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RESUMEN

La acetilcolina (ACh) es uno de los diferentes factores que regulan de manera
estimulante la ovulacion. Esta funcion de la ACh tiene un ritmo circadico durante el
ciclo estral, ya que la administracion de 100 mg/kg peso de sulfato de atropina (ATR)
(antagonista de los receptores muscarinicos) bloqued la ovulacion solo ciertos dias
del ciclo estral; asi mismo se mostréo que el porcentaje de animales que ovulaban
dependia de la hora y del dia del ciclo estral. Por lo que el propésito de este estudio
fue analizar los efectos que tiene el bloquear los receptores muscarinicos a las 09:00
h del diestro-2, sobre el eje hipotalamo-hipofisis-ovario, al evaluar la expresion del
acido ribonucleico mensajero (ARNm) para la sintesis de la hormona estimulante de
las gonadotropinas (GnRH), de los receptores a estrogenos alfa (REo) y beta (REB) en
las porciones izquierda y derecha del area preoptica-hipotalamica anterior (POA-
AHA), la concentracion sérica de progesterona (Ps) y estradiol (E2), asi como la
ovulacion de la rata adulta.

Se utilizaron ratas hembras adultas, ciclicas, de la cepa CIIZ-V. A las 09:00 h
del diestro-2 fueron inyectadas con vehiculo, o con 100, 375 o 500 mg/kg ATR.
Grupos de animales fueron sacrificados a las 09:00 h del estro esperado, a las 13:00
h del diestro-2 o a las 11:00 h del proestro. Durante la necropsia se disecaron el
utero y los ovarios, se registré su peso humedo. En los oviductos se cont6 el niumero
de ovocitos liberados. Se extrajo la region POA-AHA del cerebro y se cuantifico la
expresion del ARNm de GnRH, del REa y del REP por RT-PCR. En el suero se midi6 la
concentracion de Ps y E; por Radio-Inmuno-Analisis (RIA). En otros grupos
inyectados con ATR que no habian ovulado, se remplazaron las senales hipotalamica
(por la inyeccion de 3.7pg de GnRH sintética o LHRH), hipofisaria (con 25 u.i. de
gonadotropina coriénica humana o hCG) u ovarica (con 10 pg de benzoato de
estradiol o BE).

La dosis efectiva (DEf) de ATR que bloqueé la ovulacion en el 100% de los
animales fue de 500 mg/kg peso. Esta DEf provoco el aumento del peso del ovario
derecho en la manana del estro esperado. También incrementé la concentraciéon
sérica de P4, pero disminuyé la de E.. Unicamente en el lado derecho de POA-AHA
disminuyo6 la expresion del ARNm del REo, REP y GnRH a las 11:00 h del proestro.

El remplazo de cada una de las senales endocrinas estimulo la ovulacion en
los animales inyectados con ATR.

Los resultados obtenidos soportan la hipétesis de que el sistema colinérgico
funciona de manera circadica, y muestran que la actividad de las neuronas
colinérgicas cambia con las horas del dia. Ademas, sugerimos que en diestro-2 la
union de la ACh a los receptores muscarinicos regula de manera estimulante la
funcion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario, al activar la secrecion de estradiol, y la
expresion del ARNm para la GnRH, del REa y del REPB en el lado derecho de POA-
AHA.
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INTRODUCCION

La acetilcolina (ACh) unida a sus receptores muscarinicos es uno los multiples
factores que regulan de manera estimulante la secrecion de la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH) y en consecuencia la ovulacion.
Mediante la administracion de 700 mg/kg peso sulfato de atropina (ATR)
(antagonista de los receptores muscarinicos) se mostré que entre las 08:00 a 14:00
h del proestro, se podia bloquear la ovulacion, tiempo que fue denominado como
“periodo critico” (Everett y col., 1949). Este “periodo critico” no solo se presenta
en el dia del proestro, sino que varia en cada etapa del ciclo estral (Dominguez y
col., 1982). También se mostro que la cantidad de ATR requerida para bloquear la
ovulacion cambia con la etapa del ciclo, ya que a las 13:00 h del estro se requiere
de 300 mg/kg, 100 en diestro-1 y 300 en diestro-2 (Dominguez y col., 1982).
Mediante la inyeccion de la dosis minima utilizada (100 mg/kg ATR) a diferentes
horas de cada fase del ciclo estral, se mostré que la eficacia de la ACh como
mecanismo de regulacion de la ovulacion es ritmica y circadica (Dominguez y col.,
1982).

Por lo que el proposito de esta tesis fue investigar primero la dosis efectiva
de ATR que bloqueara la ovulacion de todos los animales tratados a las 09:00 h
del dia del diestro-2; y posteriormente analizar sus efectos sobre la expresion
del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la GnRH, del receptor a estrogenos
alfa (REa) y beta (REP) en el area predptica hipotalamica anterior (POA-AHA), la
concentracion sérica de estradiol (E2) y de progesterona (P4), el peso de los ovarios
y del utero.

Para analizar en que parte del eje hipotalamo-hipodfisis-ovario esta
afectando el bloqueo de los receptores muscarinicos inyectados con la dosis
efectiva de ATR, en la manana del diestro-2, se remplazaron la senal hipotalamica
por la inyeccion de GnRH-sintética, la senal hipofisaria por la inyeccion de
gonadotropina coriénica humana (hCG) y la senal ovarica por la inyeccion de
benzoato de estradiol (BE).

2
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MARCO TEORICO

EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

El Sistema Nervioso Central (SNC), en particular el hipotalamo regula las
funciones endocrinas (Dominguez, 1991). El hipotalamo y la hipoéfisis conforman
una unidad funcional cuya comunicacion se establece por diversas hormonas
peptidicas entre las cuales se encuentra, la hormona liberadora de la
gonadotropinas o GnRH (por sus siglas en inglés) que conocemos como “senal
hipotalamica”, cuya secrecion es modulada por las hormonas esteroides,
péptidos, opioides y neurotransmisores (Yao y Bahr, 1999).

La funcion de este eje es regular los procesos reproductivos (Welsh y col.,
1998). En respuesta al efecto de la GnRH, los gonadotropos de la hipofisis
anterior sintetizan y secretan las gonadotropinas: la hormona estimulante del
foliculo (FSH por sus siglas en inglés) y la hormona luteinizante (LH por sus
siglas en inglés), que constituyen la “senal endocrina hipofisaria”. Estas
hormonas regulan el crecimiento de los foliculos, estimulan la secrecion de
hormonas esteroides: progesterona (P4) y estradiol (E2) (“la senal ovarica”) y
peptidicos que actiian sobre el hipotalamo y la hipofisis integrando un circuito
neuroendocrino conocido como el eje hipotalamo-hipofisis-ovario (Fig. 1) (Ulloa-
Aguirre y col., 2000).

Figura 1. Eje Hipotalamo-Hipofisis- /
Ovario. Se conforma por hipotalamo,

hipdfisis y ovario, cuya comunicacion Hipotzilamo A

se establece mediante la secrecién de
neurotransmisores, péptidos de origen
hipotalamico (como la Hormona
liberadora de las gonadotropinas o
GnRH) hipofisiario (como la Hormona
luteinizante o LH y la Hormona
estimulante del foliculo o FSH) u
ovarico (hormonas esteroides como
progesterona o P4 y estradiol o Eo)
(Ilustracion de Velazco Mendoza, 2012)

I -

- N
*GRH - ~
W .

\
. - . ‘
Hipofisis -\
1 © ) Feedback
UH FsH V-
i ! \
v v "
Ovario :
I

\ !
"--)ﬁ'
E

2

—
.

3
Velazco-Mendoza MA.



HIPOTALAMO

El hipotalamo es la parte del encéfalo que forma parte del diencéfalo y se situa
por debajo del talamo (Fig. 2). Esta dividido por el tercer ventriculo en una
porcion izquierda y una derecha, delimitado en la parte anterior por el quiasma
optico y en la parte posterior por los cuerpos mamilares (McGeer, 1987);
lateralmente esta rodeado por el subtalamo; centralmente por la lamina terminal
y en la parte dorsal por la comisura anterior (Silverman, 1994).
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Figura 2. Corte sagital del cerebro de la rata donde de muestra la ubicacién del hipotalamo (Modificado de
Paxinos y Watson, 2004).

Tomando como referencia el tercer ventriculo, en el hipotalamo se
describen tres regiones: la region periventricular, la region lateral y la region
medial (Brown, 1994). El hipotalamo se divide en cuatro regiones organizadas
rostro-caudalmente: Area Predptica (POA), Area Hipotalamica Anterior (AHA),
Hipotalamo Medio e Hipotalamo Posterior (Norris, 1996; Palkovits, 2000). El
hipotalamo esta constituido por células nerviosas o neuronas, prolongaciones
nerviosas, (axones o dendritas de neuronas localizadas fuera y dentro del
hipotalamo), células gliales o de sostén y una rica red vascular. Las neuronas
forman grupos celulares bien demarcados conocidos como nucleos, o
agrupaciones no muy bien delimitadas conocidas como areas (Norris, 1996;
Palkovits, 2000).

El hipotalamo, junto con la hipodfisis, regulan la homeostasis del cuerpo por
medio de un sistema de retro-control o “feedback” estimulante o inhibitorio que
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envia senales al resto del cuerpo de dos formas: la primera por medio del sistema
nervioso autonomo y la otra mediante la glandula pituitaria o hipodfisis (Prieto,
2002). El hipotalamo regula la temperatura corporal, frecuencia cardiaca, presion
arterial, osmolaridad sanguinea, ingesta de agua y de alimento y funciones de los
diferentes organos y sistemas.

El hipotalamo, por medio de la sintesis y liberacion de neurotransmisores y
de neurohormonas de naturaleza peptidica cumple con sus funciones. Los
neurotransmisores son liberados al espacio sinaptico, mientras que las
neurohormonas pueden ser liberadas localmente o a la circulacion sanguinea y
ser transportadas hasta sus células blanco.

El hipotalamo produce diferentes factores liberadores que regulan la
secrecion de las hormonas adenohipofisiarias, entre ellos la GnRH, que regula la
secrecion de FSH y LH (Brown, 1994; Arimura, 2000; Halasz, 2000).

Las hormonas hipotalamicas son trasportadas a lo largo de los axones y
liberadas de las terminales nerviosas dentro del plexo primario de los capilares
del sistema de vasos porta-hipofisiarios (Arimura, 2000). Estos capilares
sanguineos se conocen como sistema porta-hipotalamo-hipofisiario y derivan de
las arterias hipofisiarias superiores, que al unirse forman las venas portales
hipofisiarias, las que corren a lo largo del tallo hipofisiario, hasta llegar a la parte
distal de la adenohipoéfisis, donde forman un plexo secundario de vasos llamado
sinusoides hipofisiarios (Fink, 2000). Una vez que las neurohormonas alcanzan la
parte distal de la adenohipodfisis interactian con sus respectivos receptores
presentes en las células (Arimura, 2000).

En los roedores se considera que existen dos “centros nerviosos” que
regulan la secrecion de las gonadotropinas (Brown, 1994), el “centro ténico”
formado por las neuronas GnRHérgicas que se localizan en los nucleos
ventromedial (NVM) y arcuato (NAr), que regula la secrecion continua de la
hormona, y un “centro fasico” ubicado en POA, el nucleo supraquiasmatico
(NSCh) y en AHA, que regula la liberacion ciclica preovulatoria de las
gonadotropinas, la que en la rata adulta ocurre en el dia del proestro (Fink,
1986,1988; Palkovits, 2000).

Numerosas evidencias experimentales han puesto de manifiesto la
importancia que tiene el area predptica hipotalamica anterior (POA-AHA) en la
regulacion de la funciéon reproductiva de los mamiferos (Clemens y col., 1976). Un
hecho funcional que caracteriza a POA-AHA y el hipotalamo medio es que regulan
de manera asimétrica la secrecion de gonadotropinas y cada gonada responde
también de manera asimétrica a las senales neuroendocrinas que provienen del
SNC y de la hipofisis (Gerendai, 1980; Fukuda y col., 1984; Chavez y col., 1987;
Advis y col., 1989; Cruz y col., 1989, 1990).

5
Velazco-Mendoza MA.



HORMONA ESTIMULANTE DE LAS GONADOTROPINAS (GnRH)

En el hipotalamo se localizan las neuronas que secretan GnRH, denominadas
GnRHeérgicas; se ubican en POA, los nucleos preoptico medial, anterior,
ventromedial y NAr, asi como la estria terminal y la banda diagonal de Broca
(Silverman y col., 1994; Roth y col., 2001; Yen, 2001). Estas neuronas se originan
en el epitelio olfatorio, migran por el septo nasal y contintian hasta llegar al area
anterior del hipotalamo. En la rata estas células estan presentes desde el dia 10
de vida fetal y durante los dias 13 al 17 de edad (Halasz, 2000).

Las neuronas GnRHérgicas son células muy especializadas que representan
la salida de informacion de una red neuronal integrada, que el cerebro utiliza
para generar la secrecion pulsatil de las gonadotropinas por la hipoéfisis (Jennes,
1985).

En los mamiferos se describen al menos 13 moléculas diferentes de la
GnRH (Parhar, 2002). En la rata, aproximadamente el 70% de las neuronas
GnRH del septo y de POA-AHA proyectan sus terminales nerviosas hacia la
eminencia media, cuya liberacion regula la secrecion de gonadotropinas en la
hipofisis (Jennes y col., 1985; Herde y col., 2011). El resto de neuronas de este
tipo se proyecta a otras células blanco de la GnRH dentro del cerebro, o estan
involucradas en circuitos locales. También envian sus axones hacia areas fuera
del hipotalamo como la amigdala, el area tegmental ventral, el cerebro medio, el
rafé y la region periacueductal (Silverman y col., 1994).

En regiones que proyectan hacia la eminencia media, los somas de las
células GnRHérgicas tienen sinapsis con fibras colinérgicas, catecolaminérgicas,
serotoninérgicas, noradrenérgicas, glutamatérgicas, dopaminergicas,
GABAérgicas, asi como axones que contienen neuropéptido Y (NPY), sustancia P
(SP), neurotesina, hormona liberadora de corticotropina (CRH), vasopresina y
galanina (Halasz, 2000; Herbison, 2008; Tura y col., 2008; McCann y col., 2011).

Este tipo de neuronas no forman agregados, sino redes laxas y difusas
(Jennes y col., 1985). Al parecer, estas proyecciones participarian en la
regulacion del comportamiento sexual de los roedores, ya que la administracion
de GnRH directamente en POA potencia el reflejo de lordosis (Silverman, 1994).

La poblacion de neuronas productoras de la GnRH es relativamente
limitada, entre 1, 000 a 3,000 en todo el SNC (Silverman y col., 1994). En los
roedores, el numero de neuronas GnRHérgicas es variable, desde un promedio
de 356 neuronas en el hamster hasta 560 o 300 células en la rata (Yellon y col.,
1990).

Desde el punto de vista filogenético, la molécula de GnRH es muy
semejante desde los peces hasta el hombre. Sin embargo, entre los vertebrados
existen al menos trece variantes estructurales, nueve en protocordados y uno en
la especie de pulpo (Sherwood y col., 1993; Adams y col., 2003; Millar y col.,
2004; Barran y col., 2005); la existencia de éstas variantes, dio la pauta para
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conocer la relacion estructura-funcion y permitio que hasta la fecha se hayan
sintetizado mas de 3,500 analogos de GnRH (Russell y White, 1999).

La GnRH es un péptido pequeno constituido por 10 aminoacidos. La
secuencia lineal de la GnRH en mamiferos es la siguiente (Susuki y col., 1995):

pyroGlul- His2-Trp3-Ser4-Tyr5-Glyé-Leu7-Argé-Pro?2-Gly1°-NH;

En diversas especies se han identificado dos o mas formas de GnRH una
forma de origen hipotalamico (GnRH-I), la cual varia en estructura entre las
especies y una forma extra-hipotalamica altamente conservada que actiia como
un neuromodulador (Flanagan y col., 1997) y que actualmente se conoce como
GnRH-II; en la rata se ha identificado la GnRH-I, GnRH-II y GnRH-III: 1 GnRH-I se
localiza en POA y es el principal decapéptido relacionando con la regulacion de la
funcion hipofisiaria; la GnRH-II se localiza en el cerebro medio, cuya funcion es
regular la conducta reproductiva (Millar y col., 2008) y la GnRH-III, que se
localiza en POA cuya funcion es regular de manera especifica la secrecion de la
FSH (Hiney y col., 2001).

Una vez sintetizado el decapéptido, es transportado en la vesicula hasta la
terminal sinaptica, la cual finaliza en la eminencia media, en donde es liberado
en los vasos del sistema porta hipotalamico-hipofisario; la liberacion de la GnRH
se realiza por exocitosis en respuesta a cambios en los potenciales de accion de la
membrana, que permiten la apertura de los canales de Ca*2? dependientes de
voltaje (Sitges, 1993). Como resultado de la entrada de calcio se activan las
enzimas proteoliticas que degradan la membrana plasmatica, de tal forma que el
péptido es liberado (Charli y col., 1991).

La GnRH se secreta en forma pulsatil, lo que permite un fino mecanismo
de regulacion por medio de los distintos sistemas neuronales que le transmiten la
informaciéon generada por hormonas esteroides, el balance energético y por
estados de estrés, asi como los estimulos producidos por la época del ano y el
medio ambiente (Clarke y Tilbrook, 2008).

En la hipofisis se localizan las células que expresan el receptor para la
GnRH (GnRHR); estas células son los gonadotropos, las cuales algunas sintetizan
exclusivamente FSH, LH y otras secretan ambas. En los mamiferos, incluyendo la
rata, la secuencia de los 327 aminoacidos que constituyen el GnRHR se
mantiene entre las diferentes especies, ya que el 85% de los aminoacidos son
idénticos (Sealfon, 1997).

La presencia del GnRHR en el SNC nos sugiere que la GnRH actiia como un
transmisor o un neuromodulador que puede participar en la regulacion de
conductas reproductivas y en la promocion de la ovulacion (Sealfon, 1997).
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Los GnRHR se encuentran exclusivamente en las membranas
citoplasmaticas, de los gonadotropos de la adenohipédfisis. Receptores de ésta
hormona también se han encontrado en gonadas, en placenta, tejido adrenal, en
SNC y células cancerigenas (Sealfon, 1997).

El papel opuesto al de la GnRH lo lleva acabo la hormona inhibidora de las
gonadotropinas (GnRI), que inhibe la sintesis de la subunidad a (comun) y la
subunidad B (especifica) de las gonadotropinas en la hipofisis (Bentley y col.,
2009). Las neuronas productoras de la GnRI estan conectadas con las neuronas
GnRHeérgicas y modulan su secrecion (Kriegsfeld y col., 2006).

HIPOFISIS

La hipofisis se encuentra en la base del cerebro alojada en el esfenoides y
cubierta por la duramadre (Fink, 2000). Esta unida al hipotalamo por el tallo
hipofisiario, donde se localiza el sistema porta-hipofisiario.

La hipofisis esta dividida en tres partes: el lobulo anterior, el lébulo
intermedio y el 16bulo posterior. El l6bulo anterior y el intermedio conforman una
glandula endocrina verdadera llamada adenohipoéfisis. El lo6bulo posterior también
llamado neurohipofisis es una extension del hipotalamo (Arimura, 2000).

La adenohipofisis regula las funciones llevadas a cabo por la tiroides, las
adrenales, las gonadas, las glandulas mamarias, entre otras por medio de los
diferentes neurohormonas hipotalamicas mencionados en la seccion anterior. Las
funciones de las gonadas son reguladas mediante la produccion de FSH y LH, al
actuar directamente sobre los ovarios y los testiculos (Brown, 1994; Arimura,
2000; Guyton y Hall, 2001).

En la hipéfisis, la GnRH al unirse a su receptor estimula la secrecion de las
gonadotropinas, proceso controlado por la amplitud y la frecuencia de los pulsos
de secrecion de la GnRH, asi como por los efectos estimulante o inhibitorio de los
estrogenos. Frecuencias bajas de los pulsos de GnRH estimulan la secrecion de la
FSH, mientras que las frecuencias altas estimulan la de LH (Gallo, 1981;
Terasawa, 1995; Suter y col., 2000; Herbison, 2006).

GONADOTROPINAS

Las hormonas de naturaleza proteica, producto de la sintesis y la secrecion de la
glandula hipofisaria, ejercen sus efectos sobre los 6rganos blanco. Dichos efectos
inician una serie de eventos bioquimicos en la membrana y en el interior de la
célula, lo que resulta en la expresion de su actividad biologica. La LH y la FSH
representan, en ambos sexos, el principal estimulo en el desempeno de las
funciones de la gonada (Dominguez y col., 1991).

8
Velazco-Mendoza MA.



Las gonadotropinas estan formadas por dos cadenas peptidicas (una
cadena o y una B) unidas por enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals.
La LH y la FSH comparten cadenas o casi idénticas, mientras que la cadena
proporciona la especificidad biologica en las interacciones con sus receptores. Las
subunidades o de la LH, FSH, TSH (tirotropina) asi como la de la hCG
(gonadotropina coridonica humana) son idénticas, y contienen 92 aminoacidos
(Reichert, 1998).

Las subunidades B varian para cada hormona: la de la FSH tiene una
subunidad B de 118 aminoacidos (FSH-B), que le confiere su accion biologica
especifica y es responsable de la interaccion con el receptor. La subunidad 3 de la
LH (LH-B) esta constituida por 121 aminoacidos. Los efectos de la FSH y LH son
estimular la sintesis de las enzimas que participan en la sintesis de hormonas
esteroides y peptidicas por los ovarios y de otras enzimas que tienen efectos
proteoliticos sobre la pared del foliculo (Dominguez y col., 1991).

En la hembra las concentraciones maximas de FSH se dan inmediatamente
antes de la liberacion preovulatoria de LH; entre otras funciones que desempena
la LH estan la estimulacion de la estereidogénesis, la induccion de la ovulacion y
la luteinizacion del foliculo. En la mayoria de las hembras el ciclo reproductivo
esta dividido por la secrecion preovulatoria de LH; por la fase de desarrollo
folicular que finaliza en la ovulacion o en la degeneracion del foliculo y en la fase
luteinica, caracterizada por la presencia del cuerpo luteo (Bousfield, 1998).

OVARIO

En los vertebrados, el ovario es un 6rgano pareado, cada uno se localiza en cada
lado de la cavidad pélvica, y esta suspendido en un pliegue peritoneal llamado
mesovario. La arteria ovarica (o arteria utero-ovarica) que recibe riego sanguineo
por la aorta abdominal, llega al ovario a lo largo del mesovario, rama que entra a
través del hilio, por donde también salen las venas (Fawcett, 1995; Yao y Bahr,
1998).

En el ovario se describen tres compartimientos: el ltteal, el intersticial y el
folicular. Este ultimo engloba a los foliculos en crecimiento, que son la unidad
anatomo-funcional de la gonada y a partir de los cuales se originan los otros dos
compartimentos (Ganong, 2004).

Compartimento Luteal o cuerpo ltteo:

Se forma a partir de las células de la granulosa y de la teca interna de los
foliculos que expulsan al ovocito, como resultado del estimulo de la LH, que al
actuar sobre sus receptores en las células granulo luteinicas y teca luteinicas
estimula la secrecion de P4 (Espey, 1999; Ross y col., 1997).
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Compartimento Intersticial o glandula intersticial:

Incluye tanto a las células teco-intersticiales de los foliculos en crecimiento y las
células de la teca de los foliculos atrésicos, y representa la unidad endocrina
productora de andrégenos (Sanchez-Criado, 2003; Yao y Bahr, 1999).

Compartimento Folicular:

Esta formado por foliculos que se encuentran en la corteza del ovario, en
diferentes etapas de desarrollo y crecimiento, como son los primordiales, I o
primarios, secundarios, terciarios, y preovulatorios (Dominguez y col., 1991; Ross
y col., 1997).

El foliculo esta formado por el ovocito I, una membrana basal que aisla a
las células de la granulosa del resto de los componentes del ovario y las células
de la teca; estas ultimas conforman la denominada teca interna. Ademas de las
células de la granulosa y las tecales, el foliculo esta rodeado por un complejo
sistema de fibras colagenas, células del tejido conectivo, sustancia fundamental
y fibras musculares lisas, que en conjunto recibe el nombre de teca externa
(Dominguez y col., 1991).

Con base en su organizacion estructural, pueden definirse cinco fases del
desarrollo folicular:

e Foliculos primordiales: consisten de un ovocito esférico rodeado de una capa
de células epiteliales planas y de la membrana basal. Algunos de los
foliculos primordiales se desarrollan y se convierten en foliculos primarios
(Dominguez y col., 1991; Hirshfield, 1997).

e Foliculos primarios: el ovocito aumenta de tamano y aparece rodeado por
dos o mas capas de células epiteliales que adquieren una forma cilindrica y
que ahora reciben el nombre de células de la granulosa (Dominguez y col.,
1991; Fawcett, 1995). El ovocito al continuar creciendo, queda separado de
las células de la granulosa adyacentes, por una estrecha hendidura en la
que se proyectan micro vellosidades y prolongaciones del mismo ovocito y
la célula folicular. En este espacio se acumula una glucoproteina que se
condensa gradualmente y forma la zona pelticida. El estroma circundante
forma la teca folicular (Schwartz, 2000). La proliferacion de las células de la
granulosa es estimulada por la FSH y los estrogenos, que actian de
manera sinérgica (Van, 1999). La FSH, a su vez, estimula la sintesis de sus
propios receptores en las células de la granulosa, lo que permite que su
numero se incremente conforme el foliculo madura y también estimula la
sintesis de los receptores a LH (Dominguez y col., 1991; Ulloa-Aguirre,
1991).

e Foliculo secundario: continua la proliferacion de células de la granulosa, se
forman varias capas circundantes al ovocito. Después, entre las células de
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la granulosa se forman zonas que contienen liquido, que al aumentar de
tamano que al fusionarse forman una cavidad llamada antro folicular como
resultado de esto, el ovocito adopta una posicion excéntrica, rodeado de
células de la granulosa, estructura denominada el cumulus oophorus. En
esta etapa del crecimiento del foliculo, la teca interna esta muy
vascularizada, y las células secretan androgenos y expresan receptores a
LH. Los andrégenos son transportados a las células de la granulosa donde
son aromatizados a estrogenos por accion del complejo enzimatico
aromatasa el cual es regulado por la FSH (Gor-Langton y Armstrong, 1994;
Van, 1999; Yao y Barh, 1999). En el licor folicular hay proteinas,
polipéptidos, FSH, LH, prolactina, P4, andrégenos (DHT, Sa-androstano-3-
17-diona, androsterona y epiandrosterona), estrégenos, gonadocrininas,
acetilcolina y noradrenalina, cuyas concentraciones varian durante el ciclo
estral de la rata (Dominguez y col., 1991).

e Foliculo preovulatorio: constituido por el ovocito que alcanza su tamano
maximo, un antro desarrollado completamente y lleno de liquido folicular, y
varias capas de células de la granulosa (Hirshfield, 1997). Los vasos
sanguineos al igual que los nervios soélo llegan a la teca interna, ya que no
penetran a la granulosa. Algunos de las fibras nerviosas terminan en el
musculo liso presente en la teca externa y estos nervios regulan la
contractibilidad de las mismas lo que influiria en el mecanismo de la
ovulacion. En el ovario de la rata los foliculos llegan a este estadio de
desarrollo entre 17 y 19 dias después de haber iniciado el crecimiento
(Dominguez y col., 1991; Yao y Bahr, 1999).

El crecimiento y la diferenciacion del foliculo finalizan con su ruptura y la
expulsion del ovocito II (la ovulacion) o con la atresia (Espey y Lipner, 1994).

HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son fundamentalmente
el E2 y la P4, aunque también se produce estrona, androstendiona, testosterona,
17a-hidroxiprogesterona y varias hormonas no esteroideas, como la inhibina, la
relaxina, la activina, la folistatina y algunos factores de crecimiento locales
(Tresguerres, 1999).

Las hormonas esteroides derivan del colesterol que se obtiene a partir de
tres fuentes principales: el colesterol que circula en la sangre en forma de
lipoproteinas, el que se sintetiza de novo dentro del ovario, a partir de
acetilcoenzima-A y el que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en
gotas lipidicas (Tresguerres, 1999).
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La estructura quimica del nucleo basico del colesterol es el ciclopentano-
perhidrofenantreno o “nucleo esteroide”, el cual esta constituido por 27 atomos
de carbono, dispuestos en tres anillos de seis atomos de carbono
(ciclobencénicos) denominados A, B, C, y un anillo de cinco atomos (ciclopentano)
denominado D, una cadena de seis carbonos en el carbono 17, dos metilos en
posicion 10 y 13, un doble enlace (AS) y un grupo hidroxilo en el carbono 3 (Fig.
3) (O"Malley y Strott, 2001).

Figura 3. Estructura quimica del colesterol en el
que se representa el “nticleo esteroide”
(Ilustracion de Velazco Mendoza, 2012).

ESTEROIDOGENESIS

En el ovario, la sintesis de hormonas esteroides se explica por medio de la teoria
de “la doble célula” o “de la doble célula-doble hormona”, en la cual se plantea la
participacion combinada de las células de la teca interna y las células de la
granulosa (Brown, 1999; Sanchez-Criado, 2003), y la accion de la LH sobre la
produccion de androgenos en las células de la teca, junto con la accion de la
FSH en la sintesis de estrogenos por las células de la granulosa (Fig. 4) (Yao y
Bahr, 1999).

La conversion de colesterol en pregnenolona es regulada por la enzima
Citocromo P450scc (20,22 desmolasa) localizada en la membrana interna de la
mitocondria (O’ Malley y Strott 2001). La pregnenolona es el precursor de todas
las hormonas esteroides. Una vez en el reticulo endoplasmico, la pregnenolona
puede ser transformada a androstediona y testosterona, a través de dos
diferentes vias metabdlicas, la A5 y A* (Fig.5) (Dominguez, 1997; O’Malley y
Strott 2001; Smith, 1999).

En la ruta A* la pregnenolona es transformada a P4 por la enzima 3f3-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa (HSD); la P4 es convertida a 17a-
hidroxiprogesterona por la enzima P450c17.. La desmolasa (17,20-esterpide liasa)
la convierte a androstendiona, la cual es transformada en testosterona por la
enzima 17B-HSD. Tanto la androstendiona como la testosterona pueden ser
transformadas a estrogenos por la aromatasa.
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CELULA GRANULOSA

Las células teco-intersticiales de los foliculos son la principal fuente de
androgenos ovaricos. En el SNC algunas células poseen el complejo enzimatico
de aromatizacion, por lo que convierten a los andrégenos en estrogenos
(Dominguez, 1997; Smith 1999; Yao y Bahr, 1999).

En la ruta A5 la pregnenolona es transformada en 17c-hidroxi-
pregnenolona por la enzima 17a-hidroxilasa. Después, la Ci7-20-liasa transforma
la 170-hidroxi-pregnenolona en dehidro-epiandrosterona (DHEA), ésta a su vez
es transformada a androstendiona por la enzima 173-HSD. A partir de aqui, la
androstendiona sigue la ruta A% (Yao y Bahr, 1999).

La androstenediona y testosterona se difunden a través de la membrana
basal y llegan a las células de la granulosa, donde son aromatizadas a
estrogenos por el complejo enzimatico A%, que se activa como resultado de la
union de la FSH a sus receptores de membrana. La androstenediona se
transforma en estrona y la testosterona en 17p-estradiol. La enzima 17p-HSD
transforma la estrona en E; (Gore-Langton y col., 1994; Hinshelwood, 1999).

Velazco-Mendoza MA.
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En la rata los ovarios secretan principalmente 17f-estradiol y pequenas
cantidades de estrona. La mayor proporcion de estrona se sintetiza en otros
tejidos a partir de los androgenos, androstendiona y testosterona los que son
secretados por las adrenales y las células de la teca del foliculo. El estriol es
producto del E» y la estrona, cuya conversion se realiza en el higado y la
placenta (Brown, 1999; Jaffe, 2001).

El E2 conserva el nucleo esteroide de 18 carbonos. El anillo A se
transforma en un anillo fenolico (anillo aromatico) con un grupo hidroxilo en la
posicion C-3 y un grupo P-hidroxilo o cetona en la posicion C-17 del anillo D
(Fig. 6). El anillo fenolico A es la principal caracteristica estructural, de la cual
depende la union selectiva y la alta afinidad a receptores de estrogenos (Jordan
y col., 1985; Duax y col., 1988; Sanchez-Criado, 2003; Smith, 1999).

Figura 6. Estructura quimica del E2 en el que se
representa el “ntcleo esteroide” (Ilustracion de
Velazco Mendoza, 2012).

En la hembra, la principal fuente de estréogenos son los ovarios. Los
estrogenos también son sintetizados en 6rganos como el higado, la médula 6sea,
la placenta, los tejidos; adiposo, nervioso, 6seo y muscular (Carson-Jurica y col.,
1990; Hinshelwood, 1999; Sanchez-Criado 2003).

La P4 conserva el nucleo esteroide de 21 carbonos, por lo que implica
haber perdido el fragmento de 6 carbonos de la cadena lateral en el C-17 del
colesterol; la oxidacion del grupo alcohol en C-3, y la migracion del doble enlace
del anillo B al anillo A (Fig. 7) (Gore-Langton, 1988).

Figura 7. Estructura quimica de la P4 en el que
se representa el “nucleo esteroide” ([lustracion de
Velazco Mendoza, 2012).
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RECEPTORES A ESTROGENOS

A pesar de su importancia, la funcion precisa de los estrogenos sobre la neurona
GnRHeérgica no es del todo clara. Hasta hace quince anos, ni aun con la uso de
técnicas inmuno-histoquimicas se habia podido detectar el receptor a estrogenos
(RE) en la neurona GnRHérgica de diferentes especies (Herbison, 1998). De igual
forma, a partir de estudios in vivo existia poca evidencia acerca de la
acumulacion de estradiol radiactivo en estas células (Kuiper y col., 1996).

Los RE son proteinas activadoras ligando-dependientes, que median la
actividad de los estrogenos en las células que los poseen o las células blanco
(Mangelsdof y col 1995; O"Malley y Strott. 2001).

El RE consta de seis dominios funcionales: A/B, C, D, E y F (Fig. §)
(Rollerova y Urbancikova 2000).

NH, — ABX!c |D| " g4 F—CO:H

ADN vinculante

ligando vinculante

dimerizacion
Hsp vinculante

transactivacion

silenciador

localizacién nuclear

Figura 8. Funcion de los dominios de los receptores a estréogenos (RE) y su localizacién en la molécula. La
estructura del RE puede ser dividida en seis dominios A-F. Las lineas indican la funcién de cada dominio.
(Modificado MacGregor y Jordan 1998).

El dominio A/B, localizado en el extremo amino terminal (terminal-N)
contiene la region AF-1 que regula la actividad transcripcional.

El dominio C es el sitio de union especifico al ADN, el cual constituye una
seccion hidrofilica del receptor y es la region mas conservada entre los diferentes
receptores nucleares. Esta formado por 66-68 aminoacidos, entre los cuales se
encuentran cisteinas capaces de unir zinc, las cuales forman dos proyecciones
peptidicas de configuracion tetraédrica con el zinc, denominados dedos de zinc,
que son dos, cuya funcion es mantener las interacciones especificas con los
elementos de respuesta a los estrogenos. La union a una secuencia especifica
del ADN esta determinada por la composicion de los aminoacidos Glu, Gly y Ala.

El dominio D o region de bisagra (“finge”) permite al receptor flexibilidad o
alterar su conformacion. Mediante la técnica de mapeo proteolitico del RE se ha
mostrado que una porcion del dominio D es necesaria para unir un ligando con
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maxima afinidad. También se ha mostrado que participa en la union a la
proteina chaperona de golpe de calor hsp90, la cual permanece unida al
receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo.

El dominio E o sitio de union del esteroide o ligando, consiste en una
cadena de aproximadamente 250 aminoacidos, que forman una seccion
hidrofobica, la cual determina la alta especificidad de la union de la hormona al
receptor. Es importante en la dimerizacion del receptor, la localizacion nuclear y
las interacciones con co-activadores y co-represores transcripcionales. Contiene
la region AF-2 una de las dos regiones que regulan la actividad transcripcional
del dominio; y la region AF2a que funciona de transactivacion unico para RE.

El dominio F contiene alrededor de 42 aminoacidos, los cuales no son bien
conservados entre los RE de los vertebrados. Es importante en la activacion de
la transcripcion y la represion de las actividades de antiestrogenos. Las
secuencias en el dominio F son inhibitorias para la senal de dimerizacion que
estan presentes en la region E (Rollerova y Urbancikova 2000).

En la actualidad se reconoce la existencia de tres RE. En el ano de 1996,
Kuiper y col., clonaron un acido desoxi-ribonucleico complementario (DNAc) del
RE de la prostata de rata, al cual denominaron RE subtipo B, para distinguirlo
del que previamente se habia clonado del tutero de la rata, al cual
consecuentemente se denominé RE subtipo a. El tercer tipo es el denominado
subtipo 7.

ESTROGENOS Y EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

En la rata, los estrogenos regulan la secrecion de la GnRH (Silverman y col.,
1994), al actuar directamente sobre la neurona GnRHeérgica o indirectamente,
por medio de inter-neuronas, localizadas principalmente en POA-AHA.

La funcion estimulante o inhibitoria de los estrogenos sobre la secrecion
de la GnRH, cambia durante el ciclo, como resultado de modificaciones en su
concentracion en la sangre, en el numero y afinidad de sus receptores en sus
células blanco, o de todos los factores a la vez (Freeman, 1994; Funabashi y col.,
2002; Herbison, 1998).

En la hipofisis anterior, los estrogenos estimulan la sintesis de GnRHR en
los gonadotropos, fenéomeno denominado sensibilizacion o imprimacion
hipofisiaria a la GnRH (Silverman y col., 1994; Yen, 2001).

En el ovario, los estrogenos regulan el crecimiento y desarrollo de los
foliculos ovaricos durante el ciclo reproductivo, mediante la estimulacion de la
proliferacion de las células de la granulosa de los foliculos pequenos,
incrementan las concentraciones de receptores a FSH (R-FSH) en las células de
la granulosa. Por lo tanto, aumenta la capacidad de respuesta de las células de
la granulosa a las gonadotropinas. A su vez, el aumento en la concentracion de
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E2 e inhibina (producidos por el ovario) inhibe la secrecion de FSH, impidiendo
la maduracion de otros foliculos. También actian en la modulacion de la
produccion de P4 por las células de la granulosa y la produccion de androgenos
por las células de la teca, y la modulacion de la capacidad esteroidogénica del
cuerpo luteo. Los estrogenos y las gonadotropinas coordinan la maduracion del
foliculo y regulan las funciones del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario, lo que induce
la secrecion preovulatoria de gonadotropinas (McLean y col., 1989; Freeman,
1994; Greenwald y Roy, 1994; Yao y Bahr, 1999; Yen y Adashi, 2001).

OVULACION

La ovulacion es una de las dos formas con las que culmina el crecimiento y la
diferenciacion folicular. En la mayoria de los mamiferos, en el momento de la
ovulacion uno o varios foliculos liberan su ovocito secundario, capaces de ser
fecundados (Dominguez, y col., 1991). Tanto la ovulacion como el crecimiento y
la diferenciacion folicular estan regulados por un complejo sistema de senales
endocrinas, paracrinas y nerviosas. Las principales senales endocrinas proviene
de la hipodfisis (las gonadotropinas y la prolactina), también participan en la
regulacion del crecimiento y diferenciacion folicular las hormonas secretadas
por las suprarrenales (corticosterona), la tiroides (tiroxina T4 y triyodotironina
T3) y el timo. Las senales paracrinas son ejercidas por las hormonas del propio
ovario (estrogenos, P4, androgenos e inhibina, activina y folistatina) y por un
conjunto de péptidos pequenos y la GnRH (Espey, 1994).

CICLO ESTRAL

Las hembras de los mamiferos tienen ciclos reproductivos que pueden ser
catalogados como menstruales o estrales, en funcion de las evidencias externas
que se observan en las hembras: menstruacion en el caso de los algunos
primates y humanos y receptividad sexual en los otros mamiferos.

En los roedores, el ciclo estral implica una cascada de eventos
conductuales y hormonales que son progresivos, sincronizados y repetitivos
(Dominguez, 1991). El término estral se deriva de la palabra en latin “oistros”
que significa “frenesi” y que corresponde a la etapa en la que la hembra acepta
sexualmente al macho, llamada “calor” o celo (Kilen y Schwartz, 1998). Durante
el ciclo estral ocurren diferentes interrelaciones de senales que provienen del
medio ambiente, del hipotalamo, de la hipdfisis, de los ovarios y de los 6rganos
sexuales accesorios que estan bajo la regulacion del SNC (Knobil, 1980).
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La rata hembra durante todo el afno presenta ciclos estrales cuya duracion
varia de cuatro a cinco dias, dependiendo de la cepa de estudio (Schwartz,
2000). Su duracion es regulada por variaciones en el periodo de luz: oscuridad,
la alimentacion, la temperatura y la presencia del macho (Fink, 1988). En el
caso de nuestro modelo de estudio, las ratas de la cepa CIIZ-V presentan ciclos
estrales de cuatro dias de duracion que se dividen en: diestro-1, diestro-2,
proestro y estro (Schawartz, 2000).

El estudio de la citologia vaginal mediante la toma diaria de frotis, es una
herramienta adecuada para el monitoreo del ciclo estral de la rata, debido a que
se ha mostrado que el epitelio de la vagina responde a los cambios en las
concentraciones hormonales que se presentan durante el ciclo estral (Fig.9)
(Kilen y Schwartz, 1999).
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Figura 9. Concentraciones plasmaticas de progesterona, estradiol, LH y FSH obtenidas a intervalos de 2
horas durante los cuatro dias del ciclo estral de la rata. Cada punto representa la concentraciéon media +
e.e.m. de las hormonas. Las barras negras representan la fase de obscuridad de las hormonas de las 18:00
a las 06:00 h del dia siguiente (Modificado de Freeman, 1994).
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ASIMETRIAS FUNCIONALES DEL HIPOTALAMO EN LA
SECRECION DE GONADOTROPINAS Y FUNCIONES DEL OVARIO

A partir de diversos estudios realizados con lesiones o implantes de farmacos u
hormonas han mostrado que las respuestas del eje hipotalamo-hipofisis-ovario
es asimétrica (Gerendai, 1980; Nance y Morger, 1982; Nordeen y Yahr, 1982;
Mizunuma y col., 1983; Gerendai y col., 1984; Nance y col., 1984; Fukuda y
col., 1984; Cook, 1987; Advis y col., 1989; Cruz y col., 1989; Cruz y col.1990).

La primera observacion que mostro la existencia de una asimetria
hipotalamica de tipo neuroendocrino fue dada por Gerendai y colaboradores
(1978), al mostrar que en la rata hembra adulta la cantidad de GnRH en el lado
derecho del hipotalamo medio basal (HMB) es significativamente mayor que en
el izquierdo. Bakalkin y col., (1984) mostraron la misma asimetria en el
hipotalamo la cual varia durante las horas del dia. Arteaga-Lopez y col. (2003)
mostraron que la expresion del ARNm de la GnRH cambia durante el ciclo
estral. En la region de POA-AHA de la rata, la expresion del ARNm de la GnRH
es mayor en POA-AHA del lado derecho a las 13:00 h del dia del diestro-2,
mientras que del lado izquierdo no ocurre. La expresion de ARNm para RE a
tiene un maximo en la tarde del estro (17:00 h), seguido de un aumento de
menor magnitud al mediodia del diestro-2 (13:00 h). La maxima expresion del
mensajero para el REB se observa al mediodia del diestro-2 (13:00 h). Estas
variaciones durante el ciclo estral son asimétricas, de tal forma que el lado de
POA-AHA que mas expresa el REa es el lado derecho, mientras que el REB se
expresa en ambos lados: en el lado izquierdo a las 09:00 h y en el lado derecho a
las 13:00 h del diestro-2. Las diferencias de expresion del ARNm de cada RE en
cada lado de POA-AHA nos sugieren que puede desempenar funciones diferentes
o actuar en momentos diferentes en la regulacion de la secrecion de GnRH y por
lo tanto en la ovulacion.

También POA-AHA responde de manera asimétrica a las hormonas
esteroides; el implante de E> en el lado derecho del POA o del nucleo
ventromedial de ratas hembras de cinco dias de edad, provoca masculinizacion
cuando los animales llegan a la edad adulta (estas hembras prefieren
sexualmente a otras hembras). En cambio, cuando el E> se implanta en las
zonas hipotalamicas del lado izquierdo ocurre defeminizacion (los animales no
tienen ciclos estrales) (Nordeen y Yahr, 1982).

La region de POA-AHA y el HMB funcionan en forma asimeétrica, ya que de
la integridad de uno de los lados de estas estructuras pareadas depende que el
animal ovule en el ciclo inmediato. Sin embargo, este control puede cambiar en
funcion de las senales nerviosas intra y extra hipotalamicas que se generan por
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el ambiente endocrino que predomina en cada ciclo estral (Cruz y Dominguez,
2001).

No so6lo cada lado del hipotalamo regula en forma asimétrica la funcion de
una y otra gonada sino que éstas responden de manera asimétrica a los
mecanismos neuroendocrinos que la regulan. Asi, el numero de ovocitos
liberado por el ovario izquierdo de la rata adulta es mayor que el del derecho
(Dominguez y col., 1988). Cuando se extirpa el ovario derecho, el numero de
animales que ovulan es significativamente menor que cuando se extirpa la
gonada izquierda (Chavez y col., 1987). En la rata ovariectomizada
unilateralmente y adrenalectomizada, el ovario izquierdo secreta mas
testosterona y E2 que el ovario derecho, 24 h después de efectuada la cirugia
(Barco y col., 2003).

ORIGEN Y DISTRIBUCION DE LAS FIBRAS COLINERGICAS EN EL
HIPOTALAMO

Poca informacion se ha descrito sobre las vias colinérgicas que llegan al
hipotalamo vinculadas con la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas.
En el cerebro anterior de la rata, se ha descrito la existencia de dos vias
colinérgicas: la via tegmental dorsal y la ventral.

La primera, formada por fibras que contienen tanto colinesterasa
inespecifica (ChE) como acetilcolinesterasa (AChE), se origina en el nucleo
cuneiforme de la formacion reticulada mesencefalica y se proyecta hacia el
téctum, el area pretectal, los cuerpos geniculados, el talamo y el sistema
limbico. Las fibras de la via tegmental ventral, que sé6lo contienen AChE, se
originan en la sustancia negra y el area tegmental ventral del cerebro medio,
atraviesan el hipotalamo y el subtalamo hasta llegar al tallo cerebral. Desde
aqui, muchas neuronas que contienen AChE, se proyectan a todas las regiones
de la corteza cerebral y del bulbo olfatorio (Mtller y col., 1977).

En el nucleo supramamilar del hipotalamo se ha observado una densa
agrupacion de células que contienen AChE (Jacobowitz y Palkovits, 1974),
mientras que en el hipotalamo posterior y lateral existen células aisladas de este
tipo, excepto en la parte rostral de este ultimo (Fig. 10) (Muller y col., 1977).0Otra
area hipotalamica rica en células que contienen AChE es POA, las que envian
axones hacia la amigdala a través de la estria terminal. En el hipotalamo dorsal
también existen células AChE positivas, que se proyectan hacia el globus
palidus y el nucleo talamico reticular. Los NSCh, nucleo periventricular (NPeV) y
el NAr tienen pocas fibras AChE, mientras que algunas de las células de los
nucleos mamilares (Nm), del nucleo supraoptico (NSOp) y el nucleo
paraventricular (NPaV) tienen moderada cantidad de la enzima, pero sus axones
carecen de ella (Jacobowitz y Palkovits, 1974: Muller y col., 1977). En la rata
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macho adulta, la corteza, el cerebro medio, el puente, el bulbo, la amigdala y el
nucleo caudado presentan un patron circadico en el contenido de AChE
(Owasayo y col., 1980).
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Figura 10. Las vias colinérgicas. Las neuronas colinérgicas se agregan en dos regiones del cerebro
principalmente: el complejo basal nuclear, que envia axones hacia el bulbo olfatorio, corteza cerebral, el
hipocampo, el talamo y el nucleo interpeduncular (IPN); y el ntcleo tegmental pedunculopontino (PPT) y el
nucleo tegmental laterodorsal (LDT) de la region tegmental mesopontinos, que envian axones hacia el
talamo, el bulbo olfatorio y la corteza cerebral (Tomado de Brown, 1994).

Las neuronas colinérgicas se organizan principalmente como circuitos locales y
neuronas de proyeccion (Clemens y col., 1997). El hecho de que después del
aislamiento del hipotalamo medio basal no existan cambios significativos en la
actividad de la colino-acetiltranferasa (CAT), abre la posibilidad de la existencia
de una via colinérgica tuberoinfundibular semejante a la dopaminérgica, la que
podria ser responsable de las modificaciones neuroendocrinas provocadas por
agentes acetilcolinomimeéticos (estimulantes o inhibitorios) (Muller y col., 1977).
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ACETILCOLINA

La acetilcolina (ACh) fue el primer neurotransmisor descubierto por Otto Loewi
en 1963, esta constituida por una molécula de acetato y una de colina (Fig.11)
(Mendoza, 2008).

CH3
H
C N,

NN \C/ \',H"'CH3

H2 CH3

Figura 11. Estructura molecular de la acetilcolina (Acetato + Colina).

La colina es capturada por la membrana presinaptica, a través de un
mecanismo de transporte activo, en el boton terminal, se conjuga con el acetato,
proveniente de la acetil coenzima-A (acetil-CoA), que sirve como donador de
acetilos; el proceso de sintesis esta catalizado por la enzima CAT. El catabolismo
de la ACh ocurre en la hendidura sinaptica, en ese sitio se localiza la
acetilcolinesterasa (AChE) que hidroliza a la ACh en colina y acetato en
fracciones de segundo. La colina es recapturada nuevamente por la presinapsis,
lo que induce el inicio de un nuevo ciclo de sintesis del neurotransmisor (Fig.
12) (Delgado, 2004).
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Figura 12. Terminal nerviosa colinérgica. Se muestra 1) biosintesis y almacenamiento, 2) liberacién, 3)
interaccién con los receptores postsinapticos, 4) metabolismo en lo hendidura sinaptica por la AChE, 5)
recaptura presinaptica del precursor (colina), y 6) autorreceptores. (Modificado de Delgado, 2004).
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Una vez sintetizada la ACh, se almacena en vesiculas presinapticas, las
cuales son llevadas al boton presinaptico en respuesta a un potencial de accion
que se propaga hasta la terminal sinaptica, lo que induce el ingreso de Ca?* y de
esta forma por el mecanismo de exocitocis, se libera la ACh al espacio sinaptico,
la que se une a los receptores postsinapticos localizados en las estructuras
efectoras (Mendoza, 2008).

Cuando la ACh se libera al espacio sinaptico viaja hasta la estructura
postsinaptica y se une a dos tipos de receptores especificos. Los receptores
muscarinicos (M1, M2, M3, M4 Y Ms) y los nicotinicos (Nn y Nm) (Mendoza, 2008).
Estos tipos de receptores colinérgicos difieren en sus caracteristicas
estructurales y localizacion topografica, asi como en los mecanismos de
transduccion y amplificacion de las senales intracelulares a los que se
encuentran acoplados (Mendoza, 2008).

Los receptores muscarinicos (receptores metabotropicos), estan
constituidos por siete dominios transmembranales y se encuentran acoplados a
proteinas G. Algunos como los Mz y M4 estan acoplados a la proteina Gi que
inhiben la actividad de la adenilciclasa y disminuye las concentraciones
intracelulares del AMPc y otros a las proteinas Gq/11 que activan la fosfolipasa C
y aumentan las concentraciones de los segundos mensajeros, inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) y el DAG (M1, M3, Ms) (Mendoza, 2008).

En el SNC los receptores nicotinicos de la ACh tienen una estructura
diferente (s6lo estan formados por subunidades o y [B), acoplados a canales
ionicos dependientes de ligando (receptores ionotropicos).Los receptores
muscarinicos predominantes en el cerebro son del tipo M1, que como ya se
menciond, se encuentran acoplados a proteinas Gq. En la rata se localizan
principalmente en la corteza cerebral, en el nucleo accumbens, en la amigdala,
en el hipocampo (Mendoza, 2008) y disminuyen gradualmente conforme nos
ubicamos en el cordon espinal caudal (Wei y col., 1994). El subtipo M2 es mas
abundante en el talamo, hipotalamo y puente troncoencefalico. El subtipo M4 se
encuentra en mayor cantidad en el cuerpo estriado, mientras que M3z y Ms se
expresan de manera semejante en todo el SNC (Wei y col., 1994).

SULFATO DE ATROPINA (ATR)

El sulfato de atropina (ATR) es un compuesto sintético, con forma cristalina
incolora e inodora, que al mantenerlo al aire seco se convierte espontaneamente
en polvo al perder el agua de la cristalizacion, adquiriendo un color blanco
(Gennaro, 2003).

El ATR se extrae por medio de la desecacion de las hojas, flores y fruto de
la Atropa belladona, (Fig. 13) (Ravina, 2008). El nucleo fundamental del
alcaloide atropina es el tropano (N-metil-B-azabi-ciclo [3.2.1] octano), sistema
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formado por un anillo de piperidina metilado en el atomo de nitrégeno y otro de
pirrolidina con el fragmento C-N (CH3)-C y deriva de la tropina, 3-
hidroxitropano. La atropina esta constituida por la union de un éster de tropina
y el acido troponico racemico (Fig. 14) (Ravina, 2008).

Figura 13. Atropa belladona L. (Modificado
de Ravina, 2008).

Figura 14. Estructura molecular de la
Atropina (Modificado de Ravifia, 2008)

PARTICIPACION DEL SISTEMA COLINERGICO EN LA
REGULACION DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

La ACh al unirse a los receptores muscarinicos de POA-AHA regulan en forma
asimétrica la secrecion de la GnRH y la ovulacion, asimetria que cambia durante
el ciclo estral (Cruz y col., 1989; Cruz y col., 1992). Esta afirmacion se basa en
los siguientes hechos: el implante de atropina en la porcion derecha de POA-
AHA (a las 13:00 h del dia del estro) bloquea la ovulacién, mientras que el
implante del lado izquierdo no lo hace. Si el farmaco se coloca en el dia del
diestro-1, ambos implantes (izquierdo o derecho) bloquean la ovulacion; en el
dia del diestro-2, so6lo el implante del lado izquierdo la afecta, y en el dia del
proestro el implante en uno u otro lado de POA-AHA no la modifican (Cruz y
col., 1989).

La estimulacion del sistema colinérgico de POA-AHA, mediante implantes
de pilocarpina, tiene un efecto opuesto al bloquear el sistema en el dia del estro,
el implante del lado izquierdo provoca el bloqueo de la ovulacion, mientras que
el del lado derecho no la afectan. En los dias de diestro, tanto el implante del
lado izquierdo o derecho impiden la ovulacion; y en el dia del proestro los
efectos son muy semejantes a los observados en el dia del estro (Lopez y col.,
1997).

25

Velazco-Mendoza MA.



La falta de ovulacion en animales con implante unilateral de atropina en
POA-AHA resulta de modificaciones en la secrecion fasica de la GnRH en la
tarde del proestro, ya que la inyeccion subcutanea de LHRH sintético a las
14:00 h de este dia, induce la ovulacion en ratas con implante de atropina (Cruz
y col., 1992).

Esta modificacion en la secrecion fasica de la GnRH parece ser el
resultado de la alteracion en el efecto “feedback” estimulante de los estrogenos
en la porcion derecha de POA-AHA, ya que al restablecer esta senal ovarica en la
tarde del diestro-2 (inyeccion subcutanea de 10ug benzoato de estradiol), induce
la ovulacion soélo en aquellos animales con implante de atropina en el lado
izquierdo de POA-AHA (Cruz y col., 1992).

Dominguez y col (1982) demostraron que esta regulacion varia durante el
ciclo estral (Dominguez y col., 1982). Ya que a las 13:00 h en el dia del estro se
requiere una dosis de 300 mg/kg de ATR para bloquear la ovulacion en el 100%
de los animales inyectados, 100 mg/kg de ATR en diestro-1 y de 300 mg/kg en
diestro-2 Ademas, la actividad estimulante del sistema colinérgico no solo
cambia con el dia del ciclo, sino con la hora de la etapa considerada, ya que la
administracion de 100 mg/kg de ATR a las 09:00, 13:00, 17:00 o 21:00 h de
cada fase del ciclo estral provoca que el porcentaje de animales que ovula varie.
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Dado que en la rata adulta la ACh regula de manera estimulante la ovulacion y
a las 13:00 h en cada dia del ciclo los efectos de la ACh dependen de la cantidad
de ATR inyectada, por lo que en esta tesis se analizaron los efectos del bloqueo
de los receptores muscarinicos, realizado a las 09:00 h del dia del diestro-2
sobre el eje hipotalamo-hipodfisis-ovario, mediante la cuantificacion de la
expresion del ARNm de la GnRH, del REa, del REJ, de la concentracion sérica de
E> y de P4, asi como en la ovulacion espontanea. Con la finalidad de conocer
cual de las senales endocrinas del eje hipotalamo-hipofisis-ovario fue alterada
por el bloqueo de los receptores muscarinicos, se llevo a cabo el reemplazo de la
senal hipotalamica (por medio de la inyeccion de LHRH-sintética), la hipofisiaria
(con gonadotropina corionica humana o hCG) y la ovarica (con benzoato de
estradiol o BE) en ratas inyectadas con el farmaco.

HIPOTESIS

Ya que los receptores muscarinicos regulan de manera estimulante la ovulacion,
pero esta funcion depende de la hora del dia y de la etapa del ciclo estral que se
considere, entonces, el bloqueo de estos receptores a las 09:00 h del diestro-2
alterara los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion de manera
diferente a lo reportado a las 13:00 y 17:00 h. Ademas, la dosis efectiva para
bloquear la ovulacion espontanea en el 100% de los animales también sera
diferente.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del bloqueo de los receptores muscarinicos a las 09:00 h de

la etapa del diestro-2 del ciclo estral, sobre la ovulacion espontanea de la rata

adulta.

OBJETIVOS PARTICULARES

En la etapa del diestro-2 investigar la dosis efectiva (DEf) de ATR que
provoque el bloqueo de la ovulacion en el 100% de las ratas
inyectadas., investigar el tiempo que se retrasa la ovulacion como
resultado del bloqueo de los receptores muscarinicos con la DEf de
ATR y analizar los efectos de la DEf de ATR sobre los ovocitos
liberados, el peso de los ovarios y el utero.

Estudiar los efectos de la DEf de ATR sobre la concentracion sérica de
hormonas esteroides (P4 y Eo).

Estudiar los efectos de la DEf de ATR sobre el perfil de la expresion del
ARNm de la GnRH y de los receptores a estrogenos alfa y beta (REq,
REB) en el lado izquierdo y derecho del area preoptica-hipotalamica
anterior (POA-AHA).

Estudiar las senales endocrinas del eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario que
fueron alteradas por la DEf de ATR, por reemplazo de la senal
hipotalamica, hipofisaria y ovarica.

28

Velazco-Mendoza MA.



MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas hembras adultas (3 a 4 meses de edad) de la cepa CIIZ-
V, mantenidas en condiciones controladas de iluminacion (luces encendidas de
05:00 a 19:00 h), con libre acceso al alimento y al agua.
Los animales se mantuvieron en grupos de seis por caja y se les realizo el
estudio del ciclo estral por medio de la toma diaria de frotis vaginal. Solo se
utilizaron aquellos animales que presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro
dias de duracion.

Investigar la dosis efectiva (DEf) de ATR que provocara el bloqueo de la
ovulacion sobre los ovocitos liberados, el peso de los ovarios y el utero.

A las 09:00 h del dia del diestro-2, se formaron grupos de 8 ratas, a un
grupo se les dejo intactas como grupo control; otro grupo fue inyectado
subcutaneamente con agua desmineralizada Theissire (conductividad eléctrica
de 2uQ, pH 6), como grupo vehiculo; otro grupos fueron inyectados
subcutaneamente con 100, 375 o 500 mg/kg peso de ATR (ATR 100, ATR 375 o
ATR 500).

Los animales fueron sacrificados a las 09:00 h del estro esperado para pesar los
ovarios y el utero, y se contaron el numero de ovocitos liberados en las trompas
uterinas.

Investigar el tiempo que se retrasa la ovulacion por la inyeccion de la DEf
de ATR

A un nuevo grupo se les inyectd la Dosis Efectiva (DEf), es decir la que
indujo el bloqueo de la ovulacion en el 100% de los animales inyectados, este
grupo fue sacrificado a las 09:00 h el dia del estro vaginal (cuando las células
del epitelio vaginal correspondieran al caracteristico del estro) y se contaron el
numero de ovocitos liberados en las trompas uterinas.

Estudiar los efectos de la DEf de ATR sobre la concentracion sérica
hormonas esteroides (P4 y E2).

Se sacrificaron animales control, vehiculo e inyectados con la DEf de ATR
a las 13:00 h del diestro-2, a las 11:00 h del proestro y a las 09:00 h del estro
esperado por decapitacion, la sangre del tronco se colecto en tubos de ensayo,
que se dejaron reposar a temperatura ambiente por 20 minutos, posteriormente
las muestras fueron centrifugadas (en una centrifuga marca UNICO®, Power
Spin™ MX) durante 30 minutos, con ayuda de una micropipeta se colocaron
500 uL de suero en un tubo eppendorf, que se mantuvieron a -4° C hasta la
cuantificacion de las hormonas por radio-inmuno-analisis (RIA).
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Estudiar los efectos de la DEf de ATR sobre la expresion del ARNm de la
GnRH y de los receptores a estrogenos alfa y beta (REa, REf) en el lado
izquierdo y derecho del area predptica-hipotalamica anterior (POA-AHA).

Se sacrificaron animales control, vehiculo e inyectados con la DEf de ATR
a las 13:00 h del diestro-2, a las 11:00 h del proestro y a las 09:00 h del estro
esperado por decapitacion, en seguida se extrajeron los cerebros de cada grupo
experimental y se colocaron en solucion salina fria. El cerebro se colocé en una
cama de hielo sobre una caja petri cubierta con papel filtro, con base a la
técnica propuesta por Palkovits (1973), viendo el cerebro por la parte ventral, se
realizo un primer corte frontal a la altura de los nervios opticos, otro posterior a
la altura de laparte media del hipotalamo, y dos cortes laterales en los limites de
los surcos hipotalamicos. A las muestras de tejido de POA-AHA se les extrajo el
ARNm total utilizando la metodologia habitual del laboratorio (Arteaga-Lopez y
col., 2003). Las muestras se leyeron en un espectrofotometro para conocer la
concentracion de ARNm, posteriormente para obtener el ADN complementario
(ADNc) se realizo la retrotranscripcion (RT) del ARN y por medio de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), se amplificé un fragmento de los genes de los
RE-a, RE-B y el de GnRH; una vez obtenidas las muestras el ARNm se mezclo
con 10uL de solucion de carga, se cargaron 25uL de cada muestra en el gel y se
corrieron. El corrimiento de las muestras se observo en un transiluminador de
luz ultravioleta y los negativos de las fotografias del gel se cuantificaron por

densitometria. El valor obtenido se expres6 como la expresion relativa del ARNm
para GnRH, REa y B.

Estudiar las sefales endocrinas del eje hipotalamo-hipofisis-ovario que
fueron alteradas por la DEf de ATR

A un grupo de animales tratados con la DEf de ATR es decir la que indujo
el bloqueo de la ovulacion en el 100% de los animales inyectados, se les
reemplazo la senal hipotalamica por medio de la inyeccion subcutanea de 3.7
ug/kg peso de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH)
sintética (Humphrey y col., 1973) a las 14:00 h del dia del proestro; a otro grupo
de animales tratados con la DEf de ATR se les reemplazo la senal hipofisiaria
con 25 u.i. de gonadotropina corionica humana (hCG) a las 14:00 h del diestro-
2; por ultimo a otro grupo tratado con la DEf de ATR se les reemplazo la senal
ovarica con la inyeccion subcutanea de 10 ug de benzoato de estradiol (BE) a
las 14:00 h del dia del diestro-2.
Todos los animales fueron sacrificados el dia del estro esperado a las 09:00 h
por una sobredosis con éter e inmediatamente se extrajeron los ovarios y se
disecaron los oviductos con la finalidad de contar el numero de ovocitos
liberados, con ayuda de un microscopio estereoscopico.
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Analisis estadistico

Los resultados del peso relativo de los ovarios y del utero, de la expresion
del ARNm de GnRH, del REa, del REB, asi como los de la concentracion de E2 y
P.s en suero, se analizaron utilizando la prueba de Analisis de Varianza
Multiple, seguida de la prueba de Tukey. Los resultados del numero de ovocitos
liberados se analizaron por la prueba de Kruskal- Wallis, seguida de la prueba
de Dunn. Para los casos en los que se compararon los resultados de dos
muestras, se utilizo la prueba de “t” de Student o la de “U” de Mann-Witney
(para datos paramétricos y no-paramétricos respectivamente). En todos los
casos se aceptaron como significativas aquellas diferencias en las que la
probabilidad fue < 0.05.
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RESULTADOS

INVESTIGAR LA DOSIS EFECTIVA (DEf) DE ATR QUE PROVOCARA
EL BLOQUEO DE LA OVULACION, SOBRE LOS OVOCITOS
LIBERADOS, EL PESO DE LOS OVARIOS Y EL UTERO.

Con respecto al grupo de animales sacrificados en el estro vaginal, la
inyeccion del vehiculo no modifico6 el numero de animales que ovularon
espontaneamente al estro esperado (5/8 vs. 8/8, p= 0.2). En los animales que se
les administré 100 o 375 mg/kg de ATR (ATR 100 y ATR 375) a las 09:00 h del
diestro-2, se observo un comportamiento similar. En cambio, la inyeccion de
500 mg/kg de ATR (ATR 500) bloqueé la ovulacion en el 100% de los animales
tratados, por lo que ésta fue considerada la DEf (Grafica 1).
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Porcentaje de Animales Ovulantes

Control Vehiculo ATR 100 ATR 375 ATR 500

Grafica 1. Porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado, después de ser
inyectados con vehiculo o con 100 (100 ATR), 375 (375 ATR) o 500 mg/kg (500 ATR) de ATR a
las 09:00 h del diestro-2.

En el grupo de animales inyectados con la DEf de ATR, la ovulacion se retraso
24 horas en todos los animales inyectados.
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La inyeccion de vehiculo no modificé el numero de ovocitos que se liberan
espontaneamente al estro esperado (vehiculo vs. control) (8.8 + 2.0 vs. 10.1 %
1.2, p= 0.3309)

El numero de ovocitos liberados aumento en el grupo de animales inyectados
con ATR 100, cuando se compara con el grupo vehiculo. La inyeccion ATR
375disminuy6 el numero de ovocitos en comparacion con el grupo inyectado con
ATR 100 (Grafica 2).
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Grafica 2. Media + e.e.m del niimero de ovocitos liberado por los animales sacrificados al estro
esperado después de ser inyectados con vehiculo o con 100 (100 ATR), 375 (375 ATR) o 500
mg/kg (500 ATR) de ATR a las 09:00 h del diestro-2. %* p<0.05 vs. vehiculo; & p<0.05 vs.

ATR 100 (Krushkal Wallis seguida de la prueba de Dunn)

La masa ovarica (peso del ovario izquierdo + peso del ovario derecho) en el grupo
vehiculo fue semejante al grupo control (19.16%x 1.39vs. 23.44 + 1.14, p=
0.3082). La inyeccion de la DEf de ATR aumento la masa ovarica respecto al
grupo vehiculo (Grafica 3).

El peso del ttero no se modifico por la inyeccion del vehiculo (145.0 £ 10.62 vs.
129.2 + 4.4 mg/100 g p= 0.4474), ni por los diferentes tratamientos con ATR
(Grafica 4).
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Grafica 3. Media + e.e.m. de la masa ovarica (suma del peso del ovarios izquierdo y derecho) de
los animales sacrificados al estro esperado después de ser inyectados con vehiculo o con 100
(100 ATR), 375 (375 ATR) o 500 mg/kg (500 ATR) de sulfato de atropina a las 09:00 h del

diestro-2. % p<0.05 vs. vehiculo. (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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Grafica 4. Media * e.e.m. del peso de los tteros de los animales inyectados con vehiculo o con
100 (100 ATR), 375 (375 ATR) o 500 mg/kg (500 ATR) de ATR a las 09:00 h del diestro-2.
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ESTUDIAR LOS EFECTOS DE LA DEf DE ATR SOBRE LA
CONCENTRACION SERICA HORMONAS ESTEROIDES (P4 Y Ey,.

La concentracion de P4 no fue modificada por la inyeccion del vehiculo. En cambio,
la administraciéon de la DEf de ATR (ATR 500) aument6 la concentracion de la
hormona en la manana del estro esperado (Grafica 5).
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Grafica 5. Concentracion sérica de progesterona (ng/ml) en ratas control o inyectadas con vehiculo o con ATR
500 a las 09:00 h del diestro-2, sacrificadas a las 13:00 h del diestro-2, 11:00 h del proestro y 09:00 h del

estro esperado. % p<0.05 vs. vehiculo. (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).

La inyeccion de vehiculo provocé aumento en la concentracion de Ez a las 11:00 h
del proestro y en la manana del estro esperado. Mientras que la inyeccion de ATR
500 causo una disminucion a las mismas horas (Grafica 6).
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Grafica 6. Concentracion sérica de estradiol (pg/ml) en ratas control o inyectadas con vehiculo o con ATR
500 a las 09:00 h del diestro-2, sacrificadas a las 13:00 h del diestro-2, 11:00 h del proestroy 09:00 h del

estro esperado. ®p<0.05 vs. control; = p<0.05 vs. vehiculo (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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ESTUDIAR LOS EFECTOS DE LA DEF DE ATR SOBRE LA
EXPRESION DEL ARNm DE LA GnRH Y DE LOS RECEPTORES A
ESTROGENOS ALFA Y BETA (REa, REB) EN EL LADO IZQUIERDO Y
DERECHO DEL AREA PREOPTICA-HIPOTALAMICA ANTERIOR
(POA-AHA).

El analisis densitométrico de la expresion del ARNm de la GnRH, el REa y para el
REP en cada porcion de POA-AHA se realizo en tres experimentos independientes de
RT-PCR. Los valores obtenidos se expresaron con respecto a los valores de
expresion del GAPDH. En la Fig. 15, se muestra un gel representativo de los tres
utilizados para evaluar los efectos del vehiculo y la ATR en la amplificacion del
ARNm para la GnRH, para el REa y para el REp.

INTACTO VE}lIiCULO ATR 500

r L VI 1
a) GAPDH REa RER GnrRH GAPDH REa REP GnRH GAPDHREa REP gnrH MPM

400
300

200

POA-AHA IZQUIERDA

100

pb

INTACTO véﬂ‘icum ATR 500

r L 1T 1
GAPDH REa REB GnrRH GAPDH REa REB GnrRH GAPDHREa RER gnrH MPM

=)

POA-AHA DERECHA

Figura 15. Ensayo de RT-PCR representativo de 3 repeticiones independientes para amplificar

GAPDH, REa, REP y GnRH a partir del ARN total de las porciones de POA-AHA a) izquierda o b)

derecha de grupos de ratas intacto, vehiculo o inyectadas subcutaneamente con la DEf de ATR
(GAPDH 201 pb, GnRH 250 pb, REa 337 pb, REp 301 pb).
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EXPRESION RELATIVA DEL ARNm DE LA GnRH EN LA PORCION
IZQUIERDA O DERECHA DE POA-AHA

En el grupo control, la expresion del ARNm de la GnRH a las 13:00 h del
diestro-2 fue menor en POA-AHA derecha que en POA-AHA izquierda. A las
11:00 h del proestro, la expresion del ARNm de la GnRH fue mayor en POA-AHA
derecha que en POA-AHA izquierda (Grafica 7).

Con respecto a los animales control, la inyeccion de vehiculo no alteré la expresion
del ARNm de la GnRH en la tarde del diestro-2 en ningun lado de POA-AHA. En
cambio, en la manana del proestro la inyeccion del vehiculo incremento la expresion
del ARNm de la GnRH en ambos lados de POA-AHA. (Grafica 7).

Con respecto al grupo de ratas inyectadas con el vehiculo, la inyeccion de ATR no
alter6 la expresion del ARNm de la GnRH en la tarde del diestro-2. En cambio,
comparando con la expresion del mensajero inyectando el vehiculo en la manana
del proestro la inyeccion del farmaco incremento la expresion del mensajero en
POA-AHA derecha; resultado que fue diferente con respecto al resultado de POA-
AHA izquierda (Grafica 7).
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Grafica 7. Media * e.e.m. de la expresion relativa del ARNm para GnRH en POA-AHA
izquierda y derecha de ratas control o inyectadas con vehiculo o con ATR 500.

# p<0.05 vs. POA-AHA izquierda (“t” de Student seguida de U Mann Withney); ® p<0.05 vs.
control; % p<0.05 vs. vehiculo (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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EXPRESION RELATIVA DEL ARNm DEL REa EN LA PORCION
IZQUIERDA O DERECHA DE POA-AHA

En el grupo control, la expresion del ARNm del REa a las 13:00 h del
diestro-2 fue menor en POA-AHA derecha que en POA-AHA izquierda. A las
11:00 h del proestro, la expresion del ARNm del REa fue mayor en POA-AHA
derecha que en POA-AHA izquierda (Grafica 8).

Con respecto a los animales control, la inyeccion de vehiculo no alteré la expresion
del ARNm del REa en la tarde del diestro-2 ni en POA-AHA izquierda ni el POA-AHA
derecha, en cambio en la manana del proestro la inyeccion del vehiculo aumento la
expresion del ARNm en ambas porciones de POA-AHA. (Grafica 8).

En la tarde del diestro-2 la inyeccion de ATR 500 no alterd la expresion del ARNm
del REa en ninguno de los lados de POA-AHA, mientras que en la manana del
proestro en la porcion derecha de POA-AHA la inyeccion de ATR 500 disminuyo la
expresion del ARNm con respecto a la del grupo vehiculo. (Grafica 8).
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Grafica 8. Media t e.e.m. de la expresion relativa del ARNm para el REa en la porcién
izquierda y derecha de POA-AHA de ratas control, o inyectadas con vehiculo o con ATR 500.

# p<0.05 vs. POA-AHA izquierda (“t” de Student seguida de U Mann Withney); ®p<0.05 vs.
control; * p<0.05 vs. vehiculo (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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EXPRESION RELATIVA DEL ARNm DEL REB EN LA PORCION
IZQUIERDA O DERECHA DE POA-AHA

En el grupo control, la expresion del ARNm del REB a las 11:00 h del
proestro fue mayor en POA-AHA derecha que en POA-AHA izquierda (Grafica 8§).

Con respecto al grupo control, la inyeccion del vehiculo no modifico la expresion del
ARNm en la tarde del diestro-2 mientras que en la manana del proestro la expresion
del grupo inyectado con vehiculo fue mayor del lado derecho de POA-AHA que del
izquierdo

La expresion del ARNm del REP cuando se inyecto ATR 500 no se modifico en la
tarde del diestro-2, mientras que en la manana del proestro en la porcion derecha
de POA-AHA la expresion disminuyo con respecto a la del grupo vehiculo. (Grafica
9).
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Grafica 9. Media * e.e.m. de la expresion relativa del ARNm para REf en la porcién izquierda
y derecha de POA-AHA de ratas control, o inyectadas con vehiculo o con ATR 500.

# p<0.05 vs. POA-AHA izquierda (“t” de Student seguida de U Mann Withney); ®p<0.05 vs.
control; % p<0.05 vs. vehiculo (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey).
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ESTUDIAR LOS EFECTOS DEL REEMPLAZO HORMONAL DE LA
SENAL HIPOTALAMICA, HIPOFISIARIA Y OVARICA DESPUES DE LA
INYECCION SUBCUTANEA DE LA DEfDE ATR, SOBRE LA
OVULACION Y EL PESO DE LOS OVARIOS Y DEL UTERO

El reemplazo de la senal hipotalamica por la inyeccion de la LHRH sintética,
realizada a las 14:00 h del proestro restableci6 la ovulacion en el 80% de los
animales inyectados con la DEf de ATR. Mientras que el restablecimiento de la
senal hipofisiaria con hCG a las 14:00 h del proestro, o de la senal ovarica con BE
a las 14:00 h del diestro-2, indujo la ovulacion en el 60% de los animales tratados
con la DEf de ATR (Grafica 10).

100 +

20

Porcentaje de Animales Ovulantes

O T T T 1
ATR 500 ATR 500+ LHRH ATR 500+ HcG ATR 500+ BE2

Grafica 10. Porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado, con el reemplazo
de la senal hipotalamica por LHRH, la senal hipofisiaria por hCG o de la sefal ovarica con BE,

después de ser inyectados con la Dosis Efectiva de ATR.
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No hubo diferencia estadisticamente significativas en el numero de ovocitos
liberaron por los animales que fueron inyectados con LHRH, hCG o con BE,
después de haber sido inyectados con ATR 500 (Grafica 11).
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Grafica 15. Media + e.e.m.de los ovocitos liberados por ambos ovarios de los animales que ovularon en el
dia del estro esperado, con el reemplazo de la seflal hipotalamica por LHRH, la sefial hipofisiaria por hCG o

de la sefial ovarica con BE; después de ser inyectados con la DEf de ATR.

La masa ovarica aumento en los animales con reemplazo la sefial hipotalamica
(LHRH sintética) cuando se compara con la de los animales tratados con la DEf
de ATR. (Grafica 16).
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Grafica 16. Media + e.e.m. de la masa ovarica de los animales inyectados con la DEf de ATR y reemplazo
de la senal hipotalamica por LHRH, la senal hipofisaria por hCG o de la sefial ovarica con BE.

X p<0.05 vs. ATR 500 (ANOVA seguida de prueba de Tukey)
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del presente estudio muestran que bloqueo del sistema
colinérgico por la inyeccion subcutanea de ATR a las 09:00 h del diestro-2
bloquea la ovulacion como resultado de un efecto inhibitorio en la sintesis de E»
y en la expresion de ARN mensajero de GnRH, del REa y del REP en el lado
derecho de POA-AHA. Con base en estos resultados sugerimos que en la
manana del diestro-2, la ACh al unirse a los receptores muscarinicos en POA-
AHA, la hipofisis, el ovario o en las tres estructuras, regula de manera
estimulante los mecanismos neuroendocrinos que permitiran que el animal
ovule en la manana del estro, ya que en todos estos 6rganos se han identificado
y caracterizado receptores muscarinicos (Egozi, 1986; Pintér, 1999; Mayerhofer,
2002). In vitro se ha mostrado que el numero de receptores muscarinicos en
POA varia durante el ciclo estral (Egozi, 1986). Por medio de competidores
antagonistas muscarinicos, se ha identificado la presencia de receptores
muscarinicos del subtipo M1 y M3 en la hipoéfisis (Pintér, 1999). Por medio de
RT-PCR e inmuno-histoquimica se ha mostrado que las células de la granulosa
de los foliculos preovulatorios del ovario de rata, expresan receptores
muscarinicos del subtipo M1 y M5, mientras que en el ovocito esta presente el
subtipo M3 (Mayerhofer, 2002).

Dado que la expresion de los ARNm de la GnRH y de los REo y REP haya
disminuido en la manana del proestro, por la inyeccion de ATR, sugerimos que
la ACh unida a los receptores muscarinicos es uno de los factores que aseguran
la ovulacion en la manana del estro. Gore y Roberts (1997) sefialan que el
maximo de ARNm de GnRH detectado en la manana del proestro es el que una
vez traducida a proteina, estimula la secrecion pre-ovulatoria de éste péptido y
la secrecion preovulatoria de la LH.

Dado que el bloqueo de los receptores muscarinicos provoco la
disminucion de los mensajeros en el lado derecho de POA-AHA, corrobora el
papel asimétrico de la ACh en los mecanismos de regulacion de la ovulacion
(Cruz y col., 1989). Dicha funcion asimétrica es explicada en parte como
resultado de un mayor numero y una mayor afinidad de los receptores
muscarinicos en el lado derecho de POA-AHA (Cruz y col., 1997).

A partir de estos hechos sugerimos que en la manana del diestro-2 los
receptores muscarinicos de POA-AHA juegan un papel estimulante de los
mecanismos que regulan el “feedback” estimulante de los estrogenos sobre la
secrecion de la GnRH.

La idea previa es apoyada por los siguientes resultados:

» La inyeccion de LHRH-sintética a las 14:00 h del proestro indujo la
ovulacion en los animales con bloqueo de los receptores
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muscarinicos en la manana del diestro-2, lo que significa que la
interrupcion de la actividad muscarinica regula de manera
estimulante la secrecion preovulatoria de la GnRH.

» La inyeccion de hCG a las 14:00 h del proestro también indujo la
ovulacion, lo que indica que el impedimento de la union de la ACh a
los receptores muscarinicos regula de manera estimulante la
secrecion preovulatoria de la LH.

» La inyeccion de BE a las 14:00 h del proestro restaura la
ovulacion, lo que significa que la interrupcion de la actividad
muscarinica en la manana del diestro-2, regula de manera
estimulante la secrecion preovulatoria de estradiol por el ovario.

Los resultados de este trabajo experimental nos permiten sugerir que el sistema
colinérgico de POA-AHA es mas activo a las 09:00 h que a las 13:00 h del dia
del diestro-2 (Dominguez y col., 1982), ya que se requirio de 200 mg/kg mas de
ATR para bloquear la ovulacion en el 100% de las ratas inyectadas.

El aumento en la secrecion de estradiol a partir de las 26 horas de
inyectar el vehiculo podria explicarse por la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal ya que la ACh estimula y potencializa la secrecion de CRH
(Olianas y Olani, 2000), y CRH inhibe la secrecion hipotalamica de GnRH,
mientras que los glucocorticoides suprimen la secrecion de LH, Eo y P4, y hacen
que los tejidos blanco sean resistentes al estradiol (Kalantaridou y col., 2004).
ya que se ha observado que la administracion de CRH a ratas
hipofisectomizadas incrementa significativamente la concentracion de estradiol
en suero, efecto que es bloqueado completamente por la adrenalectomia
(Murase y col.,, 2002) o la secrecion de estradiol podria aumentar por el
mantenimiento de una secrecion ligeramente elevada de LH lo que es apoyado
por el aumento en la concentracion de P4 a esa misma hora. Otra posibilidad, no
excluyente, es que en ese momento esta terminando el aumento en la secrecion
de E», necesario para estimular la liberacion pre-ovulatoria de LH.

El aumento en la concentracion sérica de P4 y la disminucion de E2 48 h
después de la administracion de ATR, nos sugiere que en el ovario, la ACh
acoplada a los receptores muscarinicos regula de manera estimulante la
estereidogénesis del ovario, mediante la activacion de las enzimas involucradas
en la transformacion del colesterol a la progesterona (3B-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa) y de progesterona a estradiol (17fB-hidroxiesteroide-
deshidrogenasa, la aromatasa o ambas) (Freeman, 2006).

De esta forma, la ausencia de la secrecion preovulatoria de estradiol en la
manana del proestro, no promueve el “feedback” positivo de los estrogenos en la
secrecion de GnRH, lo que resulto en la falta de LH y de ovulacion, como Efectos
semejantes fueron observados al bloquear el sistema colinérgico, mediante la
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inyeccion subcutanea de ATR en la manana del diestro-1 y estro (Lopez-Torres,
2012; Gandy-Ventura, 2013).

En la rata adulta, se ha mostrado que las células de la granulosa de los
foliculos antrales son inmuno-reactivivos a la CAT (Fritz y col., 1999). Ademas,
expresan receptores muscarinicos, principalmente del subtipo M1, M3 y MS5. El
ARNm para receptores M3 estan presentes en el ovocito, mientras que el ARNm
para los M1 y M5 se expresa en las células de la granulosa (Fritz y col., 1999,
2001). Por lo que el aumento en el numero de ovocitos liberados y en el peso de
los ovarios de los animales inyectados con 100 mg/kg peso de ATR nos sugiere
que la ATR al bloquear los receptores muscarinicos de los ovario, estimulé el
crecimiento folicular e incremento el numero de foliculos que alcanzaron la
etapa preovulatoria, lo que significa que en condiciones naturales, la ACh en el
ovario regula de manera inhibitoria el crecimiento y la atresia de los foliculos. La
incubacion de células de la granulosa con pirenzepina (antagonista de los
receptores muscarinicos M1 y M5), estimula la proliferacion celular después de
24 h de tratamiento (Fritz y col., 1999). Con base en ésta informacion sugerimos
que la estimulacion del crecimiento folicular en los animales tratados con 100
mg/kg peso de ATR seria por medio del bloqueo de los receptores M1
(Mayerhofer y col., 2006).

El aumento del numero de ovocitos liberados por el ovario derecho en los
animales inyectados con 100 mg/kg de ATR y del peso del mismo en los
animales inyectados con 100 o 500 mg/kg peso, nos llevan a sugerir tres
mecanismos de regulacion:

1) alteraciones en la secrecion basal de gonadotropinas, ya que se ha reportado
que la aplicacion sistémica de atropina en ratas maduras reduce las
concentraciones séricas de gonadotropinas (Libertum y McCann, 1973; Vijayan,
1980).

2) cambios en los patrones de secrecion de las gonadotropinas (Piva y col.,
1980), lo que resultaria en modificaciones en el crecimiento folicular.

3) disminucion en el numero de receptores a la LH en los foliculos pre-
ovulatorios (Rajkovic, y col., 2006), lo que resultaria en la permanencia de estos
foliculos y el aumento del peso del ovario.
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CONCLUSIONES

En la manana del diestro-2, la dosis efectiva que bloquea la ovulacion es de 500
mg/kg de sulfato de atropina, lo que provoca:

e retraso de la ovulacion por 24 h

e aumento de la masa ovarica

e inhibiciéon de la secrecion de estradiol

¢ disminucion de la expresion de los ARNm de la GnRH, del REa y del RE
en POA-AHA derecha

En la manana del diestro-2, la ACh al unirse a los receptores muscarinicos
regula de manera estimulante la funcion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario, al
activar la secrecion de estradiol, y la expresion del ARNm para la GnRH, del REa
y del REf} en POA-AHA derecha, la secrecion de la GnRH, de la LH y la
ovulacion.
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ANEXOS

Estudio del ciclo estral por frotis vaginal

Figura 16. Citologia
caracteristica del
epitelio vaginal en el
dia del diestro-1.

Figura 17. Citologia
caracteristica del
epitelio vaginal en el
dia del diestro-2.

Figura 18. Citologia
caracteristica del
epitelio vaginal en el
dia del proestro.

Diestro-1 (Fig.16):

En esta etapa del ciclo, la citologia vaginal se caracteriza por
la presencia de una gran cantidad de leucocitos; en el ovario
se observan los cuerpos luteos de la ovulacion mas reciente.
El cuerpo luteo secreta P4 por varias horas, lo que provoca
que la concentracion de esta hormona alcance un valor
maximo hacia el medio dia*. En algunas cepas de ratas la
secrecion de P4 se prolonga, lo que conducen a ciclos de S
dias (Kilen y Schwartz, 1999; Schwartz, 2000). Las
concentraciones de Ez, LH y FSH son basales durante este dia
del ciclo.

Diestro-2 (Fig. 17):

En este dia se observan leucocitos en el frotis vaginal, y
aparecen células epiteliales nucleadas. En el ovario se
encuentran cuerpos lateos y foliculos en desarrollo, mientras
que en el suero las concentraciones de gonadotropinas se
mantienen en concentraciones basales pero suficientes para
estimular el crecimiento de los foliculos y la secrecion de
estrogenos, los cuales aumentan conforme crecen los
foliculos. Si el desarrollo de los foliculos continta, se
incrementa de manera significativa la sintesis y liberacion de

estradiol a partir de las 17:00 h de este dia*. (Kilen y
Schwartz, 1999).

Proestro (Fig. 18):

En esta etapa el frotis vaginal se caracteriza por presentar
células epiteliales nucleadas. En el ovario se encuentran
foliculos preovulatorios, los cuales tienen mayor capacidad
de sintesis de estréogenos. Bajo la influencia del incremento
en la concentracion de esta hormona en el suero, en la
manana de este dia, la concentracion de estradiol alcanza el
valor maximo del ciclo, (evento llamado “pico” de
estrogenos)*, que induce la secrecion preovulatoria de la LH y
de la FSH tras la disminucion abrupta de estréogenos. Este
incremento maximo de la concentracion de ambas hormonas
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ocurre en la tarde de este dia (entre las 17:00 y 19:00 h segun la cepa). La
secrecion preovulatoria de LH estimula la secrecion de P4, que alcanza un
segundo “pico” en la noche de este dia, lo que favorece la ovulacion y facilita el
comportamiento sexual, el celo y la copula en la noche de este dia. (Freeman,
1994; Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000).

Estro (Fig. 19):

En este dia el frotis vaginal presenta células epiteliales
cornificadas y sin nucleo. Aproximadamente a las 01:00 h de
este dia culmina la degradacion de la pared del foliculo
ovarico y se lleva a cabo la ovulacion, después de este evento

las células foliculares se luteinizan y se forma el cuerpo luteo;
Figura 19. Citologia cuando no se produce la fecundacion el cuerpo luteo sufre
caracteristica del lutedlisis y deja de secretar P4. Entre las 01:00 y las 04:00 h

epiteliovaginalenel — 4eo) (ia del estro se presenta un segundo aumento en la

dia del estro.
secrecion de la FSH* que parece ser necesario para que un

nuevo grupo de foliculos inicie su desarrollo (Ross y col.,
1997; Geneser, 1999; Kilen y Schwartz, 1998; Schawrtz,
2000).

* ver Concentraciones séricas de P4, Eo, LH y FSH en el ciclo estral de la rata.

Cuantificacion de Hormonas Esteroides por Radio-Inmuno-
Analisis (RIA)

La cuantificacion de las concentraciones séricas de Ez y P4, se realizé por (Radio-
Inmuno-Analisis (RIA), mediante el uso de estuches comerciales marca Coat-A-
Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA), que contenian tubos de
polipropileno impregnados con anticuerpos de coneja, viales de hormona
marcada (125I-Progesterona o 125I-Estradiol) y calibradores para la realizacion
de la curva patron (P4: 0.00, 0.02, 0.1, 0.5, 2.0, 5.00, 10.0, 20.0 y 40.0 ng/mL;
E.: 0.0, 10.0, 20.0, 50.0, 150.0, 250.0, 500.0 y 900.0 pg/mL ). A cada tubo del
estuche se le adicionaron 100 uL de suero problema mas 100 uL de la hormona
marcada (1251-P4 o 125I-Ej). Los tubos se agitaron durante un minuto y se
incubaron a temperatura ambiente durante tres horas; posteriormente se
decantaron y limpiaron, finalmente con la ayuda de un contador de centelleo
gama, se cuantifico la cantidad de la hormona P4 o E.. Los datos de la
concentracion de E, se expresaron en pg/mL y los de P4+ en ng/mL. Los
coeficientes de variacion intra e inter ensayo fueron de 5.3% y 9.87 para P4,
6.9% y 10.8% para E».. El limite de deteccion para P4 fue 0.003 ng/mL y para
E> fue de 0.09 pg/mL.
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Extraccion del ARNm total de la porcion izquierda y derecha de
POA-AHA

A las muestras de tejido de POA-AHA se les extrajo el ARNm total utilizando la
metodologia habitual del laboratorio (Arteaga-Lopez y col., 2003). Cada tubo
eppendorf estéril contenia las porciones izquierda o derecha de POA-AHA el cual
contenia 300 uL de trizol. Se homogenizo6 el tejido con la ayuda de un Politron
(modelo PT -MR 3100 (Kinematica AG, Littau, Suiza). Se le agregaron 100 uL de
cloroformo y se agitéo durante 30 segundos, con la finalidad de extraer el ARNm.

Se procedié a centrifugar a 12,000 rpm a 4° C por 25 minutos; para
obtener dos fases una fase inferior organica de color rosada, la cual contiene el
ARN y las proteinas; y una fase superior acuosa incolora, donde se encuentra el
ARN. Esta ultima fase se transfirio a otro tubo eppendorf y con la finalidad de
precipitar el ARN se agregé un volumen igual de isopropanol. La muestra se
mantuvo a 4° C durante 72 h.

Transcurrido el tiempo las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm, por
25 minutos, a 4° C. Formandose una pastilla blanca amarillenta, la cual nos
muestra la precipitacion del ARN. El sobrenadante se removio y se lavo la
pastilla con etanol al 80 %. Se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 minutos a
4°C. Después de una segunda separacion del sobrenadante, los tubos se
colocaron en sentido inverso sobre una gasa estéril y la pastilla se seco a
temperatura ambiente para evitar la insolubilidad de la misma. La pastilla de
ARN se disolvio en 50 uL de H20 inyectable, que consistio en la muestra a
cuantificar.

Lectura de la muestra de ARNm total

Se tomaron alicuotas de 0.2 uL de muestra diluidas en 100 pL H20O inyectable.
Se leyeron en un Espectrofotometro (Modelo S-30 Spectrophotometro) a una
absorbancia de 260 y 280 nm. La concentracion de ARN se determino
conociendo que: una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 mg de ARN
mL-1. La pureza del ARN se determiné por medio de la relacion de absorbancias
obtenidas a 260 y 280 nm (260/280 nm).

Retrotranscripcion de la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR)

Para obtener el ADN complementario (ADNc) se realizo la retro transcripcion del
ARN total. El control negativo consistié de una muestra de agua que sustituyo
al ARN. Los reactivos y volumenes utilizados en la técnica se especifican en el
cuadro 1.
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Reactivo Para c/ muestra
ARN total 2 ug

Buffer RT 1x 2 uL

DTT 1 uL

DNTP's 0.5 uL c/u

RT M-MLV 0.5 uL + 0.5 uL H20O
Oligo dt 0.05 uL

H20 Aforado a 10 uL

Cuadro 1. Reactivos utilizados en el desarrollo en la técnica de retro-transcripcién.

Por medio de la técnica de retro transcripcion de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), se amplifico un fragmento de los genes de los RE-a, RE-f3 y el
de GnRH. Se utilizo glyceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen
control interno. En el cuadro 2 se especifican los reactivos y volumenes
utilizados en la técnica.

Reactivo Para c/muestra
Producto de RT 10 uL
Buffer PCR S uL
MgClo 2.5 uL
Taq polimerasa 0.8 uL
DNTP's 0.5 uL c/u
Oligo 1 2.0uL c/u
H-20 25.7 uL

Cuadro 2. Reactivos utilizados en el desarrollo de la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa.

La reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 en un termociclador de
gradientes (marca Eppendorf Scientific Inc, Alemania), a las temperaturas y
ciclos que se muestran en el cuadro 3.

Cabe senalar que las temperaturas de alineacion, asi como el numero de
ciclos utilizados para los genes en cuestion fueron previamente estandarizados
para la optimizacion del experimento (Arteaga-Lopez, 2005).

Gen Secuencia sentido Secuencia Temperatura | Ciclos
antisentido (°C)
GnRH CAA CCC ATA GGA CAC TAT GGT CAC 53.0 32
CCA GTG CTG G CAG CGG GG
REa TTC ACA CCA AAG TGC AGC AGC ATC 64.2 32
CCT CGG G AGC GGA
REp TCC CGG CAG CAC CCC AGA TGC ATA 55 32
CAG TAAC ATC GCT GC
GAPDH | GAT GGG TGT GAA AGT GAT GGC ATG 55.1 32
CCA CGA GA GAC TGT GG

Cuadro 3. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la retrotranscripciéon, asi como las temperaturas y
ciclos utilizados para la técnica de RT-PCR.
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Electroforesis

Una vez obtenidas las muestras, en un matraz erlenmeyer se agrego 1 gr de
agarosa, adicionando 50 mL de una solucion Buffer TBE 1x que se calento en el
microondas hasta su completa disolucion. Cuando la solucion de agarosa
alcanzo una temperatura de + 37°C, se agregaron 2.5 uL de bromuro de etidio.
Agitando el recipiente en forma circular, se mezclaron los diferentes
componentes, evitando que se formaran burbujas en la solucion. El gel se vertio
lentamente en la camara de electroforesis (Horizon 58) por uno de sus extremos
y con una punta de micro-pipeta limpia se retiraron las burbujas que quedaron
sobre el area de corrida de las muestras. Se dejo polimerizar la agarosa. Para el
corrimiento del gel, se llen6 el tanque de la camara de electroforesis con Buffer
TBE 1X hasta cubrirlo completamente, el ARN se mezclé con 10uL de soluciéon
de carga, se cargaron 25uL de cada muestra en el gel y se corrieron a 70 volts
por 150 minutos. El corrimiento de las muestras se observdo en un
transiluminador de luz ultravioleta y los negativos de las fotografias del gel se
cuantificaron por densitometria.

Analisis Densitomeétrico

Las fotografias del gel fueron tomadas con una camara Kodak Gel Logic 112. Los
negativos de las fotografias de los geles fueron sometidos a un analisis
densitométrico para cuantificar las bandas que corresponden a la expresion del
ARNm de GAPDH, GnRH, del REa y del RE mediante el programa Kodak Gel
Logic 112 Imagining System. El nivel de expresion de cada ARNm se determino
mediante la intensidad media de la banda medida en pixeles, para la GnRH
correspondiente a un producto de 250 pares de bases (pb), para el REa
correspondiente a un producto de 337 pb y el REf a un producto de 301 pb; el
valor obtenido fue dividido entre el valor de la intensidad media de la banda de
la expresion del ARNm de GAPDH correspondiente a un producto de 201 pb a
fin de normalizar los datos. El valor obtenido se expres6 como la expresion
relativa del ARNm para GnRH, REa y £.
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Modelo teodrico que explica los posibles mecanismos de accion
de la inyeccion de ATR 500 (DEf de ATR) a las 09:00 h del
diestro-2 sobre el eje hipotalamo-hipofisis-ovario

POA-AHA derecha
Proestro11:00 h
JARNmM GnRH
JARNmM REa
ARNm REP

1 Masa Ovarica

MP,] Estro 09:00h

J[E;] Proestro 11:00 h
Estro 09:00h

Figura 20. Efectos de la inyeccién subcutanea de ATR 500 sobre la ovulacion espontanea de la rata adulta
(Ilustracién del modelo biolégico por Uriel Hidalgo Lerma, 2013).

Al inyectar via subcutanea ATR 500 (DEf de ATR) loa animales no ovulan;
aumenta la masa ovarica; la expresion del ARNm para GnRH, la de los RE alfa y
beta disminuyen en el lado derecho de POA-AHA a las 11:00 h del proestro; la
concentracion de Progesterona aumenta a las 09:00 h del estro, mientras que
las concentraciones de Estradiol aumentan a las 11:00 h del proestro y a las

09:00 h del estro.
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Modelo teodrico que explica los posibles mecanismos de accion
de la inyeccion de ATR 500 (DEf de ATR) a las 09:00 h del
diestro-2 sobre el eje hipotalamo-hipofisis-ovario

OVULACION

Figura 21. Efecto del reemplazo hormonal de la sefial hipotalamica después de la administraciéon
subcutanea de la DEf de ATR ([lustracién del modelo biolégico por Uriel Hidalgo Lerma, 2013).

Al reemplazar hormonalmente la senal hipotalamica con LHRH, la ovulacion se
restablece, ya que esta hormona se acopla a sus receptores en la hipéfisis y en
respuesta a la senal los gonadotropos en la adenohipéfisis sintetizan y secretan
LH y FSH, las cuales acoplandose a sus receptores en las células del ovario,
regulan el crecimiento de los foliculos culminando en la ovulacion.
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Modelo teodrico que explica los posibles mecanismos de accion
de la inyeccion de ATR 500 (DEf de ATR) a las 09:00 h del

diestro-2 sobre el eje hipotalamo-hipofisis-ovario

OVULACION

Figura 22. Efecto del reemplazo hormonal de la sefal hipofisiaria después de la administraciéon
subcutanea de la DEf de ATR (Ilustracion del modelo biolégico por Uriel Hidalgo Lerma, 2013).

Al reemplazar hormonalmente la senal hipofisiaria con hCG, la ovulacion se
restablece, ya que esta hormona se acopla a sus receptores en las células del
ovario regulando el crecimiento de los foliculos culminando en la ovulacion.
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Modelo teodrico que explica los posibles mecanismos de accion
de la inyeccion de ATR 500 (DEf de ATR) a las 09:00 h del
diestro-2 sobre el eje hipotalamo-hipofisis-ovario

OVULACION

Figura 23. Efecto del reemplazo hormonal de la sefial ovarica después de la administracién subcutanea de
la DEf de ATR (Ilustracion del modelo biolégico por Uriel Hidalgo Lerma, 2013).

Al reemplazar hormonalmente la senal ovarica con BE la ovulacion se
restablece, ya que esta hormona se acopla a los REa y REB en el hipotalamo,
sintetizando y liberando GnRH la que en la hipofisis se une a sus receptores y
en respuesta a la senal los gonadotropos en la adenohipodfisis sintetizan y
secretan LH y FSH, que al acoplarse en sus receptores en las células de ovario
regulan el crecimiento de los foliculos culminando en la ovulacion.
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