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INDICE DE ABREVIATURAS

ACTH Hormona adrenocorticotropa

ARNm Acido ribonucleico mensajero

BMAL Receptor translocador nuclear en el cerebro y masculo
CLOCK Locomotor circadiano

E Estrogenos

E2 Estradiol

FSH Hormona estimulante del foliculo

GCMS Ganglio celiaco mesentérico superior

GnRH Hormona hipotalamica liberadora de gonadotropinas

HT-HP-OV Hipotalamo-hipofisis-ovario

LH Hormona lutenizante

NSQ Nucleo supraquiasmatico

PBS Buffer de fosfato

PBT Buffer de triton

PER Periodo

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SHBG Globulina fijadora de hormonas sexuales

SNA Sistema Nervioso Auténomo

SNC Sistema nervioso central

SOP Sindrome de ovarios poliquistico



RESUMEN

La ovulacidn y la secrecion de hormonas esteroides por los ovarios, son procesos regulados por
el Sistema Nervioso Central. La informacién viaja desde los centros hipotaldmicos y extra-
hipotaldmicos hasta los ovarios por dos vias: la endocrina y la neural. En los mamiferos el
control de las funciones reproductivas esta asociado al reloj biolégico, el cual se sitla en el
nucleo supraquiasmatico del hipotalamo (NSQ). Las vias de sincronizacion de las sefales
externas llegan a las células individuales del NSQ que contienen un oscilador molecular
autébnomo que genera ritmicidad de la expresion de genes con un periodo de 24h. Dicha
ritmicidad se produce no sélo en el SNC, sino en o6rganos y glandulas periféricas como los
ovarios y las adrenales. Debido a que en trabajos de nuestro laboratorio hemos mostrado que
las neuronas del ganglio celiaco asociadas con los ovarios, presentan variaciones en su
actividad a lo largo del ciclo estral; en el presente trabajo se analizé la expresién de dos genes
reloj antagdnicos Perly Bmal en las neuronas del ganglio celiaco en los diferentes dias del ciclo
estral de la rata hembra adulta; considerando los ritmos de luz-oscuridad. Se utilizaron ratas
hembras adultas virgenes de la cepa ClI-ZV las que fueron organizadas en dos grupos diferentes:
grupos sacrificados en periodo de luz (13:00 horas) y en periodo de oscuridad (21:00) en cada
dia del ciclo estral. Se obtuvo el ganglio celiaco-mesentérico superior, se realizaron cortes
histologicos, los que fueron procesados por inmunohistoquimica para identificar las neuronas
inmunorreactivas a los genes reloj Perl y Bmal. Resultados: El presente trabajo muestra la
presencia de los genes reloj en neuronas del sistema nervioso periférico. En las neuronas del
ganglio celiaco la proteina de los genes reloj Perl y Bmal presenta variaciones a lo largo del
ciclo estral: A las 13 horas el gen reloj Perl, present6 el pico de nimero de neuronas positivas en
estro (774.5+268.1), mientras la menor fue durante D2 (424.33+102.6); en el horario de 21 h, el
pico maximo fue en D2 (506.3+122.3) y la menor concentraciéon se presentd en estro
(202.75%202). Por otra parte, las neuronas del ganglio celiaco presentaron inmunorreactividad a
gen reloj Bmal con un pico a las 13 h en D2 (3252.7+109.8) y con menor numero durante el
proestro (296.5+£17.3); en el horario de 21 horas el pico fue en proestro (325+143.1) y el de menor
actividad fue en estro (169.75+70.6). Los resultados del presente trabajo nos permiten confirmar
la presencia de los dos genes reloj (Per 1y Bmal) en el ganglio celiaco. Al mismo tiempo,
mostramos que se presentan oscilaciones en su expresion durante los diferentes dias del ciclo y
los periodos de luz-oscuridad, lo que nos permite sugerir que la actividad de dichos genes
estaria involucrada en la actividad de las neuronas relacionadas con los ovarios.

Vi



INTRODUCCION

Los ovarios son las glandulas reproductoras de las hembras cuya funcién primordial es la
produccidn de ovocitos y la secrecion de hormonas esteroides, y a partir de la pubertad y una
vez establecidos los periodos reproductivos, funcionan bajo el control del eje hipotalamo-

hipéfisis ovarios (Moore y Persaud, 2007).

La participacion de los ritmos biologicos en los procesos que regulan el desarrollo folicular, la
ovulacion y la secrecidn de hormonas esteroides, se han estudiado con esmero por varios afos.
Los estudios al respecto han pasado de ser desarrollados exclusivamente en el nucleo
supraquiasmatico del hipotdlamo (NSQ), a estudios en o6rganos periféricos incluyendo

glandulas endocrinas como las suprarrenalesy los ovarios.

El conocimiento sobre la regulacidén que ejerce el sistema nervioso central sobre el
funcionamiento de glédndulas periféricas se ha ampliado, y cada vez hay mas evidencias
anatémicas vy fisioldgicas que vinculan a las gbnadas a través de la via neuronal directa. Al
respecto, algunas patologias ovaricas como el Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP), en
modelos animales, han sido tratadas con éxito desde la perspectiva neuronal, disminuyendo el

tono de los nervios ovéricos, logrando el restablecimiento de la funcién ovérica.

En el presente trabajo abordaremos el estudio de uno de los ganglios que inervan a las génadas

y analizaremos la expresion de los genes reloj.



ANTECEDENTES

ESTRUCTURAY FUNCIONAMIENTO DEL OVARIO

Los ovarios son estructuras pares que en la rata se sitlan en las paredes laterales de la cavidad
abdominal, unos pocos milimetros caudales a la Gltima costilla. El ovario estd constituido por
dos estirpes celulares de origen embriologico diferente: células germinales y células somaticas.
Este ultimo componente se divide ademas en corteza y médula. La médula es la porcion central
del ovario que contiene células estromales, por lo regular inactivas. Por otra parte la corteza
estd constituida por un estroma conjuntivo especializado, donde se encuentran inmersos los
foliculos ovaricos en diferentes etapas de desarrollo. La parte mas superficial del ovario esta

cubierta por una capa de epitelio cilindrico monoestratificado.

Las células germinales se pueden identificar desde las etapas fetales rodeadas por una capa
simple de células estromales especializadas; estructura que se le denomina foliculo ovarico. Los
foliculos son el componente principal de las gbonadas de las hembras y son estructuras
dindmicas que presentan procesos continuos y ciclicos de crecimiento y maduracién que los

lleva por lo regular a la atresia, y en casos excepcionales a la ovulacién (Schiavon y Gayén 2012).

DESARROLLO FOLICULAR

La hormona estimulante del foliculo (FSH) es imprescindible para la maduracion folicular y la
sintesis de estrégenos por las células de granulosa (Checa, 2007). Las células de la granulosa
forman una capa continua que rodea completamente al ovocito y lo aisla del resto del ovario.

Hipofisia En el foliculo en crecimiento las células de las
granulosa proliferan rapidamente por estimulo

o de la FSH, fendmeno en el cual los estrogenos

actlan de manera sinérgica (Dominguez, 1991).

Figura 1: Ciclo ovarico y su regulaciéon hormonal.
Estrégenos (E). Podemos observar el crecimiento
de las células que rodean al foliculo, por la
participacién LH y FSH hasta la expulsion del
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El desarrollo folicular estd regulado por un complejo mecanismo de factores paracrinos
gobernados por la FSH hipofisaria (figura 1). Uno de ellos es la expresién de complejos
enzimaticos involucrados en la biosintesis de los andrégenos (células de |a teca) y del estradiol
(células granulosa). Por otra parte, durante el reclutamiento folicular, la FSH estimula la
proliferacion de las células de la granulosa en forma directa e indirecta a través de los factores

de crecimiento (EGF, AGF-Il, inhibina) (Urbina et al., 2008; Yen et al., 2001).

El desarrollo de los foliculos ovaricos se caracteriza por:

a) Crecimiento y diferenciacion del ovocito.
b) Proliferacién de las células foliculares (células de la granulosa).
c¢) Formacién de la zona pelicida.

d) Desarrollo de la teca folicular.

Las células de la granulosa se dividen activamente produciendo una capa estratificada
alrededor del ovocito (Moore, 2008). La LH estimula la actividad enzimatica para la produccion
de hormonas esteroides en aquellas células de la granulosa que fueron previamente
estimuladas por la FSH. En los foliculos pre-antrales, las células de la granulosa carecen de
receptores a LHy la sintesis de sus receptores depende de la FSH y los estrogenos. La LH es la
hormona mas importante en la regulacion de la reproduccion de estrogenos, ya que estimula la
sintesis de andrdgenos y la de sus propios receptores en la célula teca (regulacién inhibitoria) y
la actividad aromatasa en las células de la granulosa. Después del pico de LH esta hormona
inhibe a sus propios receptores en las células de granulosa (regulacion inhibitoria) resulta en

disminucién de la sintesis de estrdégenos.

La ovulacién es el resultado de un proceso complejo que involucra la participacion vy
acoplamiento de diversos factores internos (endocrinos, neuronales) y agentes externos del
medio ambiente. Para que se produzca la ovulacidn son necesarios varios cambios en la pared
del foliculo y en las relaciones entre las células de la granulosa y las tecales, durante la Gltima
etapa de crecimiento y la diferenciacion folicular se produce la desaparicion de los
desmosomas que presentan las células de la granulosa y de la teca, asi como la degradacién de

las fibras coldgenos (Dominguez, 1991).



PRODUCCION DE HORMONAS ESTEROIDES

Los foliculos ovaricos estan rodeados de las células de la teca, en cuyas capas se sintetizan los
andrégenos bajo la regulacién de la LH hipofisaria, y las células de la granulosa, que aromatizan
los androgenos a estradiol, estimuladas por la hormona FSH. La via de sintesis de los
andrégenos se inicia mediante una enzima limitante que rompe la cadena lateral del colesterol
dando lugar a la pregnenolona. La cascada de esteroidogénica inicia a partir del sustrato de
colesterol, culmina en la sintesis y secrecidén del estradiol, pasando a través de los nucleos
pregnanos y androstanos. Los esteroides sexuales son transportados en el plasma por una
proteina especifica, denominada globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), similar a las
proteinas transportadoras para la tiroxina o los corticosteroides. La SHBG transporta
principalmente testosterona y estradiol. Una fraccién menos importante de las hormonas
sexuales es transportada inespecificamente por la albumina y aproximadamente un 1% de la
testosterona circula en plasma en forma libre (Ibafez et al., 2007). La sintesis de los androgenos
ovaricos varia durante el ciclo estral; es minima en la primera fase del ciclo, denominada fase

folicular.

PARTICIPACION DE LAS HORMONAS ESTEROIDES EN EL SISTEMA NERVIOSO. Las sefales
hormonales y neuronales participan en la regulacion de la sintesis y liberacién de hormonas
esteroides por los ovarios. Las sefiales hormonales se originan del hipotalamo, la hipéfisis, la
tiroides, el timo, el tejido adiposo, las suprarrenales, asi como del propio ovario; las sefiales
neuronales se originan en el hipotalamo y otras regiones del sistema nervioso central y
periférico, modulando las respuestas a las sefiales hormonales enviadas hacia los ovarios

(Dominguezetal., 2012).

Las hormonas gonadales modulan las funciones del sistema nervioso mas allad de sus acciones
esenciales sobre la secrecidon de gonadotropinas, prolactina (PRL) y comportamiento sexual;
también tienen la capacidad de modificar la citologia neuronal y los componentes
neuroquimicos. Por ejemplo, los estrégenos incrementan el numero de sinapsis y son
responsables de mediar algunos aspectos de plasticidad y conectividad entre células del
sistema nervioso central (Lewis et al., 1995). En algunos tejidos, los estrégenos pueden modular

la sensibilidad celular a algunos neurotransmisores, ya que estimulan la sintesis y expresion de



los receptores a neurotransmisores en las células que expresan receptores a esteroides

(McEwen y Alves, 1999).

Dado que muchos efectos de los estrogenos difieren cualitativa o cuantitativamente entre los
sexos, se sugiere que ello se debe a la diferenciaciéon sexual durante el desarrollo pre y post-
natal. El mapeo de receptores intracelulares a estrogenos o progesterona, los cuales modulan
sus acciones gendémicas y no gendmicas, han revelado la presencia de estos tipos de receptores
en regiones como el bulbo olfatorio, hipocampo, la corteza, el locus coerelus, rafé dorsal,
cerebelo y la médula espinal (McEwen y Alves, 1999). La médula espinal contiene un niimero
limitado de células que contiene el receptor intracelular a esteroides, las cuales se localizan en
la porcion media de la ldmina VI, VIl y X, cerca del canal central y en las ldminas superficiales,
donde pudieran estar involucradas en la modulacién del proceso sensorial (Amandusson et al
1996). La sensibilidad al dolor, que es regulada en parte por las hormonas esteroides, difiere
significativamente entre los machos y las hembras y en éstas tltimas depende del momento del
ciclo reproductivo en que se encuentre. También en el nlcleo ventromedial del hipotalamo la
densidad sindptica difiere entre hembras y machos, es regulada por los estrégenos. La densidad
de sinapsis que reciben las células piramidales CAl del hipocampo alcanza su maximo en el dia
del proestro (momento en el que la concentracion de estradiol en plasma también alcanza su
valor mas elevado) y disminuye significativamente en el dia del estro (Wolley y McEwen, 1992;
Lewis et al., 1995). Segln Lewis et al, (1995) esta tasa de recambio ciclica, tanto en el
hipotalamo como en el las células CAl del hipocampo durante el ciclo estral de la rata, muestra
un alto grado de especificidad. En las regiones lumbar y sacra de la médula espinal de la
hembra, la concentracion del RNAm del receptor citoplasmatico a estréogenos muestra

variaciones significativas que dependen del estado reproductivo.

La concentracion del receptor fluctia en paralelo con las concentraciones de estradiol
circulante, son mas altas durante el proestro y bajas durante los dias de metaestro y diestro. La
unién de una hormona esteroide con su receptor se convierte en un factor de trascripcién que
interactla con el genoma donde estimula o inhibe la expresidon geondmica. La presencia del
RNAm del receptor a estrogenos en neuronas de la médula espinal, lleva a pensar que los
estrégenos influyen la expresidn génica en dichas neuronas. Estas respuestas pudieran incluir

variaciones en la sintesis de neurotransmisores o modulacion de varios componentes de la



neurotransmisién (Williams et al, 1997). En algunas zonas de la médula espinal asociadas
directamente con la inervacion sensorial y autondmica de los érganos reproductivos de la rata
hembra, estdn presentes los receptor a estrogenos a y b, asi como el RNAm para dichos
receptores. Los estrogenos inducen la aparicién de receptores a progesterona en neuronas de la
[dmina Xy de la columna intermediolateral de la rata hembra; lo interesante de este estudio es
que la densidad de los receptores a progesterona inducidos por estradiol, fluctia a lo largo del
ciclo estral, donde el mdximo de expresion ocurre en el proestro tardio y la menor en el estro

tardio (Bakewell et al., 1995).
CICLO ESTRAL

La actividad reproductora de los animales suelen presentar un modelo ciclico impuesto por
diversos factores tanto externos (temperaturas, disponibilidad de alimentos etc.) como internos
(ritmos endégenos cantidad de vitelos a depositar en los ovocitos etc.). En los mamiferos es
tipico que el ciclo esté determinado por una fase conocida como calor, celo o estro, situacién en
que la hembra permite la copulacion. El ciclo estral se define como el tiempo que transcurre
entre un periodo de celo y de comienzo del siguiente. Su duracidén con la especie, siendo en las

hembras de ratas y ratdn de cuatro-cinco dias (Alvarez et al., 2009).

El periodo de crianza es critico para permitir el éxito del proceso reproductivo, que para
asegurar la supervivencia de la cria debe de coincidir con las condiciones adecuadas en el
medio ambiente, que son transformados en sefales endocrinas. Estas sefiales son duraciéon e
intensidad de luz (fotoperiodo) y a veces de la temperatura, vision, el sonido, olor del sexo
opuesto, estado nutricional de animal, el cortejo y despliegue de atenciones, etc. Estas
circunstancias ambientales actuan como estimulos externos que estimulan cierta transmision
nerviosa hacia el hipotalamo (De Costa et al., 1993). Asi pues la causa fisiologica basica del ciclo
estral esta en la liberacién periédica de hormonas que determinan los cambios en el aparato
reproductor. Dado que las hembras de rata solo recibiran al macho durante este periodo, la

ovulaciéony la fecundacién son dos procesos que estan perfectamente coordinados.

El ciclo estral mas conocido es el de la rata. Se compone de proestro, estro, metaestro y diestro.
Los ovarios, los foliculos y los ovocitos crecen, maduran y se diferencian para llegar a la

capacidad a ovular durante el estro. Estos procesos son controlados primero por FSH y a



continuacion por LH. Al aumentar el nivel de la FSH, estimula la proliferacién de las células
foliculares y la sintesis del estradiol. Es de particular interés que el aumento en el nivel E2
observado en proestro se acompafia de un aumento en la actividad locomotora de las hembras
(Barbacka et al., 2003). En los ciclos de cuatro dias, el pico de LH ocurre en el dia del proestro,
en una "ventana de tiempo" especificamente: entre 2 y 4 pm. El pico de LH indica el comienzo
de la fase de mayor actividad locomotora. Mas tarde durante el proestro - alrededor de las 6 pm
- se produce el pico maximo preovulatorio de estradiol. En la madrugada del estro se produce la
ovulacién, y en su caso, apareamiento y los ovocitos de la fecundacién, por lo general aparece
en ratas y hadmsteres entre 2 a 4 de la mafana del dia siguiente (figura 2). En el diestro
posovulatorio se produce la formacion del cuerpo luteo (Barbacka et al., 2003).

Las ratas son de ovulacion espontanea en condiciones de laboratorio estandar en las (12 horas

de luzy 12 horas oscuridad).
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SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

EL sistema nervioso auténomo, también llamado sistema motor involuntario, es un sistema
sensitivo y motor visceral. El sistema nervioso auténomo tiene tres divisiones importantes:
simpatico, parasimpatico y entérico. Las divisiones simpaticas y parasimpaticas inervan el
musculo cardiaco, el musculo liso y los tejidos glandulares y son mediadoras de diversos
reflejos viscerales. Estas dos divisiones comprenden las neuronas sensitivas asociadas a los
nervios raquideos y craneales, las neuronas motoras preganglionares, posganglionares y los
circuitos del sistema nervioso central que conectan con las neuronas motoras y sensitivas y las
regulan. La divisién entérica tiene mayor autonomia que las otras dos, con un sistema en gran
medida independiente cuyas conexiones con el resto del sistema nervioso central son minimas.
Consta de las neuronas motoras y sensitivas del tubo digestivo que median los reflejos

digestivos (Kandel et al., 2001).

El sistema nervioso auténomo (SNA) esta formado por elementos nerviosos cuya funcion en el
organismo es de regular la actividad de las musculatura lisa que se encuentra principalmente en
las visceras huecas del cuerpo; inerva ademas al sistema cardiovascular, los conductos de las
glandulas exocrinas, las estructuras oculares, los musculo ciliares y los musculos pilomotores
de la piel. Los principales centros reguladores del SNA se encuentra en el hipotadlamo y el bulbo
raquideo desde el hipotdlamo desciende tractos de fibras eferentes para hacer sinapsis con los
cuerpos celulares de las neuronas medulares y también con los cuerpos celulares de neuronas

existentes en los cuernos laterales de la sustancia gris de la medula espinal (Michael, 1981).

El hipotdlamo regula muchos de los circuitos nerviosos que median los componentes
periféricos de los estados emocionales; variaciones de la frecuencias cardiaca, la presion
arterial, la temperaturay la ingesta de agua y alimentos. También controla la hipofisis, y de este
modo regula el sistema endocrino. Las neuronas motoras del SNA estan situadas fuera del
sistema nervioso central, en los ganglios auténomos. Son activadas por axones de las neuronas
centrales (las neuronas preganglionares) cuyos cuerpos celulares estdn localizados en la
medula espinal o el tronco encefalico. Las vias efectoras de los sistemas simpatico y
parasimpatico constan, tipicamente, de una cadena de dos neuronas. Una neurona
preganglionar, cuyo soma se localiza en el sistema nervioso central (SNC) y envia su axén para

sinapsis con una neurona posganglionar, cuyo soma esta en un ganglio autonémico y que a su
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vez inerva los 6rganos diana. Las fibras preganglionares son mielinicas delgadas de tipo B o
amielinicas C, mientras que las posganglionares son mayoritariamente amielinicas. La mayor
parte de las visceras reciben una inervacion doble del SNA, tanto por parte del simpatico como
del parasimpatico. Los sistemas simpaticos y parasimpaticos poseen componentes sensitivos
que envian aferencias al sistema nervioso central y desemperfian una funcién importante en los
reflejos auténomos, ademas algunas fibras sensitivas que se proyectan a la medula espinal
también envian una rama a los ganglios auténomos, cerrando de esta manera circuitos reflejos

que controlan algunas funciones auténomas viscerales (Kandel et al., 2001).
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Figura 3. Esquema que se muestra la divisién simpatica del

rojas: Las fibras preganglionares se extienden desde el nicleo intermedio lateral de la medula espinal
hacia los ganglios periféricos mientras que las fibras posganglionares se extiende desde los ganglios
periféricos hacia los érganos. Las lineas negras muestran la divisidén parasimpatica del sistema
nervioso auténomo: Las neuronas preganglionares estan localizadas en los nucleos de los nervios
craneales del a base en el encéfalo y en los segmentos S2-S4 de la medula espinal (modificado de

Novak 1967).
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GANGLIO CELIACO, MESENTERICO SUPERIOR Y SUPRARRENAL. Los plexos auténomos
abdominales son redes de somas neuronales de naturaleza simpaticas o parasimpaticas y
rodean la aorta abdominal y sus ramas principales. Los plexos celiaco, mesentérico superior,
suprarrenal y mesentérico inferior estan interconectados (figura 3). Los ganglios simpaticos
prevetebrales estan dispersos entre los plexos celiacos y mesentérico (Moore y Agur 2003:
Berthoud y Powley 1993). Los ganglios celiacos tienen forma de semilunar de concavidad
superior con un asta medial y un asta lateral situados a derecha e izquierda del tronco celiaco.
Se puede distinguir en cada uno un borde superior mas o menos céncavo que recibe a la
derecha una rama del nervio frénico; un borde inferior convexo donde llegan algunas ramas del
nervio esplacnico menor, un extremo medial que recibe al vago derecho, y a la izquierda de
modo inconstante una rama del vago derecho. Por su asta lateral el ganglio recibe influencia de
dos masas ganglionares: una medial yuxtaceliarca que recibe el ramo del vago, la otra lateral
que se designa ganglio suprarrenal principal; la cual recibe aferencias del nervio esplacnico y
genera ramas hacia la suprarrenal (Latarjet y Ruiz-Liard, 2004). Ambos ganglios suprarrenales,
derecho e izquierdo, estan en intima relacién con la glandula suprarrenal correspondiente,
comunicados por nervios y un tejido conjuntivo laxo. Los bordes superiores de ambos ganglios
exceden el borde superior del pancreas. El plexo mesentérico superior y el ganglio rodean el
origen de la arteria mesentérica superior. Este plexo tiene una rama media y dos laterales. La
rama media proviene el plexo celiaco y las ramas laterales se originan en los nervios

esplacnicos menor e inferior (Moore, 2003).

RITMOS BIOLOGICOS

La ritmicidad es una propiedad de los seres vivos que se presentan como parte de la adaptacién
al entorno y favorece la supervivencia de las especies. Los animales y probablemente todos los
organismos muestran ciertos ritmos fisiolégicos que se asocian a algun ritmo del medio
ambiente (figura 4). Un ritmo se compone de diversas caracteristicas; frecuencias, amplitud,
periodo y fase. El ritmo biolégico se puede definir como fluctuacién bioquimica fisiolégica o
conductual que tiene un recurrencia en intervalos regulares. La frecuencia se refiere al niUmero
de acontecimientos de un evento repetido por una unidad de tiempo. El periodo se conoce a su
vez, que el tiempo se tarda cada ciclo de fluctuacién. La amplitud, es una medida en la
magnitud de la oscilacién de un ciclo, la fase, se puede considerar como el comienzo de la

actividad locomotora o la transicion de la luz en un ciclo ambiental, la sincronizacion se refiere

11



a la capacidad de los ritmos biolégicos para ajustar su periodo enddgenos con el de un
sincronizador. Término que se refiere a determinada sefial externa que se presentan
periddicamente al darse una sincronizacion se crea una relacion de fase estable entre el
sincronizador y el ritmo endégeno (reloj interno del organismo), de manera que el tiempo
bioldgico corresponde con el geografico (Caba, 2008). Los ritmos bioldgicos con su naturaleza
enddgena, persisten en ausencia de sefales externas pero estan sincronizadas a algun ritmo del
medio ambiente. Debido al ciclo de rotacion de la Tierra, el ritmo mas prescindible en el medio
ambiente es el ciclo de luz/ oscuridad, por lo que este ritmo es el principal sincronizador en los
mamiferos. Una manera de clasificar a los ritmos es por frecuencia con que se repiten en un
ciclo de luz/oscuridad, de esta manera se las llama circadianos aquellos ritmos cuya frecuencia
es de aproximadamente de 24 horas. Se ha determinado que los ritmos biolégicos son de
naturaleza endégena, las sefiales ambientales son tan importantes que regulan profundamente
nuestros ritmos fisiolégicos y pautas conductuales, estas sefiales lo que hacen,
fundamentalmente, es sincronizar cada dia nuestros relojes internos para que los ritmos sean

muy aproximados a las 24 horas del dia (Caba, 2008).

De acuerdo con los principios de la cronobiologia, ritmos infradianos, que duran mas de 24
horas, son los ritmos predominantes de la reproduccidén de los mamiferos (Barbacka et al.,
2003). Y un ritmo circadiano es un ritmo biolégico que persiste bajo condiciones ambientales
constantes (luz oscuridad, temperatura) con duracién del periodo de 24 horas. Su fase se puede
restablecer de una breve interrupcion en el régimen constante (Kennaway, 2003 y 2004). El
sistema circadiano se encuentra formado por las siguientes estructuras: 1) un reloj biologico
que en los mamiferos se sitla en el nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo (NQS); 2) las vias
de sincronizacién, encargadas de proporcionar al reloj la informacién de las sefiales externas.
Principalmente el tracto retino-hipotaldmico transmite la informacion luminosa de la retina
hacia el NSQ para mantener una congruencia entre el reloj y el medio ambiente; y finalmente 3)
las vias eferentes que transmiten las sefales a los sistemas efectores que expresan los
diferentes ritmos fisioldgicos y conductuales.

Ejemplos de sistemas eferentes son: el eje hipotalamo-hipofisarios-suprarrenal, los sistemas
cardiovascular, inmunitario, hematopoyético, el ciclo celular, la glandula pineal, etc. Todos
estos sistemas se sincronizan con el NSQ a través de sefiales neuronales o sustancias que

interaccionan con ellos, que pueden ser las hormonas y neurotransmisores (Castellanos et al.,
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2007).

El ritmo circadiano de circulacién de glucocorticoides suprarrenales, cortisol o

corticosterona en ratas, estan activas el poco maximo de corticosterona se observa cuando

empiezan a estar activas, que al anochecer. Si se invierten los ciclos de luz y oscuridad el ritmo

de secrecion de glucocorticoides se invierte también (Funjul et al., 1998).

Propiedades del reloj;

1)

Persisten aun en condiciones constantes en ausencia de indicaciones temporales
externas. Al ritmo adquirido en ausencia de indicadores de tiempo se llama ritmo de
libre corrimiento (tau), los ritmos continlan pero no hay sincronizacién por factores
externos.

No son sensibles a la temperatura. Este tipo de relojes no se aceleran o retrasan con los

cambios de temperatura.

Son sensibles a la intensidad de luz: luminosidad, intensidad y duracion de exposicidn a

la luztiene grandes efectos en el reloj biolégico.

Estan bajo control genético: mutaciones puntuales pueden afectar grandemente en

periodo de reloj alargandolo o reduciéndolo.

Son ajustables; Tienen capacidad de elemental de reorganizarse, por lo que se puede

ajustar a un periodo especifico por medio de sincronizadores.

Los sincronizadores ejercen un control de fase; los sincronizadores no controlan el

periodo de reloj, sino que también controla la fase.

Posen un rango de sincronizacién; el reloj puede ajustarse por un sincronizador hacia

adelante o hacia atras, pero solo pocas horas.
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Figura 4. En el cuerpo humano experimentamos diversos ritmos hormonales, conductuales y
bioquimicos a lo largo del dia. Aqui se sefialan algunos ejemplos que ocurren cominmente, pero que
pueden variar en personas con un ciclo de luz-oscuridad diferente a la mayoria de nosotros (Caba,

2008).
Mecanismo molecular del reloj circadiano.

En las ratas, el reloj central (NSQ) se comunica con la glandula suprarrenal por dos vias: 1.- la
humoral, que implica la liberacion de la hormona liberadora de la corticotropina (ACTH)
proveniente de la hipofisis 2.- una via neuronal que implica en el sistema nervioso auténomo
(Fahrenkrug et al., 2008: Herndndez y Garcia., 2010). Para que funcione correctamente el reloj
circadiano, los productos de la expresién de los genes, son factores basicos para la
transcripcidn de sefales. La evidencia reciente implica una multitud de genes implicados en las
vias de sefializacion celular, el metabolismo celular y la regulacién del ciclo celular (Sellix y

Menaker 2010).
Genes Reloj Perl y Bmal

El mecanismo molecular del reloj circadiano periféricos involucra la interaccion de sefales
positivas y negativas que regulan la transcripcion ritmica de los genes reloj. En los mamiferos se
han descrito al menos nueve genes reloj denominados; Perl, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Clock, Bmal,

Ckl y REv-Erb. La regulacién de estos genes se da por medio de dos asas de activacion/
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represion transcripcional. El asa de sefales positivas estad controlada por los genes Clock y
Bmall mientras el asa negativa por los genes Per y Cry, Al inicio del dia circadiano (primeras
horas de la maiiana). La transcripcién de los genes Per y Cry se activan por los heterodimeros
que forman las proteinas CLOCK; BMAL1, las cuales se unen a secuencias reguladoras conocidas
como cajas E, localizadas en los promotores de los genes Per y Cry para activar la transcripciéon.
Los mensajeros de estos genes son traducidos a sus proteinas correspondientes (PER y CRY) en
el citosol. Hacia la mitad del dia circadiano (comienzo de la noche) las proteinas PER y CRY se
asocian y forman heterodimero (PER: CRY), que se fosforila por la enzima CKl para después ser
translocados al nlcleo. Los heterodimeros PER:CRY secuestran los heterodimero CLOCK:
BAML1, interfiriendo su union al sitio promotor de los genes Per y Cry inhibiendo su
transcripcién. Por lo tanto las proteinas PER y CRY, actian como reguladores negativos, los
heterodimeros CLOCK:Bmall también activan la transcripcién del gen que codifica para un
recetor huérfano nuclear conocido como Rev-Erb. Una vez en el nlcleo la proteina REV-ERB se
une al promotor del gen Bmaly reprime su transcripcion, provocando que los niveles del ARNm
de Bmall Caigan. Por otro lado cuando los dimeros de las proteinas PER:CRY entran al nucleo e
inhiben la transcripcion de Per y Cry, también inhiben la transcripcion de Per y Cry también
inhiben la transcripcién de Rev-Erb e indirectamente estimulan la transcripcion del gen Bmall.
(Hernandez y Garcia., 2010). Adicionalmente la transmision de la informacién circadiana
generada en el sistema nervioso central puede ser transmitida hacia el resto de los érganos por
via neuroendocrina, por ejemplo por el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal a través de la secrecion
de las hormonas. El oscilador en el NSQ, que ha sido considerado el reloj maestro en un modelo
jerarquico del sistema de cronometraje circadiano, no parece ser esencial para la conduccion de

los relojes periféricos (Fahrenkrug et al., 2006).

En las células de los tejido periféricos, estos relojes celulares son importados por una molécula
oscilador que esta auto-sostenida y que genera la expresion genética ritmica con una
periodicidad de aproximadamente 24 hrs. El NSQ y las células de tejidos periféricos recibe
informacién diaria, sobre todo en el medio ambiente, luz y oscuridad a través de la via neuronal
sindptica originado de un subconjunto de células fotosensibles de la retina. (Fahrenkrug et al.,

2006 y 2008).
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Figura 5. Esquema de los bucles principales de factor de transcripcion de los ritmos de genes reloj. Unidad
positiva se produjo por el complejo heterodimero CLK/BMAL1 que inicia la transcripcién de perl, per2, cryly

cry2. Las proteinas de estos genes en el complejo con la induccién 1E caseina quinasa inhibicién CLK/BMAL1.
Mientras tanto, la proteina REV ERBU inhibe la transcripcion de BMALL. Reloj la expresion es constitutiva,
mientras que normalmente Bmall es ritmica y en antifase para el periodo y la expresion génica criptocromo. A

no bucle secundario muestra aqui implica decly dec2 (Honmay Honma, 2003).

EL papel de los osciladores periféricos como los de ovario no esta tan claro. Los relojes

circadianos en el ovario podrian desempenfar un papel en el momento de la ovulacién (Sellix y

Menaker, 2010). (Takahashi et al., 2006) mostraron que el NSQ modula la funcién autondémicay

neuroendocrina para preparar los cambios diurnos y nocturnos en el compartimiento, pero las

conexiones precisas con el SNA son desconocidas.

Hay estudios que muestran la expresion diaria de dos genes reloj, Perl y Per2 en el ovario de

rata utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real, hibridacién in situ e inmunohistoquimica,

encontrando en el ARNm de Perl y Per2 muestra una oscilacion ritmica significativa en el

ovario, con un periodo de 24 horas (Fig. 6). Estos hallazgos sugieren la existencia de un reloj

circadiano en el ovario, que puede desempefiar un papel tanto a nivel local como en el gje

hipéfisis ovario-hipotalamo (Fahrenkrug et al., 2006).
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Otro grupo de investigadores han recibido la evidencia de la participacion del reloj en la fusion
del ovario en diferentes especies y ofrecer una nueva perspectiva enfocada a enfermedades que
afecta negativamente a la fertilidad. Considerando que el periodo del oscilador es
relativamente constante entorno a 24 h, independientemente de los tejidos, la fase del gen reloj
varia en gran medida el pico de expresidn, dependiendo de la célula y tejido. Describieron la
evidencia de la existencia de los relojes circadianos en los ovarios de invertebrados, vertebrados
con énfasis en los roedores. Concluyendo que enfermedades tales como sindrome de ovario
poliquistico (SOP), la endometriosis o tumores malignos endocrinos, que son comunes y tienen
efectos adversos sobre la fertilidad, pueden ser causados o exacerbados por desincronizacion
entre los relojes circadianos en el ovario, la hipofisis, Utero, oviducto e hipotadlamo medio basal

(Sellix y Manaker 2010).
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PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA
El sistema nervioso auténomo, por medio del hipotalamo, participa en la regulacién de las
funciones de los ovarios por dos vias, la endécrina y la neural directa a través de conexiones

simpaticas y parasimpaticas del sistema nervioso periférico.

Varios autores han reportado que el ganglio celiaco es el sitio donde se localizan la mayor
cantidad de neuronas que inervan a los ovarios. Los resultados experimentales de nuestro
grupo muestran que la conexidén nerviosa entre el ovario y el ganglio celiaco presenta

variaciones a lo largo del ciclo estral, lo que implica cambios en la actividad neuronal.

Estd pendiente conocer los mecanismos involucrados en el control o regulacion de la expresion
de los genes reloj en el ganglio celiaco y su relaciéon con las funciones del érgano de la
informacién nerviosa, que estd procesada y enviada al ganglio celiaco hacia al sistema nervioso
central que viaja hasta el sistema nervioso autonomo, que pueden permitir las variaciones
temporales en la participacion de los genes de luz-oscuridad para regular las funciones del

organo.

Dado que el nlcleo supraquiasmatico controla muchos procesos fisioldégicos y del
comportamiento que presentan ritmicidad, tanto en regiones centrales como en células de
tejidos periféricos, existe la posibilidad de que los cambios observados en la actividad de las
neuronas del ganglio celiaco que inervan a los ovarios, estén relacionados con los osciladores

moleculares que generan ritmos en las glandulas periféricas.

En este trabajo nos propusimos evaluar la expresién de los relojes antagdnicos Perl y Bmal en
las neuronas del ganglio celiaco durante el ciclo estral, tomando en cuenta dos horarios

diferentes; uno en periodo de luz y otro en periodo de oscuridad.
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HIPOTESIS

Dado que el hipotalamo es el regulador principal del funcionamiento de los ovarios, y a través
del ndcleo supraquiasmatico controla la expresién de los genes reloj centrales y periféricos, al
evaluar dos genes reloj antagénicos, relacionados con los ritmos de luz-oscuridad, en las
neuronas de ganglio celiaco; se expresaran de manera diferencial en los cuatro dias del ciclo

estral de la rata.
OBJETIVO GENERAL

Analizar las variaciones en la expresién de los genes reloj PerlyBmal, en los horarios
de las 13:00 y 21:00 horas en las neuronas del ganglio celiaco durante los dias del ciclo

estral de la rata hembra adulta.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la presencia de la proteina de los genes reloj Per 1 y Bmal en las neuronas del

ganglio celiaco.

2. Analizar la expresién de los genes reloj Perly Bmal en las neuronas del ganglio celiaco
en dos horarios 13:00 y 21:00 horas durante los cuatros dias del ciclo estral de la rata

adulta.

3. Comparar en las graficas el posible antagonismo de los genes reloj Perly Bmal en las

neuronas del ganglio celiaco durante los dos periodos y a lo largo del ciclo estral.
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MATERIALY METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa ClIZV de 90 a 130 dias de edad con un peso
corporal de 200 a 276 g. mantenidas en condiciones controladas de iluminacién de 14 horas de

luzy 10 horas de oscuridad y con libre acceso a alimento y agua durante el estudio.

FROTIS VAGINAL

Exudado

b)

d)

Figura 7. Procedimiento del frotis vaginal. Como se muestra en la figura en la a) exudado, b) Laminilla
con los frotis, c) Colorantes, eosina y hematoxilina, d) laminilla con los frotis tefiidos, e) Microscopio
Optico para leer los frotis.

A las ratas se les realizd un frotis vaginal diario entre las 09:00 horas, para llevar un control de su
ciclo durante 3 ciclos consecutivos. Una vez que se tomd muestra del exudado vaginal de las
ratas, éste se extendid sobre una portaobjetos limpio y fue secado al aire. El frotis se tifid con
hematoxilina, se enjuagd con agua, se secé y se sumergio en Eosina, se enjuagd con alcohol se
secd y se observd al microscopio (10X) (Fig. 7). Una vez definido el periodo del ciclo en que se

encontraban las ratas, estas fueron sacrificadas por perfusion.
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Proceso de la perfusion: Se sacrificaron 32 ratas (16 en cada uno de los horarios 13:00y 21:00
horas), Los grupos fueron organizados con 4 ratas por cada dia del ciclo estral; diestro 1, diestro
2, proestro y estro. Previo a la eutanasia se evallo el peso corporal, se aplicoé la anestesia
(pentobarbital sédico 40mg/kg de peso via IP). Se hizo un corte en la pared abdominal
lateralmente a lo largo de ambos mérgenes de los huesos de las costillas, después se cort6 en
musculo del diafragma, se despejd el corazén y posteriormente se hizo un pequefio corte en la
auricula derecha y rapidamente a través del apice del ventriculo izquierdo se inserto un catéter
de perfusion manteniéndolo fijo. Con la bomba de perfusién se paso lentamente 250ml de
solucién salina fisiolégica (0.9%) fria, al momento de bombear el corazén el agua salina suple a
la sangre que recorre por todo el organismo y hace que pase en todo el organismo para limpiar
cada o6rgano. Después se hizo cambio de solucion a paraformaldeido al 4% (200ml) diluida en
buffer de fosfatos con pH de 7.2 (fosfatos de sodio monobaésico, fosfato de sodio dibasico,
cloruro de sodio, agua destilada e hidroxido de sodio para ajustar el pH); finalmente se extrajo

el tejido y se colocd en frascos con la misma solucion fijadora (figura 8).

Perfusién.

Solucion Salina.

Fiadoral 4%,

Figura 8. Perfusion de Rata hembra adulta (90 -130 dias de edad). Se muestra el catéter insertado en el
corazoén para el proceso de la perfusion.
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Manejos de los tejidos. Después de permanecer en solucién fijadora por 12 horas, los tejidos del
ganglio celiaco se pasaron a buffer de fosfatos por 12 horas. Posteriormente se hicieron
cambios en concentraciones de sacarosas crecientes al 10% 20% y 30% cada una durante 12
horas. Por otra parte se prepararon laminillas con la solucién Poly-L-Lysine 0.1% (Sigma-
Aldrich) se agrega 3 pl en cada laminilla con la finalidad de adherir el tejido en el porta objetos.
Se hicieron cortes histologicos por congelacion a 50 ym de grosor dentro de la cabina del
criostato (MICROM HM 505N) a -22°C. Los cortes histologicos se distribuyeron de manera
simultdnea en dos juegos de portaobjetos: uno para cada uno de los dos genes reloj Perl y

Bmal. Los cortes fueron secados a temperatura ambiente en un secador.

Inmunohistoquimica. Las secciones del ganglio fueron expuestas a tres lavados de 10 minutos
en buffer de fosfatos (PBS), posteriormente las laminillas se secaron por la base y los costados y
se les agreg6 peroxido de hidrégeno al 0.3% durante 10 minutos, proceso que ayuda a eliminar
la actividad end6gena de las peroxidasas, posteriormente se hacen otros 2 lavados de PBS de 10
minutos cada uno. A continuacién se agreg6 suero normal de cabra (Vector Labs. Burlingame
CA, EUA) en PBT (buffer de fosfatos de triton) al 0.3% durante 1 hora, después se les agreg6 el
anticuerpo primario de las proteinas PER1 o BMAL (Santa Cruz Biotechnology, santa Cruz CA
EUA) diluido 1:1000 en suero normal de cabra al 3 disuelto en PBT, durante 72 horas de
refrigeracion (4°C) en cdmara humeda. Pasado lo anterior se realizaron tres lavados con PBS de
10 minutos cada uno. A continuacién se les agrego el anticuerpo secundario anti-conejo
biotinilado (Vector Labs) diluido 1:200 en PBT, durante una hora. Después se hicieron tres
lavados de PBS y a continuacion los cortes fueron incubados en el complejo enzimatico Avidina-
Biotina (1:250 Vector Labs) por una hora. Se siguieron dos lavados en PBS por 10 minutos. La
localizacién de la proteina de los genes reloj Perl y Bmal fue revelado en con una solucién
0.05% de diaminobencidina (Polyscience, Warrigton PA EUA) en presencia de sulfato de niquel
(10 mg/ml Fisher Scientific, Pittsburg PA EUA) cloruro de cobalto (10 mg/ml Fisher Scientific) y
0.01% de perdxido de hidrogeno lo que produce un precipitado purpura-negruzco. Se realizaron
dos lavados con agua destilada, el primero de 5 minutos y el segundo de 3 minutos,
posteriormente se pasan a deshidratar con alcoholes graduados al 70%, al 90% y al 100% de
tres minutos cada uno. Finalmente las laminillas fueron montadas en Permount (Fisher

Scientific) y observadas al microscopio.
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Anélisis de tejidos. Los tejidos se observaron con un microscopio de campo claro (Olympus
BX41), conectado a la camara del microscopio (Evolucion VF Mediacybernatics) a un software
(Imagen-Pro Plus) analizador de imagenes. Todas las micrografias estan tomadas con el

objetivo 10X.

CONTROL POSITIVO: Tejido en que se conoce que hay una abundante expresion de los genes
reloj con los que trabajamos, para comparar la tincién con la del tejido problema. En este caso

utilizamos el ntcleo supraquiasmatico del hipotalamo.

CONTROL NEGATIVO: Muestra representativa del tejido ganglionar de cada uno de los grupos
experimentales a los que se omitié el anticuerpo primario, con la finalidad de distinguir las

marcas propias del proceso, de las que resultan de la unién del anticuerpo con el ligando.

Analisis estadistico: Los resultados del numero de neuronas que presentaron marca
inmunopositiva a los genes reloj fueron analizados con una prueba no paramétrica Kruskal

Wallis seguida de “U” de Mann-Whitney.
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RESULTADOS

Cuadro 1. Media * e.e.m. del numero de neuronas inmunorreactivas a la proteina de Per 1 y

Bmal, en el GCMS de ratas sacrificadas a las 13 y 21 horas, en los diferentes dias del ciclo estral.

D1 D2 PROESTRO ESTRO
PER1 13:00 476.25+171 424.33+£102.6 701£217.2 774.5+£268.1
PER1 21:00 461.67+150 506.3+£122.3 261+26.2 202.75+202
BMAL13:00 1133.25+440 3252.7+£109.8 296.5+17.3 2320.25%1112
BMAL21:00 214+24.8 243.75£31.7 325%143.1 169.75£70.6

En el cuadro 1, se observa la diferencia en el nimero de neuronas que expresan los genes reloj
Perl y Bmal en las neuronas del ganglio celiaco mesentérico superior de grupos de ratas
sacrificadas en los diferentes dias del ciclo estral y en los diferentes horarios: 13:00 h y 21:00 h.
Se observa que el gen reloj que tuvo mayor expresion fue el gen reloj Bmal de las 13:00 h en D2,
mientras que su actividad menor fue durante el periodo de oscuridad en estro (21 h). Por otra
parte el gen reloj Perl tuvo su maxima expresién en el periodo de luz de las 13:00 h en estro y

menor actividad fue en el periodo de oscuridad en estro.
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Grafica 1. Media ze.e.m. del nimero de neuronas inmunorreactivas a Per 1
localizadas en el GCMS de ratas sacrificadas a las 13:00 o a las 21:00 horas durante los
dias del ciclo estral de la rata hembra adulta.
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Grafica 2. Media *e.e.m. del nimero de neuronas inmunorreactivas a Per 1
localizadas en el GCMS de ratas sacrificadas a las 13: 00 y 21:00, durante los dias del
ciclo estral de la rata hembra adulta.

En la grafica 1. Se muestra que la expresion del gen Perl en las neuronas del ganglio celiaco a
las 13:00 (linea azul) es baja durante los dos dias del diestro, e incrementa en proestro y en
estro. Sin embargo a las 21:00 horas (linea roja), este proceso se revierte, siendo los dias de
diestro los de mayor expresion que disminuye en proestro y estro. Efecto que se visualiza mejor
en la grafica 2, donde se hace una comparacion entre los horarios, se pueden observar

fluctuaciones de los genes reloj durante el ciclo estral obteniendo una imagen de espejo.
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Grafica 3. Media +e.e.m. del nimero de neuronas inmunorreactivas a Bmal localizadas en el
GCMS de ratas sacrificadas a las 13:00 o a las 21:00 horas durante los dias del ciclo estral de la
rata hembra adulta.
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Grafica 4. Media +e.e.m. del nimero de neuronas inmunorreactivas a Bmal localizadas en el GCMS
de ratas sacrificadas a las 13: 00 y 21:00, durante los dias del ciclo estral de la rata hembra adulta.

En la grafica 3. Se muestra la expresion del gen reloj Bmal en las neuronas del ganglio celiaco a
las 13:00h (linea azul) donde se muestra que oscila a lo largo del ciclo estral, obteniendo un pico
maximo en diestro 2 y estro, baja en diestrol y en proestro. A las 21:00h (linea roja) observamos
un aumento en proestro. En la grafica 4 se comparan los dos horarios y se muestra que el valor
mas alto de neuronas inmunopositivas a BMAL es en diestro 2 de 13:00 comparando este

horario con el de 21:00 este es menor un 10% aproximadamente, y se pierde la oscilacion.
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Grafica 5. Media te.e.m. Del nimero de neuronas inmunorreactivas de Per 1 y Bmal
localizadas en el GCMS de ratas sacrificadas a las 13: 00 a lo largo del ciclo estral de la rata
hembra adula.
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Grafica 6. Media te.e.m. Del nimero de neuronas inmunorreactivas a Per 1 y Bmal localizadas
en el GCMS de ratas sacrificadas en los dos diferentes horarios 13.00 y 21.00 a lo largo del ciclo
estral de la rata hembra adulta.

En la gréfica 5. Se muestran los valores del nUmero de neuronas inmunopositivas a la proteina
de los dos genes reloj las 13:00 h: Bmal presenta una mayor expresién en diestro 2 y estro, a lo
contrario de Perl con poca oscilacién y un maximo en el estro. A las 21:00 se observan
diferencias entre la expresion de ambos genes en los dias de diestro se muestra que dejan de
fluctuar en proestroy estro. En la grafica 6. se muestra la expresién de los dos genes reloj en las
neuronas ganglionares en los dos horarios, es notable que la cantidad de neuronas que
expresan BMAL a las 13:00 h minimice las oscilaciones del otro horario y del otro gen reloj.
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RESULTADOS INUNOHISTOQUIMICA

Micrografias de neuronas inmunorreactivas a Per 1 y Bmal localizadas en el GCMS de ratas sacrificadas en
los dos diferentes horarios 13.00 y 21.00 a lo largo del ciclo estral de la rata hembra adulta.

En las figuras 1y 2 se muestran de color negro las neuronas que expresaron inmunorreactividad
a la proteina de los genes reloj Perl y Bmal. En diestro 1 se observa los dos genes reloj de 21:00
donde se observa mayor expresion a gen reloj Bmal, en las figuras 3 y 4 en diestro 2 de 13:00 h,
con los genes reloj se muestra mayor expresion al gen perl.
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