica de LH, lo que podria indicar que en condiciones normales
este neurotransmisor es fundamental en la activacion de las neuronas GnRHérgicas y
la posterior liberacion de GnRH en la eminencia media (Chappell, 2005; Palm et al.,
1999). Este efecto estimulatorio depende del momento en que es administrado el
neurotransmisor, teniendo su mayor efecto justo antes de la ventana temporal descrita
por Everett y Sawyer (Palm et al., 2001). La administracion de AVP en otros momentos
es inefectiva, por lo que surge la hipétesis de que algunos mecanismos de inhibicién
impiden que las neuronas GnRHérgicas se activen en momentos inapropiados del
ciclo. Algunos autores han sugerido que el GABA participa en estos mecanismos, y que
desaparece de manera similar al VIP en cuanto las concentraciones de estrogenos son
optimas (Chappell, 2005; van der Beek, 1996; Palm et al., 2001). La administracion de
naloxona o bicuculina, antagonistas de los receptores GABAa, por la mafana del P

adelanta la ocurrencia del pico de LH sin modificar al ritmo de actividad locomotora, por
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Figura 9. Modelo de splitting. En sentido descendente: disociacion de la actividad locomotora en dos
componentes, asociados a la activacion asimétrica del SCN, que a su vez, activa al POA ipsilateral
generando con ello dos picos de LH en el dia del P (tomada y modificada de Kriegsfeld y Silver, 2006).
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lo que el efecto inhibidor del GABA debe operar a nivel del POA, lo que parece apoyar

esta propuesta (Kimura y Jinnai, 1994; Mitsushima et al., 1997).

Los ratones mutantes Clock/Clock no presentan pico preovulatorio de LH, por
lo que han sido investigadas sus deficiencias a nivel hipotalamico. El contenido de
GnRH vy la respuesta de las neuronas GnRHérgicas a estradiol son normales, por lo
gue la alteracion debe estar presente a nivel del SCN o de la sefial circadiana (Miller et
al., 2004). Se ha encontrado que la AVP no se produce de manera normal en las
neuronas del SCN, que el receptor AVPR1A tampoco se expresa normalmente en las
neuronas del POA y que la inyeccion intracerebroventricular de AVP puede restaurar el
pico de LH, lo que muestra que este neurotransmisor es parte fundamental de la sefal
circadiana que regula la reproduccion (Miller et al., 2006).

Después de aclarar las posibles vias de interaccion entre el POA y el SCN, hay
gue mencionar que ambos han sido analizados en busca de receptores a estrogenos y
solo se ha encontrado el subtipo beta (ERB) (de la Iglesia y Schwartz, 2006; Moore,
1999; Watson et al., 1995). Dado que es el receptor a estrégenos de tipo alfa (ERa) el
gue esta relacionado con la ocurrencia del pico preovulatorio de LH, el sistema debe
incluir: a) a las neuronas GnRHérgicas en el hipotdlamo rostral, b) las neuronas del
SCN y c¢) un intermediario cuyas células expresen ERa y que tenga conexiones con
ambas éareas (Figura 8) (Barbacka-Surowiak et al., 2003; van der Beek, 1996). El
nucleo anteroventral periventricular (AVPV) es un area hipotalamica rica en ERa vy
receptores a progesterona (PR), ademas, es sexualmente dimorfica. En la rata hembra
el volumen y la densidad neuronal es mayor que en el macho (Hahn y Coen, 2006); por
lo que es un buen candidato para ser la estructura intermediaria que informa al SCN y
al POA el estado de los foliculos en el ovario via estrogenos (Barbacka-Surowiak et al.,
2003; de la lglesia y Schwartz, 2006; Watson et al., 1995). La lesion de esta zona
suprime el pico preovulatorio de LH en ratas ovariectomizadas tratadas con
progesterona o estradiol y al inyectar anti estrégenos directamente en el AVPV se

elimina la ciclicidad estral (Barbacka-Surowiak et al., 2003).
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El AVPV se encuentra entre la terminacion rostral del 3V y la regién caudal del
OVLT, por lo que originalmente fue denominado nucleo preéptico medial o nucleo
predptico anteromedial. Las inyecciones de trazadores anterogrados en el SCN de la
rata permiten identificar fibras y botones terminales en el AVPV que hacen sinapsis en
las neuronas que contienen, al menos, los ERa (Watson et al., 1995). En el hamster se
comprobd la comunicacion entre el SCN y el AVPV y ademas se encontré que
practicamente todas las regiones del cerebro que contienen ERa inervan al SCN (de la
lglesia et al., 1999). Estudios posteriores en rata determinaron que el AVPV y el POA
inervan a la mayoria de las regiones que estan asociadas con algun proceso
reproductivo, desde la secrecion hormonal hasta la conducta sexual. Este estudio
comprueba la existencia de un puente de comunicacion entre el AVPV, el POA y el
SCN completando un posible circuito nervioso que es responsable de la regulacién
temporal del pico preovulatorio de LH y por tanto de la ovulacién (Hahn y Coen, 2006).

7. Expresion de genes reloj en el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario

Partiendo del modelo multioscilatorio, sabemos que gran cantidad de tejidos fuera del
SCN expresan activamente la maquinaria molecular que impulsa a este ultimo.
Indudablemente esta maquinaria altera el movimiento de otros engranes (ccg’s), que a
su vez modifican la actividad intracelular especifica en cada tejido. El eje
neuroendocrino responsable de la regulacién de la reproduccién expresa genes reloj en
todas sus estructuras, por lo que es necesario preguntarse: ¢qué papel juega este reloj
intracelular en la actividad especifica de cada tejido? (Ball, 2007; Chappell et al., 2009;
Williams y Kriegsfeld, 2012).

Las células GnRHérgicas continlan secretando GnRH de manera pulsatil ain
cuando estan dispersas en cultivos, y estos pulsos tienen propiedades que parecen ser
especificas de cada especie. Se desconoce la naturaleza exacta de esta propiedad
inherente a este tipo de células, pero se piensa que es modulada por las vias aferentes
gue las inervan, entre ellas las que provienen del SCN. La comprobacion de la

expresion de genes reloj en las células GnRHérgicas inmortalizadas de la linea GT1-7
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responde mas preguntas al respecto que el planteamiento anterior (Chappell et al.,
2003). Dado que este tipo de células continian secretando GnRH de manera pulsatil
en cultivo, es evidente que algin mecanismo intracelular esta acoplado a la maquinaria
neurosecretora, lo que regula la temporalidad de cada pulso. La expresion ciclica de los
genes reloj y su transcripcidbn a proteinas podrian representar este mecanismo de
control (Chappell et al., 2003; Guillespie et al., 2003). Al interrumpir la expresion de
estos genes se presentan patrones anomalos en la secrecion de GnRH, lo que los
involucra de manera directa en la generacion local de pulsos de GnRH (Chappell et al.,
2003).

La expresion de genes reloj ocurre de manera semejante en células de la
hipdfisis, pero su papel en la regulacion de sus funciones ha sido escasamente
estudiado (Chappell et al., 2003). Sikes (2009) analizé la expresion in vitro de Perl en
D-2 y P en los gonadotropos hipofisarios, y encontré un pico en el dia del P. La
administracién de GnRH induce la sintesis de la cadena 3 de la LH, que es especifica
en cada especie, asi como la expresion de Perl; ambas por alguna via dependiente de
PKC/MAPK y ademas de Egr-1. El receptor a GnRH en los gonadotropos fluctda en un
patron cuyo “pico” coincide con los pulsos de la hormona a nivel hipotaldmico, lo que
inmediatamente resalta la importancia de un reloj intracelular que permita coordinar sus
funciones con las células GnRHérgicas. ElI promotor de este receptor presenta varias
secuencias E-box, por lo que su expresion seguramente es coordinada por genes reloj,
lo mismo ocurre en el promotor de la cadena 3 de la LH. Al inducir mutaciones en estas
secuencias se altera la expresion de ambos ARNm, denotando el control circadiano en
este paso vital en la regulacion de la sensibilidad a GnRH y de la misma sintesis de LH

a nivel hipofisario.

En el ovario, la expresion de los genes Perl y Per2 fluctia durante el ciclo
estral con periodicidad circadiana en las células de la granulosa y de la teca (en
foliculos pre-antrales y antrales) y en las células luteales y del tejido intersticial. Esto
puede observarse en ratas mantenidas bajo un fotoperiodo 12:12 o en condiciones
constantes (DD), lo que muestra que este ritmo es endogeno (Fahrenkrug et al., 2006).

En un estudio posterior se comprobo la expresion ritmica de estos dos genes y del
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resto de la maquinaria molecular que opera a nivel del SCN, los autores reportan que la
expresion de todos se encuentra fuera de fase con respecto a la expresion en el SCN,
lo que apoya la teoria de que las sefales provenientes del SCN sincronizan los relojes
periféricos y no la de que les aportan ritmicidad. En este estudio se reporta la expresion
de Per2 y Bmall en el ovocito. En ratas hipofisectomizadas tratadas con gonadotropina
coridnica equina (eCG) para estimular el desarrollo ovarico, ningin gen reloj parece
oscilar y la administracion de gonadotropina corionica humana (hCG) induce la
expresion de Per2 y Bmall, por lo que este reloj podria responder de manera directa a
las gonadotropinas hipofisarias. Cabe resaltar que la expresion de estos genes varia
dependiendo de la etapa del ciclo, por lo que es probable que esta maquinaria participe

en la regulacion del desarrollo folicular y de la ovulacion (Karman y Tischkau, 2006).

Desde los estudios de Everett y Sawyer se confirio a las gonadotropinas el
papel determinante en la induccién de la ovulacion, sin embargo, las evidencias
presentadas anteriormente dejan claro que el ovario no recibe de manera pasiva la
informacion temporal, sino que participa activamente en su generacion utilizando su
propio reloj enddégeno para sincronizarse con el resto del eje y a su vez para regular
localmente su propia fisiologia (Ball, 2007; Sellix et al., 2009). La sensibilidad del
mismo hacia las gonadotropinas es otro proceso vital para la ocurrencia de la ovulacién
y al parecer es controlada por el mismo ovario. Al bloquear las gonadotropinas
enddgenas e inyectar gonadotropinas, la respuesta ovulatoria varia dependiendo del
dia y la hora en que se aplica la inyeccion, mostrando que la sensibilidad del ovario a

éstas se modifica con el tiempo aun en su ausencia (Sellix et al., 2009).

En el ovario de aves domésticas también se expresan de manera similar los
genes reloj. En los foliculos preovulatorios, el gen StAR (Proteina reguladora de la
esteroidogénesis), que codifica para una enzima limitante en la esteroidogénesis, es un
ccg. (Nakao et al., 2007). En el ovario de los bovinos la expresion del receptor a LH, de
la enzima P450 aromatasa, asi como de StAR es regulada por los genes Clock y Per2.
En células de la granulosa en cultivo y tratadas con FSH, CLOCK estimula la

transcripcion de la P450 aromatasa, mientras que PERZ2 inhibe la transcripcion de
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StAR. Ambos estimulan, por otro lado, la sintesis del receptor a la LH, asi como la

proliferacion de las células de la granulosa (Shimizu et al., 2011).

Finalmente, el Ultimo paso en la ovulacion es la debilitacion y ruptura de la
pared folicular que culmina con la liberacion del ovocito. El pico de LH inicia una
cascada de sefializaciébn en las células de la granulosa que involucra a algunos
prostanoides en el proceso inflamatorio que termina por expulsar al ovocito. El gen
Cox2 codifica para una enzima limitante en la sintesis de prostanoides (ciclooxigenasa-
2) y curiosamente tiene regiones E-box en su promotor. La expresion ritmica de Cox2
podria conllevar a la sintesis ritmica de PGE2 y PGF2a, asociados a la ruptura de la
pared folicular en respuesta al pico de LH. Este mecanismo parece estar influenciado
directamente por el heterodimero CLOCK:BMAL1 a nivel ovarico (Sellix y Menaker,
2010).

Si bien todos los elementos del eje hipotalamo-hipofisis-ovario poseen relojes
propios asociados con algunas de sus funciones, poco se sabe de cOmo se relacionan
unos con otros. La reproduccion es un evento tan finamente coordinado que es
improbable que cada reloj opere independientemente de los demas, es posible que las
gonadotropinas sean un agente sincronizador necesario para acoplar el reloj del ovario

con el resto del eje.

Yoshikawa y colaboradores (2009) mostraron que ambas gonadotropinas son
capaces de ejercer cambios de fase en el reloj ovarico, que la inervacién simpatica del
ovario no es determinante en estos cambios y que incluso los ovarios aislados en
membranas semipermeables son capaces de presentarlos, mostrando que la LH y la
FSH son, por lo menos, una de las sefales preponderantes de informacion temporal
gue sincronizan al ovario con el resto del eje. Este estudio deja de lado la inervacion de
tipo parasimpatico y sensorial que llega al ovario a través del nervio vago; informacion
gue también participa en la regulacion de las funciones ovaricas (Dominguez y Cruz-
Morales, 2011) y que posiblemente lleve informacion proveniente del SCN hasta ellos.
Kalsbeek y colaboradores (2006), resumen algunas de las vias de salida que tiene el

SCN para enviar informacion temporal a otras regiones del sistema nervioso, entre
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ellas el PVN, que a su vez esta conectado con el NTS y el VMDN, que son grupos
neuronales en los que tiene su origen el nervio vago. Hace falta entonces un estudio
gue determine si existe comunicacion entre el SCN y el ovario a través de esta u otras

posibles vias (Figura 10).
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Figura 10. Modelo actualizado que representa los principales elementos involucrados en la regulacion temporal
de la ovulacién, para detalles, remitase al texto. Los circulos blancos con la linea oblicua al centro representan
osciladores intracelulares (diseiio de Armando Martinez; www.ploop.net).

Con base en lo anterior, se puede concluir que la informacién temporal se
genera activamente en todos los puntos del eje neuroendocrino y que son necesarios
mas estudios para entender las relaciones que vinculan a cada punto con los demas,
asi como para entender como la expresiéon de estos genes impacta la fisiologia local de
cada tejido. Se ha propuesto, por ejemplo, que los estrégenos ovaricos podrian actuar
intracelularmente directamente sobre los genes reloj o los ccg’s, al modificar la
actividad de las células hipotalamicas; pero aun es un campo joven dentro de la
investigacion de la fisiologia reproductiva (Chappell et al., 2009). El control temporal de
la reproduccion entonces esta ligado a las relaciones que establece el SCN con los
tejidos apropiados, ya que puede influenciar células neurosecretoras en el sistema
nervioso central, ya sea de manera directa o indirecta, también puede controlar
glandulas de secrecion por medio del sistema nervioso autébnomo y ademas puede

incidir en la regulacién a nivel genético (Kriegsfeld y Silver, 2006).
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Justificacion del problema

In vitro, el SCN del hamster puede mantener sus oscilaciones aun separado en dos
componentes, el SCN izquierdo y el derecho (Gillete, 1991). En el animal entero
existe una disociacion del sistema circadiano en los mismos componentes;
aparentemente la ocurrencia de esta anomalia, conocida como splitting, se debe a la
pérdida en la coordinacion de dos componentes en el sistema circadiano que
usualmente operan acoplados. Existe una activacion asimétrica del lado izquierdo y
derecho del SCN, ya que se activan cada uno por separado (de la Iglesia et al., 2003),
lo que esta a su vez relacionado con diferencias en la actividad eléctrica (Jagota et al.,
2000), la expresion diferencial y asimétrica de los genes reloj y los ccg’s al interior de

las neuronas de cada lado (de la Iglesia et al., 2000).

El hecho de que se haya reportado que cada lado del SCN es responsable de
la activacion de la mitad de algunos circuitos en el sistema nervioso central nos hace
pensar en la posibilidad de que esta regulacién no sea del todo simétrica. Si bien se
ha mostrado que las lesiones unilaterales del SCN afectan de manera similar el ritmo
de actividad locomotora, sin importar cual lado del nucleo es destruido (Davis vy
Gorski, 1984; Donaldson y Stephan, 1982), también se ha evidenciado que la
regulacion temporal de los ritmos neuroendocrinos por parte del SCN no comparte
elementos en comun con el de actividad locomotora una vez que la informacién
abandona el nucleo (Kriegsfeld y Silver, 2006; Lehmanet al., 1991; Meyer-Bernstein et
al., 1999; Sollaret al., 1995).

En ratas sometidas a zeitgebers fuera del rango de sincronizacion (T=22
horas) se ha reportado la existencia de dos osciladores desacoplados, pero al analizar
la expresion de los genes reloj fue evidente que se trataba de las porciones
ventrolateral y dorsomedial de ambos del SCN (de la Iglesia et al., 2004). También se
ha reportado la ocurrencia de splitting en la actividad locomotora y la ingesta de agua
y alimento (Boulos y Terman, 1979).
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Los resultados mencionados muestran que el SCN tiene plasticidad en su
configuracion y que ésta puede ser modificada bajo algunos parametros. En los ritmos
de actividad locomotora y de ingesta puede reajustarse, desacoplarse y funcionar
cada lado como una entidad independiente; incluso un lado puede compensar la
ausencia de su par como han demostrado los escasos experimentos que utilizan el

paradigma de la lesion unilateral (Davis y Gorski, 1984).

El tema de las asimetrias funcionales en el sistema nervioso, y sobre todo su
relacion con las funciones de los ovarios, ha sido mostrado ampliamente (Dominguez,
1992). Los dos hemisferios del hipotalamo no juegan el mismo papel en la regulacion
de la ovulacidn e incluso existen asimetrias funcionales y anatomicas en el sistema
nervioso periférico relacionadas con el mismo proceso (Nance et al., 1983; 1984;
Fukuda et al.,, 1984). La carencia de estudios sobre la regulacion temporal de la
reproduccion por parte del SCN deja abierta la posibilidad de que también existan

diferencias en el control de varios procesos entre el SCN izquierdo y derecho.

Practicamente nada se sabe al respecto sobre la regulacion de los ritmos
reproductivos, a pesar de que ambos lados pueden disociarse durante la activacion
de las neuronas GnRHérgicas en el dia del proestro en animales con splitting. Se
desconoce si en condiciones normales ambos lados participan equitativamente en la
activacion de dichas neuronas o si uno es preponderante y puede, en ausencia del
otro, regular el proceso; es por ello que en el presente estudio nos propusimos
analizar, por la mafiana de cada etapa del ciclo estral, la participacion de ambos

nucleos Supraquiasmaticos en la regulacion de la ovulacion y la progresion del ciclo.
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Hipotesis

Si la informacion nerviosa que es generada en el SCN y transmitida a las estructuras
involucradas en el eje neuroendocrino formado por el hipotalamo, la hipofisis y los
ovarios es asimétrica en cuanto al momento del ciclo y el lado del nucleo del que
proviene, entonces la destruccion de un lado del SCN inducira efectos distintos sobre
la ovulacion y la progresion del ciclo estral, dependiendo del lado que sea destruido y

de la etapa del ciclo estral en que se lleve a cabo el procedimiento quirdrgico.
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Objetivo general

Analizar la participacion de cada lado del SCN en cada etapa del ciclo estral sobre la
ovulacion y la progresién del ciclo estral de la rata adulta.

Objetivos particulares
Analizar el efecto del blogqueo en la transmision de informacion nerviosa inducido por
barbitdricos en la mafana de cada dia del ciclo estral sobre la ovulacion y la

progresion del ciclo estral de la rata adulta.

Analizar la participaciéon de las vias nerviosas dorsales al SCN sobre la ovulacién y la
progresion del ciclo estral de la rata adulta.

Analizar si existen asimetrias entre ambos lados del SCN en cuanto a su participacion

en la regulacion de la ovulacion y la progresion del ciclo estral de la rata adulta.

Analizar el efecto de la anestesia, la seccion de las vias dorsales al SCN y la lesién
del SCN sobre la masa de los ovarios y el Gtero.
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Métodos y materiales
Seleccion de los animales

Para el presente estudio se utilizaron ratas hembras virgenes de la cepa ClIZ-V, de
tres a tres y medio meses de edad. Los animales fueron alojados en grupos de 7
individuos, en jaulas acrilicas claras, no porosas (45x22x20 cm), con reja superior de
acero inoxidable, a través de la cual se administré el agua por medio de bebederos de
cristal con boquillas de acero inoxidable y alimento en pellets (Purina S.A., México),

ambos ad libitum. Se utilizé viruta de madera como pienso.

La temperatura de la sala (misma en la que permanecieron todos los animales
utilizados en el experimento) se mantuvo a 22+1 °C y se adopté un fotoperiodo
controlado de 14 horas luz y 10 de oscuridad con luces encendidas de las 05:00 a las
19:00 h, tiempo del centro (GMT-6).

Cuatro dias antes de cumplir los 3 meses de edad todas las ratas fueron
anestesiadas con éter y marcadas con un horadador para orejas para su
identificacion. Se inici6 la toma de muestras del epitelio vaginal con un asa
bacterioldgica modificada a fin de disminuir el diametro de la punta. El ciclo estral de
los animales se monitored con la toma de este frotis vaginal, que se realizd
diariamente entre las 11:00 y las 12:00 h y se analiz6 en un microscopio 6éptico
compuesto Nikon OPTIPHOT-2 con un aumento de 10X, tras ser tefiido con la técnica
de Hematoxilina-Eosina (Ellis, 2003). Unicamente se utilizaron aquellos animales que
mostraron ciclicidad (dos ciclos consecutivos de 4 dias de duracion) y una masa
corporal de entre 230 g y 260 g en el dia de la cirugia. El frotis vaginal nos permite
asegurar la probabilidad de que el siguiente ciclo tuviera la misma longitud es de por

lo menos el 95%.
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Grupos experimentales

Al cumplir los 3 meses de edad los animales fueron distribuidos aleatoriamente entre
alguno de los grupos experimentales descritos a continuacion (n=7). Los tratamientos
se realizaron en el intervalo comprendido desde las 09:00 a las 10:10 h en cada dia
del ciclo estral.

Lesidn unilateral del nacleo Supraquiasmatico (SCN-l1y SCN-D)

Con la finalidad de analizar la participacion de cada lado del nacleo en la regulacién
de la ovulacion, ademas de la posible existencia de asimetrias funcionales, se
procedio a realizar la lesion térmica (electrolitica) del nucleo Supraquiasmatico; ya sea
del lado izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D). Las coordenadas y el tiempo de
exposicién/temperatura fueron calculados previamente y se determiné para la zona
media del nucleo izquierdo: Antero-Posterior=-0.3, Medio-Lateral=+0.3, Dorso-
Ventral=-9.1 y para la zona media del nucleo derecho: Antero-Posterior=-0.3, Medio-
Lateral=-0.5, Dorso-Ventral=-9.1 (Figura 11). La barra de los incisivos se colocé en
-05 (5 mm por debajo de las barras de las orejas) ElI tiempo de
exposicién/temperatura apropiado para destruir un lado del SCN con la punta del
electrodo ubicada en las coordenadas anteriores fue: 15 segundos a 95° C, con un
retraso de 71 s. Este retraso cuantifica el tiempo que toma al sistema lograr la
temperatura indicada; la corriente necesaria para ello fue variable. El circuito fue
cerrado por medio de una aguja esterilizada colocada subcutdneamente en el cuarto

posterior izquierdo de todos los animales.
. Operacioén simulada unilateral (Sham-1y Sham-D)

Para discernir entre el efecto de la lesion térmica dirigida a un lado del SCN vy la
seccion de las vias dorsales al mismo, ocasionada por el descenso del electrodo con
el que se realiz6 el tratamiento; asi como la perforacion de la piel, musculo, craneo y

meninges, se realizaron operaciones simuladas que consistieron en el procedimiento
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regular que se siguiod para los grupos de lesién, con la diferencia de que una vez
posicionado el electrodo en la regidbn deseada no se hizo pasar corriente por el
sistema, dejando el electrodo un tiempo equivalente al que tomaria la lesion completa,
pero sin efectuar la misma. Esta simulacion se realizé del lado izquierdo (Sham-I) o

derecho (Sham-D).
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Figura 11. Representacion esquematica del craneo de la rata, denotando el punto de referencia cero (Bregma)
y las coordenadas Medio-Lateral (M-L), Antero-Posterior (A-P) y Dorso-Ventral (D-V) empleadas a partir de el
en las cirugias (Tomada y modificada de Paxinos y Watson, 2004).
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En ambos casos se utilizé la técnica descrita por Wirtshafter et al. (1979), para
evitar dafios al seno sagital superior, principal vena de la porcion rostral y caudal del
cerebro. Los animales en los que se dafnd el seno y por tanto presentaron sangrado
excesivo fueron descartados del experimento, pues en la autopsia se observaron
grandes hematomas ubicados entre las meninges y el cerebro; similares a los
reportados por Wirtshafter et al. (1979), los cuales probablemente afectan el

funcionamiento normal de estructuras en la corteza cerebral (Figura 12).

Electrodo

Seno sagital superior

Aguja

Figura 12. Técnica de Wirtshafter y colaboradores (1979) para evitar el daio al seno sagital superior en cirugias
estereotdxicas con objetivos cercanos a la linea media.

Todos los tratamientos se realizaron bajo los efectos del Pentobarbital sédico
Sedalphorte (Salud y Bienestar Animal S. A. de C. V., México) como agente
anestésico (administrado como se describe a continuacion para el grupo de
anestesia) y adicionalmente se utilizo éter como anestesia complementaria. Las

cirugias se realizaron en un aparato estereotaxico David Kopft modelo 900, tomando
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a bregma como punto O de referencia (Figura 11). Los procedimientos se realizaron
con un electrodo TCZ con una punta de 0.5 mm de largo por 0.25 mm de diametro y
una longitud total de 100 mm. El estimulador utilizado para las lesiones fue un
generador de radiofrecuencia Radionics modelo RFG4A. La insercion del electrodo en
las coordenadas antes mencionadas se logré a través de una craneotomia realizada
con una fresa odontolégica CARBIDE BURS HP-4 montada en un instrumento
rotatorio Dremel 300; adicionado con una extension flexible y funcionando a media

capacidad.

Como grupos de comparacion se utilizaron animales sometidos a alguno de

los siguientes tratamientos.

. Anestesia (PA)
Animales a los cuales se les inyectd una uUnica dosis (25 mg/kg) intraperitoneal de
Pentobarbital sédico Sedalphorte a las 09:00 h.

. Control absoluto (Intacto)
Animales intactos, sin ninguna manipulacion adicional al marcaje y frotis vaginal

diario, fueron sacrificados en el dia del Estro vaginal.

Sacrificio y autopsia

Después de los procedimientos realizados se retomaron los frotis vaginales y todos
los animales fueron sacrificados a las 09:00 h del Estro esperado por decapitacion

con una guillotina para roedor.

En la autopsia se removieron ambos ovarios, el utero y el encéfalo (Paul et
al., 2008a). Utilizando un microscopio estereoscopio Carl Zeiss Stemi DV4 se separé
el oviducto de cada ovario y se verificO la presencia de ovocitos, la cual fue
confirmada tras una tincion con Hematoxilina-Eosina (Figura 13). Los resultados del
numero de ovocitos liberados se expresaron como los correspondientes al ovario

izquierdo (Ol), al derecho (OD) o los totales (OI+OD). Partiendo de esos datos fue
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posible calcular la tasa de animales ovulantes (TAO) definida como el nimero de
animales que ovulan entre el niumero de animales totales. Los ovarios y el Utero
fueron pesados en una balanza de precision Mettler AT261 Delta Range. La masa de
los 6rganos se expresé en mg por cada 100 g de masa corporal del animal evaluado
(mg/100 g masa corporal). Todos los resultados se expresaron como la media mas
menos el error estandar de la media (Media + e.e.m.). Por ultimo, el cerebelo y la
porcién rostral del cerebro, justo después de la regién caudal de los bulbos olfatorios,
se removieron del encéfalo. El restante se almacend a -70 °C en contenedores

plasticos con interior de aluminio hasta su procesamiento (al menos 24 horas).

Cortes histoldgicos de cerebro

Se realizaron cortes seriados de 60 um en un criostato MICROM HM 505 N a una
temperatura de -20 °C en la camara (Paul et al., 2008b). Se montaron en laminillas
preparadas con una solucion de gelatina (Paul et al., 2008c) para su tincion con la
técnica de Nissl para tejido nervioso (Paul et al., 2008d) (solamente los cortes

provenientes de animales lesionados fueron tefidos).

Los cortes fueron revisados en el microscopio Optico compuesto Nikon
OPTIPHOT-2 con un aumento de 10X con la finalidad de determinar el alcance de la
lesion y solamente se usaron los datos provenientes de animales en los cuales se
confirmd la correcta trayectoria del electrodo hacia el SCN (para el caso de las Sham)
o la destruccién total del SCN izquierdo o derecho (para el caso de las lesiones), con
la condicién de que no se destruyera la pared adyacente del 3V y que el OC y la zona
inmediata al SCN recibieran el minimo dafio posible (Figura 14). Se utilizaron
simultdneamente dos atlas del cerebro de la rata para la identificacion de las

estructuras necesarias (Koning y Klippel, 1963; Paxinos y Watson, 2004)
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e Analisis estadistico

El nimero de ovocitos liberados fue analizado con la prueba de Kruskal-Wallis,
seguida de la prueba de Dunn. La tasa de animales ovulantes se analiz6 con la
prueba de x> (Chi cuadrada). Los resultados de las masas de los érganos se
analizaron con la prueba de analisis de varianza multiple (ANOVA) seguida de la
prueba de Tukey. Cuando fue necesario hacer comparaciones entre dos grupos se
utilizé la prueba “t” de Student. En todos los casos se consideraron significativas las
diferencias en las cuales la probabilidad fue menor o igual a 0.05 (p < 0.05). El
programa estadistico utilizado en todas las pruebas fue GraphPad InStat version 3.05
(GraphPad InStat Software, 2003).

o

Figura 13. Oviducto (izquierda) y ovocitos contenidos en el mismo (derecha) de un animal intacto
sacrificado el dia del estro vaginal. Las flechas seiialan dos ovocitos dentro del oviducto antes de ser
extraidos y tefiidos.
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Figura 14. Secciones coronales del cerebro de animales que cumplen con las condiciones para ser
utilizados en el anadlisis de resultados. El primer recuadro contiene un corte del cerebro completo y la
region dentro del cuadro amarillo corresponde a la porcidn retratada en los incisos inferiores: a) SCN-I, b)
Sham-I, c) SCN-D y d) Sham-D. Las flechas en cada caso indican la region en que se observa la trayectoria
del electrodo o el dafio de la lesion, la region dentro del ovalo marca la posicion del SCN contralateral a la
cirugia. 3V, tercer ventriculo; OC, quiasma 6ptico.
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Resultados
Animales Intactos

El 100% de los animales intactos ovuld en el dia del E vaginal y liber6 una media de
12 ovocitos. Si bien el numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo no es igual
al que libera el derecho (5.1+0.8 vs 7.5+0.8), no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre ambos.

Grupo con anestesia

La administracion del pentobarbital sédico no modifico la ciclicidad y, como se
observa en la Grafica 1, tampoco la ovulacion. La anestesia en D-1 resulté en menor
masa de la gbnada derecha, lo que se refleja en la masa ovarica respecto a la de los

animales intactos (Cuadro 1).
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Grafica 1. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m del nimero de ovocitos liberados por
animales intactos o anestesiados en el dia del Estro (PA-E), Diestro-1 (PA-D1), Diestro-2 (PA-D2) o
Proestro (PA-P).

Cuadro 1. Media + e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los érganos de
animales intactos o con anestesia en cada dia del ciclo estral (n=7).

Grupos Ovario izquierdo  Ovario derecho Masa ovarica

Experimentales

Intactos 14.2+0.8 16.4+1.1 30.5+1.8 151.5+8.6
13.8+0.6 14.0+0.7 27.8+1.2 135.0+7.2
12.0+1.1 13.1+0.4 * 25.1+1.3* 149.1+ 8.3
13.9+0.5 13.9+0.5 27.8+0.8 163.0+6.3
146+1.1 15.7+0.8 30.3+1.6 142.8+5.4

*p< 0.05 vs Intactos (ANOVA seguida de Tukey). Anestesia en el dia del Estro (PA-E), Diestro-1 (PA-
D1), Diestro-2 (PA-D2) o Proestro (PA-P).

61



Resultados | 2013

Operacion simulada

La Grafica 2 es representativa para los 7 animales que conforman al grupo intacto y
también para los animales que fueron anestesiados en cada dia del ciclo. El resto de
los paneles de la misma grafica contienen el ciclo en el que se llevd a cabo un
tratamiento hipotético X (que puede ser una operacion simulada o una lesion del
SCN) en la etapa del E, asi como el ciclo inmediatamente anterior a éste. Asimismo,
pueden observarse los tres tipos de anomalias en la ciclicidad estral que se

detectaron en el presente estudio.

La disrupcién en el ciclo estral de los animales puede ser de 3 tipos: 1) dos
dias consecutivos en la etapa del P (alteracion tipo 1), 2) dos dias consecutivos en la
etapa del D (alteracion tipo 2) y 3) cuatro dias consecutivos en la etapa del D
(alteracion tipo 3); estas alteraciones se presentan en el mismo ciclo en el cual son

tratados los animales.

La operacion simulada en las etapas del E y D-1 resultdé en alteraciones del
ciclo estral, lo cual fue méas severo en los animales tratados en D-1 (Cuadro 2). La
disrupcion en la ciclicidad estral de los animales tratados en el dia del E se debe
principalmente al aumento en el numero de dias que permanecen en la etapa del D
(alteracion tipo 3). La operacion simulada resultd en mayor nimero de animales con
alteraciones de la ciclidad de tipo 2 y 3, que depende del lado y la etapa en que se
realizd. El 71% de los animales con Sham-l en D-1 presentaron alteracion de su
ciclicidad de tipo 2, mientras que el 71% de ratas con Sham-D presento dicho tipo de

alteracion cuando se realiz6 en el E (Cuadro 3).
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Intacto o con anestesia Alteracion tipo 1
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Gréfica 2. Progresion del ciclo estral de un animal del grupo intacto (arriba a la izquierda). Los paneles superior derecho e inferiores representan
distintos tipos de disrupcion de la ciclicidad en animales que fueron operados en la etapa del Estro, los cuales son representativos también para los

animales

tratados

en Diestro-1. Todos los animales

fueron

sacrificados en el punto denotado con

el

circulo

rojo.
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Cuadro 2. Porcentaje de animales con operacion simulada unilateral que presentaron
alteraciones del ciclo estral (n=7).

Grupos Diestro-1 Diestro-2 Proestro
exprimentales

Sham-I
Sham-D

Operacion simulada del lado izquierdo (Sham-I) o derecho (Sham-D).
Cuadro 3. Numero de animales con operacion simulada unilateral en Estro o Diestro-1 que
presentaron alteraciones en su ciclicidad (n=7).

Grupos Diestro-1
experimentales

Operacién simulada del lado izquierdo (Sham-I) o derecho (Sham-D).

En cuanto a la ovulacion, la operacion simulada del lado izquierdo realizada en
el dia del E disminuy6 la tasa de animales ovulantes aproximadamente en un 60%,
mientras que la misma cirugia realizada en el hemisferio derecho indujo una
disminucion de mas del 80% (Grafica 3); ambas al ser comparadas contra el grupo de

anestesia.

Cuando se realizo la operacion simulada del lado izquierdo en el dia del D-1,
ninguno de los animales ovuld, mientras que la operacion simulada del lado derecho
disminuyé la tasa de animales ovulantes al ser comparada con la del grupo con
anestesia (Gréfica 3).

En los cuadros 4 y 5 se resume la informacién concerniente a la masa de
ambas gbnadas y el utero. Cuando las operaciones simuladas se realizaron en la etapa
del E, se aprecia un efecto asimeétrico similar al observado al analizar los parametros de
la ovulacion, la Sham-D induce cambios en la masa del ovario izquierdo y el Gtero,

mientras que tras la Sham-I ninguno de los 6rganos evaluados presenta cambios en su
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masa. En el dia del D-1 los efectos de las operaciones simuladas son igualmente
asimétricos, pero contrarios a los observados en el dia del E; en este caso la masa del
Gtero aumenta con la operacién simulada izquierda sin que ocurra lo mismo con la
operacion simulada del lado derecho. La masa de las gonadas no se modific6 con

ninguno de los tratamientos.

Estro Estro
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Grafica 3. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m del nUmero de ovocitos liberados por
animales anestesiados (PA) o con operacién simulada del lado izquierdo (Sham-I) o derecho (Sham-D)
en el dia del Estro o Diestro-1. *p<0.05 vs PA (prueba de xz). En la columna derecha las cifras dentro
de los recuadros indican el nimero de ovocitos liberados cuando el ndmero de observaciones no
permitio realizar la prueba estadistica correspondiente y el # que el nimero de observaciones es 0.

Cuadro 4. Media + e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los 6rganos de
animales anestesiados (PA) o con operacion simulada unilateral en la etapa del Estro (n=7).

Masa
ovarica

Grupos Ovario Ovario
exprimentales izquierdo derecho

PA 13.8+0.6 14.0+0.7 27.8+1.2 135.0+7.2
Sham-| 13.0+0.8 12.3+0.7 253+1.2 168.1+14.3
Sham-D 11.2+0.7 * 11.0+£1.1 22.1+1.7 197.1+9.1*

*p<0.05 vs PA (ANOVA seguida de la prueba de Tukey). Operacion simulada del lado izquierdo (Sham-
I) o derecho (Sham-D).
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Cuadro 5. Media * e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los 6érganos de animales
anestesiados (PA) o con operacion simulada unilateral en la etapa del Diestro-1 (n=7).

Grupos Ovario Ovario Masa

exprimentales Izquierdo derecho ovdrica

PA 120+1.1 13.1+0.4 251+13 149.1+ 8.3
Sham-| 11.1+0.8 11.8+0.6 229+1.1 192.4+9.7 *
Sham-D 135+£1.3 12.3+0.7 25.8+1.1 169.1 +10.2

*p< 0.05 vs PA (ANOVA seguida de la prueba de Tukey). Operacion simulada del lado izquierdo (Sham-
1) o derecho (Sham-D).

Las operaciones simuladas realizadas en las etapas del D-2 y P, sin importar el
hemisferio cerebral en el que fueron realizadas, no alteraron la progresion del ciclo
estral de ninguno de los animales (Cuadro 2), la tasa de animales ovulantes, el nimero
de ovocitos liberados (Gréfica 4) o la masa de los 6rganos respecto a lo registrado en
los animales con anestesia (Cuadros 6y 7).
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Grafica 4. Porcentaje de animales ovulantes y media £+ e.e.m del nimero de ovocitos liberados por
animales anestesiados (PA) o con operacion simulada del lado izquierdo (Sham-I) o derecho (Sham-D)
en el dia del Diestro-2 o Proestro.
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Cuadro 6. Media *+ e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los 6érganos de animales
anestesiados (PA) o con operacion simulada unilateral en la etapa del Diestro-2 (n=7).

Grupos Ovario Ovario Masa

exprimentales izquierdo derecho ovarica

PA 13.9+0.5 13.9+0.5 27.8+0.8 163.0+6.3
12.8+0.9 149+0.8 27.7+1.6 199.0 + 29.7
12.7+0.5 11.3+0.8 240+1.1 146.7 + 83

Operacion simulada del lado izquierdo (Sham-I) o derecho (Sham-D).

Cuadro 7. Media * e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los 6érganos de animales
anestesiados (PA) o con operacion simulada unilateral en la etapa del Proestro (n=7).

Grupos Ovario Ovario Masa

exprimentales izquierdo derecho ovarica

PA 146+1.1 15.7+0.8 30.3+1.6 142.8+5.4
13.1+1.7 14.1+0.7 27.2+19 138.2+5.6
12.5+0.7 140+1.3 26.5+1.9 158.1+6.2

Operacion simulada del lado izquierdo (Sham-I) o derecho (Sham-D).

Lesion del SCN

La lesién del SCN del lado izquierdo en E o D-1 resulté en el mismo porcentaje de
animales con alteracion del ciclo estral, mientras que la realizada del lado derecho en
D-1 result6 en mayor porcentaje de animales con alteracion de su ciclicidad que la
efectuada en E (Cuadro 8). Ambos tipos de lesién inducen un mayor numero de

alteraciones en la ciclicidad del tipo 2 (Cuadro 9).
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Cuadro 8. Porcentaje de animales con lesion unilateral del SCN que presentaron alteraciones
del ciclo estral (n=7).

Grupos Diestro-1 Diestro-2 Proestro

exprimentales

SCN-I 71 71
SCN-D 29 86 0

Lesion del nucleo supraquiasmatico del lado izquierdo (SCN-1) o derecho (SCN-D).

Cuadro 9. Numero de animales con lesion unilateral del SCN en E o D-1 que presentaron
alteraciones en su ciclicidad (n=7).

Grupos Diestro-1
experimentales

Tipol
0
0

Tipo 2
3

Tipo 3
0
0

2 4 1
0 6 0

Lesion del nacleo supraquiasmatico del lado izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D).

En la etapa del E, la lesién del SCN del lado izquierdo indujo una disminucion
del 100% en el porcentaje de animales ovulantes, mientras que la lesién del lado
opuesto lo disminuy6é en un 60% con respecto al del grupo con anestesia. En éste
grupo no se modificd el nimero de ovocitos liberados. Este efecto asimétrico es
semejante al de las operaciones simuladas.

La lesion unilateral del SCN en la etapa del D-1 resulté en ausencia de ovulacion,
independientemente del lado lesionado (Gréfica 5).
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Grafica 5. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m del nUmero de ovocitos liberados pok
animales anestesiados (PA) o con lesion del nacleo supraquiasmatico izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D) en el dia del Estro o Diestro-1. *p< 0.05 vs PA (prueba de x°). En la columna derecha las
cifras dentro de los recuadros indican el numero de ovocitos liberados cuando el numero de
observaciones no permite realizar la prueba estadistica correspondiente y el # que el niumero de
observaciones es 0.

La lesion del SCN del lado izquierdo en la etapa del E resulté en aumento de
la masa del Gtero, respecto a la observada en los animales con Sham-I (Cuadro 10).
Este resultado es similar en animales con lesién del SCN del lado derecho en el dia
del D-1 (Cuadro 11).

Las lesiones del SCN realizadas en las etapas del D-2 y P no alteraron la
progresion del ciclo estral de ninguno de los animales (Cuadro 8). Al ser comparadas
con los tratamientos de operacion simulada, la lesion del SCN izquierdo en la etapa
del D-2 disminuyo el porcentaje de animales ovulantes en un 100% mientras que la
del lado derecho en un 80%. En el P, la disminucién fue del 80% sin importar el lado

que fue destruido (Grafica 6).
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Cuadro 10. Media + e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los 6rganos de
animales con operacion simulada o lesion unilateral del SCN en la etapa del Estro (n=7).

Grupos Ovario Ovario Masa

exprimentales izquierdo derecho ovdrica

Sham-| 13.0+£0.8 12.3+0.7 253+1.2 168.1+14.3
SCN-I 11.7+0.9 10.1+1.0 21.7+13 203.8+5.6 *

Sham-D 11.2+0.7 11.0+1.1 22.1+1.7 197.1+9.1
SCN-D 13.0+£1.2 13.3+0.6 263118 177.2+6.9

*p< 0.05 vs Sham-lI (ANOVA seguida de la prueba de Tukey). Operacion simulada del lado izquierdo
(Sham-I), derecho (Sham-D), lesion del nlcleo supraquiasmatico del lado izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D).

Cuadro 11. Media + e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los 6rganos de
animales con operacion simulada o lesion unilateral del SCN en la etapa del Diestro-1 (n=7).

Grupos Ovario Ovario Masa
exprimentales izquierdo derecho ovdrica

Sham-| 11.1+0.8 11.8+0.6 229+1.1 192.4+9.7
SCN-I 11.5+£0.5 11.1+0.5 22.6+0.6 182.6+6.1

Sham-D 13.5+1.3 12.3+0.7 258+1.1 169.1+10.2
SCN-D 10.7+£0.3 12.7+0.5 23.4+0.6 198.9+6.9 *

*p< 0.05 vs Sham-D (ANOVA seguida de la prueba de Tukey). Operacion simulada del lado izquierdo
(Sham-I), derecho (Sham-D), lesion del nlcleo supraquiasmatico del lado izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D).

En la etapa del P ambas lesiones resultaron en una mayor masa del. El resto
de las lesiones del SCN realizadas en las etapas del D-2 y P no modificaron la masa de

los 6rganos evaluados (Cuadros 12 y 13).
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Grafica 6. Porcentaje de animales ovulantes y media + e.e.m del nimero de ovocitos liberados por
animales anestesiados (PA) o con lesion del SCN izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D) en el dia del
Diestro-2 o Proestro. *p< 0.05 vs PA; #p< 0.05 vs Sham-I (prueba de X?). En la columna derecha las
cifras dentro de los recuadros indican el nimero de ovocitos liberados cuando el nimero de observaciones
no permite realizar la prueba estadistica correspondiente y el § que el nimero de observaciones es 0.

Cuadro 12. Media + e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los érganos de animales
con operacion simulada o lesion unilateral del SCN en la etapa del Diestro-2 (n=7).

Grupos Ovario Ovario Masa

exprimentales izquierdo derecho ovdrica

Sham-| 12.8+0.9 149+0.8 27.7+1.6 199.0 + 29.7
SCN-I 15.7+£1.2 136+1.1 29.3+2.2 183.6 £ 8.7

Sham-D 12.7+0.5 11.3+0.8 240+1.1 146.7 + 8.3
SCN-D 11.1+0.8 11.5+0.7 22.7+13 177.4+11.4

Operacién simulada del lado izquierdo (Sham-I), derecho (Sham-D), lesion del nicleo supraquiasmatico
del lado izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D).
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Cuadro 13. Media + e.e.m de la masa (mg/100 g de masa corporal) de los 6rganos de
animales con operacion simulada o lesion unilateral del SCN en la etapa del Proestro (n=7).

Grupos Ovario Ovario Masa

exprimentales izquierdo derecho ovarica

Sham-| 13.1+£1.7 14.1+0.7 27.2+19 138.2+5.6
SCN-I 13.0+1.4 125+1.1 25.6+2.4 161.6 £9.0 *

Sham-D 12.5+0.7 140+1.3 26.5+1.9 158.1+6.2
SCN-D 123+1.5 13.2+0.9 25.5+2.2 213.0+27.8*

*p< 0.05 vs Sham-lI (ANOVA seguida de la prueba de Tukey). Operacion simulada del lado izquierdo
(Sham-1), derecho (Sham-D), lesién del ntcleo supraguiasmatico del lado izquierdo (SCN-I) o derecho
(SCN-D).

Finalmente, es importante mencionar que el Utero de muchos de los animales
gue recibieron las operaciones simuladas o las lesiones dirigidas hacia el SCN,
presentd un grado de engrosamiento semejante al observado en la etapa del P (Utero
balonado), aun cuando el frotis vaginal realizado minutos antes del sacrificio revelara
gue el animal se encontraba en la etapa del E u otra distinta al P (dependiendo si
existi6 o no disrupcién en la ciclicidad estral). Esta caracteristica no llega a ser
significativa al observar la masa de los Gteros en todos los casos, revelando que parte
del volumen observado estaba dado no solo por el engrosamiento de la pared uterina,
sino también por la acumulacién de liquido al interior, el cual fue desalojado al
diseccionar el érgano (Cuadro 14). No obstante, el tipo de comparacién realizada en los
cuadros de masas no permite observar que el peso de los Uteros de los animales
sometidos a las lesiones unilaterales del SCN es, de hecho, significativamente distinto

al del grupo intacto y el grupo con anestesia de la etapa correspondiente.
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Cuadro 14. Porcentaje de animales que presentaron Utero balonado el dia del sacrificio tras
realizar la operacién simulada o lesion unilateral del SCN en cada etapa del ciclo estral

Grupos Diestro-1 Diestro-2 Proestro
exprimentales

Sham-I
SCN-I

Sham-D 29
SCN-D 57 100 86 57

Operacioén simulada del lado izquierdo (Sham-I), derecho (Sham-D), lesién del nicleo supraquiasmatico
del lado izquierdo (SCN-I) o derecho (SCN-D).
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Analisis de los resultados

La anestesia no bloquea la ovulacién de los animales ni induce alteraciones en su
ciclicidad. Esto puede deberse a que la administracion de barbituricos a las 9:00 h, sin
importar la etapa del ciclo estral en que se inyecten, no tenga efectos en la secrecién
de GnRH y por tanto de LH; totalmente contrario a lo que se ha probado que ocurre
por la tarde del P (Everett y Sawyer, 1959; Gosden et al., 1976; Kim et al., 1994). Por
lo tanto, la inhibicion de la neurotransmisién estimulatoria por la mafiana no afecta la
progresion normal de dichos procesos, ya que la sefial nerviosa circadiana necesaria
para la sincronizacion de la secrecion de GnRH y LH ocurre mas tarde y solo en la

etapa del P, y quizas antes de este momento no es requerida.

También es posible que la ausencia de efecto sea producto de la baja
concentracion inyectada. Se ha mostrado que el bloqueo de la ovulacion con
barbitUricos no es exclusivo de la etapa del P. Cuando son administrados a las 9:00 h
de los dias del E, D-1 o D-2, se observa bloqueo de la ovulacion en cierto porcentaje
de los animales. Cuando el tratamiento se realiza a las 12:45 h, aumenta el porcentaje
de animales que presentan bloqueo. En el dia del E y D-1 se mantiene este efecto
hasta las 17:00 h, mientras que en el D-2 declina el porcentaje del bloqueo de la

ovulacion (Dominguez y Smith, 1974).

El blogueo por barbitdricos se ha atribuido, al menos en el dia del P, al
avance de fase observado a nivel del SCN y posteriormente de los ritmos eferentes
después del tratamiento (Legan et al., 2009). Este avance de fase concuerda con la
curva de respuesta de fase fabricada con pentobarbital sédico como agente de
reinicio, la cual difiere de la convencional pues no tiene ninguna regién en la que el
sincronizador carezca de efecto. Toda la porcion anterior al inicio de la actividad en
los animales nocturnos (CT=12) es susceptible a adelantos de fase, mientras que el

resto lo es a retrasos (Morin, 1991).

Los resultados mostrados en el presente estudio no son similares a los que

presentan Dominguez y Smith (1974) a pesar de que en ambos estudios se utilizaron
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ratas Long-Evans adultas con ciclos estrales de cuatro dias cada uno y de que el
horario de administracion, asi como el farmaco utilizado, fue el mismo. Todo ello
permite sugerir que esta discrepancia se debe a la diferencia entre las dosis
utilizadas, mientras que los autores antes mencionados inyectaron una dosis de 50
mg/kg, la dosis utilizada en este experimento fue de la mitad (25 mg/kg), calculada en
un experimento piloto para determinar la dosis minima necesaria que a las 9:00 h de

cada dia del ciclo indujera anestesia quirurgica sin bloquear la ovulacion.

El éter, que fue utilizado como anestesia complementaria, tampoco tiene
efectos negativos sobre la ovulacion; se ha mostrado que este anestésico solo
bloguea la ovulacion cuando es utilizado de manera continua por lo menos durante 6
horas (Kim et al., 1994), por lo que es poco probable que la exposicion por menos de
20 minutos (que es el tiempo aproximado de una cirugia tipica de este experimento)

induzca anomalias en la ovulacién del ciclo en curso.

Las operaciones simuladas evidencian que las vias nerviosas ubicadas dentro
o por encima del SCN juegan un papel distinto en la regulacion de la ovulacion
espontanea y del ciclo estral, lo que depende de la etapa del ciclo en que se
encuentra el animal. En el dia del E, a diferencia del resto de las etapas, existen
diferencias que dependen del hemisferio cerebral en que se encuentran las fibras. La
ausencia de ovulaciéon inducida por la Sham-D en E, comparada con la disminucién
del porcentaje de animales ovulantes después de la misma operacion realizada en el
hemisferio contrario, muestra que si bien las vias de ambos lados participan en la

regulacion de los dos procesos, no lo hacen de manera simétrica.

La Sham-D se acompafo de la disminucion de la masa del ovario izquierdo y
el aumento en la del Utero, mientras que la operacion del lado izquierdo no modificé la
masa de ninguno de los 6rganos evaluados. Las caracteristicas citolégicas
encontradas en el frotis vaginal de muchos de los animales no corresponden a las del
E, por lo que es posible que la disrupcion en la ovulacion, al evaluarse en el dia del E
esperado, se deba a un alargamiento del ciclo estral mas que a la pérdida de la
capacidad de ovular en el ciclo en curso. Esta suposicidbn es sustentada por un
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estudio previo en el cual se seccionaron las vias internas y dorsales al POA (Cruz et
al., 2009), cuya parte medio-posterior se ubica, de acuerdo al atlas de Paxinos y
Watson (2004), justo por encima del SCN. En general, los resultados son similares a

los del presente experimento.

En un experimento semejante, los animales fueron tratados con GnRH y hCG
después de las cirugias, tras lo cual ovularon en el dia del E esperado; contrario a lo
ocurrido al ser tratados con estrogenos (Reynoso, 2013). Otros animales que no
fueron sacrificados en el dia del E esperado presentaron el E vaginal 24 horas
después y ovularon. Estos animales presentaron caracteristicas citolégicas del dia del
P en los frotis realizados en el E esperado, lo que permite suponer que las

alteraciones en la ciclicidad observadas en este estudio son transitorias.

El reemplazo hormonal que realizé Reynoso (2013) arroja informacion sobre
la naturaleza de las alteraciones mencionadas, debidas a cambios en la sefial
hipofisaria. Gran parte de las neuronas GnRHérgicas se localizan en el POA
(Merchenthaler et al., 1984; van der Beek, 1996), por lo que el dafio a las mismas, o0 a
las fibras que parten en direccidén a la eminencia media, podria traducirse en cambios
en el contenido de GnRH a nivel hipofisario y por tanto cambios en la liberacion de
LH. Esto es légico partiendo de los resultados del experimento en que la operacion
simulada fue modificada intencionalmente de tal manera que no se dafié POA, pero si
todas las estructuras dorsales a ella, en el cual se observd que no se modifica la

ovulacion de los animales (Reynoso, 2013).

Otra posible explicacion podria ser que las cirugias dafien las neuronas que
originan la via ipsilateral que une al POA con el SCN (de la Iglesia et al., 2003; van
der Beek et al., 1993; 1997). Esto podria inducir alteraciones en el patrén temporal de
la secrecion de GnRH. Esta ultima propuesta cobra importancia debido a la teoria de
gue es el SCN quien regula los patrones temporales de la secrecion fasica y tonica de
dicha hormona (Chapell, 2005). La alteracion de estos patrones a su vez repercutiria
directamente en la secrecién de gonadotropinas y por tanto en el desarrollo de los
foliculos ovaricos y la progresion del ciclo estral. En favor de ello, se ha reportado que
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los ratones con alteraciones en el gen Clock presentan ciclos estrales anormalmente
largos (Chapell et al., 2003).Quizas la seccién de la via que comunica al sistema
circadiano con el neuroendocrino tenga el mismo efecto que la disrupcion del primero
a nivel genético. La idea de que el desarrollo de los foliculos seleccionados para
ovular en el dia del E se retrasé y que a su vez el ciclo estral se alarg6 un dia coincide
con la disminucién de la masa ovarica en algunos tratamientos, asimismo, con las
caracteristicas citologicas del frotis vaginal, la apariencia balonada del utero y el

aumento en su masa.

Una diferencia entre el presente estudio y los realizados por Cruz et al.
(2009), radica en el porcentaje de animales que fueron afectados por la operacién
simulada izquierda (60% en el presente y 30% en el trabajo de Cruz y colaboradores).
Estos resultados pueden deberse a las distintas estructuras dafiadas en cada estudio,
mientras que Cruz y colaboradores seccionaron Unicamente las estructuras dentro y
por encima de POA, en el presente trabajo se seccionaron vias también entre el POA
y el SCN, asi como otras dentro de éste ultimo. Las coordenadas utilizadas para
ubicar las respectivas areas de estudio son distintas, por lo que si bien algunas
estructuras en comun son dafiadas en ambos procedimientos, hay otras tantas que no
se comparten y a las cuales se les puede atribuir esta diferencia. De manera
semejante, el electrodo utilizado en este experimento tiene una composicion y
configuracion totalmente distintas a las de la aguja metélica utilizada por el equipo de

Cruz, por lo que interactia de manera diferente con el tejido que le rodea.

En el dia del D-1, ambas operaciones simuladas inducen alteraciones en el
ciclo estral. El frotis vaginal de estos animales tiene caracteristicas citolégicas que no
corresponden con las del E, ya que son propias del D o del P, por lo que en esta
etapa existen estructuras dorsales al SCN que estan netamente relacionadas con la
regulacion de la ciclicidad estral, sustentado ademas por el aumento en el porcentaje
de animales que se vuelven aciclicos después de los tratamientos. Estos resultados
son semejantes a los obtenidos en la etapa del E, por lo que se puede sugerir que son
resultado del dafio al POA. El sistema es particularmente sensible a los tratamientos

en el D-1, quizéas, porgue los foliculos ovaricos aun dependen de varias sefiales, por
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ejemplo la FSH, que deben presentarse en el momento y de la manera apropiada
para continuar su crecimiento, maduracion y finalmente ser capaces de liberar su

ovocito.

Cuando las operaciones simuladas se realizan en los dias restantes del ciclo,
los resultados son totalmente contrarios. No existen diferencias significativas con
respecto al grupo con anestesia. La ciclicidad de los animales tampoco se modificé y
todos presentaron el E vaginal en el dia esperado, por lo que podemos suponer que la
secrecion de estradiol se mantuvo sin cambio y probablemente el dafio al POA no
alter6 los mecanismos neuroendocrinos involucrados en la secrecion de la

neurohormona hipotalamica y de las gonadotropinas hipofisiarias.

Partiendo de lo anterior, se puede sugerir que en en D-2 y P las vias de
informacion nerviosa dorsales al SCN no estan involucradas en la regulacion de la
ovulacion y la ciclicidad estral, y que existen diferencias en su participacion durante el
ciclo estral. Adicionalmente, permiten proponer que el dafio a la piel, masculo, craneo,
meninges y a las fibras nerviosas que inervan a cada uno de los anteriores, no es un
factor lo suficientemente estresante como para inducir blogueo de la ovulacion o
disrupcion en la ciclicidad derivado de la liberacién de glucocorticoides, los cuales

afectan de manera inhibitoria la funcién de los tejidos reproductivos.

En conjunto, los resultados de todas las etapas apoyan la idea general de que
la seccion de las vias nerviosas que se encuentran en el POA, en el SCN, y entre
ambas estructuras, afecta el desarrollo folicular mas que la capacidad de ovular en el
ciclo en curso debido a la ausencia del pico preovulatorio de gonadotropinas. En ese
sentido, los tratamientos realizados en E y D-1 tienen un efecto inhibitorio pues se
eliminan las sefales que regulan el desarrollo de los foliculos cuando estos aln son
inmaduros y dependen de la secrecién de gonadotropinas para culminar su desarrollo.
Por otro lado, en D-2 y P no se aprecia este efecto pues los foliculos han madurado lo

suficiente y solo dependen del pico preovulatorio de LH para liberar su ovocito.

Las lesiones unilaterales del SCN tienen un efecto inhibitorio sobre la

ovulacion espontanea. Este es asimétrico solo en la etapa del E, donde la lesion
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izquierda altero la ciclicidad de la mayoria de los animales, que no alcanzaron el E en
el dia esperado y por tanto no ovularon. La lesion derecha solo altero la ciclicidad en
dos animales, aun con ello, solo el 40% del total fue capaz de ovular. Este efecto es

contrario al observado con las operaciones simuladas.

¢,Como es posible que la lesion térmica, que incluye todo el dafio infligido por
la operacion simulada, tenga menos efectos que esta ultima? Es posible que el SCN
gue permanecio en el hemisferio dafiado por la Sham fue estimulado de manera
constante por los factores liberados en el tejido afectado, asi como por la amplia
gama de mecanismos de compensacion que usualmente se ponen en marcha para
solucionar los problemas resultantes del dafio al sistema nervioso (vasodilatacion,
coagulacion y activacion y reclutamiento de la glia). Ante el dafo tisular el sistema
libera citosinas; iniciando la respuesta inflamatoria local. En ese sentido, se busca
reparar el tejido reclutando células de la glia. El siguiente paso es la amplificacion de
la sefial de emergencia; parte de las citosinas liberadas entran en la circulacion y
reclutan plaquetas y macréfagos que reparan el dafio (Davies y Hagen, 1997). Al
considerar que todo el microambiente dentro y fuera del SCN dafiado se modifico y
que posiblemente muchos de los elementos que respondieron al dafo en el tejido
interactuaron con las neuronas del nucleo, cabe la posibilidad de que haya enviado
estimulos inhibitorios tanto a su homdlogo contralateral como al resto de las
estructuras inervadas por él. En el caso de las lesiones, la ausencia del tejido fue
remediada y las sefiales inhibitorias no se generaron, por lo que el resto el sistema
continu6é con sus funciones de manera “compensada” ante la pérdida del SCN

destruido.

Inmediatamente surge una pregunta: ¢por qué las operaciones contralaterales
no tienen el mismo efecto si el sistema intenta reparar el dafio en ambos hemisferios
por medio de los mismos mecanismos? La Unica respuesta que aparentemente es
valida para responder a estas interrogantes depende de la consideracién general de
las asimetrias en estructuras pareadas. Si bien ambos SCN son anatdmicamente

semejantes, funcionalmente pueden representar entidades heterogéneas, al menos,
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en el dia del E. Esto implica que en teoria interpretan el dafio y responden a éste de

manera distinta.

Sabemos por la revision bibliografica que esto se ha demostrado en varias
regiones pareadas dentro y fuera del hipotalamo (Dominguez, 1992). Poco se sabe al
respecto en el caso del SCN, dejando abierta la posibilidad de que los resultados del
presente estudio se deban, en efecto, a una asimetria funcional entre ambos lados del
nucleo. Podemos citar la clara diferencia en la coordenada medio-lateral utilizada en
el presente estudio para alcanzar al SCN izquierdo y al derecho (+0.3 vs —0.5).
Partiendo de cualquier atlas del cerebro de la rata, y una vez calculadas las
diferencias debidas a la cepa, raza y género del animal, la coordenada para ambos
nucleos deberia ser exactamente la misma, pero con simbolo contrario. En el
presente estudio esto no ocurrid, y el cambio entre las coordenadas es considerable.
Al observar bajo el microscopio éptico no parece existir diferencia en la ubicacion de
ambos nucleos dentro del hipotdlamo ni en las dimensiones de cada uno. Por lo que
se podria sugerir que este resultado se debe a diferencias en las suturas craneales
utilizadas como puntos de referencia “0” o a una disposicion asimétrica del cerebro
dentro del craneo en la cepa CIlIZ-V, pero en ausencia del analisis morfo-métrico
apropiado queda abierta la posibilidad de que existan también asimetrias anatomicas.

En_el D-1 las lesiones también son acompafiadas por un porcentaje de
alteraciones en la ciclicidad semejante al observado con las operaciones simuladas.
En esta etapa, ademas, es particularmente dificil discernir el efecto real de las
lesiones realizadas debido a que las operaciones simuladas, por si mismas, inducen
alteraciones semejantes en la ciclicidad, la ovulacién y la masa de los érganos. No
obstante, el estudio de Brown-Grant y Raisman (1977) parece responder a esta
incertidumbre. Los autores reportan que al realizar la lesion bilateral en el dia del D,
con un angulo de entrada tal que la trayectoria del electrodo evite el POA, los
animales con menos del 25% de dafio del SCN (que de alguna manera puede ser
considerado como una operacion simulada) son capaces de ovular normalmente,
mientras que los animales con dafio del 75% o mas no lo hacen. Estos ademas

presentan anomalias en el ciclo estral y en la conducta propia de cada etapa. Lo
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anterior permite suponer que la integridad de por lo menos el 75% del SCN es
indispensable para la generacion de las sefiales —cualquiera que estas sean-
necesarias para coordinar los eventos que deben acoplarse para que el ciclo estral
progrese de manera integra y culmine con la ovulacién; y también respalda el
razonamiento que se planted al analizar el efecto de las operaciones simuladas, es

decir, que las alteraciones observadas son producto del dafio al POA.

Esta interpretacion debe ser considerada con cautela debido a que los datos
en ambos estudios no son del todo comparables. En primer lugar, el anestésico
utilizado no es el mismo, segundo, la via de entrada involucra no solo el dafio a
distintas estructuras extra e intra-craneales, sino que al ser bilateral implica una mayor
cantidad de dafio en los distintos tejidos. En tercer lugar, y quizds el mas
controversial, es que un dafio menor al 25% del volumen total del SCN puede
interpretarse también como la estimulacion eléctrica del mismo, lo cual tiene un efecto
semejante al de la luz en cuanto a la fase del oscilador (Morin, 1991), ¢cédmo

repercute esto a nivel reproductivo? es algo que no se ha estudiado.

Silva y colaboradores (2012) mostraron que el 75% del SCN en las etapas del
D-2 y P es suficiente para que la ovulacion culmine exitosamente. Estos resultados
concuerdan con los datos de Brown-Grant y Raisman (1977). En dicho estudio, las
lesiones unilaterales parciales del SCN (50% o mas del SCN objetivo permanece in
situ) en el dia del D-2 y P no son efectivas para bloquear la ovulacion, contrario a lo
gue observan con las lesiones exitosas. La region dafiada en las lesiones parciales es
distinta en cada animal; por lo que concluyen que el SCN participa de manera
cuantitativa y no cualitativa en la regulacion de la secrecion de GnRH (Silva et al.,
2012).

Con base en los resultados de las etapas del E y D-1, se propone que la
ausencia de ovulacion en los animales tratados en dichas etapas se debe al retraso
en el desarrollo folicular, por lo menos, en los animales que aun son ciclicos después
de la lesion. Esto quiere decir que probablemente los sistemas circadiano y
reproductivo de los animales se hayan desacoplado y que los foliculos ovéricos
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recibieron las sefiales necesarias para continuar con su desarrollo después del
momento en que la recibieron los animales intactos o0 con anestesia. Una vez
reajustado el sistema, la ovulacion es viable, por lo que los animales que no ovularon
en el E esperado pudieran haberlo hecho en las préximas 24-48 horas, lo que
depende del tipo de alteracion en su ciclicidad.

Por otro lado, las lesiones realizadas en las etapas del D-2 y P, sin importar si
fueron derechas o izquierdas, bloguean la ovulacion pero no generan alteraciones en
la ciclicidad. Queda claro entonces que ambos lados del nucleo tienen un papel
preponderantemente estimulatorio (y aparentemente simétrico), al menos, en la
regulacion del proceso global que culmina con la secrecion preovulatoria de
gonadotropinas. El hecho de que todos los animales tratados en este par de etapas
(hablando también de las operaciones simuladas), presentaron el E vaginal en el dia
esperado implica, que al menos la secrecion de estrégenos permanecié inmutable
ante los tratamientos. En los estudios en que se realizan lesiones bilaterales
normalmente se reporta arritmicidad y aciclicidad después de la operacion (los
animales permanecen en E indefinidamente, similar al efecto observado cuando los
animales permanecen en luz constante); lo que se atribuye al dafio que sufren los
axones que llevan GnRH directamente a la eminencia media (Samson and McCann,
1979), o incluso al dafio en estructuras tales como el POA y el AVPV (de la Iglesia
and Schwartz, 2006; Terasawaet al., 1980). El presente trabajo muestra que el 50%

del SCN es capaz de regular la progresién del ciclo estral, mas no asi de la ovulacion.

Las lesiones muy localizadas como las de esta investigacion parecieran no
afectar ninguna de las estructuras relacionadas con la sintesis y secrecion de GnRH.
En cuanto a las fibras GnRHérgicas, no parece prudente descartar la posibilidad de
gue aun este tipo de lesiones pequefias puedan interrumpir vias importantes. El
estudio de Merchenthaler y colaboradores (1984), muestra que existen fibras que
cruzan, en su camino hacia la eminencia media, la region inmediatamente lateral a la
pared del 3V, muy cerca del SCN. Partiendo de ello, es posible que el contenido de
GnRH que logra llegar a la eminencia media después de las lesiones sea suficiente

para estimular la liberacion basal de gonadotropinas, que a su vez estimularan el
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desarrollo folicular y la progresion del ciclo estral, mientras que este mismo contenido
no es capaz de inducir el “pico” preovulatorio de LH y por tanto la ovulacion no se

lleve a cabo.

Considerando otras posibilidades, la presencia de ciclos normales con

blogueo de ovulacion puede deberse a varias causas:

1. En principio, la cornificacion del epitelio vaginal, dependiente del aumento en la
concentracion sérica de estrogenos, no implica que haya acaecido el pico de GnRH y
por tanto el de LH. En ese sentido, el bloqueo de la ovulacion puede deberse a la
ausencia de la sefal hipofisaria, previniendo la reaccion inflamatoria en el foliculo
ovarico y la liberacion del ovocito. EI SCN ha sido relacionado con la modulacion de la
frecuencia y amplitud de los pulsos de GnRH, en particular, con el cambio en el patron
normal de liberacion presente en el D al del modelo incrementado caracteristico del P
(Chapell, 2005). Adicionalmente, el paradigma del hdmster con splitting demostré que
cada lado del SCN modula a las neuronas GnRHérgicas del POA ipsilateral mediando
la mitad de la liberacion preovulatoria de LH (de la Iglesia et al., 2003). Quizas la
pérdida de la mitad de la informacion circadiana basta para que las neuronas
GnRHérgicas no respondan totalmente o lo hagan sin sincronia y por tanto decrezca
la cuota de LH que es liberada en el “pico” preovulatorio. Esta interpretacion depende
de que el pico de LH resultante sea infimo, pues Gosden y su equipo (1976) probaron
gque las ratas son capaces de ovular aun en presencia de concentraciones mucho
menores de LH que las liberadas en el “pico” preovulatorio. De manera contradictoria,
Palm y colaboradores (1999) encontraron que al realizar la lesion bilateral, los
animales con lesiones parciales aun presentaban el pico de LH, por lo que se acepta
la posibilidad de que los animales del presente experimento presentaron secrecion
preovulatoria de LH, pero los foliculos ovéaricos no se encontraban lo suficientemente
maduros o, existié algun impedimento de otro tipo para la respuesta adecuada de los

foliculos maduros.
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2. Otra posibilidad puede ser que exista disminucion en la sensibilidad del hipotalamo
a los estrogenos, de la hipdfisis a la GnRH o del ovario a las gonadotropinas. Esta
disminucién podria ser el efecto del desacople entre el SCN remanente y los
osciladores periféricos en el eje Hipotadlamo-Hipdfisis-Ovario, inducido por la pérdida
de su homodlogo o por la disminucién de sefales eferentes. Esto podria resultar en la
secrecion de las hormonas propias de cada tejido en momentos inapropiados del ciclo
estral o circadiano, y también a cambios en la expresion de los receptores adecuados.
Esto concuerda con la demostracion de Sikes (2009) de que la sensibilidad de la
hipéfisis a la GnRH depende de la expresion de algunos genes reloj en los
gonadotropos. Adicionalmente, y pesar de lo que se menciono en el marco teorico
sobre la regulacién temporal del eje HPO (Yoshikawa et al., 2009), se ha demostrado
gue la expresion de genes reloj en los ovarios de ratas adultas hipofisectomizadas es
ritmica, por lo que es posible que las sefiales de comunicacion en un animal entero se
transmitan por la inervacion que recibe la gonada o por sefales endocrinas
provenientes de otras estructuras (Gras et al., 2012). Si bien Yoshikawa y su equipo
aparentemente refutaron la participacion de la inervacion del ovario con la seccion del
Nervio Ovarico Superior, no tomaron en cuanta al Nervio Vago, que se origina en
estructuras del sistema nervioso central que estan inervadas por fibras del SCN y que
probablemente recienten de manera directa la destruccion de una parte de dicho
nacleo. Un dato relevante que se desprende del estudio de Gréas y colaboradores es
gue los genes reloj comienzan a presentar patrones ritmicos en las células ovaricas
cuando éstas expresan receptores a LH, por lo que es probable que un desacople
entre los osciladores en cada peldafio en el eje realmente culmine con anomalias

reproductivas tales como el bloqueo de la ovulacion o la aciclicidad estral.

3. Finalmente, los osciladores intracelulares en el ovario, la hipoéfisis y el hipotalamo,
asi como los del SCN, estan relacionados con la expresion de algunos genes (ccg’s)
esenciales para la ovulacion. Tal es el caso del gen Cox2 (Cyclooxigenasa-2) que
codifica para la enzima limitante en la sintesis de prostaglandinas en las células de la
granulosa. La disrupcion en la sincronia entre el SCN vy los relojes periféricos puede

alterar la expresion de dichos genes inducen anormalidades en la sefalizacion de
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prostanoides y con ello impiden el debilitamiento de la pared folicular necesario para

la liberacion de los ovocitos.

Resumiendo, el SCN de la rata participa en dos procesos distintos
dependiendo de la de la etapa del ciclo estral en que se encuentra el animal. Al inicio
del ciclo (E y D-1) esté& involucrado con la generacion de las sefiales que regulan el
crecimiento y la maduraciéon de los foliculos ovaricos seleccionados para ovular en el
ciclo en curso. Su contribucion en el dia del E asimétrica. Cuando los foliculos han
madurado y son dependientes solo del pico de LH para liberar su ovocito, el SCN
regula principalmente la sefalizacibn preovulatoria de gonadotropinas, que
desencadena la ovulacion misma. Es posible que esta regulacion dependa de la
interaccion entre el SCN y las neuronas GnRHeérgicas dado que los patrones de
secrecion de la GnRH modulan la secrecion de FSH, que regula el desarrollo folicular,
y de LH, que al presentarse en el momento apropiado, induce la ovulacion. No
obstante, es posible que los osciladores periféricos ubicados en el eje reproductivo,
asi como la comunicacion entre estos, estén involucrados en ajustes esenciales para

el proceso ovulatorio.

Segun nuestro conocimiento, el presente estudio representa el primer intento
por comprender la participacion de cada lado del SCN, considerados como unidades
independientes, en la regulacion de la ovulacion de la rata adulta. A pesar de la
direccién en que nos conducen estos resultados, son necesarios mas estudios para
eliminar la incertidumbre sobre el bloqueo de la ovulacién (cuando esto ocurrid) y por
tanto de la participacion del SCN y los circuitos nerviosos que le rodean en la
regulacion de la reproduccion. Alargando el tiempo de evaluacion se puede
comprobar la hipétesis de que la pérdida de la capacidad de ovular de los animales
tratados en E y D-1 se debe a que el ciclo estral se alargo. Como muestran
Vogelbaulm y colaboradores (1993), después de lesiones parciales muy pequefas del
SCN, los ritmos de actividad locomotora se interrumpen por un periodo para luego
reanudarse de manera espontanea. En ese sentido, las lesiones realizadas en este
estudio podrian estar deteniendo al oscilador por uno o dos dias o generar un

desacople entre éste y sus vias efectoras.
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Adicionalmente, es recomendable el analisis morfométrico de la poblacion
folicular en los ovarios de los animales utilizados en este experimento a fin de
comprobar la hipétesis sobre el retraso en el desarrollo de los foliculos destinados a

ovular.

El reemplazo hormonal con LHRH, eCH, hCG o E,, permitirA mostrar cual de
las sefiales fue interrumpida o alterada después de los tratamientos en D-2 y P. Con
la finalidad de determinar si la expresion de los genes reloj y por tanto los ccg's se
altera después de la lesion, es necesario realizar nuevamente estos tratamientos,
cuantificando la expresion de los genes por PCR o hibridacion in situ en cada tejido
particular. El &ngulo de entrada, modificado para evitar el POA, permitiria reinterpretar
los resultados, pero tendrian que considerarse los potenciales efectos del dafio en
otras regiones encefalicas, que metodolégicamente son preferibles dado el proceso
gue se analiza. Finalmente, un estudio con trazadores retrogrados y anterégrados, en
conjunto con secciones de los nervios que llegan al ovario, podria desvanecer la duda
gue queda con respecto a cOmo es que las sefales del SCN inciden en la génada.
Para ello, tendra que hacerse énfasis no solo en el Nervio Ovarico Superior, sino

también en el Plexo Ovarico y el Nervio Vago.
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Conclusiones

El bloqueo en la neurotransmision estimulante por la mafiana de cada etapa del

ciclo estral no interviene con la progresion del ciclo estral ni con la ovulacion.

Las vias nerviosas dorsales al SCN forman parte de los mecanismos
neuroendocrinos que regulan el ciclo estral y la ovulacion solo en los dias del Estro

y Diestro-1

Los nucleos Supraquiasmaticos izquierdo y derecho son unidades heterogéneas en
la regulacién del ciclo estral y la ovulacion en la etapa del Estro. Durante el resto de
las etapas su actividad es simétrica y estimulante.

La participacion de ambos SCN sobre la regulacion de la ciclicidad y la ovulacion
depende de la etapa del ciclo estral. En el Estro y Diestro-1, participa en los
mecanismos neuroendocrinso que regulan la progresion del ciclo estral. En el
Diestro-2 y Proestro participa en la generacién de las sefiales preovulatorias que

culminan con la ovulacion.
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