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1. RESUMEN

El fendmeno de la obesidad en nuestro pais ha tomado gran relevancia en los ultimos
anos, especialmente como la causa de diversas comorbilidades que incrementan los
riesgos cardiovasculares y enddcrinos. En investigaciones recientes se ha estudiado
la relacion que existe entre el sistema nervioso central y esta condicion clinica, sin
embargo, se sabe que el sistema nervioso periférico también interviene en procesos
metabdlicos y puede regular la acumulacién de tejido adiposo. Por su parte, los
ovarios son glandulas esteroidogénicas capaces de modificar su produccién hormonal
cuando las sefales nerviosas centrales y periféricas varian. Por ello, es importante
estudiar la influencia de estas hormonas sobre los ganglios periféricos asociados, a

lo largo del ciclo estral y utilizando como modelo a la rata Zucker obesa y delgada.

En el presente trabajo se analiz6 la presencia del 17B-estradiol en neuronas de cinco
ganglios prevertebrales: ganglios celiacos, suprarrenales y mesentérico superior;
asociados al funcionamiento ovarico. Se utilizaron ratas hembra adultas de tres
meses de edad (n=20) mantenidas en condiciones controladas a las cuales se les dio
seguimiento del ciclo estral. La presencia de la hormona en las células se cuantificd

mediante técnicas de inmunohistoquimica de fluorescencia.

En los modelos con obesidad se presentd un ciclo estral irregular caracterizado por
un diestro prolongado. En cambio, las ratas delgadas si presentaron ciclos regulares.
De las pruebas de inmunofluorescencia se observé la mayor cantidad de neuronas
inmunopositivas a 17B-estradiol en los dias de diestro 2 y proestro de ratas delgadas;
ademas, se presento asimetria en la inmunoreactividad entre los ganglios bilaterales
suprarrenales y celiacos. El tamafo del soma neuronal presento variaciones a lo largo
del ciclo en ganglios especificos durante los dias del diestro 2 y el proestro. Por su
parte, el numero de neuronas que presento el diestro de ratas obesas no mostré

diferencias significativas respecto al diestro de las ratas delgadas.

Asi, la presencia de 17B-estradiol en las neuronas de cinco ganglios prevertebrales
es asimétrica y varia durante el ciclo estral en animales delgados, mientras que la rata
en condiciones de obesidad carece de ciclicidad y de las variaciones asociadas; lo
que sugiere que la fluctuaciéon de esta hormona en las neuronas a lo largo del ciclo
estral puede influir sobre el tejido adiposo y sobre el desarrollo de padecimientos
relacionados con el eje hipotalamo-hipodfisis-ovarios como endometriosis, sindrome

de ovario poliquistico e infertilidad.



2. INTRODUCCION
2. 1. Sistema nervioso

Bazira (2021), define al sistema nervioso como un conjunto funcional de
células, tejidos y 6rganos que se encarga de percibir, procesar y responder a los
estimulos tanto del ambiente externo como del interno, asi como de regular estas

respuestas con el fin de mantener el equilibrio homeostatico del organismo.
Este puede dividirse en dos subsistemas principales:

El sistema nervioso central (SNC), formado por el encéfalo y la médula espinal.
El primero, también conocido como cerebro, se compone de dos hemisferios (derecho
e izquierdo divididos por la fisura media), un cerebelo y un bulbo raquideo. Las
estructuras del SNC estan recubiertas por tres capas membranosas llamadas
meninges, que lo protegen. En ratas, el extremo rostral del encéfalo presenta grandes
bulbos olfatorios, 6rganos pareados, de los que se derivan los nervios olfatorios que

los conectan con el tejido nasal interno (Crisler et al., 2020; Huilgol & Tole, 2016).

Por otro lado, el sistema nervioso periférico (SNP), engloba al resto de sistema
nervioso, incluye 34 pares de nervios espinales, los pares de nervios craneales IlI-XII
(entre ellos el nervio vago), raices nerviosas espinales, nervios motores y sensitivos,
ademas de numerosos ganglios. Su principal funcién es la conduccion de la
informacion del SNC hacia los demas 6rganos de la periferia y de regreso el SNC
(Crisler et al., 2020; Snyder et al., 2018). Este ultimo también se divide en: sistema
nervioso auténomo (SNA) y sistema nervioso somatico (SNS), cuya accidn
coordinada permite el funcionamiento adecuado de los 6rganos y el mantenimiento

homeostatico de los organismos (Figura. 1; Snyder et al., 2018).

De ellos, el SNA, como lo dice su nombre, es el encargado de modular las
funciones autbnomas, es decir, procesos involuntarios que varian dependiendo de las
condiciones del ambiente externo e interno del organismo. Los nervios y los ganglios
que lo conforman inervan las visceras abdominales y pélvicas, ademas del sistema
cardiovascular y de las glandulas exocrinas: lacrimales, salivales, gastricas,
sudoriparas, prostatica, el pancreas y las glandulas genitales, que incluyen a las
gonadas. Su principal centro de control neuronal se encuentra en el hipotalamo, sin
embargo, también se pueden encontrar otros nucleos en el tallo cerebral, médula

espinal, formacion reticular y corteza cerebral (Furness, 2015).



Por su parte, el SNS, también conocido como sensorimotor, transmite la
informacion del ambiente externo hacia el SNC y controla los movimientos sometidos
a control voluntario, por lo que comprende principalmente fibras sensitivas y

motoneuronas (Snyder et al., 2018).

Sistema Nervioso (SN)

Sistema nervioso
Periférico (SNP)
Nervios espinales, raices nerviosas,

ganglios, nervios motores y sensitivos,
nervios craneales |I1-XI|

Sistema Nervioso
Central (SNC)

Encéfalo y médula espinal

Sistema Nervioso

Somatico (SNS)
Funciones involuntarias, Motoneuronas y fibras
visceras y glandulas exocrinas sensitivas

Sistema Nervioso Sistema Nervioso

Sistema Nervioso

Simpético (SN .
Jpatlce ( Entérico
simpético)

Region toracolumbar, organizado en
cadenas ganglionares paravertebrales

Parasimpatico
(SNPS)

Region craneal-sacral, organizado en
ganglios en los organos efectores

Figura 1. Principales divisiones y componentes del Sistema nervioso (Creacion propia).
2. 1. 1. Sistema nervioso simpatico y parasimpatico

Dentro del mismo sistema nervioso autbnomo se reconocen otras tres
divisiones: el sistema nervioso simpatico (SN simpatico), parasimpatico (SNPS) y

entérico (Furness, 2015).

ElI SN simpatico se origina en la region toracolumbar y se organiza en una serie
de ganglios cercanos y paralelos a la columna (ganglios paravertebrales) que forman
cadenas simpaticas que se extienden desde el ganglio cervical superior (GCS) hasta
la region sacra, estos ganglios se caracterizan por presentar inervaciones escasas de
mielina. Por su parte, el SNPS reside en las zonas sacral y craneal y se organiza en
ganglios ubicados en el érgano efector, sin cruzar por ganglios intermedios (Figura 2.
Amthor, 2020; Furness, 2015; Snyder et al., 2018).



La organizacion del SNA depende de si la informacion procede del cerebro o
de la médula espinal. El control parasimpatico, ejercido por el cerebro, lleva las
sefales hacia las glandulas y los musculos involuntarios de la cabeza mediante los
nervios craneales lll, VIl y IX, por su parte, el par X inerva al corazon y los pulmones,
mientras que las proyecciones medulares inervan el colon, el rifidn, la vejiga y los
organos reproductores; en el caso del sistema simpatico, algunas proyecciones

toracicas de la médula controlan a las pupilas y a algunas glandulas (Amthor, 2020).

Los ganglios simpaticos liberan principalmente norepinefrina (NE), mientras
que los parasimpaticos suelen ser colinérgicos (ACh) por lo que sus efectos tienden
a ser opuestos; por ejemplo, la NE de las proyecciones simpaticas aumenta el ritmo
cardiaco, mientras que la ACh de la division parasimpatica lo disminuye (Amthor,
2020). No obstante, ello no significa que ambas divisiones sean antagonicas: el SNS
envia proyecciones a todo el cuerpo, mientras que el SNPS inerva zonas especificas,
ademas de que son muy pocos los tejidos que cuentan con inervaciones tanto

simpaticas como parasimpaticas (Furness, 2015; Janig, 2006).
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Figura 2. Organizacién anatomico-funcional del sistema nervioso simpatico y parasimpatico.
Los ganglios simpaticos se organizan en cadenas paralelas a la columna, mientras que los
ganglios parasimpaticos se ubican cercanos a los 6rganos efectores (Modificado de Furness,
2015).



Si bien el SN simpatico y el SNPS son dos subsistemas distinguibles, existe
entre ellos una estrecha relacion, por lo que una desregulacion en alguno de ellos
podria tener consecuencias en el funcionamiento del otro, afectando el equilibrio
homeostatico de forma crénica (Amthor, 2020). Por ejemplo, en un estudio realizado
en ratas hembras (Brito et al., 2008), se reportdé que, al ser tratadas con una ingesta
excesiva de fructosa, se presenté un desbalance autonémico que llevo al desarrollo
de hipertension y resistencia a la insulina, proveyendo evidencia que sugiere que la
disfuncion autondémica tiene un papel en la aparicion de desordenes metabdlicos y

cardiovasculares.
2. 1. 2. Ganglios prevertebrales y su conexién con los ovarios

Los segmentos proximales de los nervios periféricos que surgen de la foramina
de la médula se ramifican en proyecciones que se entretejen con las proyecciones
nerviosas de otros niveles espinales para formar una red llamada plexo nervioso;
estos plexos a su vez se ramifican y proyectan para formar nervios mas largos que

envian fibras hacia todo el cuerpo (Thaisetthawatkul & Dyck, 2020).

De acuerdo con los estudios anatémicos realizados por Baljet & Drukker,
(1979) y Pastelin etal.,, (2017), las fibras que inervan los ovarios surgen
principalmente de cinco ganglios pertenecientes al plexo celiaco: los ganglios
celiacos (izquierdo y derecho), los ganglios suprarrenales (izquierdo y derecho) y el

ganglio mesentérico superior.

Para poder hacer una descripcién anatémica de los ganglios que inervan a los
ovarios es importante considerar que las estructuras nerviosas en el SNA suelen
ubicarse y designarse en relacién con los vasos sanguineos junto a los que viajan,
por ello es necesario mencionar brevemente los vasos sanguineos, ramificaciones de

la aorta abdominal, asociados a estos ganglios (Figura 3; Baljet & Drukker, 1979):

a. Arteria celiaca: se deriva ventralmente de la aorta, se divide en izquierda
gastrica, arterias hepaticas lineales y comunes.

b. Arterias mesentérica superior e inferior: la primera se deriva ventralmente de
la aorta, caudal a la arteria celiaca y mas grande que ésta, se ramifica en la
arteria colica media; la segunda se ramifica en la arteria cdlica izquierda al
llegar al colon y en la arteria rectal superior al alcanzar el recto.

c. Arterias renales: Derecha e izquierda, una se encuentra a la altura de la arteria

mesentérica superior y cruza de manera dorsal la vena cava inferior; la otra se
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encuentra caudal a la arteria mesentérica superior, ambas se ramifican antes
de entrar a sus respectivos rifiones, unas de estas ramificaciones son las
arterias suprarrenales inferiores.

d. Arterias ovaricas: se derivan de la aorta a la altura de la region caudal de las
arterias renales, atraviesan el utero de forma ventral y se ramifican cercanas
al ovario para irrigarlo en conjunto con el oviducto, finalmente presentan

anastomosis con las arterias uterinas.
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Figura 3. Sistema circulatorio arterial en ratas (Modificado de Farag et al., 2023).

Mientras el cerebro funciona, principalmente, como el centro de la conducta
consciente, el SNP se encarga, en colaboracién con el tallo cerebral y el hipotalamo,
del control de procesos involuntarios como el metabolismo, el ritmo cardiaco o la
digestiéon. Dado que modula mecanismos en todo el cuerpo y procesa una gran
cantidad de sefales, es necesario que disponga de varios centros de control,
distribuidos en todo el organismo, que regulen y organicen la informacién que va tanto
del exterior (somatosensitiva) hacia el SNC, como del cerebro hacia los diversos
organos; dichos centros son llamados ganglios, formados por numerosos conjuntos

de somas neuronales (Amthor, 2020).

Se reconocen diversos grupos de ganglios autondmicos dependiendo de
donde se distribuyan. Los ganglios celiacos, mesentéricos superior e inferior y
suprarrenales, pertenecen al grupo de los ganglios prevertebrales, quienes inervan
los 6rganos viscerales en la zona abdominal, recibiendo informacion de los nervios

esplacnicos y comunicandose con los ovarios mediante un circuito neural que incluye
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una variedad de nervios como el nervio ovarico superior (NOS) y el nervio vago (Baljet
& Drukker, 1979; Furness, 2015; Pastelin et al., 2017).

El NOS es una estructura nerviosa bilateral que surge del borde lateral del
ganglio suprarrenal y recorre libremente el borde de la glandula suprarrenal,
dirigiéndose hacia el ligamento suspensorio, en el que se introduce y el cual recorre
embebido hasta inervar el ovario ipsilateral. Antes de llegar al ovario, el NOS se va
conformando de los haces que surgen de varios ganglios: los ganglios celiacos, los
suprarrenales y el mesentérico superior, tanto ipsi como contralaterales (Figura 4). Se
compone de fibras aferentes y eferentes, por lo que la informacién autondémica y
sensorial proveniente de los ovarios es transmitida principalmente por el NOS para

ser procesada, inicialmente, por estos ganglios (Pastelin et al., 2023).
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Figura 4. Esquema de la comunicacién ovario-ganglionar mediada por el NOS en
ratas. RSON, nervio ovarico superior derecho; LSON, nervio ovarico superior izquierdo;
ROPN, nervio del plexo ovarico derecho; LOPN, nervio del plexo ovarico izquierdo; RSG,
ganglio suprarrenal derecho; LSG, ganglio suprarrenal izquierdo; RCG, ganglio celiaco
derecho; LCG, ganglio celiaco izquierdo; SMG, ganglio mesentérico superior, IMG, ganglio
mesentérico inferior; rk, riidn derecho; Ik, rindn izquierdo; rO, ovario derecho; IO, ovario
izquierdo; A, aorta; VC, vena cava; RVP, plexo vago derecho; uh, cuernos uterinos; st,
estdmago; D, diafragma (Modificado de Pastelin et al., 2017; Rivera-Castro et al., 2023)
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2. 1. 2. 1. Ganglios celiacos

Los ganglios celiacos (GC) son estructuras nerviosas pareadas (Pastelin et al.,
2017), que consisten en dos lébulos ubicados ventro-lateralmente a la aorta, caudal
a la arteria celiaca (Furness, 2015). Estos ganglios siempre son asimétricos, siendo
el izquierdo mas grande que el derecho: el ganglio celiaco izquierdo (GCl) tiene forma
de medialuna y se ubica a la izquierda de la arteria celiaca y de la arteria mesentérica
superior; el ganglio celiaco derecho (GCD) tiene forma triangular y se ubica a la
derecha de la arteria celiaca en la zona caudal, cercano a su origen en la aorta. Se
comunican entre si mediante varias fibras nerviosas, unas recorren dorsales a la
aorta, entre las arterias celiacas y mesentérica superior; otras atraviesan ventralmente
a las arterias renales y unen a los ganglios en sus regiones mas distales (Baljet &
Drukker, 1979).

Al seguir las fibras de los nervios esplacnicos, provenientes de la cadena
sinaptica, se observan los engrosamientos que conforman los ganglios esplacnicos,
los cuales se ubican cercanos a los ganglios celiacos y a los que dirigen sus
principales proyecciones (Furness, 2015; Hill et al., 1987). El nervio vago también
tiene influencia sobre los ganglios celiacos, que fungen como punto de conexion entre
el del nervio vago y el resto del plexo celiaco, informacion que eventualmente se dirige
a los ovarios. Ambos GC se conectan ademas con el sistema entérico, varios 6rganos
viscerales y abdominales, el estbmago y el tejido adiposo (Linares et al., 2013; Rivera-
Castro et al., 2023).

Finalmente, la mayoria de las fibras del nervio ovarico superior, embebido en
el ligamento suspensorio, que se proyectan hacia el ovario, presentan sus somas en
el ganglio celiaco, por lo que se considera a los ganglios celiacos como el principal
centro del SNA en el que converge la informacién proveniente del ovario que pasa a

través del nervio ovarico (Pastelin et al., 2023).
2. 1. 2. 2. Ganglios suprarrenales

Las glandulas suprarrenales se encuentran altamente inervadas por lo que
Baljet & Drukker (1979), describen como el plexo nervioso suprarrenal, compuesto
por haces de fibras nerviosas que recorren junto a la arteria suprarrenal inferior y por
numerosos ganglios pequefios que, en su mayoria, derivan de los llamados ganglios

suprarrenales (GS).
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Bautizados con ese nombre debido a su particular ubicacion, fueron descritos
por primera vez en 1979 por Baljet y Drukker, como un par ganglios cercanos a las
glandulas suprarrenales y a los rifiones que presentaban una forma elongada que

ocasionalmente se redondea en las regiones cercanas a las glandulas.

De ellos se derivan varios nervios con diversos destinos: Los nervios
suprarrenales, que inervan las glandulas, se derivan de los ganglios suprarrenales y
de las regiones de los nervios esplacnicos mayores que se encuentran distales a los
mismos ganglios; el nervio celiaco, que se dirige hacia los ganglios celiacos, se
compone de los haces que se originan en ambos ganglios suprarrenales y recorren
en direccién de la arteria celiaca; los nervios derecho e izquierdo del plexo frénico,
asociados a las arterias frénicas inferiores, surgen de la regién caudal del ganglio
suprarrenal derecho (GSD), y de la parte craneal del ganglio suprarrenal izquierdo
(GSI), respectivamente; los nervios que descienden junto a la arteria suprarrenal
inferior y la arteria renal para dirigirse al riidn se originan de la regién caudal del
ganglio suprarrenal; los ganglios suprarrenales también establecen conexiones con

los nervios esplacnicos menores (Baljet & Drukker, 1979).

Estudios mas recientes (Pastelin etal., 2023), confirman varias de las
observaciones publicadas en el articulo de Baljet & Drukker, (1979), como el
surgimiento de fibras nerviosas que recorren en la direccion el ligamento suspensorio
del ovario a partir de los GS; y afiaden nuevos descubrimientos sobre su anatomia.
Las investigaciones realizadas con histoquimica de acetilcolinesterasa confirman que

los ganglios suprarrenales son el origen del nervio ovarico superior (NOS).
2. 1. 2. 3. Ganglio mesentérico superior

Uno de los primeros registros que se tiene del ganglio mesentérico superior
(GMS) proviene de los trabajos de Baljet & Drukker, (1979), quienes reportan la
existencia de un ganglio cerca de la arteria mesentérica superior, de la que deriva su
nombre. En un principio fue considerado parte del ganglio celiaco izquierdo, sin
embargo, estudios mas recientes (Pastelin et al., 2017) sehalan que el GMS no es
parte del GCI, sino que este ultimo, mas bien, se prolonga hasta después de la arteria

mesentérica superior.
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El GMS es, entonces, un ganglio unico, fusiforme, conformado por neuronas
ovales, cuyos nucleos se ubican mayormente en el centro del pericarion (soma). Se
encuentra en el lado derecho, unido a la vena cava inferior, cercano a la region de la
aorta de la que se origina la arteria mesentérica superior (Furness, 2015; Pastelin
et al., 2017). De él se derivan varios haces nerviosos que recorren en la direccion de
la arteria mesentérica superior y se dirigen al estbmago, al bazo, al pancreas y, en
mayor medida, hacia el intestino delgado y la regidén proximal del colon (Quinson et al.,
2001). De su region caudal deriva el nervio intermesentérico que alcanza
indirectamente, mediante las fibras de un ganglio pequefio cercano a la vena cava
inferior, al ganglio interrenal y al ganglio mesentérico inferior (Furness, 2015; Quinson
et al., 2001).

La influencia que ejerce el GMS en el funcionamiento ovarico y uterino se lleva

a cabo mediante el Nervio del Plexo Ovarico (NPO; Figura 4; Pastelin et al., 2017).

Pastelin et al., 2017, propone que la inervacion autondmica de los ovarios
presenta una asimetria, particularmente respecto a las conexiones que forma con los
ganglios prevertebrales, conformando vias multi sinapticas entre el ovario y el SNP.
Dicha asimetria es mencionada igualmente en el trabajo de Moran et al., (2005), que
sefala que la informacién que va del ovario hacia los ganglios es, ademas, ipsilateral:
las sefales provenientes del ganglio celiaco-mesentérico superior izquierdo se dirigen
al ovario izquierdo a través del NPO y el NOS, mientras que aquellas provenientes
del ganglio celiaco-mesentérico superior derecho recorren exclusivamente el NPO

para alcanzar el ovario derecho.
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2. 2. Ciclo estral

La existencia de un ciclo estral es vital para la reproducciéon. Su principal
proposito es la coordinacién temporal de eventos como la presencia de conductas
sexuales, la ovulacion y la receptividad uterina para hacer posible el establecimiento
de un embarazo (McArdle & Roberson, 2015).

Los ciclos pueden variar segun la especie, ajustandose a su ambiente o a su
estrategia reproductiva. En roedores, que tienen un promedio de vida bastante corto
y cuyo tiempo para reproducirse es limitado, alcanzan la madurez sexual bastante
jovenes, los ciclos son poliestricos, cortos, regulares y sucesivos, presentan ovulacion
espontanea y carecen de una fase lutea a menos que haya prefiez (Paccola et al.,
2013; Sato et al., 2016). La regularidad del ciclo estral se alcanza aproximadamente

una semana después de la apertura vaginal (Maeda et al., 2000).

El ciclo estral también puede variar dependiendo de otros factores como la
edad, la temperatura, la luz, o las estaciones, aunque este ultimo no aplica para
aquellos individuos criados en el laboratorio (Otto et al., 2015; Paccola et al., 2013).
Incluso se puede ver afectado debido al estrés que sufren los individuos debido al
manejo y procedimientos en el laboratorio a los que son sometidos (Maeda et al.,
2000). La funcion ovarica esta particularmente influenciada por los ciclos de luz y
oscuridad, y se ha visto que irregularidades en ellos puede llevar a la formacion de

quistes, pubertad prematura e incluso atrofia ovarica (Fox & Laird, 1970).

Incluso la dieta puede ser un gran determinante del avance adecuado y la
regulacion del ciclo. Wang et al., (2014), realizé un estudio en ratas inicialmente
delgadas a quienes se les administr6 una dieta alta en grasa, y las cuales
desarrollaron obesidad. Sus resultados mostraron que las ratas obesas manifiestan
alteraciones en la regularidad del ciclo estral, se vuelven irregulares y lo hacen con
mayor frecuencia que las ratas delgadas. Ademas de que solo las ratas obesas
presentan el cese completo del avance del ciclo, es decir, que las ratas obesas ya no

ciclan después de un tiempo.

Un ciclo estral normal se caracteriza por cambios morfoldgicos en los ovarios,
en el utero y en la vagina (Goldman et al., 2007). En ratas, ambos ovarios presentan
al mismo tiempo los mismos cambios, incluyendo una ovulacion bilateral (Sato et al.,
2016). Estos cambios y su duracion son muy particulares, por lo que se han clasificado

diferentes fases que corresponden a cada uno de estos cambios. Aunque ésta puede
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variar segun el autor, la mayoria considera que el ciclo dura entre cuatro y cinco dias
e incluye cuatro fases: proestro, estro, diestro 1 (0 metaestro), y diestro 2, donde cada
fase tiene una duracion aproximada de un dia; en el caso de los ciclos de cinco dias
el diestro se puede extender hasta tres dias, considerandolos diestro 1, 2, y 3
(Lohmiller et al., 2020; Maeda et al., 2000; Otto et al., 2015).

Para poder regular el avance del ciclo y los cambios morfoldgicos y funcionales
que sufre el ovario y el tracto a lo largo de éste, es necesaria la coordinacion de los
ciclos ovaricos y uterinos. Esto es posible gracias a los diferentes niveles que adoptan
diversas hormonas a lo largo de las fases del ciclo (McArdle & Roberson, 2015). De
manera general, sucede lo siguiente (de la Iglesia & Schwartz, 2006; Lohmiller et al.,
2020; Steegers-Theunissen et al., 2020):

Cuando se alcanza la pubertad y el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario ha llegado
a la madurez, el hipotdlamo empieza a secretar la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), la cual estimula a su vez, la secrecién de gonadotropinas
(FSH y LH), por parte de la adenohipdfisis. El aumento en sus niveles provoca, en los
foliculos dentro del ovario, su desarrollo y la liberacidon de cantidades progresivamente
mayores de estrégenos. Gracias a complejos sistemas de retroalimentacion, el
aumento de los niveles estrogénicos actua sobre el hipotdlamo; cuando éstos
alcanzan su nivel maximo se produce una gran cantidad de GnRH, lo que estimula la
produccion de una oleada de LH, que desencadena la ovulacién y la consecuente
formacion del cuerpo luteo a partir del foliculo roto, el cual, comienza con la secrecién
de progesterona, que inhibe la produccion de FSH y evita, temporalmente, la
maduracién de otros foliculos. Si no hay implantacion del embrion, el cuerpo luteo se
desintegra, los niveles de progesterona descienden y nuevamente empieza a

liberarse FSH, para madurar un nuevo foliculo.
2. 2. 1. Proestro

Marca el inicio del ciclo, se considera que una rata ha alcanzado la pubertad
cuando, ademas de la apertura vaginal, se presenta el primer proestro. Durante esta
etapa se presenta el aumento en la secrecion de GnHR por parte del hipotalamo, y
de LH y FSH por parte de la hipdfisis, estimulando un desarrollo folicular acelerado y
la secrecién de estrogenos por parte de los ovarios, entre ellos, el 17-B estradiol es
de los mas importantes; sus niveles aumentan gradualmente junto con los de las

GnRH y las gonadotropinas. Cuando los estrogenos alcanzan su cima desencadenan
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una oleada de gonadotropinas que estimulan a los foliculos preovulatorios y

promueven la ovulacion (Figura 5.; Lohmiller et al., 2020; Sato et al., 2016).

Ademas de las gonadotropinas y de los estrogenos, durante el proestro se
aprecia un aumento en los niveles de prolactina, secretada igualmente por la hipé&fisis
(Gaytan et al., 2001).

La oleada de gonadotropinas provoca no solo la liberacion del ovocito sino
también el desarrollo de otros foliculos pequenos (Peluso, 1992). Dado que la
ovulacion no ha tenido lugar pero esta préxima a suceder, es posible observar en
cortes histologicos del ovario, entre dos y cuatro foliculos preovulatorios en un solo

corte (Sato et al., 2016), ademas, el utero se encuentra inflamado (Otto et al., 2015).
2. 2. 2. Estro

La fase inicia con la ovulacién, 10-12h tras la oleada de LH y FSH del proestro
(Paccola et al., 2013). Tras ella, los niveles de estradiol descienden y la presencia de
la LH provoca que las células del foliculo roto comiencen su diferenciacion en células
luteas para la formacion del cuerpo luteo, aumentando considerablemente los niveles
de progesterona (Figura. 5), que estimulan al utero para que se mantenga en las
condiciones Optimas para la implantacion del embrion, incrementando el tono uterino
(miometrio) y la produccion de mucosa (endometrio; Lohmiller et al., 2020; Sato et al.,
2016). El ovocito se mantiene viable de 10 a 12 horas tras su expulsién del ovario
(Fox & Laird, 1970).

La vulva se inflama y las paredes vaginales lucen secas debido a la
cornificacién del epitelio vaginal. La progesterona y los estrégenos también actuan en
el SN para inducir las conductas de apareamiento, las hembras manifiestan
receptividad sexual (celo) durante los periodos de oscuridad del dia del estro (Crisler
et al., 2020; Freeman, 1988; Lohmiller et al., 2020). Al final de este mismo dia es
posible observar que los niveles de gonadotropinas retornan a niveles basales (Sato
et al., 2016).

2. 2. 3. Diestro 1 (o metaestro)

Durante esta etapa los cuerpos Iuteos comienzan su proceso de regresion
(Sato et al., 2016). Estos duran aproximadamente 12-14 dias, por lo que en ciclos
subsecuentes es posible seguir observando numerosos cuerpos luteos (Yoshida

et al., 2009). La vulva luce mas humectada (Otto et al., 2015). Conductualmente, las
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hembras ya no son receptivas del macho hasta el siguiente proestro (Hamid &

Zakaria, 2013).
2. 2. 4. Diestro 2

Las oleadas de prolactina del proestro estimulan la luteolisis tras el metaestro;
en caso de no haber implantacidn, los niveles de progesterona caen (Gaytan et al.,
2001; Lohmiller et al., 2020; Sato et al., 2016).

En esta etapa, la ultima antes de recomenzar el ciclo, se observa nuevamente
el aumento en los niveles de 17B-estradiol, cuyo maximo se alcanza en el proestro,
asociado al desarrollo folicular. El ciclo termina cuando se alcanza nuevamente el
maximo en los niveles estrogénicos (Figura 5; Freeman, 1988). Este mismo patrén de

desarrollo folicular y regresion lutea se repite con cada ciclo (Sato et al., 2016).
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Figura. 5. Ciclo estral en ratas. Tiene una duracion de 4 dias y se conforma de 4 etapas:
proestro, estro, diestro 1 (o metaestro) y diestro 2. Cada etapa se caracteriza por diferentes
niveles de hormonas hipofisiarias y ovaricas que permiten el desarrollo folicular y finalmente
la ovulacion, tras la cual se diferencia el cuerpo luteo cuya regresion y la recuperacion de los
niveles estrogénicos significan el reinicio de un nuevo ciclo. FSH, hormona foliculo
estimulante; LH, hormona luteinizante (Modificado de Goldman et al., 2007).
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2. 3. Zucker Fatty, un modelo de obesidad

Recientemente se reconocidé que tanto el sindrome metabdlico como la
obesidad son estados patofisiologicos que pueden presentarse de manera
independiente. Asimismo, debido a que éstas son afecciones con multiples etiologias
(Lee et al., 2016; Shi et al., 2020), se han desarrollado multiples cepas de modelos
animales, como las ratas, que imiten la especificidad de cada uno de los factores que
los influencian. Por ejemplo, para el estudio de la obesidad causada por el tipo de
dieta se desarroll6é la cepa DIO prone rat (Levin et al., 1997), criada especialmente
para desarrollar obesidad y otros padecimientos metabdlicos al administrarsele una
dieta alta en grasa, azucar y calorias; también existe la cepa Goto-Kakizaki (Goto
et al., 1988), utilizada como modelo para el estudio de la diabetes, que se distingue

por ser delgada.

Dentro de esta diversidad, también son ampliamente usados los modelos de
obesidad genética. En un articulo publicado por Zucker & Zucker (1961), se reporta
por primera vez la aparicion, de forma espontanea, de una nueva cepa mutada que

se caracteriza por ser obesa, a la que designaron Fatty (Figura 6).

La rata Zucker Fatty (ZF), es multicolor, su pelaje puede ser
predominantemente café, café con blanco, predominantemente negro o blanco con
negro (Owens, 2006). A nivel genético, surge debido a un unico gen recesivo: solo los
individuos homocigotos recesivos (fafa) manifiestan el fenotipo obeso, mientras que
los heterocigotos (Fafa) muestran un crecimiento corporal similar al de los

homocigotos delgados (FaFa) (Zucker & Zucker, 1961)

La leptina es una hormona peptidica producida principalmente por los
adipocitos. Es capaz de atravesar la barrera hematoencefélica y unirse a sus
receptores en el SNC por lo que tiene un papel importante en la regulacién de la
conducta alimentaria y de la homeostasis energética (Tartaglia et al., 1995). En el
SNC es el hipotalamo quien expresa la mayor cantidad de receptores de leptina,
especificamente los nucleos involucrados en la regulacion de la conducta alimentaria

y del gasto energético (Simpson et al., 2009).

El alelo fa posee una unica mutacion puntual que provoca un cambio en la
secuencia aminoacidica del receptor a leptina (Lepr). El gen que codifica una regién
del dominio extracelular del Lepr presenta una transversién en el nucledtido 880 en el

que se reemplaza una adenina (Fa) con una citosina (fa), lo que provoca el cambio,
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en el aminoacido 269, de una glutamina (wild type) por una prolina (fafa). Al sitio
mutado en la secuencia nucleotidica se le dié el nombre de Msp I, mientras que a la
mutacién se le denomind GIn269Pro, que resulta en una reducciéon de hasta 10 veces

en los niveles del receptor en la superficie celular (Chua et al., 1996).

Figura 6. Comparacion entre una zucker delgada (izg.), y una obesa (der.). Ejemplares de
10 meses de edad (Tomado de Zucker & Zucker, 1961)

Las hembras homocigotas, a diferencia de los machos que se desarrollan con
normalidad, exhiben o6rganos sexuales subdesarrollados y pueden manifestar
esterilidad, por lo que es necesaria la cruza de heterocigotos fértiles (Fafa), para
producir el fenotipo obeso (fafa), que se presenta con una constancia del 25% por

camada, cruzando a los mismos padres (Zucker & Zucker, 1961)
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La rata Zucker obesa (fafa), se distingue a simple vista, por el desarrollo
temprano de obesidad, a partir de la 3-5 semana de edad, alcanzando su pico hacia
las 14 semanas en las que su composicion corporal es del 40% lipidica, con un suero

sanguineo de aspecto lechoso (Zucker & Antoniades, 1972; Zucker & Zucker, 1961).

Aunque los ejemplares obesos presentan hiperfagia (Johnson et al., 1978;
Zucker & Zucker, 1961), no es posible atribuir a esto la causa de su crecimiento y sus
anomalias metabdlicas. Diversos estudios (Boulangé et al., 1979; Durham & Truett,
2006; Zucker & Zucker, 1961) reportan que, aun con dietas restringidas, o en edades
en las que la hiperfagia aun no se presenta, las ratas fafa siguen manifestando una
excesiva acumulacion lipidica y resistencia a la insulina. Por lo que el sindrome seria
provocado mas que por un incremento en el apetito, por complejos problemas

metabdlicos.

Johnson et al., (1978), sugieren que la mutacién del gen fa deriva en una
disrupcién de los procesos que controlan y regulan la proliferacion de células
adiposas. Su trabajo se baso en el estudio del desarrollo de adipocitos en ratas

hembra Zucker obesas y delgadas de diferentes edades (5-52 semanas de vida).

Sus resultados sefalan que, en las ratas obesas, los adipocitos manifiestan
tanto hipertrofia como hiperplasia, es decir que, incrementan su peso corporal debido
tanto a células adiposas mas grandes como a un mayor numero de células en sus
depdsitos de grasa. Respecto al tamafio, las células adiposas en ratas obesas son el
doble de grandes que las células de las ratas delgadas; mientras que el numero de
adipocitos no solo es mayor en ratas obesas desde el nacimiento, sino que su
proliferacion no cesa hacia las 14 semanas de edad, como sucede con las delgadas,

incluso se mantiene un incremento constante hasta por un ano (Johnson et al., 1978).

En ratas delgadas, conforme su edad avanza, la acumulacion de grasa se va
reduciendo, sin embargo, lo contrario sucede en las ratas obesas, que entre las 34 y
las 52 semanas de edad muestran un incremento en el almacenamiento lipidico,
sugiriendo que la mutacion fa/fa otorgaria la habilidad de mantener el poder
proliferativo de los adipocitos hasta la adultez. Sin embargo, se desconoce si el
aumento en el tejido adiposo es por la genuina estimulacion de division mitética o por
la estimulacion en el crecimiento del tamano o de la diferenciacion de células

pequefas preexistentes (Johnson et al., 1978).
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En su aspecto metabdlico, las ratas Zucker fa/fa se caracterizan por padecer
hipertension, hiperlipidemia e hipercolesterolemia, sus niveles de acidos grasos son
10 veces mas altos que los de sus conespecificos delgados, el colesterol y los
fosfatidos son 4 veces mayores y los lipidos sanguineos se mantienen en cantidades

elevadas aun después de 18 horas de ayuno (Zucker & Zucker, 1961).

Por otro lado, no presentan hiperglucemia, ya que sus niveles de azucar en
sangre no superan los niveles normales sin importar que los individuos estén en ayuno
o alimentados (Zucker & Zucker, 1961). Si bien suelen ser normoglicémicas,
presentan hiperinsulinemia y resistencia periférica a la insulina (Durham & Truett,
2006; Johnson et al., 1978). A nivel de SNC se ha reportado una baja sensibilidad a
la insulina, atribuyéndole a este fendmeno un papel en el desarrollo y permanencia

de la hiperfagia y la obesidad (lkeda et al., 1986).

Investigaciones mas recientes sobre el perfil metabdlico en ratas Zucker
(Melnyk & Hakkak, 2022; Pelantova et al., 2023), reportan que la concentracion de
metabolitos en suero presenta diferencias significativas entre los grupos obesos y
delgados, diferencias que podrian estar relacionadas con la etiologia de la obesidad.
Por ejemplo, la concentracién de metionina y cisteina sérica era significativamente
mas baja en ratas obesas, mientras que la de cistina (la forma oxidada e inactiva de
la cisteina) era elevada, indicando un incremento en el estrés oxidativo en las ratas
obesas. La existencia de esta diferencias entre ejemplares obesos y delgados se
mantiene presente hasta las 40 semanas de edad, con algunas diferencias entre las

12 y las 21 semanas de vida (Pelantova et al., 2023).

En el aspecto reproductivo, otra de las caracteristicas de las ratas hembra
Zucker obesas es la presencia de un retardo en la apertura vaginal, un peso uterino
bajo, ciclos extendidos e infertilidad (Saiduddin et al., 1973).
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2. 4 Antecedentes especificos

El funcionamiento adecuado de las gonadas que hacen posible la reproduccion
esta estrictamente controlado por el sistema nervioso central, dichas estructuras
establecen una comunicacion bilateral de retroalimentacion mutua mediante el
sistema neuroendocrino a través de patrones regulados de sintesis y de secreciéon de
una gran diversidad de moléculas como neurotransmisores, hormonas peptidicas y

hormonas esteroideas (Couse & Korach, 1999; Raisman, 1997).

Uno de los principales ejemplos de esta comunicacion bilateral es el eje
hipotalamo-hipofisis-ovario (Figura 7). El hipotalamo funge como intermediario entre
el SNC y el sistema enddcrino (hipdfisis), se encarga de traducir las sefales
neuronales del cerebro en factores que estimulan a la hipdfisis para suscitar
respuestas hormonales a las que responderan las gbénadas y viceversa (Karsch,
1984).

La hipodfisis es estimulada por la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) proveniente del hipotalamo (McArdle & Roberson, 2015), para la produccion
de gonadotropinas (FSH y LH). La LH estimula la produccion de testosterona, la
ovulacion, asi como la formacion y el funcionamiento del cuerpo luteo; mientras que
la FSH estimula el desarrollo de los foliculos ovaricos y la secrecion de estrogenos
gonadales (Clifton & Steiner, 2009; McArdle & Roberson, 2015).

ElI SNC regula la secrecidn especifica de las gonadotropinas y, por
consiguiente, la de estrégenos gonadales, mediante un cddigo de pulsos de GnRH
(Yasin et al.,, 1995). A su vez, las hormonas gonadales como el 17 estradiol, la
progesterona y la testosterona, fungen como sefales de retroalimentacién que
pueden actuar sobre la liberacién hipotalamica de GnRH o sobre la secrecion de

gonadotropinas en la hipdfisis (Figura 7; Dalkin et al., 1992).

Las alteraciones en el funcionamiento hipotalamico podrian llevar a un cambio
en las cantidades y en el patrén de los pulsos de secrecion de GnRH, y a su vez,

derivar en padecimientos como el ovario poliquistico (Carriere et al., 1988).
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Figura 7. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. Mecanismos de retroalimentacién que regulan la
secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas (LH y FSH). GnRH: Hormona liberadora de
gonadotropinas, LH: hormona luteinizante, FSH: hormona foliculoestimulante. (+)
estimulacion; (-) inhibicion (Modificada de Tammasse, 2023).

2. 4. 1. La hormona 17B-estradiol

Las hormonas esteroideas son un grupo de compuestos derivados del
colesterol (Hu et al., 2010), que se clasifican en dos categorias principales: los
esteroides adrenales (glucocorticoides y mineralocorticoides), y los esteroides
sexuales o gonadales (McKenna, 2015). Existen tres tipos principales de esteroides
gonadales: los estrogenos, las progestinas y los andrégenos; con importantes efectos
sobre la reproduccion y el sistema nervioso, ya que estimulan las conductas sexuales
y maternas, e intervienen en procesos neuroendocrinos (Hu et al., 2010; McKenna,
2015; Pfaus et al., 2015).

Los estrogenos participan en el crecimiento, en el desarrollo y en el
funcionamiento de numerosos érganos en diversos sistemas, como el reproductivo,

el neuroendocrino, el esquelético y el cardiovascular (Hamilton et al., 2017).
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De los estrégenos conocidos (estrona, E1; 173-estradiol, E2; y estriol, E3), el
17B-estradiol es el principal esteroide secretado por los ovarios y el mas activo
biolégicamente (Peluso, 1992). Se produce en las células de la granulosa de los
foliculos ovaricos, estimuladas por la FSH y fue aislada por primera vez en 1936 en
ovarios de cerda (MacCorquodale et al., 1936). Su férmula molecular es C;3H,,0,; su
estructura quimica esta conformada por 18 carbonos, con un anillo A fendlico y un

grupo hidroxilo en el carbono 17 en la conformacion beta (Figura 8; Sato et al., 2016).

OH

HO

Figura 8. Estructura quimica del 17B-estradiol (E2). Tomado de (Sato et al., 2016).

El 17B-estradiol se produce en los ovarios a partir del colesterol, proveniente
principalmente las gotas lipidicas en los adipocitos del tejido adiposo (Christie et al.,
1979; Hu et al., 2010). A diferencia de los otros esteroides gonadales, la biosintesis

de estrogenos se lleva a cabo en dos etapas que tienen lugar en células distintas.

La teoria de las dos células y de las dos gonadotropinas, también llamada
Teoria de la doble célula; sefala que, en las células de la teca, estimuladas por la LH,
la pregnenolona es convertida a progesterona, por la 3p3-HSD, luego en 17a-
hidroxiprogesterona y posteriormente en dehidroepiandrosterona y androstenediona,

esta ultima es entonces convertida en testosterona por la 173-HSD3.

Posteriormente, estos androgenos se difunden hacia las células de la
granulosa atravesado la membrana basal, ahi son convertidos en estrogenos gracias
a la actividad de la aromatasa (P45arom), codificada por el gen CYP19 y cuya
actividad es estimulada por la sefial de la FSH. Otra via de sintesis incluye la
conversion de estrona en estradiol, por la 173-HSD (Figura 9; Fukami & Ogata, 2022;
Hu et al., 2010; Sato et al., 2016; Wang et al., 2014).
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Figura 9. Teoria de las dos células y las dos gonadotropinas para la biosintesis esteroidea.
En las células de la teca, estimuladas por la LH, la pregnenolona es convertida a
progesterona, luego en 17 a-hidroxiprogesterona y posteriormente en dehidroepiandrosterona
y androstenediona, esta ultima es entonces convertida en testosterona por la 173-HSD3. Los
androgenos, se difunden hacia las células de la granulosa atravesado la membrana basal,
ahi son convertidos a estrogenos por la enzima aromatasa cuya actividad es potenciada por
la sefal de la FSH. Entre paréntesis se escribieron los nombres de las enzimas y, sobre éstos,
los de los genes que las codifican (Olson et al., 2007; Wang et al., 2022).

El 17B-estradiol interviene en una amplia variedad de procesos como la
ovulacion, el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios, del Utero, de los
foliculos y de los genitales externos, regula la estructura y la funcion del sistema

reproductivo femenino, tiene un papel en la regulacién de la fisiologia cardiovascular,
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en el crecimiento y en la integridad 6sea, modula la composicion lipidica, influye en la
regulacion de la respuesta inmune, y participa en procesos neuronales como la
proliferacion, la diferenciacion, la actividad y la supervivencia de las células nerviosas
(Kovats, 2015; Tsutsui, 2008; Zoubina & Smith, 2002).

Para cumplir con sus funciones, el estradiol debe unirse a sus receptores
especificos en las células blanco. Los receptores a estrégenos (ERs) se clasifican en
dos grupos principales: los receptores nucleares (nER), y los receptores membranales
(mER) (Couse & Korach, 1999; Fuentes & Silveyra, 2019).

Los mERs son receptores acoplados a proteinas G responsables de suscitar
una rapida respuesta gracias a que activan directamente cascadas de sefalizacion
mediante la activacion de la adenilato ciclasa y multiples quinasas que generan

respuestas tanto transcripcionales como no transcripcionales (Levin et al., 1997).

Por su parte, los nERs son factores de transcripcion activados por ligando que
regulan la funcién celular mediante la alteracién de la expresion de ciertos genes. Su
mecanismo clasico de accion se basa en la entrada de la hormona a la célula por
difusioén, gracias a su naturaleza lipofilica, ahi se une a su receptor, lo que provoca un
cambio conformacional en el que se disocian varias HSPs (heat shock proteins o
proteinas de choque térmico), y el receptor se dimeriza, llevandolo a un estado activo;
este complejo se transloca al nucleo donde se asocia a sitios especificos de unién en
la cromatina conocidos como elementos de respuesta a estrogenos (ERE), para
estimular la sintesis de mRNAs (Figura 10; Gorski & Gannon, 1976; Jensen &
Jacobson, 1960; Yamamoto, 1985).

Dentro de los receptores nucleares se han identificado dos principales
subtipos: ERa (Jensen, 1958) esencial para la fertilidad, y ERB (Kuiper et al., 1996).
Estan conformados por seis dominios (A-F), cada uno con funciones especificas de
unién a sus elementos de respuesta hormonal en el ADN, dimerizacién, traslocacion
nuclear y union al ligando, que les confieren la especificidad de respuestas que los
estrogenos son capaces de suscitar en las células (Enmark et al., 1997; Kuiper et al.,
1997; Peters & Khan, 1999).

Aunque ambos receptores tienen caracteristicas funcionales similares,
presentan considerables diferencias, la principal de ellas, su distribucién: ERa
predomina en el utero, en las glandulas mamarias, en los testiculos, en la hipdfisis,

en el higado, en el riAdn, en el corazén y en el musculo esquelético (Kuiper et al.,
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1997); mientras que ERp tiene mayor presencia en el ovario, en la préstata y en el
tejido cerebral (Russell et al., 2019). Incluso dentro del mismo tejido, la expresion
puede diferir dependiendo del tipo celular. En el ovario, el ER3 se expresa en las
células de la granulosa, mientras que ERa se presenta en las células de la teca (Sar
& Welsch, 1999).

/

Neuronas del ganglio
. de la raiz dorsal
@1 7B estradiol

' Receptores a estrogenos

- Elementos de respuesta a estrégenos

Proteinas de choque térmico

m Canal TRPV1

Figura 10. Esquema del mecanismo clasico de accion de los estrégenos, usando como
ejemplo los efectos del estradiol sobre la expresion del canal TRPV1. La hormona entra en la
célula, se une a su receptor y sufre un cambio conformacional que lleva a la disociacion de
varias HSPs; el receptor se activa y se dimeriza; el complejo se transloca al nlcleo y se asocia
a los elementos de respuesta a estrogenos en los genes para estimular la sintesis de mMRNAs
(Modificado de Méndez-Reséndiz et al., 2020).

Si bien el principal mediador de los efectos del estradiol es el ERa, se ha
sugerido un papel compensatorio del ERB cuando la disponibilidad del primero se
encuentra comprometida (Shughrue et al., 1997). Se propone que las funciones de
ambos receptores son complementarias, actuando como heterodimeros (Paech et al.,
1997; Weigt et al., 2015).

2. 4. 2. El 17B-Estradiol en los ganglios prevertebrales asociados a los

ovarios en la rata

La influencia del 173-estradiol se extiende sobre todo el sistema nervioso. Se
han observado sus efectos en neuronas preganglionares de la médula espinal y en
neuronas postganglionares parasimpaticas y sensoriales que inervan &rganos
urogenitales (Brauer & Smith, 2015a; Zoubina et al., 2001; Zoubina & Smith, 2002,
2003).
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En SNC se ha observado la participacion de 17p-estradiol para regular el tono
del SNA, particularmente tiene un papel como modulador de las sefales nerviosas
que pasan por las neuronas preganglionares espinales ubicadas en la columna
intermediolateral. De manera general, el estradiol estimula la actividad parasimpatica,
lo que amortigua los efectos del sistema simpatico. En hembras, esto se ve reflejado
en la presion arterial, ya que esta hormona es capaz de regular el diametro vascular
mediante la vasodilatacion periférica, lo que protege al sistema cardiovascular de
lesiones provocadas por una pronunciada sefializacién simpatica (Saleh & Connell,
2000).

Por otro lado, se han tenido reportes de que los estrogenos, ademas de sus
funciones directas sobre el funcionamiento de os érganos del sistema reproductivo,
son capaces de regular y de modificar las estructuras nerviosas que los inervan
(Brauer & Smith, 2015a). Sin embargo, los estudios en neuronas simpaticas y
parasimpaticas, particularmente aquellas que tiene efectos sobre los ovarios y el
tracto reproductivo, no han profundizado sobre la relacion que puede existir entre ellas
y el 17B-estradiol, sobre todo, dados los cambios que sus niveles experimentan a lo

largo del ciclo estral.

De ellos solo se conocen los trabajos realizados por Zoubina & Smith, (2002,
2003), los cuales se enfocaron en el estudio de las neuronas que inervan la uretra y
la region craneal de los cuernos uterinos. Los autores identificaron un grupo de
ganglios prevertebrales y paravertebrales, cuyos haces se extienden desde la cadena
simpatica lateral, en los que se reconocid la presencia de ambos subtipos de
receptores estrogénicos (a y ), ambos se encontraron tanto en nucleo como en
citoplasma, con la predominancia del primero en citosol y del segun en el nucleo
celular. Con ello, se comprueba que la actividad estrogénica esta presente en las
neuronas, hasta entonces reconocida como puramente simpatica, que se proyectan
hacia el tracto reproductivo, sugiriendo que las neuronas que inervan estos 6rganos

son las mas sensibles a los efectos estrogénicos (Brauer & Smith, 2015a).

La presencia de estos receptores podria ser indicativo de la capacidad
esteroidogénica no solo de influenciar la actividad neuronal, sino incluso, la posibilidad
de alterar los patrones de inervacion de los 6rganos. Esta suposicion también se ve
apoyada por varias investigaciones (Krizsan-Agbas & Smith, 2002; Zoubina et al.,

2001), en las que se reporta que los estrégenos tienen efectos como la supresion de
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la formacion de neuritas o la degeneracion axonica. De manera que seria el mismo
organo blanco el que regule la actividad de su propia inervacion, mediante la
estimulacién o inhibicion de la expresion y la actividad de los ERs en estas neuronas
(Zoubina & Smith, 2002).

A pesar de ello, es importante reconocer que la actividad y los efectos del
estradiol no son derivados exclusivamente de la activacién de sus receptores por la
llegada de la hormona. Estudios en neuronas dopaminérgicas en el cerebro (Curtis
et al., 2002; Sbrini et al., 2024), reportan que la hormona también actua como un
modulador alostérico cuyo mecanismo es la unién a dominios especificos en las
subunidades de algunos receptores nicotinicos, provocando en ellos, y en otras
proteinas a las que también sean capaces de unirse, cambios conformacionales,
estructurales o funcionales que modulan su actividad (Jasuja et al., 2021), y que

promueven la proteccion y la remodelacion neuronal.

Sin embargo, esto no significa que la actividad del estradiol este mediada
Uunicamente por un mecanismo u otro, ni que éstos sean mutuamente excluyentes,
sino que sus efectos serian el producto de una actividad conjunta. Un estudio
realizado en neuronas hipocampales de ratas hembras recién nacidas (Hilton et al.,
2004), propone una llamada actividad neuroprotectora estrogénica mixta, mediada
tanto por la union del estradiol a sus receptores, como por la presencia de

mecanismos no genodmicos que no involucran receptores.
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3. JUSTIFICACION

Los estudios anatoémicos (Pastelin et al.,, 2017, 2023; Rivera-Castro et al.,
2023), sugieren que la actividad del SNP tiene un papel importante en procesos
metabdlicos y reproductivos. Igualmente, se ha reportado la influencia de los
estrogenos sobre las neuronas, en procesos de neuroproteccion y neuroplasticidad
(Brauer & Smith, 2015a; Hilton et al., 2004; Sbrini et al., 2024).

Sin embargo, la mayoria de las investigaciones analizan la influencia del 173-
estradiol sobre las neuronas en cultivos de células (estudios in vitro), o bien se centran
en el estudio del SNC. Por otro lado, los pocos estudios que se han realizado en
estructuras neuronales periféricas que inervan los ovarios y su relacién con esta
hormona (Zoubina et al., 2001; Zoubina & Smith, 2002, 2003), tampoco consideran el
papel que podrian tener las variaciones en los niveles de 17p-estradiol asociadas al
ciclo estral en estos procesos neuronales, ni bajo condiciones patolégicas como la
obesidad o el sindrome metabdlico, en los que se sabe que los estrégenos tienen
influencia (Barros et al., 2009; Johnson et al., 1978; Weigt et al., 2015)

Los trabajos en el SN de ratas Zucker obesas (fafa), apenas sefialan una
influencia de los estrogenos en la homeostasis de la glucosa y en la conducta
alimentaria (Weigt et al., 2015). En el aspecto reproductivo solo se sabe que existen
diferencias en la expresion de receptores estrogénicos en la hipdfisis lo que se
relaciona, parcialmente, con los problemas de infertilidad caracteristicos de las Zucker
obesas (Saiduddin et al., 1973).

Dado que los estrégenos intervienen en numerosos procesos fisiolégicos, su
desregulacion podria tener un impacto en trastornos asociados a la reproduccion, al
metabolismo y, por sus efectos proliferativos, en padecimientos como el ovario

poliquistico y el cancer endometrial (Sherman, 2000).

No obstante, la informacion acerca de la distribucion y funciéon neuroanatémica
del 17B-estradiol fuera del SNC en hembras aun es escasa; por ello, estudios que
profundicen en el entendimiento de las vias neuronales que forman parte del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario y de las alteraciones que experimentan a lo largo del ciclo
estral en condiciones de obesidad, son necesarios para la busqueda de soluciones

terapéuticas para patologias asociadas a la reproduccién.
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4. HIPOTESIS

La presencia del 17B-estradiol en los ganglios prevertebrales GCD, GCI, GSD,
GSl y GMS, que inervan los ovarios, es asimétrica y varia a lo largo del ciclo estral,

reflejando diferencias dependientes del fenotipo de la rata Zucker obesa y delgada.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Analizar la presencia del 173-estradiol a lo largo del ciclo estral en los ganglios
prevertebrales GCD, GCI, GSD, GSl y GMS, que inervan a los ovarios en ratas Zucker

delgadas y obesas.

5.2. Objetivos especificos

1. Identificar el ciclo estral de la rata Zucker obesa y delgada.

2. Comparar la morfometria de las neuronas de los ganglios prevertebrales de
ratas obesas y delgadas a lo largo del ciclo estral.

3. Cuantificar el numero de neuronas de los ganglios prevertebrales que
expresan 17B-estradiol de ratas obesas y ratas delgadas a lo largo del ciclo
estral.

4. Determinar la presencia de una asimetria en la expresion de 17p-estradiol en

las neuronas de ganglios bilaterales durante el ciclo estral en ratas delgadas.
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6. MATERIALES Y METODOS
6. 1. Modelo de estudio

Como modelo de estudio se emplearon ejemplares de la especie Rattus

norvegicus, de la cepa Zucker.

Se utilizaron un total de 20 ratas hembra de la cepa Zucker en etapa de adulto-
joven, de tres meses de edad, divididas en dos grupos experimentales: las ratas

delgadas y las ratas obesas.

Las ratas fueron criadas y mantenidas en las instalaciones del Bioterio “Claude
Bernard” bajo las condiciones ambientales estandares sefaladas en la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de laboratorio (Laboratorio & Studies, 2017), de acuerdo
a los lineamientos y especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-
1999 y la Legislacion Mexicana vigente. Ademas, el proyecto de investigacion fue
aprobado por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, con numero 700370955-
UALVIEP-22/3.

6. 2. Seguimiento del ciclo estral

Para realizar el seguimiento del ciclo se realizo la recoleccion y la observacion
de muestras citologicas vaginales desde que los ejemplares cumplieron los 40 dias
de edad, edad aproximada en la que se presenta la apertura vaginal. Los frotis se

realizaron diariamente en la mafiana a la misma hora, entre las 8:00 y las 9:00 AM.

Las muestras se recolectaron con la ayuda de un asa bacteriologica
esterilizada humedecida y se colocaron en un portaobjetos donde se les dejo secar
por unos minutos. Posteriormente se realizé la tincion con hematoxilina-eosina. La
laminilla fue observada con un microscopio optico (Olympus BX 41, Olympus
Corporation, Tokyo, Japén). Solo se consideraron a las ratas ciclicas que presentaron

por lo menos 4 ciclos estrales regulares.

Para precisar cada etapa del ciclo estral en la rata, se analizé la proporcién de
tres diferentes tipos celulares presentes en el frotis: células epiteliales, células
cornificadas y leucocitos (Lohmiller et al.,, 2020; Marcondes et al.,, 2002). Las
muestras correspondientes al diestro 1 presentaron los tres citotipos con particular
abundancia de leucocitos (Figura 11A); en diestro 2, las muestras presentaron

unicamente una abundancia de leucocitos y células epiteliales (Figura 11B); durante
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el proestro, las muestras presentaron mayormente células epiteliales con algunas
células cornificadas (Figura 11C); y finalmente en estro las muestras presentaron

exclusivamente células cornificadas (Figura 11D).
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Figura 11. Micrografias de muestras vaginales tefiidas con hemtoxilina-eosina. A: Diestro 1;
B: Diestro 2; C: Proestro; D: Estro. Los tres tipos celulares estan sefalados: (+) células
epiteliales, (-) células cornificadas, (*) leucocitos.

El grupo de ratas delgadas fue dividido en cuatro subgrupos, de cuatro
ejemplares cada uno, correspondientes a los cuatro dias del ciclo estral considerados:
diestro 1 (D1), diestro 2 (D2), proestro (P), y estro (E). Sin embargo, en el caso de las
ratas Zucker obesas se observo que éstas no presentaban ciclos estrales regulares
por lo que se determind solo considerar un subgrupo correspondiente al dia del

diestro, de cuatro ejemplares.
6. 3. Perfusién intracardiaca

Previo al sacrificio, para todos los ejemplares, se evaluaron tres parametros

zoomeétricos: longitud hocico-cola, circunferencia de cintura y peso corporal.

Los animales fueron sacrificados a los tres meses de edad mediante una
sobredosis de pentobarbital sédico 1.6 ml/Kg de peso (PiSA farmaceutica, México)

administrada via intraperitoneal.

Una vez verificado el estado de anestesia profunda mediante el pinchado de
una de las patas traseras (ausencia de reaccion contractil), y estimulando el reflejo de
sus vibrisas, se realizdé una pequefa incision en la zona pélvica, la cual fue elongada
lateralmente hasta el pecho, cortando las costillas y el diafragma. El frente de la caja
toracica fue levantado, junto con la piel y los musculos, dejando expuestas las

visceras hasta el corazén y pulmones (Figura 12).

Se realiz6 la perfusion intracardiaca de 350-400 ml de solucion Hartman (PiSA
farmacéutica, México) a través del ventriculo izquierdo del corazén y haciendo un
corte en la vena cava que permitid la expulsion de la sangre del cuerpo y su recambio

por la solucién. El flujo de la solucién fue retirado cuando se percibié visualmente que
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los tejidos estaban libres de sangre, particularmente mediante la palidez del higado y

del utero.

Figura 12. El corte iniciado en la region pélvica se prolongd hasta el pecho dejando
expuestos los 6rganos internos.

6. 4. Extraccion de tejidos

Terminada la perfusion, se coloco al ejemplar sobre una plancha caliente bajo
el microscopio estereoscopico (Leica M80, Alemania) y se procedié a la extraccién de

los tejidos de acuerdo con la metodologia planteada por Pastelin et al., (2017, 2023).

Se extrajeron los cinco ganglios prevertebrales que inervan a los ovarios: el
ganglio mesentérico superior (GMS), el ganglio celiaco derecho (GCD), el ganglio
celiaco izquierdo (GCl), el ganglio suprarrenal derecho (GSD) y el ganglio suprarrenal
izquierdo (GSI).

6. 5. Conservacion de tejidos

Una vez obtenidos los tejidos, estos se colocaron en microtubos Eppendorf de

1. 5 ml llenos de fijador de Carnoy.

A los ganglios se les dej6 reposar en el fijador durante 24 horas y luego fueron
transferidos a soluciones secuenciales de sacarosa al 10%, 20% y 30%; los cambios
de solucion se realizaron cada 24 horas; en todo momento, las muestras fueron
conservadas en refrigeracion. Finalmente, los tejidos permanecieron en solucion al

30% hasta su uso.
6. 6. Corte de tejidos

Los ganglios se retiraron de la solucion de sacarosa y se montaron en un medio

de inclusién para criostato (Thermo Scientific™ Shandon™ Cryochrome™ MA).
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Posteriormente fueron cortados a un grosor de 10um en criostato (Thermo Scientific,
Waltham, MA. 77210163), a una temperatura de entre -27° C y -30°C.

Los cortes fueron colocados en portaobjetos tratados con Poly-L-lisina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). En cada laminilla se dispusieron 12 cortes, distribuidos en dos
hileras de seis cortes cada una. Con el fin de poder analizar el ganglio en su totalidad,
en el portaobjetos se colocd uno de cada cinco de la serie de cortes obtenidos, como

muestra la Figura 13.
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Figura 13. Distribucion de los cortes en el portaobjetos. Se colocaron 12 cortes por
laminillas, considerando uno de cada cinco cortes obtenidos.

Las laminillas fueron conservadas en cajas en refrigeracion hasta que fueron

procesadas.
6. 7. Inmunofluorescencia

Para el procesamiento del tejido ganglionar se consider6 la metodologia de
(Bravo-Benitez et al.,, 2022). La técnica de inmunohistoquimica de fluorescencia

consistid, de manera general, en tres fases (Figura 14).
6. 7. 1. Fase 1. Sembrado del anticuerpo primario.

En esta fase, el primer paso consistio en el destapado de epitopos, para lo cual
se fijaron las laminillas con fijador citologico hidrosoluble (Spray Fix DISQUIM,
México) durante un minuto; el rociado se realizé a una distancia de 15 a 20 cm. Las

laminillas se dispusieron en una canastilla y se les dej6 reposar durante tres minutos.

Posteriormente, en un vaso de precipitado con capacidad de 2 L se colocaron
500 ml de Buffer TE (Trizma Base T6066 Sigma Aldrich, USA/ EDTA 1610729 BIO-
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RAD, USA, pH 8.0). El vaso se colocé sobre una parrilla de calentamiento (Cimarec+,
Thermo Scientific, Waltham, MA) a 300 °C. Cuando la solucion comenzé a ebullir, se
coloco la canastilla sobre esta de manera que el buffer no tuviera contacto directo con
las laminillas sino a través de los vapores que desprendia. Asi se dejaron durante

cinco minutos.

Transcurrido este tiempo se procedié a permear la membrana, para ello se
retiraron las laminillas del vapor y de inmediato fueron colocadas en una solucion de

buffer TE y Tween 0.5% a 47 °C, donde permanecieron durante una hora.

A continuacién, se realizo el bloqueo de proteinas inespecificas, incubando los
tejidos en una solucion de Buffer TE, Tween 0.5% y suero fetal bovino 6% (Biowest,
S1560, Chile), a 47 °C durante una hora.

Se prepard una dilucién 1:250 con el anticuerpo primario (5E500, anticuerpo
monoclonal de raton anti-17@ Estradiol, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas,

USA) con solucion de suero fetal bovino.

Tras el bloqueo de proteinas, las laminillas fueron sembradas con 100 pl del
anticuerpo diluido. Cada laminilla fue cubierta con un pedazo de parafiim y se les dejé

incubar a 4 °C en un recipiente humedo que impidiese la entrada de luz durante 72 h.
6. 7. 2. Fase 2. Sembrado del segundo anticuerpo
A partir de la fase 2, los procedimientos se realizaron en un cuarto oscuro.

Los tejidos fueron retirados del frio y lavados con Buffer TE. Tras esto, las
laminillas fueron sembradas con 100 pl de una dilucién 1:200 del anticuerpo
secundario anti-mouse Rodamina (Jackson Immuno Research Laboratories Inc.

USA), con solucién de Tween 0.5%.

Después del sembrado, los portaobjetos nuevamente fueron cubiertos con
parafiim y se les dejo incubar a 4 °C durante 24 h en un recipiente humedo que

impidiese la entrada de luz.
6. 7. 3. Fase 3. Montaje

Las muestras fueron lavadas con buffer TE y contratefiidas con 40 ul de
Vectashield con DAPI (H- 1210 Vector Labs. CA, EE. UU.) para el marcaje de los
nucleos. Una vez afadido el reactivo se procedié a realizar el montaje utilizando

cubreobjetos que se sellaron con esmalte. Se las dejé secar durante 24 h en un
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ambiente seco y oscuro para después ser conservadas a 4 °C igualmente en ausencia

de luz, hasta que fueron utilizadas.
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Figura 14. Procesamiento de las muestras con técnicas de inmunohistoquimica de
fluorescencia.

6. 8. Andlisis de imagenes y conteo neuronal

El analisis de las muestras se hizo mediante la toma de fotomicrografias con
una camara (Evolutions VF, Media Cybernetics, Toronto, Ontario Canada) acoplada
a un microscopio de fluorescencia (Olympus BX 41, Olympus Corporation, Tokyo,
Japoén). Las fotografias fueron tomadas con un aumento de 400x, con los filtros rojo y
azul (Figura 15). Del mismo corte se tomaron varias fotos, de manera que se cubriera

por completo su superficie.

El procesamiento de las imagenes se hizo con el software Image Pro9.3 (Media
Cybernetics, Bethesda, Meryland USA). Para el conteo se consideraron solo las
neuronas que presentaron marcaje y un nucleo bien definido. Ademas, se tomaron
medidas de area y diametro para todas las neuronas en todas las secciones como se

ejemplifica con las marcas en verde de las fotografias en la Figura 15.
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17B-estradiol

D1

D2

Figura 15. Panel de micrografias de fluorescencia de la expresion de 173-estradiol (E2), en
cortes del ganglio suprarrenal izquierdo (GSI) en cada uno de los dias del ciclo estral en ratas
delgadas, con una amplificacién de 400X. En la primera columna se muestran las micrografias
con los nucleos neuronales tenidos con DAPI vistos con el filtro azul; la segunda columna
muestra las micrografias con la marca de 173-estradiol en el citoplasma neuronal visto con el
filtro rojo; la ultima columna contiene la micrografia en la que se superponen ambos filtros
para identificar aquellas neuronas que tienen presencia de E2, solo se han considerado como
positivas, aquellas que presentaron marca y un nucleo definido. Las marcas verdes
ejemplifican la toma de medidas de diametro y area para todas las neuronas. D1: diestro 1,
D2: diestro 2, P: proestro, E: estro.

El célculo del numero de neuronas que expresaban marcaje positivo se realizé
mediante la formula de Abercrombie para la estimacion del nimero de nucleos o

cualquier componente tisular discreto en secciones de micrétomo (Abercrombie,

1946). No obstante, debido a que ésta es utilizada para valorar unicamente el total de



nucleos en una sola seccion, fue modificada para calcular el numero de células en el

total de secciones que abarca todo el ganglio:

M S
k
L +M) (So

P=(4 )

En la que:

e P es el promedio de neuronas en el ganglio

e A es el recuento bruto del numero de neuronas observados en la seccion
e Mes el grosor (u) del corte

e L es el diametro promedio (u) de las neuronas

e S es el numero total de secciones en todo el ganglio

e So es el numero de secciones analizadas
6. 9. Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados con el paquete estadistico GraphPad Prism
8. Para los datos de numero de neuronas inmunopositivas, del area y el diametro
celular, se determin6 el promedio, los valores maximos y minimos, la desviacion

estandar (DE) y el error estandar de la media (EEM).

Para determinar la normalidad de los datos se realiz6 la prueba de Shapiro-
Wilk y de Kolmogorov-Smirnov. En el caso de los analisis comparativos se realizaron
pruebas t-student para los datos de los parametros zoométricos y de area y diametro

neuronal entre las ratas delgadas y obesas durante la etapa de diestro.

A los datos recabados sobre el numero de neuronas se les aplico un ANOVA
para la busqueda de diferencias significativas entre las diferentes etapas del ciclo
estral (D2, P, E) con respecto al dia del D1 en ratas delgadas. Para la busqueda de
diferencias significativas entre ratas delgadas y obesas, se aplico un ANOVA a los
datos registrados durante el dia del diestro para ambos grupos. Para el estudio de la
bilateralidad de las estructuras nerviosas se aplico un ANOVA de dos vias entre los
ganglios contralaterales celiacos y suprarrenales. Solo se considero el numero de
neuronas inmunopositivas correspondiente a los cuatro dias del ciclo estral del grupo
de ratas delgados y se omitio el grupo de las ratas obesas debido a la irregularidad

en su ciclo.
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7. Resultados
7. 1. Seguimiento del ciclo estral

En el seguimiento del ciclo estral encontramos diferencias entre las ratas
delgadas y obesas. Se encontré que las ratas delgadas tienen un ciclo estral regular
que se compone de las cuatro fases: D1, D2, P, E, cada una con una duracién
aproximada de un dia. Algunos ejemplares presentaron un E ligeramente prolongado
que se presentd ocasionalmente (Figura 16). Las ratas obesas presentaron un ciclo
estral irregular, ya que no se observaron todas las fases que conforman el ciclo estral,
en su lugar se presentd un diestro prolongado con la aparicién ocasional de un P y un
E que no siempre fue precedido por un P (Figura 17). Debido a esto, se tomo la

decisidn de incluir en el estudio al grupo en etapa de diestro, unicamente.

Ciclo estral en ratas Zucker delgadas

0123456738 91011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
DiAS

Figura 16. Frecuencia de los diferentes dias del ciclo estral de ratas Zucker delgadas,
durante 30 dias. P: proestro; E: estro; D: diestro. D incluye D1 y D2.

Ciclo estral en ratas Zucker obesas

0123 456 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
DIAS

Figura 17. Frecuencia de los diferentes dias del ciclo estral de ratas Zucker obesas, durante
30 dias. P: proestro; E: estro; D: diestro. D incluye D1y D2.
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7. 2. Parametros zoométricos

Se encontraron diferencias significativas en los tres parametros analizados,
peso t (6)= 8.09, longitud ¢ (6)= 6.827, cintura t (6)= 15.5, mostrandose en las ratas obesas
valores significativamente mayores al de los observados en las ratas delgadas (Tabla

1),

Tabla 1. Parametros zoométricos de las ratas Zucker delgadas vs obesas, sacrificadas entre
los 2 y 3 meses de edad.

PESO LONGITUD CINTURA

DELGADAS
(D)
OBESAS (D) 276.9+8.2 * 21.8+0.3 ** 22.5x0.6 ***

185+4.4 16.4+04 13.1+£0.2

Nota: DELGADAS vs. OBESAS. Prueba de t de Student (*p=0.0002; **p=0.0005;
***p<0.0001). Se muestran datos de la media + EEM.

7. 3. Morfometria neuronal de cinco ganglios prevertebrales a lo largo del ciclo

estral en ratas delgadas y obesas

En las ratas delgadas, el area y el diametro neuronal de los ganglios analizados
(GCD, GCI, GSD, GSI, GMS), no presenta diferencias significativas entre los cuatro
dias del ciclo estral, con un promedio de 448 + 10 y 25 + 0.3 ym respectivamente
(Tabla 2). Las neuronas con el area mas grande corresponden al GSD (483.6 £ 19.8
Mm), mientras que las neuronas mas pequefas las presento el GCI con 408 + 20 uym.
Por otro lado, las neuronas con el mayor diametro pertenecen al GSI, mientras que el

mas pequeno se presentod en las neuronas del GCI.

Asimismo, las neuronas de estos cinco ganglios mostraron una mayor area y
un mayor diametro cuando las ratas se encontraban en la etapa del P, mientas que

las mas pequenas se presentaron durante la etapa de D1 y ocasionalmente en E.

En el caso de las ratas obesas, el area neuronal mas grande corresponde al
GCD (479 £ 32.2 um), mientras que el area mas pequefa se presentd en el GSD, con
un promedio de 389.5 + 22.8 uym. El diametro de las neuronas presenté un promedio
de 26.4 + 0.4 ym, con un maximo de 27 £ 1 ym en el GMS y un minimo de 25.7 + 0.7
Mm en el GCI.
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Tabla 2. Datos del area y del diametro de las neuronas en cinco ganglios prevertebrales a lo
largo del ciclo estral en ratas delgadas. Se muestra media + EEM.

GANGLIO | DIiADEL CICLO AREA DIAMETRO

D1 356.9+19.1 22.6+0.8
D2 504.9+81 26.1+2.6
P 509.6 +19 27.3%x0.7
E 385.4+39.6 234+13
D1 359+45.8 22.8+1.3
D2 437.5+154 23.6+0.5
P 471.1+61 26.1x0.9
E 365.8+19.6 23.8x0.7
D1 417.3+14.1 24.7x0.7
D2 532.9+16.9 27.7x0.4
P 567.3+28.4 28+0.6
E 416.9+25 24.2+0.9
D1 415.9+25.5 24.3+0.8
D2 509.5+18.4 26.7+0.9
P 518.6 +46.2 27.2+1.2
E 506.1+35.9 27.8+1
D1 392.4+12.2 25.3x0.5
D2 460.3+13.2 24.4x0.2
P 498.9+57.4 26.2x1.6
E 328.6+31.8 22.8x1.5

En las ratas obesas, se encontraron diferencias significativas (*p<0.05), solo

en dos ganglios: GSD y GCD tanto para area como para diametro. Esta diferencia se
observé al compararse la media obtenida en los dias D1 y D2 de las ratas delgadas

Vs. la media de las ratas obesas durante la etapa del diestro (Tabla 3).

El GSD mostro diferencias significativas en el area neuronal entre las ratas
delgadas y obesas durante el dia del D2. Los ejemplares delgados mostraron un area
mayor al de las ratas obesas. Por su parte, solo el GCD presentd una diferencia
significativa en el diametro de las neuronas en el grupo de animales obesos en

comparacion con el grupo delgado durante el dia del D1.
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Tabla 3. Comparacion del area y el diametro de las neuronas entre animales obesos y

delgados en cinco ganglios prevertebrales durante la etapa de diestro.

GCD

GClI

GSD

GSI

GMS

GANGLIO

GRUPO

DELGADAS (D1)

DELGADAS(D2)

OBESAS (D)

DELGADAS (D1)

DELGADAS(D2)

OBESAS (D)

DELGADAS (D1)

DELGADAS(D2)

DELGADAS (D1)

DELGADAS(D2)
OBESAS (D)
DELGADAS (D1)
DELGADAS(D2)
OBESAS (D)

|
OBESAS (D) |
|
|
|
|

AREA DIAMETRO
356.9+19.1 22.6+0.8
504.9 + 81 26.1+2.6
478.8+37.1 26.5+0.8*
359+45.8 22.8+1.3
437.5+15.4 23.6+0.5
399.8 +27.4 25.7+0.8
417.3+14.1 24.7+0.7
532.9+16.9 27.7+0.4
389.5 £ 26.4* 26.7+2.2
509.5 + 18.4 26.7+0.9
518.6 £ 46.2 27.2+1.2
467.4+32.4 26.2+0.9
460.3+13.2 24.4+0.2
498.9+57.4 26.2+1.6
429+45.3 26.9+1

*p<0.05 prueba de t de Student (Area: GSD, DELGADA-D2 vs. OBESA-D t=8.079. Diametro:

GCD, DELGADA-D1 vs OBESA-D t=4.773). Se muestra Media + EEM.
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7. 4. Presencia del 17B-estradiol (E2) en cinco ganglios prevertebrales a lo largo

del ciclo estral en ratas delgadas

En el GCD se observo un promedio de 4205 + 250 neuronas inmunopositivas
a E2 a lo largo de los cuatro dias del ciclo estral de ratas delgadas de los cuales, el
dia del P manifesté el mayor niumero, con aproximadamente 9143 £ 715.4 mientras
que fue el dia del D1 en el que se observo la menor cantidad con solo 2234 + 268.1
neuronas positivas en promedio. Solo el dia del P mostré una diferencia significativa
(*P<0.05) respecto al dia del D1 (Figura 18).

Neuronas en el Ganglio Celiaco Derecho
(GCD) que expresan 17g-estradiol

12000
10000
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4000

Numero de neuronas
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DIESTRO 1 DIESTRO 2 PROESTRO ESTRO
Dias del ciclo estral

Figura 18. Numero de neuronas que inmunopositivas a 173-estradiol en el ganglio celiaco
derecho a lo largo del ciclo estral en ratas delgadas. El dia del P mostré un incremento en la
presencia de E2 con respecto al dia del D1 (*p<0.05, ANOVA seguida de Tukey). Se muestra
la media £ EEM.

En el caso del GCI, se obtuvo un promedio total de 4422 + 729.3 neuronas
positivas, un numero ligeramente mayor que el ganglio celiaco derecho y, a diferencia
de éste, fue el dia del D2 el que mostrd el mayor numero de neuronas con un promedio
de 7894 + 1446.3, mientras que, nuevamente, fue el grupo del D1 el que presento el
numero mas bajo con 1911 x 348 neuronas en promedio. En este ganglio, tanto el dia
del D2 como el de P presentaron un numero de neuronas inmunopositivas

significativamente mayor al que se presenté en D1 (Figura 19).
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Neuronas en el Ganglio Celiaco Izquierdo
(GCI) que expresan 17p-estradiol
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Figura 19. Numero de neuronas que inmunopositivas a 17f-estradiol en el ganglio celiaco
izquierdo a lo largo del ciclo estral en ratas delgadas. Los dias del D2 y el P mostraron una
presencia de E2 significativamente mayor a la del D1 (*p<0.05, ANOVA seguida de Tukey).
Se muestra media + EEM.

En el ganglio suprarrenal derecho se presenté un promedio de 5442 + 765.8
neuronas inmunopositivas a lo largo del ciclo de las ratas delgadas, con el mayor
numero de ellas mostrandose nuevamente durante el dia del D2 (7553 + 2672.1
neuronas), y reportandose, al igual que los anteriores, el dia del D1 como el de menor
expresion, con 2795 + 800. Se mostraron diferencias significativas en los dias del D2
y P con respecto al D1 (Figura 20).

Por su parte, el ganglio izquierdo presentd un promedio de 4822 + 736.4
neuronas inmunopositivas, siendo el dia de mayor expresion el P nuevamente con
8116 £ 2051.6 neuronas, mientras que el de menor expresiéon fue el D1 con 1656 +
71 neuronas. Asimismo, el ganglio izquierdo mantiene diferencias significativas

nuevamente entre los dias D2 y P con respecto al D1 (Figura 21).
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Neuronas en el Ganglio Suprarrenal
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12000

10000

8000

*
*
6000
4000
2000 -
0

DIESTRO 1 DIESTRO 2 PROESTRO ESTRO
Dias del ciclo estral

Numero de neuronas

Figura 20. Numero de neuronas que inmunopositivas a 17B-estradiol en el ganglio
suprarrenal derecho a lo largo del ciclo estral en ratas delgadas. Los dias del D2 y el P
mostraron una presencia de E2 significativamente mayor a la del D1 (*p<0.05, ANOVA
seguida de Tukey). Se muestra media + EEM.
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Figura 21. Numero de neuronas que inmunopositivas a 17B-estradiol en el ganglio
suprarrenal izquierdo a lo largo del ciclo estral en ratas delgadas. Los dias del D2 y el P
mostraron una presencia de E2 significativamente mayor a la del D1 (*p<0.05, ANOVA
seguida de Tukey). Se muestra media + EEM.
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Finalmente, el GMS no presentd ninguna diferencia significativa entre los dias
del ciclo estral (Figura 22). Su promedio general de neuronas positivas fue de 935 +
193.2, con el mayor numero de células inmunopositivas presente durante el dia del P

y con el menor en el D1 (367 + 88.1 neuronas).

Neuronas en el Ganglio Mesentérico
Superior (GMS) que expresan 173-estradiol
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Figura 22. Numero de neuronas que inmunopositivas a 17B-estradiol en el ganglio
mesentérico superior a lo largo del ciclo estral en ratas delgadas. No se presentaron
diferencias significativas en ninguno de los dias del ciclo estral respecto al dia del D1
(*p<0.05, ANOVA seguida de Tukey). Se muestra media £ EEM.
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7. 5. Asimetria de la expresion de 17B-estradiol en las neuronas de ganglios

bilaterales durante el ciclo estral en ratas delgadas

Para determinar si la bilateralidad de las estructuras nerviosas podria tener
alguna influencia en los patrones de respuesta al estradiol se realizé una comparacion

de la presencia de 173-estradiol entre ambos ganglios celiacos y suprarrenales.

En la Figura 23A se puede observar una diferencia significativa (*p<0.05) en el
numero de neuronas que expresan 173-estradiol entre los ganglios celiacos derecho
e izquierdo, durante los dias del D2 y el P. En el dia del D2, el izquierdo presenta los
niveles mas altos de expresion, mientras que el derecho los mantiene
significativamente bajos. Dicho comportamiento se invierte al dia siguiente. Durante
el P se aprecia una mayor expresion por parte de los ganglios derechos y una baja

expresion en los izquierdos.

Respecto a los ganglios suprarrenales (Figura 23B), no se apreciaron
diferencias significativas en los niveles de expresion de 17B-estradiol entre los

ganglios derecho e izquierdo en ninguno de los dias del ciclo estral.

Comparacién de la expresion del 17@-estradiol en Comparacién de la expresion del 173-estradiol
ganglios pareados (GCD vs. GCI) en ganglios pareados (GSD vs. GSl)
12000+ 12000+
v * -~ GCD @ -~ GSD
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Figura 23. Numero de neuronas inmunopositivas a 17B-estradiol en ganglios bilaterales en
ratas delgadas a lo largo del ciclo estral. A. ganglios celiacos. B. ganglios suprarrenales.
(*p<0.05. ANOVA de dos vias, seguida de una prueba de comparaciones multiples de Sidak).
Se muestra media + EEM.
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7. 6. Presencia del 17B-estradiol (E2) en cinco ganglios prevertebrales en ratas

delgadas y obesas en etapa de diestro

Para el grupo de las ratas obesas, el GCD presentd un promedio de 3430 *
494 neuronas positivas a E2, el GCI mostré aproximadamente 3959 + 435.6 neuronas
positivas, el GSD contd con 2128 + 666.5 neuronas positivas en promedio, el GSI
registré un promedio de 1815 £ 171.3 neuronas inmunopositivas y, finalmente, en el

GMS se mostré un promedio de 1116 + 364 neuronas positivas a estradiol.

No existen diferencias significativas en el nimero de neuronas que contienen
17B-estradiol entre las ratas delgadas y obesas en ninguno de los cinco ganglios
prevertebrales que inervan los ovarios (GCD, GCI, GSD, GSl y GMS; Figura 24).

Presencia del 17B-estradiol en neuronas de cinco ganglios
prevertebrales en ratas delgadas y obesas durante la etapa de diestro 1
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Figura 24. Numero de neuronas inmunopositivas a 17B-estradiol en cinco ganglios
prevertebrales que inervan los ovarios de ratas delgadas en D1 y obesas en diestro. No se
encontraron diferencias significativas entre los dos grupos en ninguno de los ganglios
estudiados. (*p<0.05, ANOVA seguida de Tukey). Se muestra media + EEM.

Debido a la irregularidad del ciclo estral que se presentd en los ejemplares
obesos, que se mantienen en una etapa de diestro prolongado, lo que dificulta la
distincion entre los dias de D1 y D2 en ratas obesas, se opté por comparar también
los valores registrados para este grupo con el numero neuronal que se obtuvo de

ratas delgadas en D2.
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De estas pruebas se encontré la existencia de diferencias significativas en el
numero de neuronas inmunopositivas a 17B-estradiol ente ratas Zucker obesas en
diestro y ratas delgadas en D2 en tres de los cinco ganglios prevertebrales estudiados:
GClI, GSD y GSI (Figura 25).

Presencia del 17B-estradiol en neuronas de cinco ganglios
prevertebrales en ratas delgadas y obesas durante la etapa de
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Figura 25. Numero de neuronas inmunopositivas a 17B-estradiol en cinco ganglios
prevertebrales que inervan los ovarios de ratas delgadas en D2 y obesas en diestro. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en el ganglio celiaco izquierdo y ambos
ganglios suprarrenales. (*p<0.05, ANOVA seguida de Tukey). Se muestra media + EEM.
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8. Discusion

En el presente trabajo describimos que la presencia del 17B-estradiol en las
neuronas de los ganglios prevertebrales GCD, GCI, GSD, GSI y GMS, que inervan
los ovarios presento variaciones durante el ciclo estral de las ratas Zucker delgadas
las cuales se compararon con ratas obesas que presentan un ciclo estral irregular y
una baja presencia de 17B-estradiol en los ganglios mencionados, lo que podria estar
asociado a la infertilidad en conjunto con diversas comorbilidades (Saiduddin et al.,
1973; Zucker & Antoniades, 1972).

En ratas delgadas, la fluctuacion en la concentracion de estradiol en sangre a
lo largo del ciclo (Rosas etal, 2018) coincide con el numero de neuronas
inmunopositivas a 17B-estradiol que se observé en nuestro estudio. De acuerdo con
la literatura (Freeman, 1988; Sato et al., 2016), dentro del ciclo estral la concentracion
del estradiol en sangre presenta un aumento inicial durante el dia del D2 y un pico
durante el P, previo a la ovulacion, tras la cual los niveles de la hormona vuelven a
descender durante el dia del E, para alcanzar su valor mas bajo durante el D1. De
forma paralela en los ganglios estudiados, el mayor numero de neuronas
inmunorreactivas se presenta durante los dias del D2 y P, y el menor durante D1. El
GMS carece de estas variaciones, aun en ratas delgadas, por lo que es probable que
su actividad este influenciada por otras moléculas como progestinas, andrégenos,

neurotransmisores o neuropéptidos.

El tamafo neuronal también corresponde a las variaciones en la concentracion
de estradiol circulante, si consideramos que tanto el diametro como el area son los
mas grandes durante el dia del P, y los mas pequefios durante el D1. Esto podra
deberse a la gran diversidad y especificidad de funciones que cumple el estradiol en
las neuronas. Es sabido que los estrégenos participan en procesos de crecimiento,
de diferenciacion y de supervivencia neuronal (Kovats, 2015; Zoubina & Smith, 2002),
modulan el tono y la actividad neuronal (Saleh & Connell, 2000), pueden alterar los
patrones de inervacion de los 6rganos, regulando la formacion de neuritas o la
degeneracion axoénica (Krizsan-Agbas & Smith, 2002; Zoubina et al., 2001); incluso
pueden desencadenar respuestas no gendmicas o mixtas mediadas por diversas
proteinas incluyendo sus receptores, como complejos de receptores nicotinicos,
involucrados en procesos de proteccion y de remodelacion neuronal (Curtis et al.,
2002; Hilton et al., 2004; Sbrini et al., 2024).
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A nivel subcelular, los efectos sobre la plasticidad neuronal que ejercen los
estrogenos son debido a que, promueven la expresion de moléculas como factores
de crecimiento nervioso (NGF), factores neurotréficos derivados del cerebro (BDNF),
semaforinas 3F (Sema 3F) y neurotriminas (Ntm), entre otras (Liang & Yao, 2016). No
obstante, en algunas estructuras nerviosas periféricas los estrogenos también pueden
tener un papel degenerativo; esto ha sido reportado en numerosas ocasiones,
particularmente para la inervacion simpatica de los 6rganos abdominales y pélvicos,
como los ovarios y el utero, sugiriendo que son los mismos 6rganos, a través de la
secrecion estrogénica, los que regulan su propia inervacion (Brauer, 2008; Brauer &
Smith, 2015b; Liang & Yao, 2016; Zoubina et al., 2001).

En el SNC, el 173-estradiol ejerce una regulacién negativa sobre su receptor
nuclear 3, que resulta en una respuesta disminuida por parte de las neuronas a la
hormona (Pfaus et al., 2015; Suzuki & Handa, 2004); aunque se desconoce si este
mismo efecto esta presente en las neuronas ganglionares del SNP, sugerimos que la
presencia incrementada de la hormona que persiste durante los dias del D2 y P en
los ganglios prevertebrales podria deberse a que la actividad del estradiol estuviera
mediada por otras vias de sefalizacion en las que participan sus receptores
membranales o incluso mediada por la uniéon a receptores nicotinicos (Couse &
Korach, 1999; Fuentes & Silveyra, 2019; Sbrini et al., 2024).

La presencia de 17B-estradiol en los ganglios prevertebrales GCD, GCI, GSD,
GSI y GMS que se reporto en este estudio sugiere la existencia de una comunicacion
bidireccional entre los ovarios y los ganglios prevertebrales que los inervan, donde la
secrecion estrogénica por parte de los ovarios estaria profundamente influenciada por
factores neuronales, al mismo tiempo que las neuronas responden a los cambios en

la secrecion de 173-estradiol.

Este fendmeno ya ha sido propuesto con anterioridad por diversos autores. Los
trabajos de Delgado et al., (2010) y Dominguez & Cruz-Morales, (2011), sehalan que
los principales neurotransmisores involucrados en la trasmision de informaciéon con
los ovarios son la noradrenalina y la acetilcolina proveniente los ganglios celiacos,
suprarrenales y mesentérico superior y cuya actividad estimula la secrecion de
estradiol. Por otro lado, los estudios de Brauer et al., (1995, 1995) y Zoubina & Smith,
(2002, 2003), sefialan la ocurrencia de una retraccion en las terminales nerviosas de

las neuronas provenientes de los ganglios prevertebrales que se dirigen a los érganos

55



urogenitales provocada por la sefalizacion del estradiol, secretado por los ovarios y

que se une a sus receptores especificos presentes en estas neuronas.

Por otro lado, la asimetria de los ganglios celiacos y su conexion con los
ovarios ya ha sido documentada con anterioridad. Los trabajos de Moran et al., (2005,
2009) y de Pastelin et al., (2023), acerca de la lateralidad de las proyecciones que los
ganglios celiacos-mesentérico envian a los ovarios a lo largo del ciclo estral, reportan
que el numero de neuronas en estos ganglios que se dirigen a los ovarios si varian
en funcion no solo del ciclo, sino del ovario que inervan, sea derecho o izquierdo. Por
ejemplo, el ovario derecho presenta inervacion proveniente de los ganglios
ipsilaterales, mientras que el ovario izquierdo se encuentra inervado por proyecciones

de ganglios tanto ipsi como contralaterales.

Sin embargo, la diferencia que se presenta en los patrones de esta lateralidad
anatomica entre los resultados de Moran et al., (2005, 2009), que se manifiesta en
una imagen espejo entre ganglios izquierdos y derechos, y los nuestros, que se
muestra como una inversion en la presencia del estradiol entre ganglios
contralaterales, podria ser debida a la actividad que realiza la neurona en cada
estudio, ya que en la primera se analiza su capacidad para transportar un trazador

retrogrado, mientras que en nuestro estudio se observa la presencia de 173-estradiol.

Nuestros resultados, junto con los de otros estudios, apoyan la hipétesis de
que la comunicacion del SNA con los ovarios es asimétrica, enviando informacion
diferencial a los érganos a través de los ganglios pareados, y que esta asimetria
también varia segun la etapa del ciclo estral, particularmente los dias del D2 y el P;
sin embargo, aun se requiere de mas investigacion para determinar los patrones

especificos de comunicacion.

El ciclo estral es el reflejo de la actividad esteroidogénica ovarica; por lo que la
ausencia de fluctuaciones en la concentracion de estradiol, fundamentales para el
cambio de fases en el ciclo estral, resulta en animales que no ciclan como en ratas
en etapa de menopausia o en condiciones patologicas (Wu et al., 2005; Xie et al.,
2021). La ausencia de ciclos reproductivos regulares en la rata Zucker obesa ya ha
sido reportado previamente (Puga y Colmenares Ledn et al., 2025; Zucker & Zucker,
1961). Al igual que ellos, los ejemplares de nuestro estudio presentaron un diestro
prolongado y un estro ocasional no precedido por un P. La falta de fluctuaciones en

la concentracion de estradiol circulante asociada a un ciclo estral irregular también se
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manifiesta en los ganglios prevertebrales que inervan los ovarios en ratas obesas,
que presentan un diestro prolongado y en cuyas neuronas no se observan cambios

en la presencia de estradiol.

Debido a que las ratas obesas carecen de ciclicidad, y se reportan con un
diestro prolongado, no podemos descartar que algunos animales del grupo de ratas
Zucker obesas se encontraran en D2 durante el estudio. La presencia de estradiol de
ratas obesas fue similar a la mostrada durante el D1 de ratas delgadas mientras que
existe una diferencia cuando se compara con el D2 de las ratas delgadas lo que podria
ser indicativo de una tendencia en los ganglios prevertebrales de las ratas obesas por
mantener una actividad similar a la que se presenta durante el dia del D1 en delgadas

(Puga y Colmenares Leon et al., 2025).

En hembras, los principales productores de 173-estradiol, son las células de la
granulosa en los foliculos ovaricos (Peluso, 1992). En las ratas Zucker obesas, los
ovarios se caracterizan por un numero reducido de cuerpos luteos, al igual que su
poblacién folicular, pocos foliculos sanos y por la presencia de quistes y pre-quistes
(Puga y Colmenares Ledn et al.,, 2025), por lo que la concentracion de estradiol
sistémica suele ser baja; este hecho también se puede ver reflejado en las neuronas
ganglionares de las ratas obesas, ya que no se aprecian diferencias entre el numero
de neuronas positivas a estradiol entre el D1 de ratas delgadas, cuyo conteo neuronal
y concentracién de estradiol circulante son los mas bajos del ciclo (Rosas et al., 2018),

y el diestro de ratas obesas.

La rata Zucker obesa expresa una mutacién en el receptor a leptina que resulta
en una insensibilidad a la leptina (Owens, 2006), esto provoca que la leptina circulante
no sea capaz de ejercer sus efectos sobre sus células blanco. En ratas, los receptores
se encuentran ampliamente distribuidos en todo el organismo, en el SNC, se le ha
encontrado en diversos nucleos hipotalamicos y en la hipéfisis anterior (Gonzalez-
Garcia et al., 2023; Yin et al., 2017). En la periferia, los receptores a leptina pueden
hallarse en el tejido adiposo, en el intestino, en las glandulas suprarrenales, en los
rifiones y en las células beta del pancreas (Kieffer et al., 1997; Lostao et al., 1998;
Muoio & Lynis Dohm, 2002). En el SNA se ha observado su presencia en los ganglios
de la raiz dorsal (Chen et al., 2006) y en los ganglios prevertebrales (celiacos y

mesentérico superior; Miller et al., 1999).

57



La estrecha relacion e influencia del 173-estradiol sobre el funcionamiento del
receptor a leptina en diversos tejidos neuronales también ha sido previamente
reportado. En el SNC, el E2 no solo estimula la expresion de los receptores a leptina
(Yin et al., 2017), sino que también es capaz de intervenir en su via de sefializacion
intracelular mediante el factor Cited1 (Gonzalez-Garcia et al., 2023). En el SNP, los
analisis de Chen et al., (2006), en neuronas del ganglio de la raiz dorsal, sehalan una
co-localizacién del 100% de los receptores a estradiol y de leptina, sin embargo, en
ganglios prevertebrales la relacion entre el receptor a leptina y el estradiol no ha sido

descrita.

Por otro lado, Silveira et al., (2013), sefalan brevemente que la leptina también
puede provocar una reduccidon en la expresion de receptores a gonadotropinas en
células foliculares del ovario. Esta reduccién en la comunicacion de las hormonas
gonadotrdpicas con sus receptores alteraria la sintesis de las enzimas involucradas
en la sintesis de andrégenos y estrogenos por las células foliculares de las ratas
obesas, lo que podria llevar a una alteracion en la concentracién de estradiol
circulante y, de acuerdo con lo observado en este estudio, podria influir en la

presencia del 17B-estradiol en las neuronas de ganglios periféricos.
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9. Conclusiones

La presencia de 17B-estradiol en las neuronas de los cinco ganglios prevertebrales
GCD, GCI, GSD, GSl y GMS, que inervan los ovarios, varia a lo largo del ciclo estral
en ratas delgadas.

La presencia de 173-estradiol en las neuronas de los ganglios celiacos (estructuras

nerviosas bilaterales), de ratas delgadas, mostré una asimetria.

El mayor numero de neuronas positivas a 173-estradiol se present6 durante los dias
del D2y el P, mientras que los mas bajos se observaron durante el dia del D1 en ratas

delgadas.

La rata Zucker obesa present6 un ciclo estral irregular y durante el diestro no hubo
variacion en la presencia de 17p-estradiol en los ganglios GCD, GCI, GSD, GSl y
GMS.
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