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RESUMEN

La ovulacién es un proceso regulado por sefiales neuroendocrinas provenientes del
hipotalamo, la hipdfisis, los ovarios, etc. En el hipotalamo se secreta la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula en la adenohipofisis la
liberacion de las gonadotropinas. La secrecion de la GnRH es modulada por diversas
hormonas o neurotransmisores que la regulan de manera estimulante o inhibitoria.
Diversos estudios han mostrado que el sistema muscarinico participa en los
mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion y la secrecion de hormonas

esteroides, lo cual varia en funcién de la etapa del ciclo estral y la hora del dia.

La ovulacién es un proceso periddico. La secrecion preovulatoria de GnRH es
regulada por sefiales que provienen del nucleo supraquiasmatico (NSQ). El NSQ
recibe informacién colinérgica y se tienen evidencias que muestran que la
informacién colinérgica que llega a ambos lados del NSQ es necesaria para la

secrecion preovulatoria de la hormona luteinizante (LH) para inducir la ovulacion.

Con el fin de analizar a lo largo del ciclo estral la participacién de los receptores
muscarinicos M2 (m2AChR) del ndcleo supraquiasmatico izquierdo (NSQ-I) o
derecho (NSQ-D) sobre la ovulacion, en el presente estudio se realiz6 el bloqueo de
los m2AChR mediante el uso de un antagonista alostérico. Para ello, se utilizaron
ratas hembras, adultas y ciclicas de la cepa CllZ-V mantenidas en un fotoperiodo
LD=14:10 con agua y alimento ad libitum. A las cuales se les insertd una canula guia
dirigida hacia el NSQ-D o NSQ-I. Después de su recuperacion y de presentar tres
ciclos estrales consecutivos de 4 dias, a las 7:00 h en los dias de estro, diestro-1,
diestro-2 o proestro, los animales fueron microinyectados con 0.3 pyL de una solucién
de trietioduro de galamina (26 nmol) o 0.3 puL de solucion vehiculo. Los animales
fueron sacrificados a las 9:00 h del estro predicho y en la autopsia se cuantifico el

namero de ovocitos liberados y la tasa de animales ovulantes (TAO).



La microinyeccion de solucién salina en el NSQ-I no modificd la ovulacion. El
implante de la canula directriz o la microinyeccion de solucion salina en el NSQ-D no
modificé la tasa de animales ovulantes ni el nUmero de ovocitos liberados. En la
etapa de estro y proestro, la masa del Utero de los animales con microinyeccion de

solucion salina en el NSQ izquierdo o derecho fue menor que la del grupo intacto.

La microinyeccion con galamina, en el NSQ-I en la etapa de diestro-1 resulté en
una disminucién del numero de ovocitos liberados con respecto al grupo control
(7.4+2.5 vs. 14.7+0.7). En el proestro, el bloqueo de los receptores m2AChR resulté
en un aumento del numero de ovaocitos liberados por el ovario izquierdo y por ambos
con respecto a su grupo vehiculo (8.3+0.4 vs.7.3t+1.3; 15.0+0.4 vs. 12.3+0.5

respectivamente).

El blogueo de los receptores m2AChR, en el NSQ-D en el proestro resulto en el
blogueo de la ovulacién con respecto a su grupo vehiculo (TAO: 7/9 vs.1/9). En la
etapa del diestro-2, los animales presentaron el uUtero balonado el dia del sacrificio a

comparacion del grupo control (5/6 vs. 0/6).

En ratas que no ovulan, resultado del bloqueo de los m2AChR en el NSQ-D en la
etapa del proestro, la inyeccién de LHRH sintética indujo la ovulacién, por lo que
sugerimos que la activacion de los m2AChR del NSQ-D es necesaria para la

generacion del aumento preovulatorio de LHRH/LH.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, sugerimos que los m2AChR
del NSQ participan de manera diferencial sobre los mecanismos neuroendocrinos
que regulan la secrecion de GnRH y la ovulacién, lo cual varia en funcion del NSQs
estudiado y de la etapa del ciclo estral.

Palabras clave: Sistema colinérgico, regulacién circadiana hormona liberadora de

gonadotropinas, hormona luteinizante.



ABSTRACT

Ovulation is a process regulated by neuroendocrine signals from the hypothalamus,
pituitary gland, ovaries, etc. Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is secreted in
the hypothalamus, which stimulates the release of gonadotropins in the
adenohypophysis. The secretion of GnRH is modulated by various hormones or
neurotransmitters that regulate it in a stimulating or inhibitory manner. Several studies
have shown that the muscarinic system participates in neuroendocrine mechanisms
that regulate ovulation and steroid hormone secretion, which varies depending on the

stage of the estrous cycle and the time of day.

Ovulation is a periodic process. The pre-secretory secretion of GnRH is regulated
by signals that come from the suprachiasmatic nucleus (NSQ). The NSQ receives
cholinergic information and there is evidence to show that the cholinergic information
that reaches both sides of the NSQ is necessary for the pre-secretory secretion of

luteinizing hormone (LH) to induce ovulation.

In order to analyze throughout the estrous cycle the participation of the M2
muscarinic receptors (m2AChR) of the Suprachiasmatic nucleus left (NSQ-I) or right
(NSQ-D) on ovulation, in the present study the blockade of m2AChR was performed
through the use of an antagonist allosteric. For this, female, adult and cyclic rats of
the CIlIZ-V strain maintained in a photoperiod LD = 14: 10 with water and food ad
libitum were used. To which a guide cannula was inserted directed towards the NSQ-
D or NSQ-I. After recovery and presenting three consecutive 4-day estrous cycles, at
7:00 h on the days of estrus, right-handed, right-handed or proestrus, the animals
were microinjected with 0.3 pL of a triethiodide solution of galamina (26 nmol) or 0.3
pL of vehicle solution. The animals were sacrificed at 9:00 h from the predicted
estrous and at the autopsy the number of oocytes released and the rate of ovulating

animals (TAO) were quantified.



The microinjection of saline solution in the NSQ-I did not modify ovulation. The
implantation of the guide cannula or the microinjection of saline solution in the NSQ-D

did not change the rate of ovulating animals or the number of oocytes released.

In the estrous and proestrus stage, the mass of the uterus of the animals with

saline microinjection in the left or right NSQ was smaller than that of the intact group.

Microinjection with galamine, in the NSQ-I at the stage of diestrus-1 resulted in a
decrease in the number of oocytes released with respect to the control group (7.4+2.5
vs. 14.7+0.7). In the proestrus, blockade of the m2AChR receptors resulted in an
increase in the number of oocytes released by the left ovary and both with respect to
their vehicle group (8.3+0.4 vs. 7.3+1.3; 15.0+0.4 vs. 12.3 +0.5 respectively).

The blockade of the m2AChR receptors in the NSQ-D in the proestrus resulted in
the blockage of ovulation with respect to its vehicle group (TAO: 7/9 vs. 1/9). In the
stage of diestrus-2, the animals presented the uterine uterus on the day of sacrifice

compared to the control group (5/6 vs. 0/6).

In rats that do not ovulate, as a result of blocking the m2AChR in the NSQ-D at
the stage of the proestrus, the injection of synthetic LHRH induced ovulation, so we
suggest that the activation of the m2AChR of the NSQ-D is necessary for the
generation of the increase in LHRH / LH.

Based on the results obtained in this study, we suggest that the m2AChR of the
NSQ participate differentially on the neuroendocrine mechanisms that regulate the
secretion of GnRH and ovulation, which varies depending on the NSQs studied and

the stage of the estrous cycle.

Keywords: Cholinergic system, circadian regulation, gonadotropin releasing

hormone, luteinizing hormone.



INTRODUCCION

Regulacién neuroendocrina de la ovulacion

En los seres vivos, la reproduccion es una funcion biologica fundamental en el

mantenimiento de la especie.

El ovario esta recubierto por un epitelio cubico monoestratificado que recibe el
nombre de epitelio germinal, que se apoya en una capa de tejido conjuntivo

denominada tunica albuginea (Espey and Richards, 2006; Sherwood et al., 2013).

El foliculo ovérico es la unidad anatomo-funcional del ovario, a partir del cual se
originan los tres compartimentos del ovario: el folicular, el luteal y el intersticial
(Dominguez, 1991). Con base en el tamafio del ovocito, el nimero de capas
celulares que forman parte de los foliculos y la presencia y tamafio del antro, a los
foliculos se les clasifica en (figura 1) (Pedersen y Peters, 1968; Peters, 1969) :

R/

% Foliculo primordial. Estan formados por un ovocito en profase | (paquiteno o
diploteno) rodeado por una capa de células epiteliales planas denominadas
células pre-granulosas foliculares que estan rodeadas de una membrana basal

(Bulun, 2011; Rajkovic et al., 2006; Vantman y Vega, 2010).

X/

% Foliculo en crecimiento. La primer evidencia de que el foliculo primordial
inicia su crecimiento, es el cambio en la forma y tamafio de las células pre-
granulosas, las cuales cambian de aplanadas a cubicas (células de la
granulosa), y el aumento en el tamafio del ovocito; al foliculo se le denomina
foliculo primario (Costanzo, 2014; Pangas y Rajkovic, 2015; Sherwood et al.,
2013).

En el foliculo secundario, la Unica capa de células de la granulosa prolifera
formando varias capas (Sherwood et al., 2013). Alrededor de la membrana
basal se forma una capa de células somaticas conocida como teca (Pangas y
Rajkovic, 2015).



Dependiendo de la especie en estudio, cuando las células de la granulosa
forman de tres a cuatro capas, el complejo de ovocito y células de la
granulosa que lo rodean (cumulus oophorus) forman una membrana
intermedia denominada zona pellucida (Sherwood et al.,, 2013; Strauss and
Williams, 2019). Las células del cumulus oophorus proporcionan un sistema
de proteccion al ovocito y modifican las condiciones periovociticas que

favorecen la fertilizacion (Bulun, 2011).

Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho capas alrededor
del ovocito, comienza a observarse la presencia del licor folicular (Dominguez,
1991). La acumulacion del liquido folicular forma la cavidad antral, el cual
aumenta de tamafio con el desarrollo del foliculo (Palma, 2001; Pangas and
Rajkovic, 2015). Dependiendo de su ubicacion, en los foliculos antrales se
describen dos tipos de células de la granulosa: las murales, que estan en
contacto directo con la membrana basal y las antrales que se localizan
rodeando a la cavidad antral; estas Ultimas proporcionan un mecanismo de
transporte y un sistema de proteccién al ovocito desde su liberacion del ovario
hasta la fertilizacion (Richards et al., 2015).
Foliculo Antral. Son estructuras endocrinas altamente diferenciadas, que se
caracterizan por la formacién de la cavidad antral (Pangas y Rajkovic, 2015).
Conforme continua el desarrollo folicular, las células de la teca proliferan y se
diferencian en dos capas (Bulun, 2011; Pangas y Rajkovic, 2015; Ross et al.,
2011):
e La teca interna: se localiza en la periferia de la membrana basal y esta
formada por células secretoras, fibroblastos y fibras de colageno; tiene

una amplia red de capilares.

e Lateca externa: es la capa mas superficial del foliculo. Esta formada por
fibroblastos, células musculares lisas y haces de fibras de colageno. Esta

en contacto y se contintdia con el estroma ovarico.



+ Foliculo pre-ovulatorio. Se denomina foliculo preovulatorio a aquel foliculo
gue alcanza un diametro 2500 uym y que puede liberar al ovocito si es
estimulado por la hormona luteinizante (LH) (Dominguez, 1991; Fabregues y
Balasch, 2009).

Tamario del
Ovocito (um)
<20 2
c
)
Membrana basal g
Primordial M&Iulas de la granulosa % @
25
s 2
Membrana basal s %
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Figura 1. Clasificacién de los foliculos ovaricos de ratén (modificada de Bulun, 2011;
Rajkovic et al., 2006).
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La ovulacion

La ovulacion (figura 2) es uno de los dos procesos en que culmina el crecimiento y la
diferenciacion de los foliculos ovaricos; el otro es la atresia folicular. La ovulacion,
definida como la salida de un ovocito del ovario en condiciones de ser fecundado, es
un proceso fisiolégico que ocurre durante una parte de la vida de un individuo
(Dominguez, 1993, 1991).

Figura 2. Momento de la ovulacién en la rata (Botella, 1995).

Previo a la ovulacion, las células del cumulus se expanden, a este proceso se le
conoce como mucificacién (Richards et al., 2015). El ovocito completa su meiosis I,
libera su primer cuerpo polar y alcanza la metafase de la meiosis Il, donde se detiene

hasta ser fecundado (Pangas y Rajkovic, 2015; Russell y Robker, 2019).

Previo a la expulsiéon del ovocito, en la pared del foliculo cercana a la tanica
albuginea, se produce un proceso inflamatorio localizado, que libera proteasas que
actuan sobre la matriz extracelular del epitelio superficial (Richards et al., 2015). Esto
resulta en la desaparicion localizada de la membrana basal folicular, la separacion de
las uniones intercelulares de las células foliculares y la desintegraciéon de la

membrana basal del epitelio superficial del ovario (Dominguez, 1991).



Este proceso es regulado por sefiales provenientes del hipotalamo, la hipdfisis, el
ovario, las glandulas adrenales y por sefiales nerviosas que les llega via los nervios
vago, ovarico superior y del plexo ovarico (Casabiell, 2006; Dominguez y Cruz-
Morales, 2012).

A partir de los resultados de diferentes autores (Gerendai y Halasz, 2001, 1997),
se propone que los mecanismos de regulacion de las funciones del ovario derecho e
izquierdo, son diferentes (asimétricos). Un ejemplo muy claro de esa asimetria ocurre
en las mujeres ya que un mes ovulan del lado derecho y al otro del izquierdo (Jones,
1991). Estas asimetrias pueden ser morfologicas, bioquimicas, funcionales o

patologicas (Gerendai y Halasz, 1997).

En la rata, en condiciones no experimentales, el ovario izquierdo libera un mayor
namero de ovocitos que el derecho (Dominguez et al.,, 2003). Dominguez y col.
(1989) mostraron que las diferencias en la capacidad ovulatoria dependen
parcialmente de la inervacion (catecolaminérgica y vagal) que llega a los ovarios.
Segun Klein y Burden (1988), el ovario derecho, contiene una mayor proporcion de

fibras aferentes simpéticas que el izquierdo.

La hormona liberadora de gonadotropinas

En el hipotalamo se localizan neuronas que secretan a la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH; por sus siglas en inglés) (McArdle y Roberson, 2015; Norris
y Carr, 2013), antes conocida como hormona liberadora de la hormona luteinizante
(LHRH) (Norris y Carr, 2013).

La GnRH es un decapéptido de 10 aminoacidos (figura 3), que en el plasma tiene
una vida media de 3 a 4 minutos (min) (McCartney y Marshall, 2019; Norris y Carr,
2013).

(pa | His | Tp ) ser ) T | Gy ) Leu | Ag [ P ) Gy |— NH2

Figura 3. Esauema_due maestra Ig comp;E)sicic')n_de aanoécidos de El GnRﬁ (Schorge,
2009).



Los aminoacidos de la GnRH estan altamente conservados entre especies
(McCartney y Marshall, 2019). En vertebrados se describe la existencia de 15
isoformas de GnRH. Basado en su analisis filogenético y genémico, las moléculas de
GnRH se clasifican en cuatro grupos: GnRH1, GnRH2, GnRH3 y GnRH4 (Ando,
2016).

En los mamiferos se identifican dos tipos de GnRH’s. El primero, la mGnRH,
denominada actualmente GnRH-I (Ando, 2016), es sintetizada por una poblacién de
1000-2000 neuronas localizadas en el hipotalamo (Gore, 2002).

Los somas de las neuronas GnRHérgicas se localizan en el trayecto que se
extiende desde los bulbos olfatorios, la banda diagonal de broca (DBB), los ndcleos
del septo medial (MS), el organum vasculosum de la lamina terminal (OLVT), hasta el
hipotalamo medio basal (MBH) (Herbison, 2015; Pak y Chung, 2011). En la rata, la
mayor poblacion de somas de neuronas GnRHérgicas se localiza en el area
preoptica rostral (rPOA) y el area hipotalamica anterior (AHA) (figura 4) (Herbison,
2015).
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Figura 4. Distribucién de las neuronas de GnRH en el cerebro de raton. Las neuronas GnRH
se extiende desde el bulbo olfatorio hasta la eminencia media (ME), la gran mayoria se
localizan en el septo medial (MS), el area preéptica (POA) y en el area hipotalamica anterior
(AHA). ac: comisura anterior; OVLT: Organum vasculosum de la lamina terminal; 3V: tercer
ventriculo (Herbison, 2015).

Aproximadamente del 50 al 70% de los axones de las neuronas de GnRH-I llegan a
la eminencia media, donde entran en contacto con el plexo capilar del sistema portal
hipotalamico hipofisario (formado por capilares fenestrados), y liberan de manera
pulsatil a la GnRH-I. Esta es transportada en la sangre hasta llegar a la parte distal
de la adenohipdfisis (figura 5) (Gore, 2002; Herbison, 2015; Hoffmann y Mellon,
2018; Pak y Chung, 2011).
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Figura 5. Esquema del eje hipotalamo-hipdfisis-gbnada (modificada de McCartney y
Marshall, 2019; Norris y Carr, 2013).

En humanos, los somas de las neuronas que sintetizan GnRH-II se localizan en
regiones extra hipotalamicas; especificamente en el cerebro medio (sustancia negra),
el tAlamo (ndcleo subtalamico), el cerebro posterior (puente de Varolio, la médula
espinal y el cerebelo) y en estructuras limbicas (el hipocampo y la amigdala) (Millar,
2003). A diferencia de las neuronas GnRH-I, las neuronas secretoras de la GnRH-II
se originan de neuronas localizadas en el mesencéfalo y sus axones no son
proyectados a la eminencia media. Diversos estudios han sugerido que esta GnRH
participa en la regulacion del comportamiento sexual (McCartney y Marshall, 2019;
Norris y Carr, 2013).



Gonadotropinas

En la adenohipdfisis se localizan células especializadas denominas gonadotropos,
las cuales secretan a la LH y la hormona estimulante del foliculo (FSH),
denominadas en conjunto como gonadotropinas (Halvorson y Chin, 2001; McCartney
y Marshal Thompson y Kaiser, 2014). Se describen tres subtipos de células
gonadotropas: un subtipo que secreta FSH, el segundo LH y el tercero ambas

hormonas (Norris y Carr, 2013).

Los gonadotropos son células de forma ovalada e irregular, con un ndcleo
prominente (figura 6a) (Kaiser, 2017) y representan del 15 al 20 % todas la células

de la adenohipofisis (Norris y Carr, 2013).

b) o

Deminio
Extracelular

Dominio
Intracelular

Figura 6. Gonadotropo y la estructura molecular del receptor de GnRH de la rata. A)
Morfologia de los gonadotropos que muestra la cantidad y tamafio de los granulos densos
observados al microscopio electrénico (tomado de Norris y Carr, 2013). B) Secuencia de
aminoacidos del receptor de GnRH. Cada dominio transmembranal esta representado por un
cilindro que se encuentra inclinado dentro de la membrana. C) Representacion tridimensional
esquematica del receptor de GnRH de la rata (Anderson, 1996).

En los gonadotropos de los mamiferos, la molécula de GnRH-I se une a su receptor
membranal de tipo 1 (GnRH-R) (Anderson, 1996; Clarke and Tilbrook, 2009a), que
es miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRS)
(Thompson y Kaiser, 2014). En los mamiferos, el GnRH-R es unico entre los GPCRs
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debido a la ausencia de su extremo carboxilo terminal intracelular (figura 6b)
(Navratil et al., 2006).

La union de la GnRH-I con su receptor (Halvorson y Chin, 2001), activa diferentes
vias se sefalizacion (proteina cinasa C, proteina cinasa activada por mitdégenos,
calmodulina, etc.) que pueden o no estar mediadas por proteinas G (Jennes et al.,
2017: McArdle y Roberson, 2015; Narayan et al., 2019). La activacion del GnRH-R
se realiza por un mecanismo similar al de la Acetilcolina, como se describe en el

tema del sistema colinérgico (figura 7).

Dominio
Extracelular GNRH FSH
Membrana del [ , GoRHR ) / LH
gonadotropo 3 Proteina G A © /
CCCXCOCOCC X

Y v
X DAG
J

~ PP PIP

_— .“ : >~ , : ’ A'\
&® DR OOOOOOOOSRI OO Y

N\
Fosfolipasa C @ - Proteina (', s AA \\\ o

Citosol

¢ F ]
. nasaC >
o Cal* qui \ O A i // o

P INT"0 O
o 2D . JO—
Proteina fosforilada o o © o
que lleva a acabouna Exocitosis 578
2 s o
o funcion especifica o
° o
o © o o
o o
o o FSH
Almacenamiento de Ca’
en reticulo

endoplasmatico

Figura 7. Mecanismos celulares propuestos de las respuestas del calcio inducidas por la
activacion del receptor de la GnRH en gonadotropos hipofisarios (Bousfield et al., 2006;
Devlin, 2008; Kaiser, 2017; Narayan et al., 2019).

Los pulsos de secrecion de GnRH regulan la trascripcion de diversos genes que
codifican a las subunidades que forman a las gonadotropinas. La subunidad a-

glicoproteina (a-GSU), que es comun para ambas gonadotropinas y que contiene 92
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reducidos de aminoacidos (aa), y la subunidad B, distinta para cada gonadotropina,
que les confiere especificidad: la LHB de 121 aa y la FSHB de 111 aa (figura 8)
(Ascoli y Narayan, 2014; Kaiser, 2017; McArdle y Roberson, 2015; McCartney y
Marshall, 2019).

Tabla. Estructuras de la hormona glicoproteina a, hormona luteinizante B y hormona estimulante del

foliculo B.
Subunidad Gen Subunidad No. Deaxones  Longitud de No. De No. desitios
Locus mRNA (kb) aminodcidos de
glicesilacion
Comun o 9p21.1-23 9.4 4 0.8 92 2 (n:52,78)
LHP 19q13.3 15 3 0.7 121 1(N.30)
FSHP 11p13 3.9 3 18 117 2 (N:7,24)
z, Exon 12 3
A] Exon 123 B
M — LHP gene ) 0 ,-‘-._ i FSHp gene
AN, T P
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Figura 8. Estructura de las gonadotropinas (modificada de Kaiser, 2017).

La respuesta de los genes que codifican las subunidades de las gonadotropinas (a-
GSU, LHB o FSHpB) depende de la frecuencia de los pulsos de GnRH: los de alta
frecuencia estimulan la secrecion de la LH, mientras que los de baja frecuencia la de
la FSH (Ascoli y Narayan, 2014; McArdle y Roberson, 2015; Narayan et al., 2019).

En ambas gonadotropinas, las subunidades a-GSU, LHB o FSHB estan
glicosiladas en residuos especificos y forman heterodimeros lo cual es necesario

para que la FSH o la LH se unan a su receptor (Kaiser, 2017).

La secrecion de las gonadotropinas varia a lo largo del ciclo estral (McCartney y
Marshall, 2019). Después de ser sintetizadas, ambas hormonas son liberadas a la
circulacion sistémica en el seno venoso dural, a traves de la vena hipofisaria (figura
5) (Pak y Chung, 2011, 2011).

Una vez en la circulacion general, las gonadotropinas llegan al ovario donde se
unen a sus receptores membranales (Juarez y Miranda, 2016): los receptores de

FSH (FSHR) se localizan en las células de la granulosa de los foliculos (Bousfield et
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al., 2006), mientras que la LH se une a sus receptores (LHR) localizados en las
células de la teca interna, de la granulosa que han desarrollado receptores por

estimulacion de la FSH y a las células luteas (Bousfield et al., 2006).

Ambos receptores forman parte de las GPCRs (Narayan et al., 2019), y estan
formados por tres dominios: un dominio extracelular grande (ECD) diferente
dependiendo de la gonadotropina sintetizada por la célula, un dominio de 7 regiones
transmembranales (7TMD) y un domino intracelular (Narayan et al., 2019). EI ECD es
quien reconoce a cada gonadotropina ya que esta formado por regiones ricas en
leucina (LLR) y sitios de glicosilacion diferentes para cada receptor: 6 sitios en el
LHR y 3 en el FSHR. Una vez activado el receptor a través el 7TMD, éste propaga
los cambios conformaciones que son enviados al dominio intracelular, el cual activa a

proteinas Gs (Narayan et al., 2019).

La activacion de la proteina Gs, estimula la actividad de la adenilato ciclasa, la
cual actia sobre el ATP y produce adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Kaiser,
2017). El aumento del AMPc estimula a la proteina quinasa A (PKA), que a su vez
fosforila a proteinas que regulan la trascripcién de diversos genes (Hunzicker-Dunn'y
Mayo, 2015; Prasasya y Mayo, 2019; Richards, 2018; Russell y Robker, 2019), lo
gue resulta en la estimulacion de la esteroidogénesis y la gametogénesis (Halvorson
y Chin, 2001).

En las hembras, la FSH estimula el crecimiento, la maduracioén y la diferenciacion
de los foliculos ovaricos, la sintesis y activacion de la aromatasa (P450aro) la cual
convierte los andrégenos en estrogenos y la sintesis de receptores a estrogenos por
la LH en células de la granulosa. La LH estimula principalmente la liberaciéon del
ovocito (ovulacion), la sintesis de progesterona y androgenos por las células
secretoras de la teca interna, la sintesis de la P450aro en aquellas células de la
granulosa que expresan receptores a LH y estimula la formacién y funciones del
cuerpo luteo (Dominguez, 1991; Hunzicker-Dunn and Mayo, 2015; Norris y Carr,
2013; Pak y Chung, 2011).
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Regulacion de la secrecion de GnRH

La secrecidon de GnRH en el plexo del sistema porta hipotalamo-hipofisario es pulsatil
y por lo tanto también la secrecién de las gonadotropinas. En los afios 80, Knobil y
col. (1988), mostraron que la estimulacion pulsatii de GnRH en los gonadotropos
estimula la secrecion de LH y FSH, mientras que la infusién continua de GnRH no

estimula la secrecion de éstas (figura 9) (Kaiser, 2017).
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Figura 9. Experimento de Knobil donde se muestra que la administracion pulsatil de GnRH
estimula la secrecion fisioldgica de LH y FSH, mientras que la administracién continua no lo
hace (Kaiser, 2017).

La pulsatilidad (o actividad ritmica), es una propiedad intrinseca de la neurona de
GnRH (Bulun, 2011). La liberacion pulsatil de GnRH es estimulada por la actividad
del llamado generador de pulsos de GnRH, localizado en el en el MBH, en particular

en el nacleo arqueado (NA) (Herbison, 2008).

Los pulsos de secrecién de GnRH, no solo influyen en la frecuencia de liberacion
de las gonadotropinas, sino que también modulan el grado de glicosilacién de la

molécula (Bulun, 2011).



Se describen dos tipos de secreciéon de GnRH: 1) la secrecion basal o ténica de
GnRH (pulsos de baja frecuencia), estimula la secrecion de FSH lo cual ocurre
durante la mayor parte del ciclo estral; y 2) la secrecion fasica (pulsos de alta
frecuencia), estimula el aumento de secrecion de LH que induce la ovulacion
(Goodman et al., 2014).

Los ritmos de secrecion de las neuronas de GnRH son modulados por diversas
hormonas y neurotransmisores que actian de manera estimulante o inhibitoria
(Bulun, 2011; Dominguez, 1997). En particular, la liberacion de GnRH es regulada
por las hormonas esteroides (Clarke y Tilbrook, 2009). Los estrogenos ejercen
circuitos de retroalimentacion estimulante o inhibitoria (Clarke y Tilbrook, 2009), que
se explican por la unién del estradiol a su receptor alfa (ER-a) localizados en células
secretoras de kisspeptina (Kp), la cual es codificada por el gen Kiss-1, del AVPV
(estimulantes) o en células Kp localizadas en los nucleos arcuatus (ARC) (Herbison,
2008; Radovick et al., 2012; Rgnnekleiv et al., 2010). Los axones de las neuronas Kp
hacen sinapsis con el soma y las dendritas de las neuronas GnRHérgicas (Clarkson
y Herbison, 2006). EI aumento de las concentraciones de estrégenos estimula la
expresion del gen Kiss-1 en el AVPV y al mismo tiempo lo disminuye en el ARC. En
el ARC, las neuronas Kp co-expresan neuroquinina-B (NKB) y dinorfina y reciben el
nombre de neuronas KDNy (Beymer et al., 2016). Estas neuronas responden a la
disminucién de las concentraciones de estrégenos, lo que resulta en la disminucién
de la expresion del gen Kiss-1 (Tena-Sempere, 2014). La union de la Kp con su
receptor GPR54, estimula la secrecion fasica de GnRH/LH (figura 10) (d’Anglemont
y Colledge, 2010).
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Figura 10. Modelo de la regulacion de la secrecion de GnRH en el hipotalamo por efectos
del estradiol (Popa et al., 2008).

Regulacion circadiana de la ovulacién

La ovulacién es un proceso fisiolégico periddico que es modulado por mdultiples
factores (Dominguez, 1991), debido a que las neuronas GnRHérgicas deben
integrar una gran variedad de sefiales externas e internas para Su correcto

funcionamiento (Campbell, 2007).

Everett y Sawyer, en 1950, mostraron que el aumento de las concentraciones de
LH en el dia del proestro ocurre a una hora particular del dia, a este momento se le

denomino periodo critico. En los roedores existe un mecanismo circadiano, una sefial
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gue se repite aproximadamente cada 24 horas, la cual es efectiva para estimular la
secrecion de GnRH (Butler et al., 2017)

Este mecanismo circadiano asegura que el inicio del aumento pre-ovulatorio de
LH; y esta coordinado con el comportamiento sexual del animal (Herbison, 2008). Por
ello, Funabashi y col., (2002); Simonneaux y col., (2012) sugieren que la secrecion
preovulatoria de GnRH es regulada por dos sefales: una sefial neuronal que
proviene del Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) que indica la hora del dia y otra que

indica el aumento preovulatorio de la concentracion de estrégenos.

En los mamiferos, el NSQ es el principal marcapaso circadiano que controla los
ritmos biolégicos (Hastings et al., 2005). Es una estructura bilateral formada por
aproximadamente 10,000 neuronas y se localiza cerca de la linea media del cerebro;
en la porcién ventral del hipotalamo anterior y dorsal al quiasma 6ptico (Coomans et
al., 2015; Corona et al.,, 2008). EI NSQ, recibe informacion fética por una via
monosinaptica de la retina; el tracto retinohipotalamico (RHT) (Coomans et al., 2015).

Varias funciones fisiologicas como la temperatura corporal, la presion arterial, el
suefio y muchos pardmetros endocrinos, se expresan en un patrén oscilatorio de 24
horas dirigidos por el NSQ (Gillette y Tischkau, 1999). En los mamiferos, el sistema
circadiano es una coleccion jerarquica de relojes ubicados por todo el cuerpo.
Algunos de dichos relojes son 6rganos endocrinos en los cuales su expresion regula
la sintesis y secrecion de hormonas a lo largo del dia. Algunos ejemplos de estos
relojes son: la glandula pineal, las glandulas adrenales y los ovarios, los cuales a su

vez son coordinados por el NSQ (Evans, 2016).

Las neuronas que expresan el Péptido Intestinal Vasoactivo (VIP), localizadas en
la region ventromedial del NSQ, estimulan directamente la secrecion de GnRH en
POA, mientras que las neuronas que expresan Arginina Vasopresina (VP),
localizadas en la region dorsomedial del NSQ, regulan la liberacion de GnRH de
manera indirecta a través de las neuronas de Kp del AVPV (figura 11) (Moore, 2013;

Simonneaux et al., 2012).
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Figura 11. Representacion esquematica de las sefiales circadianas y estrogénicas que
controlan el pico preovulatorio de LH en las ratas hembra. RFRP: neuronas que sintetizan un
neurotransmisor homdlogo de la hormona inhibidora de gonadotropinas (Beymer et al.,
2016).

Sistema colinérgico central y periférico

Existen diversos neurotransmisores y neuropéptidos que participan en la secrecion

de gonadotropinas (Jennes et al., 2017); entre ellos el sistema colinérgico.

El sistema nervioso es una red de comunicacion formada por neuronas, que
coordina y regula el medio interno del cuerpo y permite la interaccién del organismo

con su ambiente (Levy et al., 2006).



Anatomicamente el sistema nervioso se divide en sistema nervioso central (SNC)
formado por el encéfalo y la médula espinal; y sistema nervioso periférico (SNP),
constituido por los nervios craneales, espinales y ganglios (simpéticos y
parasimpéaticos) (Covefas y Sdnchez, 2014; Waxman et al., 2011).

La unidad anatomica y funcional del sistema nervioso es la neurona (Webb, 2017);
una célula especializada en la recepcion, procesamiento y transmision de la

informacion a otras neuronas o células efectoras (Crossman y Neary, 2011).

Las neuronas se comunican entre si enviando informacion en forma de
potenciales de accion; llamados “impulsos nerviosos” (Hall y Guyton, 2011). Los
impulsos se trasmiten por la sinapsis (lugares de transmision del impulso) (Wilmore y
Costill, 2010) y, dependiendo del mecanismo de trasmision entre las neuronas, la

sinapsis se clasifican en eléctricas y quimicas (Patel y Feucht, 2011).

En las sinapsis eléctricas, la transmisiéon de la informacion se hace por un
intercambio idnico que pasan directamente de una neurona a otra modificando su
potencial de membrana (Bustamante, 2007; Hill et al., 2006). El flujo i6nico es
bidireccional (es decir, que el mensaje se trasmite de la célula postsingptica a la
sinaptica y viceversa) y se realiza por intermedio de las uniones comunicantes
(uniones gap) (Bustamante, 2007; Hill et al., 2006; Levy et al., 2006).

En las sinapsis quimicas existen dos compartimientos denominados presinapsis
localizada en la neurona activante o célula efectora y postsinapsis localizada en las
membranas de ambos compartimientos. Estan separadas por un espacio extracelular
de 20 a 30 nm denominado hendidura sinaptica (Costanzo, 2014; Purves et al., 2016;
Ross et al., 2011). En la presinapsis se localizan los neurotransmisores (sustancias
con las cuales se intercambia informacién neuronal durante la sinapsis) y en la
postsinapsis se encuentran los receptores al neurotransmisor (Cardinali, 2007a;
Cordova, 2003). Estas sinapsis son unidireccionales, es decir, que la informacion se

trasmite una sola direccion (Bustamante, 2007).
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El SNC utiliza principalmente sinapsis quimicas para la trasmision de la
informacion (Webb, 2017). En funcion del neurotransmisor liberado en la sinapsis, en
el sistema nervioso se reconocen diversos sistemas de neurotransmision:
monoaminérgico, colinérgico, peptidérgico, aminoacidérgico y otros como el 6xido
nitrico y la anandamida (Barrett y Ganong, 2015; Kolb y Whishaw, 2014; Miller y Yeh,
2017). El sistema colinérgico es aquel que utiliza a la Acetilcolina (ACh) como

neurotransmisor principal (Page, 1998; Patel y Feucht, 2011).

En la sinapsis, la unién de la ACh a su receptor resulta en el inicio de un impulso
nervioso por la despolarizacion de la sinapsis (efecto estimulante) o puede
hiperpolarizar a la sinapsis y bloquear la progresion de un impulso (efecto inhibitorio).
Que el resultado sea estimulante o inhibitorio depende del tipo de receptor al cual se
une. La sintesis, el almacenamiento y la liberacién de la ACh es similar en todas las

neuronas del sistema nervioso (Westfall y Westfall, 2007).

En las neuronas, la ACh se sintetiza a partir de la colina y acetil Coenzima A
(acetil-CoA) (Purves et al., 2016), por accién de la acetilcolintransferasa (AChE), la
cual transfiere un grupo acetilo del Acetil-CoA a la colina (figura 12) (Bylund, 2016;
Heller Brown y Laiken, 2012). La AChE se sintetiza dentro del reticulo endoplasmico
rugoso en el soma de la neurona y se transporta a lo largo del axén hacia la terminal
nerviosa (Hill et al., 2006; Westfall y Westfall, 2011).

CH, o CH,
OH *‘N— CH, Acetilcolintransferasa o coo *N— CH,
CH, CH,
Colina o
HSCoA Acetilcolina

CH,— C— HSCoA
Acetil-CoA

Figura 12. Biosintesis de la acetilcolina (Delgado et al., 2008).

La acetil-CoA se sintetiza en las mitocondrias de las terminales nerviosas (Hill et al.,

2006; Westfall y Westfall, 2011). Su sintesis se produce a partir de diversas rutas
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metabdlicas, como la B-oxidacion de los acidos grasos, la degradacion de algunos
aminoacidos y, principalmente, por la descarboxilacion oxidativa del piruvato (Peretd
et al., 2007).

El piruvato, generado durante el glucdlisis ingresa a la mitocondria por medio de
una proteina de transporte, por accion de la enzima piruvato deshidrogenasa (Melo
et al., 2016) y forma la acetil-CoA (figura 13) (Pocock y Richards, 2005), que es
trasladada al citoplasma (Fisher y Wonnacott, 2012).

Citosol Mitocondria

0 IAD' AR+ H°
¢ 0
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Piruvato rnamoiti ' Acetil-CoA

Figura 13. Biosintesis de la Acetil-CoA (Campbell et al., 2010).

O

Debido a que el sistema nervioso no sintetiza colina, ésta se adquiere de la dieta. La
colina se forma a partir de la L-Serina que es descarboxilada por efectos de la serina
descarboxilasa y forma una etanolamina la que posteriormente es metilada y da
como resultado la formacion de la colina (figura 14). Sin embargo, la principal fuente
de colina es la derivada de la hidrélisis de la ACh (Fisher y Wonnacott, 2012; Velasco
y Alvarez, 1988).

CH
COOH Serina Colina !
OH (~ descarboxilasa ’ NH, N-metiltrasferasa . OH *N— CH,
H
NH, OH CHs
. Colina
L-serina

Figura 14. Biosintesis de la colina (Delgado et al., 2008).

La colina es transportada desde el espacio extracelular de la sinapsis hasta el

citoplasma de la terminal nerviosa, mediante un transportador de colina (ChT), que



ingresa una molécula de colina y una de sodio (Na+) (figura 15) (Barrett y Barman,
2012; Szabo et al., 2009).
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Figura 15. Cambios bioquimicos en la sinapsis colinérgica (Barrett y Ganong, 2015, 2010).

En el citoplasma de la terminal nerviosa, el transportador de ACh vesicular (VAChHT)
capta a la ACh recién sintetizada y la empaqueta en vesiculas sinapticas. VAChT
utiliza un gradiente electroquimico de protones para introducir a la ACh al interior del
organelo (Westfall y Westfall, 2011, 2007).

En la neurona colinérgica, la ACh se almacena en vesiculas localizadas en el
compartimiento de la ACh movilizable, formado por las vesiculas ubicadas en la
terminal nerviosa cerca del sitio de liberacién y el compartimiento de almacenamiento
de ACh, formado por las vesiculas fijadas en el citoesqueleto, es decir alejadas del
sitio de liberacion (Hill et al., 2006).
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En las sinapsis, la ACh es liberada por exocitosis (Voet y Voet, 2006); éste
proceso es regulado en la mayoria de los casos por las proteinas transmembranales
denominadas en conjunto como proteinas SNARE (o receptor de proteina de union al

factor sensible a N-etilmaleimida soluble) (Jeevendra, 2016).

Las SNARE se dividen en dos grupos: las proteinas de la membrana de la
vesicula sinaptica (R-SNARE; originalmente denominas VSNARE) y las proteinas de
la membrana plasmatica (Q-SNARE; originalmente denominadas tSNARE) (figura
16) (Koolman y R6hm, 2004; Voet y Voet, 2006).

Sinaptatagmina o Sinaptofisina
C

Sinapsis colinérgica

o™
WG
&

Smapsmna

Vesculas

Zoma activa

Neurona AChR
postsindptica Vesicula sindptica de ACh

Figura 16. Proteinas SNARE involucradas en la sinapsis. A) Proteinas de la vesicula
sinaptica (R-SNARE). B) Proteinas de la membrana plasmatica (Q-SNARE) (Katzung et al.,
2016; Zucker et al., 2014).

Los R-SNARE son receptores que contienen residuos de arginina, e incluyen
proteinas como la sinaptobrevina, mientras que los Q-SNARE contienen residuos de
glicina y la forman proteinas como la sintaxina y la SANAP-25 (proteina asociada al
sinaptosoma) (Goodman et al., 2007; Voet y Voet, 2006).
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Cuando un potencial de accion llega a la membrana de la neurona colinérgica, se
activan canales de calcio dependientes de voltaje (fundamentalmente de los tipos N
o P), lo que facilita la entrada de calcio (Ca?*) al botdn sinaptico (Voet y Voet, 2006).
El aumento del Ca?* intracelular desencadena cambios en la forma de las proteinas
lo que resulta en el traslado de vesiculas de la region de reserva hacia el boton

sinaptico (Koolman y R6hm, 2004; Morales y Ivorra, 2005).

Una vez dentro de la terminal nerviosa, el Ca?* se une a la sinaptotagmina, una
proteina de membrana asociada a las vesiculas (VAMP) de ACh (Sanabria-Castro et
al., 2017), la cual detecta el aumento de Ca?* citosélico (Lodish, 2013) y en el
citoplasma se forma el complejo Ca?*-sinaptotagmina que favorece la unién de la
sintaxina con la VAMP (Fox, 2014; Purves et al., 2016; Sanabria-Castro et al., 2017).

En la figura 17 se muestra como se forma el poro de fusién de una vesicula y la
membrana celular. En resumen, las vesiculas colinérgicas se aproximan a la
membrana celular por la formacién del complejo SNARE, formado por un dominio a-
helicoidal de la VAMP, dos dominios mas largos a-helicoidales de la sintaxina y el
dominio intracelular de la SNAP-25. Este complejo avanza del extremo N haciael Cy
tiene un cambio conformacional de trasn-SNARE a cis-SNARE, lo que resulta en la

formacién del poro de fusién (Schwartz y Merz, 2009; Zucker et al., 2014).
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Figura 17. Mecanismo de fusion de la membrana vesicular y la plasmatica durante la
sinapsis. A) la fusion es impulsada por el complejo trasn-SNARE el “cierre” de este complejo
resulta en la fusion de las membranas. B) Representacion estructural del complejo SANRE
(Zucker et al., 2014).

Como resultado de dicho proceso, las vesiculas de ACh se aproximan y fusionan con
la membrana plasmatica de la region terminal denominada zona activa (Morales y
Ivorra, 2005). El éarea fusionada se abre, la ACh es liberada en paquetes
multimoleculares denominados cuantos y difunde a través de la hendidura sinaptica

hacia la membrana postsinaptica (Hill et al., 2006).

En las sinapsis colinérgica, la ACh es hidrolizada por la enzima
acetilcolinesterasa formando colina y acetato (figura 18) (Fisher y Wonnacott, 2012).
La colina, producto del metabolismo de la ACh, es recapturada por la terminal
nerviosa y reutilizada como precursor para la sintesis de ACh (figura 15) (Muller y
Nistic6, 1989).
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Figura 18. Metabolismo de la ACh (Delgado et al., 2008).

Los somas de las neuronas colinérgicas del SNC se localizan en el nicleo medial
septal, el nacleo tegmental pedunculo-pontino, la banda diagonal de broca, y, sobre
todo, en el ndcleo basal de Meynert. Sus terminales nerviosas se proyectan a
diversas estructuras del SNC, el bulbo olfatorio, la corteza, la amigdala, el
hipocampo, el talamo y el hipotalamo (Figura 19) (Cardinali, 2007b; Cummings,
2000; Flores et al., 2005; Wevers, 2011). En el hipotdlamo, el area predptica medial
(mPOA), el NSQ y el ARC reciben inervacién colinérgica (Hut y Van der Zee, 2011;
Turi et al., 2008).

Y o
. (Q ) « Cerebro anterior basal colinérgico

Sistema colinergico del tronco
= cerebral

Pt cerebro anterior basal
L )= colinérgico (TANSs)

N. cerebelosos
profundo

N. reticular
pontino

magnus

Figura 19. Esquema que muestra las proyecciones aferentes y eferentes de los principales n.
colinérgicos en el SNC de los mamiferos. Abreviaturas: BLA: amigdala basolateral, DF: rafé dorsal,
EC: corteza entorrinal, HDB: banda horizontal diagonal de Broca, IPN: n. interpeduncular, LC: locus
coeruleus, LDT: n. tegmental laterodorsal, Lh: hipotadlamo lateral, MHb: habénula medial, ME: septum
medial, nbM: n. basal de Meynert, PPT: n. tegmental pedunculopontino, Sl: substancia innominada,
SN: sustancia negra, TANs: neuronas tdénicamente activas (interneuronas colinérgicas del cuerpo
estriado), VDB: banda vertical de la banda diagonal de Broca (Lebois et al., 2018).
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Receptores colinérgicos

Los efectos del sistema colinérgico se ejercen por la union de la ACh con sus
receptores colinérgicos (AChR) presentes en la membrana celular de otra neurona

(postsinaptica) o de una célula efectora (English y Jones, 2012).

Con base en sus propiedades farmacoldgicas, los AChR se clasifican en dos
categorias: nicotinicos (nNAChRs) y muscarinicos (mMAChRs) (Salaices et al.,
2009; Heller y Laiken, 2012; Rang et al., 2016).

Receptores nicotinicos (nAChR)

Los nAChR pertenecen a la familia de receptores acoplados a canales idGnicos
regulados por ligando (Westfall y Westfall, 2007). Estos receptores estan formados
por cinco subunidades (q, B, y, d y €) que constituyen un canal que permite la entrada

de cationes a la célula (figura 20) (Barrett y Barman, 2012; Naser y Kuner, 2018).
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Figura 20. Esquema de un nAChR ensamblado A) caracteristicas estructurales de los
NAChR; los cuadros de colores representan los cuatro segmentos transmembrana, M1, M2,
M3 y M4. B) La unién de una molécula ACh a cada uno de los dos sitios de unién de la
subunidad a, cambia la conformacion del receptor permitiendo los iones Na + y K + fluyan a
través del canal (Fisher y Wonnacott, 2012; Lopez y Fernandez, 2008).
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Cada subunidad posee cuatro segmentos transmembranales (TM1, TM2, TM3, TM4),
en forma de a- hélice (figura 20). Los aminoacidos que constituyen la a hélice del
segmento TM2 presentan propiedades anfipaticas y conforman el poro del receptor
(Sanabria-Castro et al., 2017).

La unién de la molécula de ACh a estos receptores desencadena un cambio
conformacional que resulta en la apertura del canal, lo que permite el paso de

cationes como el Na*, potasio (K*), Ca?* (figura 20b) (Barrett y Barman, 2012).

Los nAChR se localizan en el musculo esquelético, en los ganglios del SNP y en
diversas regiones del SNC (Vazquez-Palacios y Bonilla-Jaime, 2004). Se dividen en
receptores que median la activacion neuromuscular (nAChR M) o la neuronal
(nAChR N) en los ganglios autonomos y en el SNC (English y Jones, 2012; Heller y
Laiken, 2012).

Se han identificado 10 tipos de subunidades alfa (a1- a10), mientras que para la
subunidad B se distinguen cuatro (31-f4) (cuadro 1) (Taylor, 2012).

Cuadro 1. Subtipos de receptores nicotinicos en el musculo y en el sistema nervioso (Taylor,
2012).

Composicién Formacion
Muscular al,B1,vy,96,¢ 02Byd o a2ped
a2 a6 B2 _ .
Varios ensamblajes
a3 a7 B3 .
pentaméricos
o4 B4
Neuronal deayposolo
a2 a9
a
al10

El nAChR M estan formados por subunidades a (dos), B, d, y o bien € (una) (cuadro
1) (Barrett y Barman, 2012). Estas subunidades se unen y forman un complejo
pentameérico. En el masculo embrionario o fetal, los receptores estan formados por la
subunidad vy, posteriormente en el musculo adulto esta subunidad es sustituida por la

subunidad ¢ (Goodman et al., 2007; Vazquez-Palacios y Bonilla-Jaime, 2004). Para
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la activacion de estos canales es necesaria la union de dos moléculas de ACh en la
subunidad a (figura 21) (Szabo et al., 2009).

Interior

Receptor del musculo adulto

Figura 21. Estructura y disposicion de las unidades del nAChR M. A) Vista longitudinal del
receptor; las flechas indican los sitios de union de la ACh en las subunidades a. B)
Disposicion de las subunidades del receptor nicotinico, en el adulto la subunidad y es
sustituida por la subunidad € (modificada de Goodman et al., 2007; Katzung et al., 2016).

En cambio, los nAChR N solo estan formados por subunidades a o a y 3 (Barrett y
Barman, 2012). En el SNC solo se han identificado nueve tipos de subunidades a y
tres B. Las subunidades a neuronal, excepto la a5, se combinan con sus
subunidades B y forman heterémeros. Los receptores homoméricos funcionales
estan formados solo por subunidades a7 (Taylor, 2012). La activacién de los nAChR
N heteromeros ocurre cuando dos moléculas de ACh se acoplan a sus sitios de

union localizados entre las subunidades a /B (figura 22).
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Figura 22. Estructura y disposicion de las unidades del nAChR N. A) Vista longitudinal del
receptor; las flechas indican los sitios de union de la ACh en las subunidades a. B)
Disposicion de las subunidades del receptor nicotinico homomérico y heteromérico
(Goodman et al., 2007; Katzung et al., 2016).

Receptores muscarinicos (mAChR)

Los mAChR pertenecen a la familia de GPCR, cuya estructura basica es un péptido
que esta formado por un 7TMD. En el sistema nervioso se expresan 5 subtipos de
mAChR (M1, M2, M3, M4 y M5) (Abrams et al., 2006; Lebois et al., 2018; Mendoza,
2008a).

En funcién de sus caracteristicas de acoplamiento a la proteina G y sus
mecanismos efectores, los mMAChR se subdividen en dos grupos: los que activan
proteinas Gg/G11 y los que activan proteinas Gi/Go (figura 23) (Fisher y Wonnacott,
2012).
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Figura 23. Subdivision de los mAChR. Los receptores M1, M3 y M5 activan a proteinas Gq /
G11, mientras que los M2 y M4 estimulan a proteinas Gi/Go (Fisher y Wonnacott, 2012).

La union de la ACh a los receptores M1/M3/M5, produce un cambio conformacional
que hace que la subunidad aq active a la fosfolipasa C (PCL) localizada en la
membrana, la cual hidroliza al Fosfatidilinositol-4,5-Difosfato (PIP2), lo que da como
resultado dos productos: el Diacilglicerol (DAG) y el Inositol-1,4,5-tri-fosfato (IP3)
(Figura 24) (Arce et al., 2006; Mendoza, 2008b; Salaices et al., 2009).
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Figura 24. Esquema que explica el mecanismo de accién de la unién de la ACh a los
receptores M1/M3/M5 (Hill et al., 2006).
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El IPz y el DAG actian como segundos mensajeros en la movilizacion de Ca*?. El IP3
se une a sus receptores en el reticulo endoplasmico rugoso y como resultado los
receptores se abren y permiten la salida de Ca*? (Arce et al., 2006; Jiménez y
Merchant, 2003). El DAG activa a la proteina cinasa C (PKC), la cual fosforila a
diversas proteinas en la membrana plasmatica (Arce et al., 2006; Hill et al., 2006).
Este proceso tiene como resultado el aumento del Ca*? citoplasmatico que activa a
diversas enzimas lo que desencadena diversas respuestas fisioldgicas, que
dependen de las células a las cuales se une la ACh (Mendoza, 2008b; Salaices et
al., 2009).

La union de la ACh a los receptores M2 /M4 activa la unién de la GTP a la
subunidad ai, y como resultado de su disociaciébn se inhibe la actividad de la
adenilato-ciclasa y por tanto la activacién de la PKA (cinasa dependiente de AMPCc).
Las subunidades By se unen y activan a canales de K*, lo cual resulta en la
hiperpolarizacién de la membrana plasmética (figura 25) (English y Jones, 2012;
Mendoza, 2008a).
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Figura 25. Mecanismo de accioén de los receptores M4/M2 (tomado de(Hill et al., 2006).

Los AChR M participan en la regulacion de diversos procesos fisioldgicos, tanto en el
SNC como en 6rganos inervados por el sistema nervioso parasimpatico (cuadro 2)
(Fernandez, 2015).
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Cuadro 2. Respuestas celulares a la unién de la ACh a los subtipos de mAChR (Abrams et
al., 2006; Aronstam y Patil, 2009; English y Jones, 2012; Goodman et al., 2007; Haga, 2013;
Kleinz y Spence, 2008; Langmead et al., 2008; Lorenzo Fernandez, 2015; Miller y Yeh,

2017).
mMACh Localizacion Funcién Agonistas Antagonistas
SNC: abundanenla | Participanen mecanismos como Atropina
corteza, hipocampo, el aprendizaje y la memoria ACh Escopolamina
cuerpo estriado, Modulan la transmision Carbacol Pirenzepina
hipotalamo y cerebro colinérgica. . Telenzepina
M1 : ) . o Oxotremorina :
medio Disminucion de la liberacion de T Toxinas del
. . . Cevimelina
Ganglios dopamina (DA) y mecanismos la - veneno de
2 ) Xanomeline
autonémicos locomocion mamba
Gléandulas Incremento de secreciones
Se expresa
ampliamente en el .
S Atropina
SNC Modula la respuesta parasimpatica ACh .
. i - < Metoctramina
M2 Corazén del corazon vy la liberacién de Carbacol Galamina
Musculo neurotransmisores Pilocarpina Himbacina
Terminaciones de
nervios autonémicos
Estimula la secrecion de glandulas
SNC e -lon de g ACh .
. . Inhibicidn de la liberacion de DA Atropina,
Musculo liso i Carbacol
M3 a - Contraccion muscular Lo 4-DAMP
Glandulas exocrinas P s o Cevimeline, . .
) Sintesis de 0xido nitrico . . Solifenacina
Corazon iy Pilocarpina
Regulan la sudoracion
Inhibicion de la libracion de .
. Atropina,
neurotransmisores ACh Pirenzenina
M4 SNC: prosencéfalo Estimula la liberacién de DA . 1zepi
- - Xanomeline | Tropicamida
Participan en mecanismos como la . .
L Himbacina
cognicion
Su expresion es Mediador de la dilatacion de
restringida en SNC: arterias y arteriolas ACh
M5 hipotalamo, Estimula la liberacion de DA. . Atropina
; Sabcomeline
hipocampo y cerebro Modula el tono vascular de los
medio vasos sanguineos del encéfalo.
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LOS RECEPTORES MUSCARINICOS M2 (m2AChR)

En el SNC, los m2AChR se han mostrado en neuronas del hipocampo, la neocorteza
(frontal, temporal, parietal y occipital), el talamo, el cuerpo estriado, la médula espinal
y el hipotalamo (Abrams et al., 2006; Langmead et al., 2008; Velayos, 2009, Lebois
et al., 2017).

En el hipocampo y la corteza cerebral del ratén, los m2AChR son los principales
autorreceptores muscarinicos inhibidores (Langmead et al., 2008; Zhang et al.,
2002). La estimulacién de los m2AChR localizados en la neurona presindptica
disminuyen la liberacion de ACh y en la postsinptica la de otros neurotransmisores
(Miller y Yeh, 2017).

Los m2AChR se localizan en las membranas de neuronas presinapticas

colinérgicas y en neuronas no colinérgicas (Gregory et al., 2007).

En el hipotalamo, los m2AChR se localizan en AHA, el area hipotalamica dorsal
(DHA), el nucleo dorsomedial (MDN), los nacleos mamilares, el nacleo hipotalamico
posterior, los nucleos supra-mamilares, el nacleo supradptico, el NSQ y el Nucleo
Ventromedial (MVN) (Spencer et al., 1986).

En el NSQ se expresan los cinco tipos de receptores muscarinicos, pero en el
axon de las neuronas que forman este nucleo, solo se expresa en receptor m2AChR
(Huty Van der Zee, 2011).

FARMACOS QUE BLOQUEAN O ESTIMULAN A LOS mAChR

Los farmacos colinérgicos, también llamados medicamentos colinomiméticos, son
moléculas que tienen afinidad por el receptor de la ACh (Dowd, 2017). La potencia
de estos farmacos depende de la capacidad que tienen para unirse a su receptor
(afinidad) y su capacidad de producir cambios o modificaciones sobre el receptor
(eficacia) (Repetto et al., 2010). En particular, existen farmacos que estimulan
(agonistas) o que bloguean (antagonistas) a los mMAChR (Barahona y Olivos, 2015;
Gbomez, 2006; Montafiez et al., 2010).
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Agonistas muscarinicos

Los agonistas de los mAChR se dividen en dos grupos: 1) ésteres de colina, que
comprenden a la ACh y a otros ésteres sintéticos, y 2) los alcaloides colinomiméticos

naturales (pilocarpina, muscarina) y sus derivados sintéticos (Goodman et al., 2007).
v" PILOCARPINA

Es un alcaloide (Ci1Hi6N202) (figura 26), extraido de arbustos tropicales
pertenecientes al género Pilocapus (Goodman et al.,, 2007). La pilocarpina fue
aislada de esta planta en 1875 por el médico Coumtinhou (Shiroma y Costa, 2015).
Se une a todos los mAChR, aunque con mayor afinidad a los msAChR (Hancock,
2007). Es una amina terciaria, por lo que atraviesa la barrera hematoencefalica y se

absorbe facilmente tanto a nivel digestivo como parenteral (Hancock, 2007).

0=C_ CH, HC  CH
0 \
Figura 26. Formula quimica de la pilocarpina (Westfally Westfall, 2011).

v MUSCARINA

Fue aislada por primera vez de la Amanita muscaria en 1968 por Oswald
Schmiedeberg. Es un antagonista de los receptores muscarinicos y al ser una amina
cuaternaria (figura 27), su absorcién es menos eficiente en el tracto gastrointestinal
que las aminas terciarias, y no cruza la barrera hematoencefalica (Hillier, 2007;
Montarfiez et al., 2010).

OH N CH,
H3C _CH2 +N _ EH3
0 CH,

Figura 27. Formula quimica de la muscarina (Fisher y Wonnacott, 2012).
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v CARBACOL

El carbacol, también conocido como carbamilcolina, actia como agonista de los
receptores colinérgicos (muscarinico y nicotinicos) (Shiroma y Costa, 2015). A
diferencia de la ACh, el carbacol en soluciones acuosas es resistente a la hidrolisis
producida por la colinesterasa, (Heller y Laiken, 2012). Es una amina cuaternaria
(figura 28) que tiene carga positiva, por lo que no ingresa al SNC y es necesario
inyectar el medicamento directamente en el tejido cerebral o en el liquido

cefalorraquideo (Hoover, 2016).

0
+
(CH5);NCH,CH,OCNH,

Figura 28. Férmula quimica del carbacol (Westfall y Westfall, 2011).

Antagonistas muscarinicos

Los antagonistas muscarinicos son farmacos que bloquean competitivamente la
union de la acetilcolina con el mMAChR (Rang et al., 2016). Se clasifican segun su
origen en: alcaloides naturales (atropina y escopolamina), derivados semisintéticos

(homatropina) y derivados sintéticos (pirenzepina, ipratropio) (Montafiez et al., 2010).

v ATROPINA

La atropina una amina terciaria de origen natural, extraida de la Atropa belladonna
(Hillier, 2007). Es un antagonista competitivo de la ACh enddgena, es decir, actia de
manera selectiva inhibiendo todos los mAChR como resultado de su alta afinidad
(Barahona y Olivos, 2015).

Es un alcaloide natural con estructura de éster organico, el acido trépico, y una
base nitrogenada terciaria (la atropina) (figura 29) (Fernandez, 2015). Su estructura
no polar le permite atravesar la barrera hematoencefalica y la placentaria (Hillier,
2007; Mendoza, 2008). Este alcaloide tiene una semivida plasmatica de dos horas y
se elimina en su mayor parte por el rindn sin ser metabolizada (Barahona y Olivos,
2015).
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o CH,OH

Figura 29. Férmula quimica de la atropina (Fisher y Wonnacott, 2012).

v ESCOPOLAMINA

La escopolamina o L-hioscina, se obtiene por hidroxilacion de la L-hiosciamina
(Lépez, 2017). Es un antagonista competitivo de la ACh y tiene la misma afinidad a
todos los mAChR (Barahona y Olivos, 2015; Mendoza, 2008a). Es un alcaloide
natural con estructura de éster organico, el &cido trépico, y una base nitrogenada

terciaria; la escopolamina (figura 30) (Fernandez, 2015).
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Figura 30. Férmula quimica de la escopolamina (Fisher y Wonnacott, 2012).

Atraviesa la barrera hematoencefalica con mas facilidad que la atropina y puede
provocar alteraciones en el SNC, su semivida plasmatica es de 2.5 horas y sus
efectos dependen de la concentracion en la que se encuentren en el organismo. Es

metabolizada en el higado y se elimina por el rifidn (Lopez, 2017).

Los derivados de la atropina de origen natural o sintético, presentan como
principales inconvenientes su falta de selectividad, por lo que se buscan derivados

gue actuen de manera especifica (Barahona y Olivos, 2015).
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v' METOCTRAMINA

La metoctramina (MTC) (figura 31) es un antagonista selectivo de los mAChR
(Clarke, 2007), aunque tiene mayor afinidad a los m2AChRs (pKs 7,7) (Fernandez,
2015).

{ N NH (CH,)e—NH —(CH,)g—NH— (CH,)s—NH <
' / 2Js 2ls 2Je N\ __/
\ , \ —

CH,0
OCH,

Figura 31. Formula quimica de la metoctramina (Fisher y Wonnacott, 2012).

v" PIRENZEPINA (PZP)

Es un farmaco triciclico (Figura 32), que tiene mayor afinidad a los miAChR (pKs 7,8-
8,5) (Fernandez, 2015; Goodman et al., 2007).

0]
e N-C.
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CH, N N —CH,§

Figura 32. Formula quimica de la PZP (Fisher y Wonnacott, 2012).

Antagonistas Alostéricos

Debido a que los sitios de unidn ortostéricos (sitio activo) de los cinco mAChR estan
altamente conservados, se ha desarrollado otro tipo de antagonistas selectivos que
se unen a sitios alostéricos (Figura 33), que son mas variables y que permiten
conferir selectividad a un subtipo especifico, lo que reducird los efectos de los

antagonistas muscarinicos.
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Figura 33. Esquema del receptor m;AChR. La flecha amarilla sefiala el sitio de unién
ortostérico donde se unen los antagonistas competitivos como la metoctramina y la flecha
roja sefiala el sitio alostérico donde se unen los antagonistas alostéricos como la galamina (a
partir de Gregory et al., 2007).

Los antagonistas alostéricos o alotopicos, se unen a un sitio diferente en el receptor
colinérgico u cambian la afinidad del receptor hacia el agonista (Dowd y Abel, 2017).

Los farmacos alostéricos de los mAChR mas ampliamente estudiados son agentes
blogueadores neuromusculares, como la galamina y el alcuronio. También el
brucine, el obidoxime y el dimetil-w84 forman parte de estos moduladores alostéricos
(Gregory et al., 2007).

» GALAMINA

El trietyoduro de galamina (galamina) (CsoHeolsN3Os) (figura 34) es un farmaco

utilizado como bloqueador neuromuscular (Clark y Mitchelson, 1976).
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Pertenece al grupo bencilisoquinolinio de relajantes musculares no
despolarizantes y presenta propiedades vagoliticas y simpaticomiméticas (Defill6 y
Bernardo, 1984; Jewell, 2007).

0O(CH,),NCH,CH,OH

O(CH,);NCH,CH,0OH
O(CH,),NCH,CH,0H
Figura 34. Férmula quimica de la galamina (Gregory et al., 2007).

Tiene efectos antimuscarinicos en muchos otros sitios y es utilizado para el estudio
de los m2AChR, actia como bloqueador alostérico competitivo, aunque aun no esta

claro su mecanismo de accion (Richardson, 2012).

Los efectos de la galamina son rapidos (1-2 min) lo que dependen de la dosis, y su

tiempo de accion es de 20 a 50 min (Jewell, 2007).
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ANTECEDENTES

Participacion del sistema muscarinico en el SNC y SNP sobre la
regulacion de la ovulaciéon

Para el estudio de la participacién del sistema muscarinico en la regulacién de la
ovulacion se utilizan farmacos que bloquean o estimulan los receptores

muscarinicos.

Everett y col. (1949, 1953), observaron que, en la rata adulta ciclica, el bloqueo del
sistema colinérgico por la inyeccion subcutédnea (s.c.) de sulfato de atropina entre las
13:00 y 15:00 h del dia del proestro inhibe la ovulacion (Figura 35).
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Figura 35. A) Representacion gréafica del bloqueo de la ovulacién después de la inyeccion de
atropina a las 8:00, 14:00 o 16:00 horas del dia de proestro en ratas ciclicas de 4 dias
(Everett et al., 1949); B) Resultados de la inyeccion de atropina en diferentes horas (2:00 a
4:00 h) del proestro sobre la ovulacion (Everett y Sawyer, 1953).

Estudios posteriores mostraron que los efectos del bloqueo del sistema colinérgico
sobre la ovulacion dependen del dia del ciclo y de la hora en que se realiz6 el
tratamiento, siendo el dia del diestro-1 el mas sensible del ciclo (figura 36)
(Dominguez et al., 1982; Zipitria et al., 1980).

44



{4/4) (16/16)

<3 | (15/20)
= (7/10)
c |
©
z ’
=
|
= |(2/6)
% (1/4)
o
Q
=
—o 0 A (04)‘ A 4 A A 'y AL 04'1
(a0 ]

09.00 1700 21.00 0900 1300 17.00 21.00 09500 1300 17.00 21.00

13.00
Estro Diestro-1 Diestro-2

Figura 36. Porcentaje de bloqueo de la ovulacién en ratas ciclicas de 4 dias tratadas con
100 mg de atropina/kg de peso corporal en diversos momentos en los dias de estro, diestro-
1y diestro-2. *p <0.05, ** p <0.01 en comparacion con ratas tratadas a las 13:00 h del mismo
dia (prueba de ji cuadrada); t p <0.05 en comparacién con ratas tratadas a las 17:00 h en el
mismo dia (probabilidad exacta de Fisher) (Dominguez et al., 1982).

La inyeccion subcutanea de sulfato de atropina a las 12:00 h en diestro-1 o proestro
resulté en la disminucién de la concentracion de estradiol (E2) (cuadro 3). Con base
en estos resultados, los autores sugieren que el sistema colinérgico a las 12:00 h
participa en la regulacion de la secrecion de Ez, lo que depende de la etapa del ciclo
estral (Cruz et al., 2006).

Cuadro 3. Media + E.E.M. de las concentraciones séricas de estradiol (pg/mL) en animales

control o inyectados con la dosis efectiva de sulfato de atropina a las 12:00 h en diestro-1,
diestro-2 o proestro y que fueron sacrificadas a las 14:00 h (Cruz et al., 2006).

Grupo N Diestro-1 N Diestro-2 N Proestro
Control 17 55.3+8.0 20 61.7+4.9 12 158.4+10.8
Atropina 8 9.0£1.8* 8 67.5£2.7 7 51.7+9.8*

* p = 0,005 vs, Grupo sin atropina (prueba t de Student)
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Flores et al (2005, 2006), mostraron que la inyeccién subcutanea de sulfato de
atropina a las 13:00 h del diestro-2 o proestro resultd en el aumento de las
concentraciones séricas de progesterona (P4) (cuadro 4), mientras que este mismo
tratamiento en diestro-1 resulté en la disminucién de las concentraciones de
testosterona (T) (cuadro 5). Con base en estos resultados los autores sugieren que
el sistema colinérgico participa de manera diferencial en la regulacion de la secrecion
de Ty P4, lo cual depende de la etapa del ciclo estral que se estudia.

Cuadro 4. Media + E.E.M. de las concentraciones séricas de progesterona (pg/mL) en

animales control o inyectados con la dosis efectiva de sulfato de atropina a las 12:00 h en los
dias del diestro o proestro y que fueron sacrificadas a las 14:00 h (Flores et al., 2005).

Grupo N Diestro-1 N Diestro-2 N Proestro
Control 18 21.8+1.1 20 8.9+1.1 15 8.1+1.1
Atropina &9 26.2+2.2 8 14.8+2.9 8 22.0+3.2%

*p = 0.005 vs. Grupo sin atropina  (prueeba de t Student).

Cuadro 5. Media + E.E.M. de las concentraciones séricas de testosterona (pg/mL) en
animales control o inyectados con la dosis efectiva de sulfato de atropina a las 12:00 h en los
dias del diestro o proestro y que fueron sacrificadas a las 14:00 h (Flores et al., 2006).

Grupo N Diestro-1 N Diestro-2 N Proestro
Control 7 6.3+2.7 11 35.6+6.9 13 52.3+10.2
Atropina 8 40.8+6.4* 8 20.3+3.4 8 89.4+16.0

* p= 0,005 vs. Grupo sin atropina (prueba de t Student),

En ratas hembras ciclicas, la inyeccién subcutanea de la dosis efectiva de sulfato de
atropina a las 13:00 h en todas las etapas del ciclo estral resulté en el bloqueo de la
secrecion de LH, sin modificar la secrecion de FSH. El mismo tratamiento en estro o
diestro-1 resulté en disminucion de la secrecidn preovulatoria de E2. A partir de estos
resultados, los autores sugieren que la union de la ACh con sus receptores regula de
manera estimulante la secrecién preovulatoria de LH y la de Ezlo cual depende de la
etapa del ciclo estral (Cruz et al., 2009; Cruz et al, 2010).
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La inyeccion de la dosis efectiva (la concentracion minima que produce un efecto
determinado) de sulfato de atropina a las 13:00 h en la etapa de diestro-1 resulté en
alteraciones en la secrecion de 17b-estradiol y el bloqueo de la liberacion
preovulatoria de la LH (figura 37) (Cruz et al., 2001).
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Figura 37. Concentraciones séricas de LH (A), 17B-estradiol (B) de animales testigo e
inyectados con la dosis efectiva de sulfato de atropina o solucion salina en los diferentes dias
del ciclo estral y que fueron sacrificadas a las 13:00 h del proestro (Cruz et al., 2001).
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Participacion del sistema muscarinico ovarico en la
regulacion de la ovulacion

En la etapa de Proestro, la inyeccion de PZP en el ovario izquierdo a las 13:00 h,
resulté en el bloqueo de la ovulacion por ambos ovarios y la disminucion en la
concentracion de LH, sin modificar las contracciones de P y E2, mientras que el
mismo tratamiento en el ovario derecho no modifico las funciones ovéricas. Con base
en estos resultados, los autores sugieren que en el proestro la estimulacion de los

receptores miAChR en los ovarios regula ovulacion (Cruz et al., 2015)

En ratas que no ovulan, resultado del bloqueo de los miAChR del ovario izquierdo
en la etapa del proestro, la inyeccion de LHRH sintética indujo la ovulacién, lo que
sugiere que la activacion de los miAChR en el ovario izquierdo resulta en la
generacion de la sefal neuronal necesaria para la activacion del pico de LHRH (Cruz
et al., 2015).

En la etapa de proestro, la inyeccién de la MTC en el ovario izquierdo resultd en
un menor numero de ovocitos liberados por el ovario tratado. Con base en estos
resultados, se sugiere que en el proestro la activaciéon de los m2AChR del ovario

izquierdo es indispensable para que se lleve a cabo la ovulacion (Cruz et al., 2019).

En la etapa de diestro-2, la inyeccién de PZP en el ovario izquierdo a las 13:00 h,
resulté en el incremento de las concentraciones de Pa, E2 22 horas mas tarde,
mientras que el mismo tratamiento en el ovario derecho resulté en la disminucién de
la concentracion de Ez. Los autores sugieren que en el diestro-2 la estimulacion de
los receptores miAChR en los ovarios regula la secrecion de P4y E2 (Cruz et al.,
2014).

Cruz et al., en 2013, mostraron que el bloqueo de la ovulacién por la inyeccién
unilateral de MTC o PZP a las 13:00 h del diestro-2 en los ovarios, puede ser
restaurado en el 85% de los animales por la inyeccion de LH-RH sintética. Con base

en estos resultados los autores sugieren que en diestro-2 la activacion de los
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receptores miAChR y m2AChR de los ovarios regula la secrecion de la GnRH en el

proestro, lo cual es necesaria para la ovulacion.

Participacion del sistema muscarinico de POA-AHA sobre la
ovulacion

El implante unilateral de cristales de atropina a las 13:00 h en el &rea preoptica e
hipotalamica-anterior (POA-AHA) de ratas ciclicas en la etapa de diestro-1 result6 en
el blogqueo de la ovulacién. EI mismo tratamiento realizado en diestro-2 impidio la
ovulacion solo cuando el implante se realizé en el lado izquierdo de POA-AHA. En la
etapa de estro, el implante de atropina en POA-AHA derecha resulté en el bloqueo
de la ovulacién, mientras que del lado izquierdo no modificé la ovulacion (cuadro 6).
Con base en estos resultados, los autores sugieren que el sistema colinérgico
participa de manera asimétrica en la regulacién de la ovulacion, lo que depende de la

etapa del ciclo estral (Cruz et al., 1989).

Cuadro 6. Tasa de animales ovulantes de animales con Utero distendido de animales con
implantes de atropina en POA-AHA izquierda o derecha a las 13:00 h en cada etapa del ciclo
estral (a partir de los resultados de Cruz et al., 1989).

Tasa de ovulacion de

Grupos Lado estro diestro-1 diestro-2 proestro todas las etapas
Derecha
Control "o 16/23
lzquierda 9/13
Derecha 0/8 2/110* 57 mn 13/32*
Atropina
Izquierda 8/8 19* 0/4 1 6/7 15/28

*p <0.05 vs. el grupo control.
t p<«0.01 comparado con atropina a la derecha (prueba de chi-cuadrada).

Cruz y col., en 1992, mostraron que aquellos animales con implante de cristales de
atropina a las 13:00 h del diestro-1 en POA-AHA izquierda, la inyeccion con benzoato
de estradiol (BE) o gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG) resulto en la

induccion de la ovulacién, mientras que en los animales con implante en POA-AHA
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derecha estos tratamientos fueron ineficaces (cuadro 7). Con base en estos
resultados los autores sugieren que el sistema colinérgico de POA-AHA participa de
forma lateralizada sobre los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion,
lo que varia a lo largo del ciclo estral de la rata.

Cuadro 7. Tasa de ovulacién y media = E.E.M. del nUmero de ovocitos liberados por ratas
con implante unilateral de atropina en el POA-AHA (izquierda o derecha) realizada en
diestro-1 y tratadas con PMSG a las 14:00 h del mismo dia, o gonadotropina coriénica

humana (hCG) o benzoato de estradiol (BE) a las 14:00 h en el dia diestro-2. Sacrificadas en
el dia del estro esperado (Cruz et al., 1992).

Numero de ovocitos

Grupos Tasa de ovulacion liberados
POA-AHA POA-AHA | POA-AHA POA-AHA
derecha izquierda | derecha izquierda
Intacto ' 21/28 ' 9.640.6
Atropina 5/46* ‘ 74£22
Atropina+hCG en .
D-2 2/15 6,5
Atropina+PMSG | 0I3* 44t | - 10.541.5
Atropina+OB |  o/8* | 7@t | - 121310

*p <0.05 vs. el grupo control (prueba de chi-cuadrada); T p<0.05 frente a la implantacion del
lado derecho (prueba de probabilidad exacta de Fisher). Las ratas tratadas con hCG en
diestro-2 tenian un implante de atropina en el lado izquierdo (siete) o derecho (ocho) del
hipotalamo.

El implante unilateral de pilocarpina en POA-AHA izquierda a las 13:00 h del estro,
resultd en el bloqueo de la ovulacién. En el proestro y diestro-1 se obtuvo el mismo
resultado cuando se realizd el implante del lado derecho (cuadro 8). Con base en
estos resultados los autores sugieren que la participacion del sistema colinérgico
sobre la regulacién de la ovulacion, es lateralizada y varia en funcién de la a etapa

del ciclo estral (Lopez et al., 1997).
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Cuadro 8. Frecuencia relativa de animales que ovularon con implante unilateral de colesterol
o pilocarpina en POA-AHA izquierda o derecha a las 13:00 h en cada etapa del ciclo estral
(Lépez et al., 1997).

Grupos Lado proestro estro diestro-1 diestro-2
lzquierda L) 5% 515 a5 ’
Colesterol
Derecha 5/5 55 55 a/5
lzquierda 10/12" /5 4o 5110 ’
Pilocarpina
Deracha 16* 4/4 o0g V8

ap <0.05 vs. el grupo con implante de colesterol (probabilidad exacta de Fisher).
t p<«0.01 vs. el implante del lado derecho (probabilidad exacta de Fisher).

Estudios publicados por Cruz y col.,, en 2014, muestran que el blogueo de la
ovulacion por implantes de atropina unilateral en PAO-AHA 13:00 h en diestro-1 o
diestro-2 resulta en un menor numero de foliculos preovulatorios. Con base en estos

resultados los autores sugirieron que el sistema colinérgico de POA-AHA participa de

manera asimétrica en la regulacion del crecimiento folicular.

La microinyeccion unilateral de una solucién de atropina a las 13:00 h de diestro-2
en el POA-AHA derecha resulté en el aumento de las concentraciones de P4, E2 y T,
sin modificar la ovulacion. Sin embargo, este mismo tratamiento en el POA-AHA
izquierda resulté en el bloqueo de la liberacion preovulatoria de LH y de la ovulacion.
A partir de estos resultados el autor sugiere que en el dia del diestro-2 el sistema
colinérgico participa de manera asimétrica en los mecanismos que regulan la

ovulacion (Garcia et al., 2005; Garcia, 2007).

La microinyeccion de atropina a las 13:00 h de diestro-2 en POA-AHA izquierda
resultd en la disminucién de la ovulacion (cuadro 9), estos efectos fueron revertidos
al 100% por la inyeccion de LHRH sintética o BE. Con base en estos resultados los
autores confirmaron que a las 13:00 h en diestro-2 se requiere de la activacion de los
MAChR para que se lleve a cabo la ovulacion y que la estimulacion de estos
receptores es indispensable en los mecanismos neuroendocrinos que participan en

la retroalimentacion estimulante de estrégenos (Espinoza-Valdez et al., 2016).
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Cuadro 9. Tasa de animales ovulantes, media £ E.E.M. del nUmero de ovocitos liberados por
ratas con implante unilateral de atropina en POA-AHA izquierda o derecha a las 13:00 h del
diestro-2, y sacrificados en el estro previsto (Espinoza-Valdez et al., 2016).

Grupo Lado de n Tasa Ovocitos liberados
POA-AHA animales  Ovario izquierdo Ovario derecho
ovulantes
Intacto - 10 10/10 7.1+0.5 5.4+0.3
Vehiculo  lzquierda 9 9/9 6.1+0.9 4.2£1.0
Derecha 9 9/9 6.510.2 4.8+0.3
Atropina  lzquierda 10 2/10¢ 4,0%* 33
Derecha 10 10/10 3.140.3° 1.7+0.2

* p < 0.005 vs. vehiculo izquierdo (prueba de probabilidad exacta de Fisher).

® p < 0.005 vs. vehiculo derecho (prueba de Kruskall Wallis, seguida de la prueba de
Dunn).

** Representa el numero de huevos arrojados por dos ratas ovulantes.

La microinyeccion de atropina a las 13:00 h en POA-AHA derecha en la etapa del
estro resulté en la disminucion de la concentracion de E2 y del porcentaje de
animales ovulantes. Con base en estos resultados, el autor propone que a las 13:00
h del estro los mAChR del POA-AHA derecha son indispensables para los

mecanismos neuroendocrinos que regulan las funciones ovaricas (Santana, 2016).

Segun Gonzalez (2017), a las 11:00 h del proestro, el sistema colinérgico
presente en POA-AHA derecho participa de manera estimulante en la regulacion de

la liberacion de GnRH vy, por ende, de la ovulacién espontanea.

La microinyeccion de PZP en POA-AHA de 12:30 a 13:30 h en diestro-1
resulté en el aumento del porcentaje de animales ovulantes, mientras que en
proestro inhibid la ovulacion. Con base en estos resultados el autor sugiere que los
m1AChR del POA-AHA participan en los mecanismos neuroendocrinos que regulan

la ovulaciéon de manera diferente a lo largo del ciclo estral (Lopez, 2012).

Lépez-Ramirez et al. (2017), mostraron que el blogueo unilateral de los miAChR
con PZP a las 13:00 h en POA-AHA en estro resultd en un menor porcentaje de
animales que ovularon, independientemente del lado de la microinyeccion, mientras

gue en diestro-1 se obtuvo el efecto contrario, es decir, que el tratamiento resultd en
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el aumento del nimero de animales ovulantes (figura 38). Con base en estos
resultados los autores sugieren que en la etapa de estro se requiere de la activacion

de los miAChR en POA-AHA izquierda y derecha para que se estimule la ovulacion.

POA-AHA izquierda POA-AHA derecha
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Figura 38. Porcentaje de ovulacion de animales con microinyeccion de solucién salina o PZP
en POA-AHA izquierda o derecha a las 13:00 h a lo largo del ciclo estral.
%p < 0 05 vs. con su respectivo grupo Vh (prueba de x?) (L6pez-Ramirez et al., 2017).
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A las 13.00 h del diestro-2, el bloqueo unilateral de los m2AChR de POA-AHA por la
microinyeccion de MTC disminuyo el porcentaje de animales ovulantes y el nimero
de ovocitos liberados (figura 39). Con base en estos resultado se sugirid6 que la
union de la ACh a los m2AChR presentes en POA-AHA participan de manera
estimulante en la regulacion de la ovulacibn espontanea y no tienen efectos
asimétricos (L6épez-Ramirez et al., 2017).
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Figura 39. Porcentaje de ovulacion de animales con microinyeccion de solucion salina o
MTC en POA-AHA izquierda o derecha a las 13:00 h a lo largo del ciclo estral.
?p < 0 05 vs. con su respectivo grupo Vh (prueba de x? ) (L6pez-Ramirez et al., 2017).
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Participacion del sistema muscarinico del nucleo
supraquiasmatico en la regulaciéon de la ovulacién

La microinyeccion bilateral de atropina a las 9:00 o 19:00 h del diestro-1 en los NSQ
no modifico la ovulacion, mientras que a las 9:00 h del proestro resultoé en el bloqueo
de la ovulacion (cuadro 10). Los autores concluyen que la informacion colinérgica
que llega a ambos lados del NSQ es necesaria para la secrecion preovulatoria de LH
para inducir la ovulacion (Vieyra et al., 2016).

Cuadro 10. Tasas de animales ovulantes y media + E.E.M. del nUmero de ovocitos liberados

por animales con microinyecciones de sol. Salina (vehiculo) o de atropina en el NSQ-I o el
NSQ-D alas 09:00 o0 19:00 h durante diestro-1 o proestro (Vieyra et al., 2016).

Srupos ] Tasa de NO:;ero ] Tasa de Nt’:::ero
ovulacion ovocitos ovulacion ovocitos
9:00 h del diestro-1 19:00 h del diestro-1
Vh NSQ-I 8 8/8 10.4+2.1 10 10/10 10.1+1.2
ATR NSQ-| 10 10/10 11.5+1.2 10 10/10 8.8+1.1
Vh NSQ-D 10 10/10 8.5+1.0 8 7/8 10.0+19
ATR NSQ-I 10 9/10 9.5+1.1 8 8/8 8.3%#1.3
9:00 h del proestro 19:00 h del proestro
Vh NSQ-1 10 10/10 8.5+1.0 8 7/8 10.0+1.9
ATR NSQ-I 14 8/14* 9.8£1.2 8 8/8 11.5+1.4
Vh NSQ-D 10 g/10 11.4+1.6 8 8/8 8.3%1.3
ATR NSQ-I 9 1/9% %%+ 3* 8 8/8 11.610.8

*p <0,02 vs. el grupo respectivo tratado con Vh en el NSQ-| (prueba de probabilidad exacta de Fisher)
**p < p 0,001 vs. el grupo respectivo tratado con Vh en el NSQ-D (prueba de probabilidad exacta de Fisher
***p <0.04 vs. ATR L-SCN (prueba de probabilidad exacta de Fisher)

Asimismo se mostré que el sistema colinérgico en el NSQ regula la secrecion de
hormonas esteroides (P4 y E2), lo cual varia en funcion de dia del ciclo estral, la hora
y del NSQ (Vieyra et al., 2016).

Salinas et al. en 2016, mostraron que el bloqueo unilateral del sistema colinérgico

del NSQ, por la microinyeccion de carbacol a las 9:00 h en el dia del proestro, resultd
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en la inhibicion de la ovulacion y la alteracion en la secrecion de las hormonas
esteroides, por lo que los autores sugieren que dicho sistema es esencial para el

mantenimiento de las funciones ovaricas (Salinas et al., 2016).

Vieyra et al. (2015), mostraron que la expresion de los miAChR en el NSQ cambia
a lo largo del dia, ya que a las 11:00 h a lo largo del ciclo estral se observan un
mayor numero de células que expresan miAChR en el NSQ izquierdo o derecho que
alas 17:00 h.

La microinyeccion unilateral de PZP a las 9:00 h en proestro o diestro-1 result6é en
el aumento del nimero de ovocitos liberados, mientras que en la etapa de diestro-2
lo disminuyd, lo cual sugiere a los autores que los miAChR participan de manera

diferencial en el proceso ovulatorio (Javier et al., 2018, 2016).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las neuronas GnRHérgicas reciben informacion proveniente del NSQ, que participa
en la regulacion de la liberacién de la LH y FSH, las cuales regulan las funciones
ovaricas. El NSQ recibe fibras nerviosas de origen colinérgico las cuales liberan ACh

la que participa en la regulacion la actividad del NSQ.

La participacion del sistema colinérgico del NSQ en la regulacién secrecion de
GnRH y en consecuencia de las gonadotropinas, la ovulacién y secrecién de
hormonas esteroides, es asimétrica y varia en funcion de la hora y la etapa del ciclo
estral. Ademas, se ha mostrado que el m2AChR se encuentra presente en el NSQ y
regula la liberacion de neurotransmisores. El analizar la participacion de los m2AChR
del NSQ nos ayudard a aumentar nuestro conocimiento sobre los mecanismos que
participan en la regulacion de la ovulacién y la secrecion de hormonas esteroides

ovéricas.
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JUSTIFICACION

La ovulacion, definida como la liberacién de uno o varios ovocitos del(los) ovario(s)
en condiciones de ser fecundado(s), es regulada por sefiales provenientes del
hipotalamo, la hipdfisis, el propio ovario, las glandulas adrenales, la tiroides y la

inervacion del ovario.

En el POA-AHA se localizan los somas de las neuronas que sintetizan la GnRH.
Esta area recibe informacion de tipo colinérgica, y diversos estudios han mostrado
gue el sistema colinérgico que llega a POA-AHA participa de manera asimétrica en la
regulacion de las funciones ovaricas, la cual varia en funcion de la etapa del ciclo

estral y de la hora del dia.

A su vez, el POA-AHA envia y recibe proyecciones del NSQ, las cuales participan
en la regulacion de la secrecion de la GnRH y por ende de la ovulacion. EI NSQ
recibe informacion colinérgica, y se ha mostrado que expresa los 5 tipos de mAChR
(M1, M2, M3, Ma y Ms). Diversos estudios muestran que el sistema colinérgico del
NSQ regula la ovulacién y la secreciébn de hormonas esteroides ovaricas y que su
participacion varia en funcion de la etapa del ciclo estral. Sin embargo, no se ha
esclarecido qué tipo de mAChR participa en dicha regulacion, ya que la atropina (un

bloqueador colinérgico) se une a todos los MAChRs (M1-Ms).

Los m2AChR tienen gran importancia funcional, ya que actian como
autorreceptores en el SNC y SNP, donde su estimulacion modula la liberacion de
ACh. Por ello, en este estudio se analizara la participacion de m2AChR del NSQ
izquierdo o derecho, sobre la regulacién de la ovulacién, por medio del uso de un

bloqueador alostérico selectivo a los m2AChR.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como es la participacion de los m2AChR del NSQ a lo largo del ciclo estral en la

regulacién de la ovulacion?

HIPOTESIS

El bloqueo unilateral de los m2AChR en el NSQ resultara en alteraciones en la
regulacion de la ovulacion, lo cual dependera del NSQ tratado y de la etapa del ciclo

estral en que se realice el bloqueo.

OBJETIVOS

®,

% General

Analizar la participacién de los m2AChR del NSQ sobre la ovulacién a lo largo del

ciclo estral, por medio del uso de un blogueador alostérico selectivo a los m2AChR.

> Particulares

1) Analizar la participacion de los m2AChR del NSQ-D por la mafiana en cada dia
del ciclo estral sobre la ovulacion, el peso de los ovarios y el Utero.

2) Analizar la participacion de los m2AChR del NSQ-I por la mafana en cada dia
del ciclo estral sobre la ovulacion, el peso de los ovarios y el Utero.

3) Estudiar los posibles mecanismos neuroendocrinos involucrados en la falta de
secrecion de las gonadotropinas, en aquellos animales que no ovulen como
resultado del bloqueo de los m2AChR del NSQ.

58



MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas, de tres meses de edad, de la cepa CIIZ-V con
una masa corporal entre 230-250 g, mantenidas en condiciones controladas de
iluminacion con 14 h de luz y 10 h oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h),
temperatura constante (22 £ 2 °C) con libre acceso al agua y al alimento (Purina lab
chow 5001).

Los animales fueron manejados siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-ZO0-199) que especifica el cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

Los animales se marcaron cuatro dias antes de cumplir los 3 meses de edad. Con
el fin de monitorear su ciclo estral se les realizo la toma diaria de frotis del epitelio
vaginal, y so6lo se utilizaron aquellos que presentaron al menos dos ciclos

consecutivos de cuatro dias de duracion: estro, diestro-1, diestro-2 y proestro.

IMPLANTACION DE LA CANULA DIRECTRIZ

Al cumplir los tres meses de edad en el dia del diestro-2, las hembras fueron
anestesiadas con una inyeccion via intraperitoneal (i.p.) de Ketamina/Xilacina (40
mg/Kg y 5 mg/Kg respectivamente), cuya dosis (0.25 mL por cada 250 g) se usé con
base en el protocolo establecido por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de

Animales de la Universidad de Cornell.

Trascurridos cinco minutos después de la inyeccion del farmaco, se corroboro el
grado de sensibilidad de los animales. Cuando se alcanz6 el plano anestésico
quirargico adecuado, los animales fueron colocados en un aparato estereotaxico
para animales pequefios, (David Kopff Instruments, Tujunga, CA., modelo 900),
donde se les implanté una canula directriz unilateral dirigida hacia el NSQ, siguiendo

la metodologia previamente establecida (figura 40) (Weick et al., 1971).
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Obturador

A)

Figura 40. A) Representacion esqueméatica de la colocacién de un animal en el aparato
estereotaxico y de la colocacion de la canula directriz por encima de ambos NSQ, B)
utilizando coordenadas de Paxinos y Watson (modificada de Guadarrama-Ortiz et al., 2014).

Para ello, a los animales se les rasurd el cuero cabelludo de la region dorsal de la
cabeza con una rasuradora eléctrica. La piel de dicha regién se limpi6 con
yodopovidona jabonosa, yodopovidona jabonosa neutra y alcohol 70%. Se realizo
una incision de la piel y el masculo con un bisturi esterilizado por calor con ayuda de
un esterilizador de perlas (Keller, Simon Keller AG.). Con base en las coordenadas
del atlas de Paxinos y Watson, (2007) (bregma= 0), con ayuda de una fresa
odontoldgica, se realizé una perforacion en el craneo del animal (NSQ izquierdo
(NSQ-I): Antero-Posterior (A-P)= -0.3, Medio-Lateral (M-L)=+0.3, Dorso-Ventral (D-
V)=-8.9; NSQ derecho (NSQ-D): A-P=-0.3, M-L=-0.5, D-V=-8.9) e inmediatamente se
insertd la canula directriz de acero inoxidable (30Gx mm) ubicada justo por encima

del NSQ correspondiente (figura 41).
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A) NSQ-I B)NSQ-D

Figura 41. Diagrama representativo de cortes sagitales de cerebro que muestran la
localizacién del NSQ-I (A) o del NSQ-D (B). El punto rojo indica el sitio donde llegé la canula
directriz (Paxinos y Watson, 2007).

Las canulas directrices fueron fijadas permanentemente al craneo usando acrilico
dental (Nic Tone, mdc dental) anclado a cuatro tornillos de acero inoxidable
sujetados al craneo. Para evitar el bloqueo de las canulas directrices se insertaron
obturadores (27Gx13mm) que se extendieron 1 mm mas alld de las canulas, y

permanecieron alli en todo momento, excepto durante las microinyecciones.

Todos los animales recibieron una inyeccion s.c. pre y post operatoria de 2 mg/Kg
de meloxicam (antibidtico; Melodex, Aranda) y 5 mg/kg de enrofloxacina (Enroxil;
Senosian). Se les aplicd una inyeccion i.p. de 0.1 ml de solucién salina fisiol6gica
estéril y tibia, para remplazar la perdida de liquidos. Para evitar la desecacion de la
superficie ocular, se aplicaron en cada ojo lagrimas artificiales de Hipermelosa al 5%

(Sophia Labs, México).
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Posterior a la operacion se colocaron en un cojin térmico en jaulas individuales y
fueron monitoreados hasta que se recuperaron de la anestesia y fueron capaces de

moverse alrededor de la jaula.

MICROINYECCION

Una vez finalizado el tratamiento postoperatorio, se continué con la toma diaria de
frotis vaginales, con el fin de conocer si la cirugia ocasionaba alguna alteracion en su
patrén de ciclicidad, y sélo se utilizaron animales que presentaron tres ciclos estrales

consecutivos de cuatro dias de duracion.

Los grupos experimentales estuvieron conformados por 6-9 animales cada uno de
ellos. A las 7:00 h, de cada una de las etapas de ciclo estral se les realiz6 una Unica

microinyeccion en el NSQ-1 o NSQ-D con:

1) 0.3 uL/min de vehiculo (Vh) (Solucién salina; NaCl al 0.9%, PiSA).
2) 0.3 pL/min de triyoduro de galamina (Sigma-Aldrich) disuelta en

solucion salina, con una concentracion de 25 nmoL (Hayes et al., 2008).

Para realizar la microinyeccion, se retiraron los obturadores de la canula y se inserto
una aguja de microinyeccién, que se conectd a una jeringa Hamilton de 20 uL, la que
se colocd en una bomba de microinyeccion (KD Scientific Legato 100 series) con un
tubo de Teflon (0.65 mm OD 9, 0.12 mm Ol).

La administracion de los tratamientos fue realizada a una la velocidad de 0.1 pL
por minuto y se esperd un periodo de difusion posterior a la inyeccion de 1 min. Por
altimo, se retiraron los microinyectores de la canula y fueron remplazados con los

obturadores.

En la figura 42 se muestra el esquema de tratamiento utilizado.
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Figura 42. Diagrama representativo que muestra el tratamiento de los animales con
microinyeccion unilateral en el NSQ a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y su posterior

sacrificio en el dia del estro esperado.

REMPLAZO HORMONAL

El remplazo hormonal se realiz6 en aquellos animales que no ovulen como resultado

del bloqueo de los m2AChR del NSQ.

Remplazo de la sefal hipotalamica: Animales previamente microinyectados con

galamina en el dia y lado que impidi6 la ovulacion, a las 14:00 h del dia del proestro

o
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esperado fueron inyectados con 3.7 ug/Kg de LHRH sintética (Sigma Aldrcih Co.,
USA) por via subcutanea (s.c.) (Humphrey et al., 1973).

SACRIFICIO

Después de realizar los tratamientos, los animales fueron retornados a sus jaulas. El
dia del estro predicho, los animales fueron pesados y sacrificados por sobredosis con
pentobarbital sddico (6.3g/100mL; Pisabental, PiSA Agropecuaria S.A. de C.V.
México) via i.p. de 9:00 a 10:00 h. Siguiendo el protocolo establecido en la Unidad de
Investigacion en Biologia de la Reproducciéon de la FES Zaragoza, se disecaron los
ovarios, las adrenales y el Utero, y se pesaron en una balanza analitica con una
precision de 0.0001 g. Las masas de los érganos fueron expresadas en miligramos

por cada 100 g de masa corporal (mg/100 g M.C.).

En los oviductos de los ovarios, se verifico la presencia de ovocitos, los que se
contaron con la ayuda de un microscopio estereoscopico (Stemi DV4, ZEISS). Esto
fue corroborado mediante la tincion de los ovocitos con la técnica de hematoxilina-
eosina, los cuales fueron contados con ayuda del microscopio 6ptico (OPTIPHOT-2,
Nikon).

Los resultados del nimero de ovocitos se expresaron como el nimero de ovocitos
totales (los liberados por el ovario izquierdo mas los del ovario derecho). Con este
resultado, se obtuvo la tasa de animales ovulantes (TAO) definida como: el nimero

de animales que ovulan/nimero total de animales tratados, expresada en porcentaje.

Los resultados del numero de ovocitos liberados y la masa de los érganos
(miligramos por 100 gramos de masa corporal (mg/100 g M.C.) fueron expresados
como la media mas menos el error estandar de la media (Media = E.E.M.).

Los ovarios fueron fijados con una solucion de Bouin, deshidratados e incluidos en
parafina. Se realizaron cortes seriados de 10 um, los cuales fueron tefiidos mediante

la técnica hematoxilina-eosina.
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En la figura 43 se muestra una escala de tiempo de los dias y tratamientos a los

cuales fueron sometidos todos los animales en este experimento.
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Microinyeccion

Figura 43. Diagrama representativo que muestra una linea del tiempo de todos de los
animales utilizados en este experimento desde el dia de su marcaje hasta su posterior
sacrificio en el dia del estro esperado.

CORROBORACION DEL SITIO DE MICROINYECCION

Los cerebros de las ratas tratadas fueron removidos y congelados. Para verificar la
exactitud del sitio de microinyeccién se realizaron secciones coronales de 50 um
obtenidos en la region del NSQ con un Vibratomo (LEICA). Los cortes fueron
montados en portaobjetos y examinados con el apoyo de un microscopio
estereoscopico. Solo se utlizaron los datos de las ratas microinyectadas
correctamente en el NSQ.

ANALISIS ESTADISTICO

El nimero de ovocitos liberados se analiz6 mediante la prueba de Kruskal- Wallis,
seguida de la prueba de Dunn. La tasa de animales ovulantes por la prueba de
probabilidad exacta de Fisher. Los resultados de la masa corporal, de los 6rganos y
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las concentraciones hormonales se analizaron con la prueba de analisis de varianza
multiple (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey.

En todos los casos, se considerd significativas aquellas diferencias en las cuales
la probabilidad es menor o igual al 0.05. Todos los andlisis estadisticos se realizaron
con el programa estadistico GraphPad InStat3 Software Inc. (San Diego, CA,
EE.UU.).
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RESULTADOS

Analisis histolégico de los cortes de cerebro

En la figura 44 se muestran los cortes de cerebro que muestran una correcta
microinyeccion con solucion salina o triyoduro de galamina (26nmol) en el NSQ-I o
NSQ-D.

B) Sitio de microinyeccion C) Sitio de microinyeccian 5
A) Intacto '
incorrecta ‘ correcta

2 ]
e 1 ) Microlnyecclén

Figura 44. Fotografias de cortes de cerebro (50 ym), que muestran el cerebro de A) un
animal intacto, B) un animal con una errénea microinyeccion y C) un animal con una correcta
microinyeccion el en NSQ.
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Grupo testigo

Todos los animales intactos ovularon el dia del estro predicho y liberaron 13.0£0.5
ovocitos; el ovario izquierdo liber6 un nimero de ovocitos similar al liberado por el
ovario derecho (grafica 1 y cuadro 11). De igual forma, la masa de los ovarios y las

adrenales del lado izquierdo fue semejante a la del lado derecho (cuadro 12).

Cuadro 11. Porcentaje de animales ovulantes (PAO) y media + E.E.M. del nimero de
ovocitos liberados de animales intactos sacrificados en el siguiente estro esperado.

Ovario Izquierdo Ovario Derecho Ambos ovarios
n . No. de No. de
GRUPO PAO No. .de Ovocitos PAO Ovocitos PAO Ovocitos
liberados . )
liberados liberados
Intactos | 6 100 6.3+0.7 100 6.7+1.1 100 13.0+0.5

Cuadro 12. Media = E.E.M. de la masa de los 6rganos de animales intactos sacrificados de
9:00 a 10:00 h del estro esperado.
Ovario Ovario @ Masade . Adrenal = Adrenal Masa

Grupo | n | . . . Utero . .
P izquierdo | derecho @ ovarios izquierda | derecha | adrenal

mg/100g M.C.

Intacto 6 11.0+0.4 | 12.4+0.8 | 23.4+1.0 H 195.9+7.3 | 13.0#1.0 | 12.0+0.6 | 25.0%+1.5
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Insercion de la canula directriz en el NSQ-l o NSQ-D

Los animales con implante unilateral en el NSQ izquierdo o derecho no mostraron
alteraciones en la tasa de animales ovulantes, ni en el nimero de ovocitos liberados
cuando es comparado con el del grupo de animales intactos (gréfica 1). Los
animales con implante en el NSQ-D presentaron una menor masa adrenal con
respecto al grupo intacto, mientras que los animales con implante en el NSQ-I
presentaron una menor masa uterina (cuadro 13).

Ambos ovarios
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Grafica 1. Porcentaje de animales ovulantes y media + E.E.M. del nimero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo, derecho o ambos ovarios de animales intactos (ll) o con
canula unilateral en el NSQ-I () o NSQ-D (-) implantada en la etapa de diestro-2 y
sacrificados el dia del estro predicho.
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Cuadro 13. Media + E.E.M. de la masa de los 6rganos en animales intactos o con implante
unilateral en el NSQ-D o NSQ-I en la etapa de diestro-2 y sacrificados el dia del estro

predicho.
. . Masa

Ovario Ovario . Adrenal | Adrenal Masa

: . de Utero . .

izquierdo | derecho . izquierda | derecha | adrenal
Grupo ovarios

| mg/100g M.C.

Intacto | 6 | 11.0+0.4 12.4+0.8 | 23.4+1.0 | 195.9+7.3 13.0£1.0 12.0£0.6 | 25.0£1.5
%agQUIT 5 141+1.3 12.4+1.6 | 26.5+2.5 | 155.1+8.7* 13.4+0.9 11.9+0.6 | 25.4+1.3
Cénula
NSQ-D 6 15.7+4.1 14.5+3.1 | 30.2+7.1 | 178.7£10.6 | 10.4+0.8 10.6£0.6 | 21.0£1.0*

*p<0.05 vs. Grupo intacto (prueba de “t” de Student).
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Microinyeccion de solucién salina en el NSQ-I

La microinyeccion del vehiculo en el NSQ-I en la etapa de estro o proestro no resulto

en alteraciones significativas en el porcentaje de animales ovulantes ni en el nimero

de ovocitos liberados con respecto al del grupo intacto (gréfica 2).
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Grafica 2. Porcentaje de animales ovulantes y media + E.E.M. del nimero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo, derecho o ambos ovarios de animales intactos () o
microinyectados del vehiculo en el NSQ-I (.) a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y

sacrificados el dia del estro predicho.
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En la etapa de estro o proestro, la microinyeccion de solucion salina en el NSQ-I

resultdé en una menor masa del Utero con respecto al grupo de animales intactos

(cuadro 14).

Cuadro 14. Media = E.E.M. de la masa de los 6rganos de animales intactos o con
microinyeccion del vehiculo en el NSQ-I a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y
sacrificados el dia del estro predicho.

Ovario Ovario Masa - Adrenal | Adrenal Masa
s N de Utero .
g izquierdo | derecho . izquierda | derecha | adrenal
= ovarios
Grupo W in
| mg/100g M.C.
Intacto | E | 6 | 11.0£0.4 | 12.4+0.8 | 23.4+1.0 | 195.9+7.3 | 13.0+1.0 | 12.0+0.6 | 25.0+1.5
E |7 128+0.5  11.7+0.5  24.3+0.6 | 158.0+8.5* | 12.4+0.6 | 11.8+0.6 24.2+1.2
D1 | 5| 13.0+1.9 | 10.2+0.4 | 23.2+2.0 | 180.7+9.9 | 12.3+0.8 | 11.6+0.5 | 23.8+1.1
Vehiculo
D2 | 6 | 11.1+0.6 | 12.8+0.4 | 23.9+0.9 | 165.7+18.9 | 11.7+0.6 | 11.1+0.4 | 22.8+0.9
P |7 121407 | 12.3+0.5  24.5+0.6 | 158.7+7.2* | 13.0+1.1 | 12.0+0.4 24.9+1.3

*p<0.05 vs. Grupo intacto (prueba de “t” de Student). E: estro, D1: diestro-1, D2: diestro-2, P: proestro
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Bloqueo de los m2AChR del NSQ-I por la microinyeccion de
galamina

El bloqueo de los m2AChR, por la microinyeccién con galamina, en el NSQ-I a las
7:00 h en la etapa de proestro resulté en un mayor numero de ovocitos liberados por

el ovario izquierdo con respecto a su grupo control (grafica 3).
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Grafica 3. Porcentaje de animales ovulantes y media + E.E.M. del numero de ovocitos
liberados por el ovario izquierdo, derecho o ambos ovarios de animales con microinyeccion
de vehiculo () o triyoduro de galamina (26 nmoL) () en el NSQ-I a las 7:00 h en cada
etapa del ciclo estral y sacrificados el dia del estro predicho.
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En la etapa de diestro-1, los animales con el bloqueo de los m2AChR presentaron

una menor masa adrenal con respecto a su grupo vehiculo (cuadro 15). Todos los

animales con microinyeccion de galamina en el NSQ-I presentaron Utero normal y

carnificacion vaginal al momento del sacrificio (cuadro 16).

Cuadro 15. Media + E.E.M. de la de los 6rganos de animales con microinyeccion de vehiculo
o triyoduro de galamina (26 nmoL) en el NSQ-I a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y
sacrificados el dia del estro predicho.

Ovario Ovario Masa de . Adrenal Adrenal Masa
o . Utero o
Grupo Etapa | n | izquierdo | derecho | ovarios izquierda | derecha | adrenal
mg/100 g M.C.
Vehiculo 7| 12.840.5 11.720.5 | 24.3+x0.6 158.0+8.5 12.4+0.6 11.8+0.6 | 24.2+1.2
estro

Galamina 8 | 14.6+1.0 | 13.4+0.9 | 28.0+1.8 | 160.5+10.8 | 12.6+0.3 | 12.1+0.3 | 24.7+0.6

Vehiculo 5| 13.0+1.9 | 10.2+0.4 | 23.2+2.0 | 180.7+9.9 | 12.3+0.8 | 11.6+0.5 | 23.8%1.1
diestro-1

Galamina 6 | 13.5+0.8 12.1+1.4 | 25.7¥2.0 | 173.0+10.8 | 10.9+0.5 | 10.1+0.4* | 21.0+0.8

Vehiculo 6 11.1+0.6 | 12.8+0.4 | 23.9+0.9 | 165.7+18.9 | 11.7+0.6 | 11.1+0.4 | 22.8+0.9

| diestro-2 23.8+10.

Galamina 6 12.6+1.2 | 12.2+1.5 | 24.7+25 | 191.1+23.0 | 12.6+0.5 | 11.3%0.9 0

Vehiculo 7| 12.1+0.7 12.3x0.5 | 24.5+0.6 158.7+7.2 13.0+1.1 12.0£0.4 | 24.9+1.3
proestro

Galamina 8| 12.5+0.8 11.4+0.6 | 23.9+0.8 165.0+9.0 13.1+0.7 12.3+0.6 | 25.6x1.2

*p<0.05 vs. Vh; (prueba de “t” de Student). Vehiculo solucién salina Vh).

Cuadro 16. Presencia de dutero balonado y cornificacion

vaginal en animales con

microinyeccion de vehiculo o triyoduro de galamina (26 nmoL) en el NSQ-I las 7:00 h en
cada etapa del ciclo estral y sacrificados el dia del estro predicho.

GRUPO Etapa UTERO BALONADO | CORNIFICACION VAGINAL
Vehiculo 0/7 77
estro

Galamina 0/8 8/8

Vehiculo 0/5 5/5
diestro-1

Galamina 0/6 6/6

Vehiculo 2/6 6/6
diestro-2

Galamina 5/6 5/6

Vehiculo 0/7 77
proestro

Galamina 1/8 8/8
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Microinyeccion de solucion salina en el NSQ-D

La microinyeccion de solucion salina en el NSQ-D durante el ciclo estral no modificé
el porcentaje de animales ovulantes ni en el niumero de ovocitos liberados con

respecto a grupo de animales intactos (grafica 4).
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En la etapa de estro y proestro, la masa del utero de los animales con microinyeccion

de solucion salina en el NSQ-D fue menor que la del grupo intacto (cuadro 17).

Cuadro 17. Media + E.E.M. de la masa corporal y la de los 6rganos de animales intactos o
con microinyecciéon de vehiculo en el NSQ-D a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y

sacrificados el dia del estro predicho.

Ovario Ovario Masa de . Adrenal Adrenal Masa
« . . . Utero . .
= izquierdo derecho ovarios izquierda | derecha adrenal
Grupo i
| mg/100g M.C.
Intacto E 11.0+0.4 12.4+0.8 23.4+1.0 195.9+7.3 13.0+1.0 | 12.0+¢0.6 | 25.0+1.5
E 12.0+0.5 11.2+0.6 23.24¢0.9 | 163.948.1* | 12.6+0.8 | 11.7+0.7 | 24.3+1.5
D1 11.5+0.4 11.1+0.7 22.6+0.8 188.1+6.7 12.7+0.9 | 11.5+0.7 | 24.2+1.6
Vehiculo
D2 12.1+0.9 13.2+1.2 25.3+1.7 170.9+7.1 14.3+1.9 | 13.2+1.0 | 27.5+2.7
P 12.7+0.6 11.6+0.5 24.3+1.0 | 159.0+11.1* | 11.6+0.8 | 10.4+0.7 | 22.0+x1.4

*p<0.05 vs. Grupo intacto (prueba de “t” de Student). E: estro, D1: diestro-1, D2: diestro-2, P: proestro.

76



Bloqueo de los m2AChR del NSQ-D por la microinyecciéon de galamina
El bloqueo de los receptores m2AChR, por la microinyeccion con galamina, en el
NSQ-D a las 7:00 h del proestro resulté en el bloqueo de la ovulacidén con respecto a

su grupo control, independientemente del ovario analizado (grafica 5).
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Gréfica 5. Porcentaje de animales ovulantes y media + E.E.M. del nimero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo, derecho o ambos ovarios de animales con microinyeccion de vehiculo (. ) o triyoduro de

galamina (26 nmolL) (.) en el NSQ-D a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y sacrificados el dia del
estro predicho. *p<0.05 vs. Grupo vehiculo (prueba de probabilidad exacta de Fisher). La cifra localizada
encima de las columnas indica el nimero de ovocitos liberados por aquel animal que si ovulo.
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La microinyeccion de galamina en el NSQ-D a lo largo del ciclo estral no modifico la

masa de Organos (cuadro 18). En la etapa de diestro-2, los animales con

microinyeccion de galamina en el NSQ-D presentaron el Utero valonado el dia del

sacrificio (cuadro 19).

Cuadro 18. Media = E.E.M. de la masa de los 6rganos de animales con microinyecciéon de
vehiculo o triyoduro de galamina (26 nmoL) en el NSQ-D a las 7:00 h en cada etapa del ciclo
estral y sacrificados el dia del estro predicho.

Ovario Ovario | Masade . Adrenal | Adrenal Masa
Grupo Etapa . . . Utero . .
izquierdo | derecho | ovarios izquierda | derecha | adrenal
mg/100g M.C.
Vehiculo 12.04¢0.5 | 11.240.6 | 23.240.9 | 163.948.1 12.6+0.8 | 11.740.7 | 24.3£1.5
estro

Galamina 13.442.5 | 13.5£1.9 | 26.9+4.3 | 150.0+7.9 12.0+0.3 | 10.820.4 | 22.8+0.6

Vehiculo 11.5+¢0.4 | 11.1+0.7 | 22.6+0.8 | 188.1+6.7 12.740.9 | 11.5+0.7 | 24.2+1.6
diestro-1

Galamina 12.44¢0.3 | 13.8£0.7 | 26.2+¢0.6 | 180.4+11.9 | 11.1+0.6 | 10.5+0.6 | 21.2+0.9

Vehiculo 12.14¢0.9 | 13.2+#1.2 | 25.3¢t1.7 | 170.9+7.1 14319 | 13.2#1.0 | 27.5+2.7
diestro-2

Galamina 11.840.8 | 14.4+0.7 | 26.1+1.3 | 169.3+7.3 13.0+¢0.8 | 12.9+0.3 | 25.9+1.0

Vehiculo 12.740.6 | 11.6+0.5 | 24.3t1.0 | 159.0+11.1 | 11.6+0.8 | 10.4+0.7 | 22.0+1.4
proestro

Galamina 12.24¢0.8 | 11.9+1.0 | 24.1+1.4 | 135.0#10.1 | 10.5+0.5 | 10.0£0.5 | 20.5£1.0

Cuadro 19. Presencia de Utero balonado de animales con microinyeccién de vehiculo o
triyoduro de galamina (26 nmoL) en el NSQ-D a las 7:00 h en cada etapa del ciclo estral y
sacrificados el dia del estro predicho. *p<0.05 vs. Grupo vehiculo (prueba de probabilidad exacta de

Fisher).

GRUPO Etapa UTERO BALONADO CORNIFICACION VAGINAL
Vehiculo 0/6 6/6
Galamina estro 1/6 6/6
Vehiculo diestro-1 0/6 6/6
Galamina 0/6 6/6
Vehiculo diestro-2 0/6 6/6
Galamina 5/6* 6/6
Vehiculo 2/9 8/9
Galamina proestro 0/9 9/9
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Efecto del bloqueo de la ovulaciéon

Se decidio replicar el experimento de Everett y Sawyer (1949), con el fin de asegurar
que la dosis de 3.7 ug/Kg de LHRH era efectiva para revertir los efectos del bloqueo
de pentobarbital sddico (30 mg/Kg). Los resultados muestran el mismo bloqueo de la
ovulacion reportado por Everett y Sawyer, el cual fue revertido en su totalidad por la
inyeccion s.c. de LHRH (Sigma Aldrich) (grafica 6).
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Gréfica 6. Porcentaje de animales ovulantes y media + E.E.M. del nimero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo, derecho o ambos ovarios de animales con bloqueo de la ovulacién por la inyeccion s.c. de
pentobarbital sddico a una hora critica (13:00 h) en el dia del proestro o animales con bloqueo de la ovulacion por
la inyeccion de pentobarbital sédico seguido de la inyeccion s.c. de LHRH a las 14:00 h del mismo dia. Todos los
animales fueron sacrificados después del tratamiento, sacrificados el dia del estro predicho. *p<0.05 vs. Grupo
con inyeccion de pentobarbital sédico (probabilidad exacta de Fisher). La cifra localizada encima de las columnas
indica el nimero de ovocitos liberados por aquel animal que si ovulo.
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Los animales con inyeccion de LHRH presentaron un aumento en la masa de ambas

adrenales con respecto a su grupo (cuadro 20).

Cuadro 20. Media + E.E.M. de la masa de los 6rganos en animales con inyeccion i.p. de
Pentobarbital sédico a las 13:00 h en la etapa del proestro y de animales con inyeccion de
pentobarbital sédico seguido de una inyeccion s.c. de LHRH sintética (Sigma) a las 14:00 del
mismo dia. Todos los animales fueron sacrificados el dia del estro predicho.

Ovario Ovario Masa . Adrenal = Adrenal Masa

. . de Utero . .

izquierdo | derecho : izquierda derecha @ adrenal
Grupo n ovarios

mg/100g M.C.

Pento-
B 7 121423  12.6+£2.2 24.7+4.4 149.2+6.6 | 11.1+0.6 @ 9.8+0.4 @ 20.8+0.8
Pento-

B+ 7 12.6+0.4 | 13.3+0.7 25.8+1.0 | 143.1+7.5  13.4+0.4* 12.7+0.6* 26.1+0.8*
LHRH

*p<0.05 vs. Grupo anestesiado con pentobarbital sédico (prueba de “t” de Student).
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Remplazo de la senal hipotalamica
El remplazo hormonal con LHRH, que se realiz6 en aquellos animales que no
ovularon como resultado del bloqueo de los m2AChR del NSQ-D en el proestro

(grafica 7).
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Grafica 7. Remplazo de la sefial hipotalamica. Porcentaje de animales y media + E.E.M. del nimero de
ovocitos liberados por el ovario izquierdo, derecho o ambos ovarios de animales con microinyeccion de galamina
trietiodida (26nmoL) en el NSQ-D a las 7:00 h en la etapa de proestro y de animales microinyectados con
galamina seguido por la inyeccion con 3.7 pg/Kg por peso corporal de LHRH sintética a 14:00 h del mismo dia
(Gal+LHRH). *p<0.05 vs. Grupo microinyeccion de galamina (probabilidad exacta de Fisher). La cifra localizada
encima de las columnas indica el nimero de ovocitos liberados por aquel animal que si ovulo.
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Los animales con microinyeccion de Galamina en el NSQ-D a las 13.00 h de la etapa
del proestro, seguida de la inyeccion s.c. de LHRH a las 14.00 h, no presentaron
alteraciones en la masa de sus érganos con respecto a su grupo control (animales
con blogueo de los m2AChR) (cuadro 21).

Cuadro 21. Media + E.E.M. de la masa de los 6rganos en animales con de animales con
microinyeccion de galamina trietiodida (26nmoL) en el NSQ-D a las 7:00 h en la etapa de

proestro y de animales microinyectados con galamina seguido por la inyeccion con 3.7 pg/Kg
por peso corporal de LHRH sintética a 14:00 h del mismo dia.

Ovario Ovario Masa . Adrenal | Adrenal | Masa
: . de Utero , .
izquierdo | derecho . izquierda | derecha | adrenal
Grupo n ovarios
mg/100g M.C.

Galamina | 9 12.2+0.8 11.9+41.0 | 24.1+1.4 | 135.0+10.1 10.5+0.5 10.0+0.5 | 20.5+1.0

Galamina
+ 7 12.1+0.5 13.7#1.0 | 25.8+1.5 | 157.7+14.8 | 10.6+1.6 10.8+0.8 | 21.4+2.2

LHRH
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados del presente estudio muestran que la participacion de los m2AChR de
los nucleos supraquiasmaticos en la regulacion de la ovulacion depende del NSQ

estudiado y la etapa del ciclo estral.

Dado que la microinyeccion unilateral de solucién salina en cada etapa del ciclo
estral no afectdé los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion, las
diferencias en la tasa de animales ovulantes y el nimero de ovocitos liberados por
animales con bloqueo unilateral de los m2AChR del NSQ, lo podemos atribuir a la

falta de union de la ACh a dichos receptores.
DIESTRO-1

A partir de resultados de diferentes autores (Dominguez y Smith, 1974, 1971; Everett
y Sawyer, 1950; Okamoto et al., 1972), se propone que existe una sefal neural de
tipo circadico, la cual ocurre en cada etapa del ciclo estral, y es indispensable para

que los animales ovulen.

Dominguez y col. (1982), mostraron que el sistema colinérgico participa en la
regulacion de la ovulacion, lo cual depende de la hora del dia y de la etapa del ciclo
estral, siendo diestro-1 la etapa mas sensible al bloqueo. Javier y col. (2016 y 2018),
mostraron que en los dias de diestro los miAChR del NSQ participan de manera
diferencial en la regulacion del proceso ovulatorio, ya que la microinyeccion de PZP
en la etapa del diestro-1 resulté en el incremento del nimero de ovocitos liberados,
mientras que el mismo tratamiento realizado en la etapa de diestro-2 lo disminuyo®.
Con base en los resultados de Dominguez y col. (1982), Javier y col. (2018, 2016) y
de nuestros resultados, sugerimos que la sefial colinérgica que llega al NSQ-I se

genera también en la etapa del diestro-1.
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Cruz y col. (2014), mostraron que los MAChR del POA-AHA, participan en la
regulacion de las funciones de los foliculos ovéaricos dado que, en el presente
estudio, el bloqueo de los m2AChR del NSQ-I en la etapa del diestro-1, resultd en la
disminucién del nimero de ovocitos liberados, sugerimos que en diestro-1 la falta de
estimulacion de estos receptores altera los mecanismos de regulacion del

crecimiento y la maduracion folicular.

La GnRH es secretada de manera pulsatil al sistema portal hipofisario (Kaiser,
2017), la frecuencia de estos pulsos regulan de manera diferente la secrecion de LH
y FSH (Burger, 2004; Kaiser et al., 1997).

Durante los dias de diestro la GnRH se secreta de manera tonica, es decir a una
velocidad baja (Domanski et al., 1980). La secrecién de pulsos de GnRH de baja
frecuencia estimula la expresion y el aumento de ARNm de la subunidad FSH-f
(Dalkin et al., 1989; Kaiser et al., 1997) y segun Thompson y Kaiser (2014), la

transcripcion de la subunidad FSH-B es el paso limitante de la sintesis de la FSH.

Las subunidades individuales no poseen actividad biolégica por lo que la
formacién del heterodimero es esencial para conferir la bioactividad hormonal
(Gharib et al., 1990). En la hipdfisis, la produccién de la subunidad B es relativamente
mas baja que la subunidad a (Halvorson y Chin, 2001). Las subunidades FSH-a
libres estan presentes en la circulacién, pero rara vez se encuentran libres las
subunidades FSH-f (Kaiser, 2017).

La expresion de FSH en respuesta a los cambios de frecuencia de la GnRH
resultan en variaciones en el numero de receptores de GnRH que se expresan en la
membrana del gonadotropo (Bédécarrats y Kaiser, 2003). Durante el diestro el
contenido de FSH en la adenohipdfisis aumenta (Ortolano et al.,, 1988). La FSH,
estimula el crecimiento folicular, la secrecion de estrégenos y estimula la sintesis de
los LHR en las células de la granulosa (Dominguez y Cruz-Morales, 2012). Se ha
mostrado que la falta de secrecion de FSH durante el inicio de la fase folicular retrasa

el crecimiento de los foliculos (Kaiser, 2017). Con base en esta informacion,
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sugerimos que la disminucion observada en aquellos animales con bloqueo de los
m2AChRs, puede deberse a una alteracion en la secrecion pulsatil de GnRH, que
produjo una alteracion en la secrecién de gonadotropinas, en particular de la FSH lo

cual redujo el numero de ovocitos liberados.
DIESTRO-2

Los resultados del presente estudio muestran que el bloqueo de los m2AchR
presentes en el NSQ-D en la etapa del diestro-2 no afecta los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacion. No obstante, dichos animales presentaron
el Utero distendido, por lo cual sugerimos que falta de activacion de los m2AchR del
NSQ-D en la etapa de Diestro-2 altera el proceso de reabsorcion de liquido luminal

uterino, quizas por alguna modificacion en la secrecion de progesterona.

El bloqueo de los mAChR en cada etapa del ciclo estral por la inyeccion sistémica
de atropina (Dominguez et al., 1982), o por el implante unilateral de atropina en el
hipotalamo anterior (Cruz et al., 1989), resultd en la presencia del utero distendido lo
que depende de la etapa del ciclo estral, siendo diestro-2 la etapa con mayor

incidencia.

A lo largo del ciclo estral, las hormonas esteroides proporcionan un ambiente
hormonal adecuado para el mantenimiento y la proliferacion del endometrio uterino
(Binder et al., 2015; Cunha et al., 2004). La distension uterina observada durante el
proestro (Long y Evans, 1922), es resultado de la acumulacion de sustancias
nutritivas y agua dentro de la luz uterina (Clemetson et al., 1977). La acumulacién del
liguido luminal modifica los cuernos uterinos y estimula en el aumento de tamafio y
espesor del epitelio uterino (De la Cruz, 1998), proceso que es estimulado por el
estradiol (Clemetson et al., 1977). Horas después del inicio del estro, la progesterona
estimula la reabsorcion del liquido luminal, lo cual facilita la reducciéon del volumen de
la cavidad uterina (Clemetson et al., 1977; Feder, 1981; Salleh et al., 2005).

A partir de esta informacién y de los resultados publicados por diversos autores

(Dominguez etal. 1982, Cruz etal. 1989), sugerimos que la presencia del utero
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distendido en aquellos animales con bloqueo de los m2AChR presentes en el NSQ-D
en la etapa del diestro-2, fue resultado de la modificacion de la secrecion de P, lo
cual afectaria la reabsorcion del liquido luminal, el cual se acumularia en el interior

del Utero y resultaria en su distencion.
PROESTRO

El blogueo unilateral de los mMAChR en el dia del proestro por la microinyeccion de
atropina en el NSQ izquierdo o derecho (Vieyra et al., 2016), o la interrupcion de la
comunicaciéon nerviosa entre los NSQs y el hipotalamo (Silva et al., 2019) impiden la
ovulacion, lo cual nos sugiere que en los NSQs se originan sefiales nerviosas que

participan en la regulacion de la ovulacion por parte del hipotalamo.

En el presente estudio, el bloqueo unilateral de los m2AChR de los NSQs en la
etapa del proestro, afectd la ovulacibn de manera asimétrica, ya que el blogqueo de
los receptores presentes en el NSQ-D impide la ovulacion, mientras que en el NSQ-I
resultd en el aumento del numero de ovocitos liberados. Con base en estos
resultados, sugerimos que la informacion colinérgica que llega a cada NSQ patrticipa
de manera diferencial en la regulacion de la ovulacién: la estimulacion de los
receptores m2AChR del NSQ-D es necesaria para que se produzca la ovulacion,
mientras que los receptores m2AChR del NSQ-I de participarian de manera inhibitoria

en la maduracién final de los foliculos preovulatorios.

La primera asimetria que se mostr6 en el hipotdlamo fue la propuesta por
Gerendai y col. (1978), al mostrar que en las ratas hembra el hipotalamo medial
basal derecho contiene una mayor cantidad de GnRH que la mitad izquierda.
Arteaga-Lépez y col. (2003), mostraron que existe una mayor expresion del RNAm
de la GnRH del lado derecho POA-AHA que el izquierdo. A partir de diversos
estudios, se ha mostrado la existencia de asimetrias funcionales entre el lado
izquierdo y derecho del hipotalamo, y el efecto que tienen en los ovarios a través de
la hipofisis o de vias neurales directas provenientes del SNC (Cruz et al. 1990, 2001;
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Cruz, Flores, y Dominguez 2014; Gerendai etal. 1978; Gerendai y Halasz 2001;
Sanchez y Dominguez 1995).

Cruz y col. (1989), mostraron que la unién de la ACh a los mAChR localizados en
POA-AHA participan de manera asimétrica en los mecanismos neuroendocrinos que
regulan la ovulacion, la cual depende de la etapa del ciclo estral, ya que en la etapa
del estro el implante de atropina en POA-AHA derecha resulté en el bloqueo de la
ovulacién, mientras que en la etapa de diestro-2 el bloqueo de la ovulacion se obtuvo

solo cuando el implante se coloco en el lado izquierdo de POA-AHA.

El blogueo de los mAChR por el implante de pilocarpina en POA-AHA, mostré que
en la etapa del proestro el bloqueo de dichos receptores en POA-AHA derecha
bloqued la ovulacién, mientras que del lado izquierdo no la modifico (Lopez et al.,
1997).

La diferencia de los resultados en estos estudios (Cruz et al., 1989; Lopez et al.,
1997) se puede deber a la afinidad que poseen estos antagonistas a su receptores,
la atropina se une a los cinco tipos de mAChR mientras que la PZP tiene una mayor
afinidad por los miAChR y msAChR (Mendoza, 2008a).

Cruz y col. (2014), mostraron que los animales que no ovularon como resultado
del bloqueo de los mMAChR en POA-AHA por el implante de atropina, presentaban
alteraciones el desarrollo y la atresia folicular.

Aunque dentro del NSQ no se localizan somas de neuronas colinérgicas (Van den
Pol y Tsujimoto, 1985), ambos nucleos reciben inervacion colinérgica de magnitud
similar (Bina et al., 1993). Van der Zee y col. (1991), mostraron que las neuronas del
NSQ expresan los cinco tipos de mAChR, los cuales se distribuyen en todo el nucleo,
aungue no existen asimetrias en la cantidad de fibras colinérgicas que llega a ambos
NSQs, no se ha aclarado si existe alguna una diferencia en la cantidad de m2AChR
gue expresan ambos nucleos. Con base en estos resultados y en lo que obtuvimos

en este estudio, sugerimos que la asimetria funcional que observamos en la etapa de
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proestro, puede deberse a que existe alguna asimetria en la densidad (cantidad) de

m2AChR que se expresan en ambos nucleos.

También es posible que el bloqueo de la ovulacion por la microinyeccién de
galamina en el NSQ-D sea efecto de la sensibilidad que posee este lado, ya que la
sensibilidad a la retroalimentacion hormonal es mayor en el lado derecho del

hipotadlamo que en el izquierdo (Harris et al., 1996).

La ACh es uno de los principales neurotransmisores que participan en la
regulacion de la actividad del NSQ. Las fibras colinérgicas hacen sinapsis de manera
axodendritica y axosomatica en el NSQ (Kiss y Halasz, 1996). La ACh patrticipa en la
regulacion de los ritmos circadianos dentro del NSQ, modulando la informacién fética
que llega al ndcleo (Reghunandanan et al, 1993; Reghunandanan vy
Reghunandanan, 2006).

Yang y col. (2010), mostraron que el sistema colinérgico regula la excitabilidad de
las neuronas del NSQ, mientras que Hut y Van der Zee (2011), mostraron que los
efectos de la ACh dentro del NSQ, dependen de la densidad y localizacién anatémica

de los mMAChR en las neuronas de este nucleo.

Con base en esta informacion, sugerimos que el bloqueo de los m2AChR del NSQ-
D impide que se genere la sefal circadiana, la cual estimula a diversas areas
relacionadas con la regulacion de la ovulaciéon y altera la secrecion pulsatil de la

GnRH, y como resultado no se produce la secrecion preovulatoria de la LH.

La ovulacion depende de la actividad coordinada y la sincronizacién de multiples
tejidos neuroendocrinos (Sellix, 2015). Este proceso es estimulado por la accién de la
LH, la cual al unirse a su receptor activa distintas cascadas de sefalizacion
(Marshall, 2004).

La secrecion de la GnRH esta regulada por informacion nerviosa que llega de
manera directa o indirecta del NSQ (de la Iglesia y Schwartz, 2006; Klein y Burden,
1988; Robertson et al., 2009) y segun Williams Il y Kriegsfeld (2012), en cada dia del

ciclo estral el NSQ envia sefales que estimulan el eje reproductivo.
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La LH se secreta de manera pulsatil, como resultado de la liberacién pulsatil de la
GnRH (Levine, 2015). Durante la tarde del proestro, las concentraciones de LH
comienza a aumentar (entre las 14:00 y 15:00 horas) y alcanza su maéaxima
concentracion de las 17:00 a las 19:00 horas (Smith et al., 1975).

Esta rapida “oleada” estimula la ovulacion (Freeman, 2006). La amplitud y
frecuencia de los pulsos de secrecion de GnRH determinan la secrecion de las
gonadotropinas (Melmed et al., 2011). La secrecién de LH es favorecida por pulsos
de frecuencia rapida (>1 pulso por hora) (Tsutsumi y Webster, 2009); en la rata estos

pulsos ocurren en intervalos aproximados de 30 min (Maffucci y Gore, 2009).

En los mamiferos, el aumento preovulatorio de LH que ocurre en la tarde del
proestro es estimulado por una sefial proveniente el NSQ en respuesta a una sefal
gue indica el aumento de las concentraciones de los estrogenos (Simonneaux et al.,
2012; Williams Il 'y Kriegsfeld, 2012).

El NSQ presenta conexiones neurales monosinapticas con neuronas del AHA, el
POA y el AVPV (Van der Beek et al., 1997). En el NSQ, las terminales nerviosas de
neuronas VIPérgicas hacen sinapsis con neuronas GnRHérgicas ubicadas en el
POA, mientras que las neuronas AVP hacen sinapsis con neuronas de kisspeptina
(Kp) ubicadas en el AVPV (Putteeraj et al., 2016).

Se ha sugerido que las neuronas de Kp del AVPV integran las sefales (circadiana
y estrogénica) indispensables para el aumento preovulatorio de LH, ya que estas
neuronas presentan un patron de activacion que coincide con el aumento de
GnRH/LH (Williams 11l y Kriegsfeld, 2012; Williams et al., 2011).

Ramirez y col. (2017), mostraron que durante el proestro las funciones ovaricas
son reguladas por sefiales multisinapticas provenientes del NSQ, y el nervio ovarico

superior podia ser parte de la via de comunicacion entre el NSQ y los ovarios.
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Bloqueo de la Ovulacion PROESTRO + remplazo LHRH

Dado que en ratas que no ovulan por el bloqueo de los m2AChR en el NSQ-D en
la etapa del proestro y que la inyeccion de LHRH sintética indujo la ovulacion,
sugerimos que la union de la ACh a los m2AChR del NSQ-D en la a etapa del
proestro estimula los mecanismos neuroendocrinos que regulan la secrecién de
GnRH.

Cruz y col. (2001), mostraron que la falta de ovulacion en animales con implante
unilateral de atropina en el POA-AHA se debe modificaciones en la secrecion fasica
de GnRH en la tarde del proestro y que el bloqueo del sistema colinérgico sistémico

inhibe la secrecién preovulatoria de LH.

Segun Clarke y Tilbrook (2009), hay una relacién directa entre la frecuencia y
amplitud de los pulsos de secrecion de GnRH y los de LH, mientras que Vieyray col.
(2016), mostraron que a las 9:00 h del dia proestro los mMAChR del NSQ regulan de

manera estimulante la secrecion de la LH y la ovulacion.

Con base en lo anterior, y de los resultados obtenidos en este estudio, sugerimos
que la activacion de los m2AChR del NSQ-D regulan de manera estimulante la
generacion de una sefial neuronal necesaria para estimular la liberacion de GnRH, la

cual a su vez estimula la secrecion preovulatoria de LH y la ovulacion.
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CONCLUSIONES

El implante unilateral de la canula directriz en el NSQ-D en la etapa del diestro-2 no
modificé el ciclo estral, la tasa de animales ovulantes, ni el nUmero de ovocitos

liberados en el dia del estro.

La microinyeccion de solucion salina en el NSQ-1 o NSQ-D a las 7:00 h en cada
etapa del ciclo estral no modificd la ovulacién, aunque el tratamiento en la atapa del

estro o proestro resulté en una menor masa del Gtero.

En la etapa del diestro-1, los m2AChR del NSQ-I participan de manera estimulante

sobre los mecanismos neuroendocrinos que regulan el nimero de ovocitos liberados.

Los animales con bloqueo de los m2AChR del NSQ-D en la etapa de diestro-2,
presentaron Utero distendido el dia del sacrifico, lo que nos permite sugerir que los
m2AChR del NSQ-D participan en los mecanismos neuronedocrinos que regulan el

proceso de reabsorcién del liquido luminal uterino y la distension del Utero.

Dado que el bloqueo de los m2AChR presentes en el NSQ-I en la etapa del
proestro resultdé en un mayor numero de ovocitos liberados por animal ovulante,
mientras que en el NSQ-D el mismo tratamiento resulté en la falta de ovulacion,
sugerimos que los m2AChR del NSQ participan de manera asimétrica en los

mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion.

En la etapa del proestro, la inyeccion s.c. de LHRH restaurd la ovulacion de
aquellos animales con bloqueo de los m2AChR del NSQ-D, lo cual sugerimos que la
activacion de estos receptores en el NSQ-D es imprescindible para la generacion de

una sefial neuronal necesaria para la liberacion de la GnRH.
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20.- EFECTO DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES MUSCARINICOS M2 DEL NUCLEO
SUPRAQUIASMATICO DERECHO SOBRE LA REGULACION DE LA OVULACION. Gutiérrez
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La ovulacién es un proceso regulado por sefiales neuroendocrinas entre las que participa el
sistema muscarinico. El nucleo supraquiasmatico (SCN) recibe inervacion colinérgica y regula la
secrecion de la hormona luteinizante (LH). El bloqueo del sistema colinérgico mediante la inyeccion
subcutanea de sulfato de atropina a las 8:00, 13:00 o 14:00 horas del proestro bloquea la ovulacion.
La microinyeccion unilateral de atropina en el SCN a las 9:00 horas del proestro, resulté en el bloqueo
de la liberacion de LH y de la ovulacion. La falta de ovulacion en respuesta al bloqueo de los
receptores M1 del SCN varia durante el ciclo estral. En este estudio se analizaron los efectos del
bloqueo de los receptores M2 del SCN en la etapa del diestro-2 y proestro sobre la ovulacién. Se
utilizaron ratas hembras, adultas y ciclicas de la cepa CIlIZ-V mantenidas en un fotoperiodo LD=14:10
con agua y alimento ad libitum. Se les insertd una céanula guia dirigida hacia el SCN-D (derecho).
Después de su recuperacion y de presentar tres ciclos estrales consecutivos de 4 dias, a las 07:00
horas del diestro-2 o del proestro, fueron microinyectadas con una solucién de trietioduro de galamina
disuelta en 0.3 pL de solucién salina, a una concentracion de 26 nmol o con solucién vehiculo. Los
animales fueron sacrificados a las 09.00 horas del estro predicho. En la autopsia se cuantifico el
namero de ovocitos liberados y la tasa de animales ovulantes (TAO). La insercion de la canula o la
microinyeccién del vehiculo no modificaron la TAO, ni el nimero de ovocitos liberados. La
microinyeccion de galamina en el diestro-2 no modifico la tasa ovulatoria con respecto al grupo
vehiculo (3/5 vs. 5/6, p=0.5455), mientras que el tratamiento en proestro resultd en el bloqueo de la
ovulacion (2/9 vs. 6/8, p<0.05). Con base en los resultados sugerimos que a las 7:00 horas del dia
del proestro, se requiere de la union de la acetilcolina a los receptores M2 del SCN-D para que se
produzca la ovulacion.

Financiado por CONACyYT 236908

Categoria del primer autor: M



(
. ) ® LA ACADEMIA DE INVESTIGACION EN
@ 2‘ BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION A.C.

A

Dl

OTORGA LA PRESENTE
CONSTANCIA A

Monica Ingrid Gutiérrez Estrada

Por la presentacion del trabajo en cartel:

EFECTO DEL BLOQUEO DE LOS RECEPTORES MUSCARINICOS M2 DEL NUCLEO
SUPRAQUIASMATICO DERECHO SOBRE LA REGULACION DE LA OVULACION

durante la XLIV Reunién Anual del AIBIR que se llevé a cabo del
26-29 de mayo del 2019. Oaxaca, Oax.:

\K

N

Dra. Carolina Moran Raya
IDENTE SECRETARIA




LXIl CONGRESO NACIONAL TS| UNIVERSIDAD
DE LA SOCIEDAD MEXICANA DE [FRESyiiaiirions
CIENCIAS FISIOLOGICAS, A.C. =N

- & o

2019 o

| -
¢ ‘e B = = 24 PR = i < *
e - - .

ST PR e e

Biofisica

* Biologia Celular y Bioguimica
Cardiovascular y Sistema Muscular

* Desarrollo

* Endocrinologia y Homeostasis

* Farmacologia

* Gendmica

* Inmunologia y Hematologia

* Métodos, técnicas e instrumentacion

* Morfologia

* Neurociencias

* Nutricion, metabolismo y obesidad

* Sueno y Ritmos Bioldgicos

@ COMITE ORGANIZADOR/ * Patologia Humana

MESA DIRECTIVA:

DR. BENJAMIN FLORAN GARDURC

Prasidente y 8 a S
DR. DANIEL ORTURNO SAHAGUN Informes e inscripciones:
Vicepresidente WWW.Sme.‘Org.mX
DRA. MA. DEL CARMEN CORTES SANCHEZ A

Secretaria Dudas y aclaraciones:

DRA. CONSUELO MORGADO-VALLE
Tesorera

smcf.congreso@gmail.com

AAAAA

ga: del 1° al 15 de mayo de 2019

SEDES:
Universidad Autonoma de Querétaro  Hotel Fiesta Inn

Cerro de las Campanas, Querétaro

Centro Universitario
76010 Santiago de Querétare, Qro. Av. 5 de Febem Ne 108
Col. Nifios Héroes

76010 Querétaro, Qro.

FIESTA INN.




LAIMCONGRESD HACRIAAL

CMa-90

;Los receptores muscarinicos M2 del nucleo supraquiasmatico participan en
la regulacion de la ovulacion?

Gutiérrez Estrada Ménica Ingrid'?# (estudiante de posgrade), Flores Ramirez
Angélica®, Cruz Beltran Maria Esther®, Silva Méndez Carlos Camilo®*, Jiménez
Anguiano Anabel'-, Dominguez Casala Roberto®*.

'Maestria en Biologia de la Reproduccion Animal CBS, UAM.

2| aboratorio de Biologia del Desarrollo,

*Neuroendocrinologia y
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El nicleo supraquiasmatico {SCN} regula la liberacion de la hormona luteinizante
(LH) y la ovulacion. La inervacion colinérgica que recibe el SCN participa en los
mecanismos neurcendocrinos que regulan la ovulacién. Los efectos de la inyeccion
de sulfato de atropina sobre la ovulacion varian en funcion del ciclo estral v de la
hora del dia. A las 9:00 horas del proestro la microinyeccion unilateral de atropina
en el SCN blogued |a liberacién de LH y la ovulacion. En este estudio, se analizé los
efectos del bloqueo de los receptores M2 del SCN-D en la etapa del estro y diestro-
1 sobre la ovulacion. Se utilizaron ratas hembras, adultas y ciclicas de la cepa ClIZ-
V mantenidas en un fotopenodo LD=14:10 con agua y alimento ad libifum. Se les
inserto una canula guia dingida hacia el SCN-D (derecho). Despues de su
recuperacion y de presentar tres ciclos estrales consecutivos de 4 dias, a las 07:00
horas del estro o del diestro-1, fueron microinyectadas con una solucion de
fnetioduro de galamina (26 nmol) disuelta en 0.3 pL de solucion salina o con
solucion vehiculo. Los animales fueron sacnficados a las 09.00 horas del estro
esperado. En la autopsia se cuantifico el niumero de ovocitos liberados y la tasa de
animales ovulantes (TAQ). La insercion de la canula o la microinyeccion del vehiculo
no modificaron los parametros analizados. La microinyeccion de galamina en la
etapa de estro o diestro-1 no modificaron ni la TAO, ni el numero de ovocitos
liberados con respecto al grupo vehiculo. Con base en los resultados se sugiere que
a las 7:00 horas en las pnmeras etapas del ciclo estral, los receptores M2 del SCN-
D no participan en los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulacion a
diferencia de lo que sucede en el proestro. Financiado por CONACyT 236908
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