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RESUMEN Hemos descrito recientemente que el hámster (Mesocricetus auratus) de edad avanzada (>8meses),  conserva característicamente ovocitos degenerados en el oviducto, simultáneamente a los recién ovulados (potencialmente fértiles), esta condición pone de manifiesto un transporte ovocitario oviductal diferente, comparado al de  hembras de menor edad. Con la finalidad de conocer el efecto del Calcio y del Óxido Nítrico en el transporte oviductal,  utilizamos el Dinitrato de Isosorbida (DIL, donador de NO y relajante del músculo liso) en tabletas orales (Debisor, Laboratorio Novag), que maceradas y solubilizadas fueron inyectadas a la bursa ovárica. Se utilizaron 16 hembras, que permanecieron en condiciones controladas estándar de bioterio. Las hembras adultas (HA, 4 meses) y las de edad avanzada (senectas, HS de 12 meses),  el día de su secreción vaginal postovulatoria (día 1 del ciclo) fueron anestesiadas con Xilacina-Ketamina  y sus bursas ováricas exteriorizadas para aplicarles 10µL con 10µM o 1mM de  DIL. Al día siguiente los animales fueron sacrificados. Los oviductos perfundidos con PBS y los ovocitos cuantificados al microscopio invertido. Se contaron los cuerpos lúteos en el microscopio de disección. Las HA presentaron aceleración del transporte ovocitario oviductal en  dosis de 10µM (efecto del Ca del excipiente), lo cual se revirtió a 1mM (Efecto del NO). Las HS no mostraron aceleración (p<0.01). Se concluye que la sensibilidad al Calcio (excipiente) es mayor en el oviducto de hembras adultas, en tanto que la sensibilidad al Oxido Nítrico, es menor en comparación a las hembras senectas, razón por la cual estas última,  podrían conservar ovocitos degenerados.
1. INTRODUCCIÓN   Para que el transporte oviductal se efectúe eficientemente, influyen numerosos factores, como la frecuencia de batido ciliar en el ámpula, así como  la contractilidad muscular y diferentes sustancias producidas por las células oviductales, las cuales  utilizadas in vitro,  en concentraciones equivalentes a las que existen in vivo, han demostrado ser importantes reguladores fisiológicos de esta actividad. El transporte oviductal en individuos de la misma especie y mismo estado fisiológico, tiene una duración constante, lo que supone un proceso altamente programado y controlado,  sin embargo, cuando dichos individuos se comparan bajo diferentes condiciones fisiológicas, por ejemplo hembras apareadas o senectas, tal proceso puede diferir notablemente (Croxatto, 2002). En este trabajo se compara el efecto de un donador de Óxido Nítrico (NO), Dinitrato de Isosorbida (Debisor), así como el Calcio presente en el excipiente,  sobre el transporte ovocitario oviductal en hembras hámster de edad avanzada (12 meses) y de edad adulta (4 meses).
2. DISEÑO EXPERIMENTAL   Se utilizaron 5 hembras adultas (HA de 4 meses) y 3 hembras senectas (HS, 12 meses),  a las cuales se les aplicó intrabursalmente 10µM de DIL. Además, otras  5 HA y 3 HS  se les aplicó 1mM de DIL.    Fueron alojadas en cajas de acrílico con cama de viruta, agua y alimento ad libitum, en condiciones de bioterio, bajo un ambiente controlado a 26ºC promedio, fotoperiodo de 14 hrs luz (4hrs – 18hrs) por 10 hrs de oscuridad. Todas las hembras tuvieron ciclos estrales regulares.  Por la tarde del estro, se anestesiaron con 100µl de Xilacina + 100µl Ketamina /120g de peso, para hembras adultas y 100µl de Xilacina + 100µl Ketamina /140g para hembras senectas. Se realizó un abordaje dorso lateral para exteriorizar el paquete graso  con el  ovario, oviducto y útero. Bajo un microscopio de disección se abrió la bursa con electrocauterio e inyectó 10µl de Debisor (10µM o 1mM) o el vehículo (PBS). Al siguiente día las hembras fueron sacrificadas por dislocación cervical, se extrajeron ovarios, oviductos y úteros. Los oviductos y úteros se perfundieron con PBS y bajo microscopio invertido se cuantificaron los ovocitos encontrados. En microscopio de disección se contaron los cuerpos lúteos ováricos.  Los resultados fueron comparados con valores promedio de hembras adultas y senescentes, analizados estadísticamente por ANOVA con p<0.01.
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN La administración intrabursal de DIL (Debisor) a una concentración de 10µM  en hembras adultas provocó una aceleración del transporte ovocitario oviductal, evidenciado porque no se localizó ningún ovocito en el perfundido de oviducto, ni de útero.  El conteo de cuerpos lúteos determinó la cantidad de ovocitos ovulados que debieron estar presentes. Por el contrario, la inyección intrabursal de 10µM, en hembras senescentes,  no mostró efecto (Tabla 1). Lo anterior pone de manifiesto una respuesta sustancialmente diferente (p<0.01) entre hembras adultas y senectas ante el mismo estímulo (Figura 1). 
Tabla 1 Efecto de Dinitrato de Isosorbida (DIL) Debisor 10µM aplicado intrabursalmente sobre el transporte oviductal de  hembras hámster Adultas  (4 meses) o Senescentes 

(12 meses).  
	Hembras
	Tratamiento 
	Ovocitos
	Cuerpos Lúteos

	
	Bursa D.
	Bursa I.
	Ov. D.
	Ov. I
	O. D
	O.I

	Adultas

	B2 (3)
	DIL
	DIL
	0
	0
	4
	6

	B2 (4)
	DIL
	DIL
	0
	0
	4
	8

	B1 (5)
	DIL
	DIL
	0
	0
	4
	5

	B2 (2)
	DIL
	Veh
	0
	7
	7
	8

	B2 (7)
	Veh
	DIL
	8
	0
	9
	8

	

Senectas

	A3(7)
	DIL
	Veh
	6/1*
	4/4
	6
	5

	A3 (5)
	DIL
	Veh
	4/2
	6/1
	5
	7

	A3 (4)
	Veh
	DIL
	6/3
	5/1
	6
	5


          *En hembras senescentes ovocitos fértiles/degenerados. Ov= oviducto. O= ovario.
Figura 1. Porcentaje de ovocitos recuperados en el oviducto 

con  Debisor (10µM, intrabursal)  en hembras Adultas (A) y Senectas (S).
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*DIL (Dinitrato de Isosorbide),  *Veh (PBS)

El efecto de aceleración, en el transporte ovocitario oviductal de las hembras adultas, pudo haber sido causada por acción del excipiente de la tableta, el cual contiene carbonato de calcio, sulfato de calcio, fosfato de calcio divalente y trivalente, lactosa y almidón, y de acuerdo con Al Otaibi, en 2014, el  ion calcio es el regulador clave para que la contractibilidad oviductal por el acortamiento de las células del músculo liso se genere y su afluencia en la célula se inicia predominantemente por la despolarización de la membrana celular. Cabe mencionar  que la esfera de influencia del NO es probable que se extienda sólo a 100µm de su origen a causa de su naturaleza reactiva y la longitud del oviducto de hámster es de aproximadamente 34mm, siendo la longitud del ámpula de 5mm (Yan et al., 2011), considerando que se ha determinado la ubicación de los OD en el esfínter ámpulo-istmico   muy probablemente los niveles de calcio sobrepasaron a los de NO.  Trejo (2002), menciona que la ET-I  (endotelina 1) induce la contracción  de las células del músculo liso, por el aumento intracelular de Ca+2’, proceso mediado a través del receptor  ET-A, poniendo de manifiesto la relevancia del ión calcio en este fenómeno. Respecto a esto, Francis et al., 2003 encontraron que las contracciones espontáneas observadas en el tejido uterino de ratones con 4 días de gestación, eran similares a las de tejido miometrial de codorniz, y estas contracciones eran más grandes y más frecuentes en medios que contenían mayor Ca extracelular (1,2 y 2,5 mM), de esta manera, el contenido de calcio del DIL, aquíi utilizado, pudo propiciar la contracción de la musculatura lisa del oviducto, generando la aceleración del tránsito de los ovocitos. También se ha comprobado que existen señales químicas que son secretadas por el epitelio oviductal, como las prostaglandinas y el ATP a través de un aumento en la concentración de calcio libre intracelular ([Ca 2]i) (Kerr, 2004).

Se sabe que el transporte oviductal en individuos de la misma especie y mismo estado fisiológico, tiene una duración constante, lo que implica un proceso altamente programado y controlado. Navarro et al., en 2000, reportaron que las hembras hámster nulíparas jóvenes  presentan un patrón de segmentación embrionario más rápido que las hembras nulíparas maduras y Trejo en 2002,  concluyó que existe una asincronía del desarrollo embrionario más acentuada en hembras adultas multíparas. También se ha documentado que en hembras adultas hay un aumento de tejido fibroso del oviducto  y una modificación en la capacidad de señalización oviductal (Croxatto, 2002).

Por consiguiente, puede existir un aumento en la síntesis de óxido nítrico en las hembras senectas, que como menciona Arteaga et al., en 2008, aumenta los niveles de GMPc que conduce a la relajación de la musculatura lisa, como resultado del metabolismo de NO, lo que normalmente contribuye a la quiescencia del miometrio en diferentes especies y que exista una menor sensibilidad al calcio. Vargas et al., en 2009 describen que la vía de señalización intracelular RhoA/Rho-kinasa (ROCK) es una vía que al ser activada, aumenta la sensibilidad al calcio en la contracción de la célula muscular lisa y produce, además, una cadena de eventos celulares como la desregulación del óxido nítrico sintasa, esta vía puede tener mayor relevancia en hembras adultas, y funcionar distinto en hembras senectas.

Lo anterior junto con el resultado obtenido, pone en evidencia que existe un efecto diferencial al estímulo de DIL (Debisor 10µM) entre hembras adultas y senectas, que puede estar mediado por el Donador de óxido nítrico o por el ion calcio; sin embargo no está claro cuál es el mecanismo.
Al  administrar una dosis de DIL mayor en 100 veces (1mM) en hembras adultas y senectas (Tabla 2) el resultado fue el mismo, para ambos grupos. 
Tabla 2          Efecto de Dinitrato de Isosorbida (Debisor 1mM) aplicado intrabursalmente sobre el transporte oviductal de  hembras hámster Adultas  

(4 meses) o Senectas (12 meses).  

	Hembras
	Tratamiento 
	Ovocitos
	Cuerpos Lúteos

	
	Bursa D.
	Bursa I.
	Ov. D.
	Ov. I
	O. D
	

O.I

	
Adultas

	B1 (1)
	DIL
	Veh
	9
	6
	9
	6

	B1 (2)
	Veh
	DIL
	9
	4
	9
	5

	B3(3)
	DIL
	Veh
	5
	5
	5
	5

	B 3(5)
	Veh
	DIL
	9
	5
	9
	5

	B 4(6)
	DIL
	Veh
	6
	8
	      6
	8

	

Senectas

	A3(2)
	Veh
	DIL
	10/1*
	6/6
	6
	9

	A3 (5)
	DIL
	Veh
	3/2
	6/1
	5
	7

	A3 (4)
	Veh
	DIL
	6/3
	5/1
	6
	5


*En hembras senescentes ovocitos fértiles/degenerados.
Es posible que al aumentar la concentración de DIL, la acción del NO predominrá sobre el efecto que pudiera haber tenido el excipiente, ya que de acuerdo con Sauzeau et al.,  en 2003, el NO ejerce una acción inhibitoria sobre la sensibilización al calcio, y por otro lado pudo ocurrir una saturación de calcio que bloqueó la acción inicial.
Estos resultados pueden estar vinculados a alteraciones en la sensibilidad al [Ca+2] y en la producción del  NO, que están directamente relacionados a la edad de las hembras, lo que se vio reflejado en la aceleración del transporte ovocitario en hembras adultas activada por Debisor 1µM  comparado con la casi nula respuesta de la hembras senectas al mismo estímulo. Lo que nos confirma, que con el avance de la edad, el mecanismo de señalización o la sensibilidad oviductal que participa en el transporte de los ovocitos, cambia. Estas diferencias han sido observadas por Yan et al., en 2011, que encontraron  una dinámica diferencial en la [Ca2 +] dentro de células ciliadas en el epitelio fresco del oviducto, observando un patrón de fluctuación espontánea en los animales jóvenes, pero no en animales adultos, así como una expresión bien regulada de las proteínas de unión gap en hembras jóvenes más no en las adultas. Lo anterior junto con el resultado obtenido en el presente trabajo, pone en evidencia que existe un efecto diferencial al estímulo de DIL (Debisor 10µM) entre hembras adultas y senectas, que puede estar mediado por el Donador de óxido nítrico o por el ión calcio.

4. CONCLUSION

Con el avance de la edad, el mecanismo de señalización o la sensibilidad oviductal que participa en el transporte de los ovocitos se encuentra alterada, lo que puede causar la retención de ovocitos en un estado degenerado por las hembras senescentes.
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