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RESUMEN

En ratas con bloqueo de la ovulacién, inducida por el
implante unilateral de atropina en el area predptica e
hipotalamica anterior (POA-AHA), se estudié 1la respuesta
ovulatoria al reemplazo de la hormona estimulante de la
liberacion de las gonadotropinas (GnRH) , de las
gonadotropinas o de los estrdgenos. La inyeccidn de la GnRH
en el dia del proestro reestablecid la ovulacidn en 24 de
los 25 animales tratados. La administracién de benzoato de
estradiol restauré la ovulacidn en siete de 1los nueve.
animales implantados del lado izquierdo, en tanto que ninguno
ovuld cuando el implante se colocd del lado derecho (7/9 vs
0o/8, P < 0.01). La administracin de 1la gonadotropina
coridnica humana (hCG) en el dia del diestroc 2 no
reestablecié la ovulacidén de 1los animales con implante
inilateral de atropina (2/15 vs S/46, P< 0.05), La inyeccidn
de la gonadotropina del suero de la yegua prefiada (PMSG) una
hora después del implante, reestablecld parcialmente la
ovulacién; en el dia del diestro 1, la administracidén de 1la
PMSG provocd la ovulacisén en todo los animales con implante
de atropina en el lado izquierdo, mientras que ninguno ovuléd
cuande el implante estuvo en el lado derecho (4/4 vs 0/3,
P<0.05). La administracién de la GnRH una hora después de
colocado el implante no reestablecié la ovulacién de 1los
animales (0/16). Estos resultados nos llevan a sugerir que en
la rata adulta, los mecanismos de regulacidén de la hormona
estimulante del feoliculo dependientes de los receptores
muscarinicos de POA-AHA, asi como de la accidn estimulante de
los estrogenos sobre la secrecién ovulatoria de las
gonadotropinas son asimétricos y varian durante el cicle
estral.



INTRODUCCION

Las dos funciones del ovario son la produccidén de las
celulas germinales y la sintesis de hormonas, las gque son
reguladas por mecanismos hneuroenddcrinos en los que
participan principalmente el hipotalamo gque secreta la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) , la
hipofisis que produce las gonadotropinas (la hormona

estimulante del foliculo [FSH],

la hormona luteinizante [LH)}

y la prolactina (PRL), y el propio ovario (22).
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El hipotdlamo secreta diferentas péptidos, algunos de
los cuales son liberades a la circulacién y actuan sobre sus
células blanco a distancia. Otros péptidos son liberados en
el espacio sinaptico, donde actuan como neurctransmisores.
Algunas de las neurohormonas hipotdlamicas reconocidas hasta
el presente son: la GnRH, la hormona liberadora de
tirotropina, la hormona liberadora de la somatostatina, 1la
vasopresina, la oxitocina, la hormona liberadora de la
prolactina, la sustancia P, las encefalinas y la angiotensina
II (49, 58). Los nucleos del hipotidlamo sintetizan una o mas
de estas neurochormonas, las que pueden ser producidas en
otras regiones del cuerpo (19, 58).

La GnRH ha sido localizada histoquimicamente en la
regién POA medial, el hipotalamo anterior, el NAr y 1la
eminencia media; esta ultima estructura contiene la mayor
concentracién de la hormona (36, 51, 57). La concentracidén de
GnRH dentro del NAr no es uniforme, dado que la parte central
del nicleo (directamente por arriba de la eminencia media)
contiene el 73% de toda la hormona del nucleo (57). También
ha sido detectada en el organum vasculosum de la lamina
terminal (43).

Con base en diferentes estudios experimentales, se ha

sugerido que dentro del hipotadlamo medio basal Y,



probablemente en el POA septal, existe un generador de pulsos
ultradianos de la GnRH en el que participan activa y
sincrénicamente muchas de las células que la sintetizan (5) y
que la comunicacidén entre estas células se realiza por medio
de seflales eléctricas entre los nexos, o guimicamente por la
raccidén de productos metabdlicos (60).

Mediante el uso de técnicas inmunchistoquimicas o con
inmunopercoxidasa, se ha localizade a 1la GnRH en las
terminaciones axénicas que estdn en yuxtaposicidn con 1los
capilares del sistema portal hipofisiarjo. Los cuerpos
neuronales de estos axones se localizan en la regién del NSCh
y POA (aungque su contenido de hormona es muy bajo) (6, 57) vy
en el d4rea hipotalidmica anterior (AHA) y del NAr (43).
Algunas de estas fibras se proyectan hacia la amigdala y el
tallo cerebral.

En la regulacion de la funcién reproductora de los
vertebrados participan el POA, el NSCh, el NVM y el NAr (3,
9, 25). En los roedores, se considera gue el POA y el NSCh
son los centros que controlan la liberacidn ciclica de 1la
GnRH, 1la cual estimula la liberacidn preovulatoria de las
gonadotropinas en la tarde del proestro, mientras que el NVM
Y el NAr regulan la liberacién tdénica de la GnRH. El modelo

de secrecién es en forma de pulsos de pequefia amplitud, 1lo



que provoca la liberacidén de las gonadotropinas en cantidades
suficientes para estimular el crecimiento y la maduracién de
los foliculos, asi como 1la secreciodn de estrégenos,
andrdgenos y progesterona k3, 4, 5). Sin embargo, con base a
los estudios del origen de las fibras noradrenérgicas que
llegan al hipotdlamo anterior, Barraclough (4) ha sugerido
que el centro regulador de la liberacidén ciclica de la GnRH,
debe ser asignado al sitio donde se localizan los cuerpos
neurcnales noradrenérgicos, esto es, en el cerebro medio.
Estas estructuras, localizadas por fuera del area
hipofisiotrofica, gque involucra a el NraV, el NVM y el NAr,
modularian (de manera estimulante o inhibitoria) la actividaad
de las células que producen GnRH (32}.

En la enminencia media, la GnRH es liberada desde 1las
terminales nerviosas hacia los capilares del sistema porta-
hipofisiario (Figura 1}. En los gonadotropos de la
adenohipdéfisis, la hormona se une a receptores membranales,
donde estimula la actividad de la adenilato ciclasa, lo que
provoca el aumento en la concentracién citoplasmatica del
AMPC que actia como segundo mensajero y altera las
caracteristicas de la membrana celular provocando, asi 1la
exocitosis y la secrecidn de la FSH y de la ILH (44).

Diversos autores sugieren que la liberacidén de la FSH es
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regulada por un factor hipotalamico diferente al que regula
la secrecién de la LH, llamado factor estimulante de 1la
liberacion de 1la FSH o FSHRH:; dado que en la rata macho o
hembra 1la lesion bilateral del NPaV y del hipotalamo
anterior dorsal provoca disminucién de la concentracién de la
GnRH en la eminencia media sin que se modifigue la
Las neuronas gue secretan el FSHRH se localizarian en AHA ¥y
sus axones se proyectarian hacia la porcion caudal de 1la
“eminencia media (43).

La liberacidén de la GnRH estd regulada por diferentes
sistemas de neurotransmisores tales como la dopamina, 1la
noradrenalina, 1la serotonina y la acetilcolina (3, 5, .60,
63).

Con base a los resultados obtenidos por diversos
autores, el papel que juega la dopamina en la regulacidén de
la secrecién de las gonadotropinas es‘ estimulante o
inhibitorio, dependiendo del modelo experimental. Estudios in
vitro en los que se incuba el hipotadlamo medio basal
(incluyendo POA) junto con la hipéfisis de ratas hembras,
muestran que la dopamina es capaz de inhibir la secrecidn de
la GnRH (65). También se ha mostrado que el implante de
dopamina en la parte posterior de la eminencia media altera

el ciclo estral de la rata (provoca estro vaginal permanente)
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y disminuye el peso del ovario, el gque histoldgicamente se
caracteriza por la presencia de foliculos en diferentes
etapas de desarrclleo ¥y ausencia de cuerpos liteos,
resultados gue sugieren que la dopamina inhibié la liberacién
fasica de la GnRH {66). Por el contrario, en otros
experimentos se ha mostrado gue la incubacién de fragmentos
de hipotdalamo ventral estimula la liberacién de 1la GnRH.
Asimismo, en las ratas intactas u ovariectomizadas, tratadas
previamente con estrdgenos y progesterona, la microinyeccidn
de dopamina en el tercer ventriculo tiene el mismoc efecto
{43).

Los resultados obtenidos hasta el presente indican que
1a noradrenalina estimula ia liberacién de la GnRH. En ratas
ovariectomizadas tratadas con estrégenos, 1la inyeccion
intraventricular de noradrenalina o adrenalina estimula 1la
liberacion de la IH. Diferentes experimentos utilizando
farmacos que bloquean los receptores catecolaminérgicos o que
interfieren con su sintesis, apoyan la idea de que 1la
noradrenalina ejerce un papel estimulador en la liberacion de
GnRH (5, 7, 43, 60, 63), mientras gque la serotonina la inhibe
(38, 42, 45).

Dado gue la tasa de recambio de la noradrenalina en la

eminencia media, el NPopM, el N5Ch y el NAr aumenta vy



permanece alta durante la liberacién preovulatoria de las
gonadotropinas, Barraclough (4) sugiere que la noradrenalina
es la responsable de disparar la liberacién de la GnRH desde
la eminencia media.

El papel del sistema colinérgico en la regulacidn de 1la
secrecidén de las gonadotropinas ha sido mostrado en varios
estudios (8, 17, 21, 24, 35, 47, 50, 61, 62, 64). El implante
bilateral de sulfato de atropina en el hipotdlamo anterior
lateral de 1la rata hemicastrada inhibe el proceso de
hipertrofia compensadora del ovario (HCO), segun estos
autores esto estd relacionado con modificaciones en el tipo y
cantidad de las gonadotropinas liberadas (47). En estudios in
vitro se ha observado que la acetilcolina estimula la
liberacion de la LH {(24), pero no la de la FSH (64},
cuando la hipofisis es coincubada con fragmentos de
hipotdlamo, efecto gue es blogueadec por la atropina (24, 64).
Esto sugiere qgue la liberacion de la GnRH es mediada por 'la
estimulacién de receptores muscarinicos en el hipotdlamo. Por
otro lado, la administracién de nicotina durante el periocdo
critico del proestro a ratas ovariectomizadas, bloquea la
liberacion de IH pero no la de FSH {8), resultados que
indican que el bloqueoc de la liberacidn de la LH ocurre por

medio de receptores nicotinicos. En la rata mache, la



castracion provoca aumento de la actividad de la enzima
colino-acetiltransferasa y de la concentracioén de
acetilcelina en 1la porcidn rostral del NPopM, del nicleo
amigdaloide wmedial posterior y el drea tegmental ventral,
efecto que se acompafia del aumento de concentracion
plasmatica de 1la LH, por lo gue se sugiere que en la rata
macho, las areas antes mencionadas estdn involucradas con el
sistema de neuronas colinérgicas que estimulan la secrecidn
de las gonadotropinas. Por el contrario, la actividad
colinérgica disminuye en la rata hembra ovariectomizada
tratada con estrogenos y progesterona (50). Por otra parte,
tanto en la rata macho como en la hembra adulta hemicastrada,
la administracidén de agonistas colinérgicos provoca
disminucion de la concentracién plasmatica de LH y
prolactina (61, 62).

En estudios in vivo se ha observado que algunos farmacos
que estimulan los receptores colinérgicos, también estimulan
la actividad mitotica de las células de la adenohipéfisis que
sintetizan L1 y prolactina ( Stevens et al., citado en 6l1).

La dosis de atropina (mg/kg pesc} necesaria para
bloguear 1la ovulacidn durante el cicle estral aumenta desde
el diestra 1 hasta el proestro y los efectos de la

administracidn de una sola dosis del fdrmaco durante el ciclo



estral dependen de la hora y del dia del ciclo estudiado.
Asimismo, la capacidad de la atropina para bloguear 1la
ovulacién parece tener un ritmo circaddico gue dependeria del
ambiente hormonal del animal, de la cantidad de acetilcolina
en el sistema nervioso central (SNC) o de ambos factores. Al
parecer, durante el ciclo estral existe un ritmo circédico.de
la secrecidn de gonadotropinas que estaria en relacidén con el
ritmo circadico del sistema colinérgice (18).

También se ha observado que la administracion
intraventricular de atropina bloquea la ovulacidn y dismiﬁuye
las concentraciones plasmiaticas de las gonadotropinas. La
administracidén subcutdnea de la misma dosis que fue inyectada
en el tercer ventriculo, no tilene efectos. Los autores
sugieren que existe una sinapsis colinérgica, que involucra a
los receptores muscarinicos del hipotalamo, gue regula 1la
liberacidn de las gonadotropinas (40). .

Las gonadotropinas son llevadas hasta el ovario en la
sangre, wunidas a 1la albumina Yy a una globulina., En las
células de la granulosa la FSH estimula a)l sistema de 1la
adenilato ciclasa Yy de la aromatasa lo que provoca la
sintesis de estrdgenocs, los gue junto con la FSH, inducen 1la
division mitética de las células de la granulosa Yy la

sintesis de los receptores a la LH. La LH regula la sintesis
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de estrdgenos por sus efactos sobre la produccidn de
andrégenos en las cdlulas tecales y por la estimulacién de
la sintesi y la actividad de la aromatasa en las células de

la granulosa previamente estimuladas por la FSH (20, 44)
(Figura 2).

La interaccién de los mecanismos neuroendécrinos que
ocurren entre el hipotalamo, la hipéfisis y el ovario regulan
la actividad reproductiva periddica de los animales. En los
roedores, esta secuencia de eventos hormonales y conductuales
recibe el nombre de ciclo estral (22).

El ciclo estral de la rata dura 4 ¢ 5 dias. Dos o tres
de estos dias corresponden al diestro, otro al proestro y el
gltimo al estro. La citologia vaginal de los dias de diestro
se caracteriza por la presencia de leucocitos; en el proestro
el frotis vaginal se caracteriza por la presencia casi
exclusiva de células nucleadas y algunas células anucleadas
conocidas como escamas, mientras que en el dia del estro en
el frotis vaginal se observan escamas. Las variaciones del
epitelio vaginal reflejan las que ocurren en las
concentraciones plasmaticas de los  estrégenos y la
progesterona (3, 22).

purante los dias de diestro, en el ovario se observan

foliculos en las diferentes etapas de desarrollo, algunos de
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los cuales ovularan en el siguiente ciclo. Las
concentraciones plasmaticas de estrdgenos, progesterona, FSH
y LH se encuentran dentro de la concentraciones basales. En
la tarde del ultimo dia de diestro, 1la concentracién
sanguinea de los estrégenos aumenta hasta las primeras horas
del dia del proestro, cuando se produce un aumento brusco
["pico"] de la secrecidn de estrdgenos, como consecuencia de
la actividad secretora de los foliculos gue ovularidn en ese
ciclo. Durante la mayor parte del tiempo del c¢iclo estral
(excepto en la tarde del proestro), los estrdgenos regularian
de manera inhibitoria la liberacidn "fasica'" de la GnRH vy,
por lo tanto, la de las gonadotropinas (13, 26). Sin embargo,
se ha mostrado que el implante intrahipofisiario de estradiol
en la tarde del diestro 2, adelanta la ovulacién en ratas con
ciclos naturales o artificiales de 5 dias, por lo que los
estrégenos actuarian sobre la hipéfisis aumentando la
sensibilidad de 1los gonadotropos a la GnRH, ¥ como
éonsecuencia se adelantaria la secrecidén fasica de la IH y la
ovulacion (67).

En el dia del proestro, en el ovario se observan
foliculos en diferentes etapas de desarrollo. El1 '"pico" de
estrégenos cae bruscamente, lo que estimula la secrecién

preovulatoria de las gonadotropinas en la tarde del proestro
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(3, 22). Segun Barraclough (3), en este dia, los estrégenos
ejercen su papel de retroalimentacidén positiva sobre la
secrecidn de las gonadotropinas, al aumentar la actividad de
las fibras noradrenérgicas, cuyos axones hacen sinapsis con
las neuronas gque sintetizan a la GnRH en el hipotdlamo
anterlor ¥y medio, por 1o gue la noradrenalina seria el
"gatillo” neural gque estimula 1la liberacién de este
decapéptido,

La concentracidén plasmatica de progesterona comienza a
aumentar inmediatamente después de que comienza a disminuir
la secrecidn de estrdgenos y alcanza su mdximo en la neche
del proestro, lo cque cocincide con el comportamiento de
"estro" del animal.

La progestercha también estimula la secrecicn de las
gonadotropinas, por sus efectos sobre el POA medial y en la
llamada &rea hipofisiotréfica. En ausencia de estrdgenos, la
progesterona no estimula la secrecidn de las gonadotropi!as.
Por el contrario, se ha mostrado que la progesteroha inhibe
la liberacioén de la LH porque blogquea a log receptores a
estrogenos de las células de la adenchipéfisis, por lo que se
ha sugerido gue es hecesario gue ambas hormeonas actien
sinérgicamente para que se produzca la liberacidén fisica de

la LH (3, 23, 33).
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La ovulacién ocurre en la madrugada del dia del estro y
en el ovario se observan los cuerpos liteos resultantes de
los foliculos que ovularon. En este dia ocurre el sequndo
aumento en la concentracidén plasmatica de la FSH, mientras
gue la de los estrégencs y la IH es semejantes a la de 1los
dias de diestro {3, 22, 26).

La regulacidn neurcenddécrina que ejerce el hipotalamo
sobre la funcion del eje hipéfisis-génada presenta asimeti*ia,
Asimismo, el contenido de algunos neurotransmisores en
estructuras pareadas a ambos lados del cerepro, es diferente
entre ellas, tanto en el cerebro del humano como en el de la
rata, La concentracion de noradrenalina en el lado izguierde
del talamo del cerebro del hombre, es mayor gue en el lado
derecho. En 1la substancia negra, 1la concentraciones de
noradrenalina, 4acido gama-amincbutirico {(GABA), dopamina y
colincacetiltransferasa son mayores en el lado izquierdo gue
en el derecho. En la rata macho la concentracicn de
noradrenalina en el lado izguierdo de la regioén anterior del
tdlamo es mayor que en el lado derecho, mientras gque en la
regién posterior esta relacién se invierte (31, 55, 56).

También se ha mostrado gue los lados derecho e izgquierdo
del hipotalame participan de manera diferente en los

mecanismos neuroenddécrinos que regulan la secrecidn de la FSH
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¥ el proceso de HCO en la rata (12, 46, 48, 52, 53). Esta
asimetria funcional se acompaia de diferencias bioquimicas
entre ambos lados del hipotdlamo, ya que en la mitad derecha
del hipotdlamo de la rata macho, la concentracién de Ia GnRH
es mayor que en la izquierda. Esta diferencia 86lo Be observéd
en los animales sacrificados entre las 08:00 y las 10:00
horas, ya que por 1la noche (20:00 a 22:00 horas) la
concentracidn de la hormona en ambos lados del hipotalamo es
semejante (2).

La ovariectomia unilateral y la desnervacion
catecolaminérgica por accién de la 6~hidroxidopamina,
aumentan el contenido de la GnRH en el hipotdlamo medio basal
ipsilateral a la hemiovariectomia o a la desnervacion. En
cambio, la extirpacién o la desnervacién de ambos ovarios
reduce el contenido de 1la GnRH del lado derecho del
hipotdlamo medio basal. Con base en estos resultados los
autores sugieren que existe una asimetria dual constante en
el hipotalamo de la rata y en otras dreas cerebrales (29).

En la rata hembra adulta hemicastrada se ha mostrado que
la lesién por radiofrecuencia del lado derechc del hipotalamo
anterior bloquea la HCO independientemente del ovario que se
extirpe, en tanto que la lesién del lade izquierde no la

modifica. Estos resultados son interpretados como una prueba
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de que ambos lados del hipotdlamo regulan en forma asimeétrica
la secrecion de las gonadotropinas (28).

En la rata hembra hemicastrada, los efectos de la lesidn
unilateral de POA-AHA sobre la HCO dependen del ovaric in
situ, ya que la lesién unilateral de POA-AHA aumenta la del
ovario izguierdo y disminuye la del derecho,
independientemente &el lado de POA~AHA que se lesione. La
lesién del lado derecho del POA-AHA disminuye 1la ovulacion
compensadora cuando el ovario derecho esta in situ y neo
modifica 1la del ovario izquierdo. En cambio, la lesién del
lado izquierdo de PCA-AHA bloguea la ovulacién cuando el
ovario izquierdc estad in situ, y no modifica la del derecho.
Estos y otros resultados permiten sugerir que existe una
conexidn neural ipsilateral entre el hipotdlamo y el ovario y
que la ovulacidn compensadora es regulada en forma asimétrica
por el lado derecho e izquierdo de estas areas del sistema
nervioso central (SNC) y que depende del ovario remanente
(12) .

En 1la rata prepuiber, el proceso de HCO parece estar
controlado por el hipotalamo izquierdo ya que la
deaferentacion de este lado del hipotalamo bloguea la HCO de
la rata hemicastrada del lado contralateral a la

deaferentacion. En cambio, la lesién del 1ladoc derecho no
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modifica este fendémenc (53).

En ratas prepuberes hipofisectonizadas, la lesidn
concentraciones del Péptido Intestinal Vasoactiveo (VIP)
{neuropéptidoc que modula la esteroidogénesis en la gdnada),
en el ovario izquierdeo y no en el derecho. En cambio, las
lesiones en el VMH o en AHA ne provecan cambiés. Estos
resultados permiten sugerir gue en la rata prepuiber las
concentraciones de VIP en el ovario estan contrcoladas
neuralmente por un mecanismo que @nvolucra la regidén POA-AHA
y que este control es asimétrico (1).

La lesi¢én del lado derecho del hipotdlamo medio de la
rata hembra, provoca el aumento significativo de 1la Sasa
ovarica, mientras que la lesion del lado izgquierdo no 1la
modifica, por 1lo que la regulacién del peso del ovario
también parece presentar asimetria (48).

La existencia de una conexidn neural ipsilateral entre
el hipotdlamo y las gdénadas también parece existir en el
macho. En 1la rata macho prepiber con hemiorquidectomia
derecha, 1la deaferentacién del lado derecho del hipotdalamo
impide el incremento de la concentracién plasmatica de la FSH
que sigue a la hemicastracidén, mientras que ésto no sucede en
los animales con deaferentaciodn del lado izquierdo (52). En

la rata macho adulta, la lesién unilateral del area
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hipotalamica anterior dorsal y hemicastracién contralateral,
impide la elevacién de la concentraciocn plasmatica de FSH que
sigue a la castracidén (46). Ademds, en la rata macho adulta
hemicastrada la concentracion plasmatica de testosterona,
cuantificada directamente de la vena testicular, depende del
testiculo remanente, ya que la concentracidn plasmatica de
testosterona se duplica en la vena del testiculo remanente en
el 58% de Jlos machos hemicastrados del lado izquierdo,
mientras que cuando el testiculo in situ fue el izquierdo,
s6lo el 27% de los animales duplicaron la concentracién de
testosterona en la vena testicular, por lo que los autores
sugieren gque la regulacion de 1la respuesta estda basada
principalmente en la informacion llevada de forma asimétrica
desde el sistema nervioso central hacia los testiculos (27).
En la rata hembra recién nacida, el implante * de
estrogenos modifica el comportamiento sexual y la ovulacidn
en la edad adulta, segun el lado de POA y del NVM en que se
realice el implante. El implante en el hipotilamo izquierdo
provoca desfeminizacidn y masculinizacidén el del lado derecho.
Los resultados de este experimento permiten suponer dque
durante la diferenciacidn sexual de ambos lados del
hipotalamo, éstos difieren en su sensibilidad a los

esterolides sexuales (54).
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En la lagartija (Anolis corolinensis), se ha observado

gque el metabolismo de la noradrenalina, la dopamina y la
serotonina del hipotdlamo vy sus metabolitos, estan
correlacionados con el crecimiento asimétrico del ovario. Las
proporciones metabolito/neurotransmisor para estos tres
sistemas fueron mayores en el ladeo del hipotalamo ipsilateral
al ovario ovulante que en el no ovulante (34). Esta
asimetria ovarica y cerebral simultanea, apoya la idea de una
comunicacién neural directa entre el ovario y el cerebro (10,
14, 16, 29).

Los resultados de varios estudios experimentales ponemn de
manifiesto la existencia de asimetria entre los ovarios. En
la rata adulta el ovario izquierdo libera mas ovocitos gque el
derecho (16). En el animal hemicastrado, el grado de HCO
depende del ovario remanente. Cuando el ovario derecho estd
in situ 1la HCO es significativamente mayor gque cuando se
encuentra el ovario izquierdo (14}.

En el animal hemiovariectomizado, la seccidn del nervio
vago provoca aumento de la HCO, de la ovulacidn compensadora
y de la tasa ovulatoria cuando El ovario izquierdo esta in
situ. En cambic, si el ovario derecho estd presente, todos
estos pardmetros disminuye. La seccién del nervio vago

derecho provoca disminucién de la HCO independientemente del
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ovario remanente. Estos resultados permiten suponer gque el
nervio wvago izquierdo tendria un efecto estimulatorio sobre
el ovario derecho e inhibitorio sobre el ovario izquierde
(15) .

Existen resultados experimentales que permiten sugerir
que esta asimetria funcional del hipotalamo se debe a
diferencias bioguimicas hipotalamicas, Asi, el implante
unilateral de atropina en POA-AHA bloquea la ovulacién de
manera diferente segun el lado del implante y los efectos
también dependen del dia del ciclo en el gque se coloca el
implante. En el dia del estro, el implante de atropina en el
lado derechio del hipotalamo bloqued la ovulacidn en todos los
animales, pero no tuve efecto cuando ge realizd en el lade
izquierdo. Cuando el implante se realizé en el dia del
diestre 1 no se observé esta asimetria. En cambio, el
implante de atropina en el hipotalamo izquiefdo, realizado en
el dia del diestro 2, blogued la ovulacidén y ne tuvo efectos
cuando se coloco del lado derecho (11)}.

Dado que el blequeo de los receptores muscarinices del
sistema colinérgico, ya sea por la administracidén subcutanea
de atropina o por su implante unilateral en POA-AHA,
interrumpe la ovulacidn, y que dicho efecto depende deA la

hora, del dia del ciclo y del lado del hipotalamo en el que
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se lleva a cabo el bloqueo de esos receptores, se decidié
analizar si las medificaciones de la ovulacidén, en respuesta
al blogqueo unilateral de los receptores muscarinicos del
hipotalamo, es provocada por la alteracidén en 1la secrecién
precvulatoria de la GnRH, de la respuesta del ovario a las

gonadotropinas o por ambas.
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HIPOTESIS

El ‘bloqueo de la covulacidn provocado por el implante
unilateral de atropina en POA-AHA en animales ciclicos, es
consecuencia de la alteracidén de la secrecion fasica de 1la
hormona liberadora de las gonadotrgginas, de la reactividad
del ovario a las gonadotropinas o ambas.

OBJETIVO GENERAL

: Estudiar la respuesta del ovario de ratas ciclicas con
implante unilateral de atropina en POA-AHA, al reemplazo
hormo?al realizado en diferentes momentos del ciclo estral en
estudio.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. En ratas con implante de atropina en el dia del estro
(lado derecho de POA-AHA}, del diestro 1 (lados derecho o
izquierdeo} o del diestro 2 (lado izquierdo) estudiar 1los
efectos de la administracién de la GnRH en la tarde del dia
del proestro esperado del ciclo en estudio o una hora después
de realizado el implante de atropina.

2. En ratas con implante de atropina en el dia del estro
lado derecho de POA-AHA), del diestro 1 (lados derecho o
zquierdo) o del diestro 2 (lado izquierdo)} estudiar los

efectos de la administracidn de la gonadotropina coriénica

humana (hCG) o del benzoato de estradiol a las 14.00 h del
dia del diestro 2 esperadc del ciclo en estudio.

3. En ratas con implante de atropina en el dia del estro
{lado derecho de POA-AHA), del diestro 1 (lados derecho o
1zquierdo}) o del diestro 2 (ladc izguierdo) estudiar 1los
efectos de la administracién de la hormona del suero de 1la
egua prenada (PMS5G) una hora después de realizado el
implante de atropina.
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MATERIALES ¥ METODOS
Se utilizaron
cepa CIIZ-V, mantenidas
iluminacién
libre

acceso al

ratas hembra adultas (190-230 g)

(luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas),

alimento y al agua.

de 1la

en condiciones controladas de

con

los animales fueron

anestesiados con pentoharbital sddico (Anestesal, Smith Kline

Norden de México)
aparato estereotaxico vy
cdnula directriz (aguja

dirigida hacia el lado
sigquiendo las coordenadas
Konig y Klippel (37). La
cemento acrilico.
Veinticuatro horas
todos
una

vez due presentaron

dias de duracion,
experimentos

sacrificados

(35 mg/kg p.c.) i.p., se colocaron

los animales se inicié

fueron

programados.

en un

a cada animal se le implantd wuna
de acero inoxidable del No. 20),
derecho o 1izquierdo de POA-AHA,

del atlas del cerebro de la rata de

canula fue sujetada a la calota con

después de colocada la canula, en

la toma de frotis vaginales vy,

dos ciclos consecutivos cuatro

de

asignados a alguno de 1los

Todos los animales fueron

en la majana (09:00-10:00 h) del dia del estro

esperado del ciclo estudiado.

A las 13:00 horas del estro (ladc derecho),
{lado derecho o izquierdo) o diestro 2 {(lado izgquierdo)

introdujo en la canula directriz otra (cdnula interna:

diestro 1
se

aguja
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de acero inoxidable del No. 25), en cuya punta se colocd la
atropina en cristales (Sigma Chemical Co., St. Louis, NS,
EE.UU}. La cantidad promedio de atropina implantada fue de
2513 pug. El farmaco fue expulsado hacia la reqgién POA-AHA con
la ayuda de un alambre de acero inoxidable mads delgado que la
cédnula interna (Figura 3).

Como grupo testigo se utilizaron animales a los que se
les implanté coleterol en lugar de atropina. Todos los
animales fueron sacrificados en la mafiana (08.00-10.00 h) del
dia del estro esperado del ciclo en estudio.

Animales con implante de atropina colocado en el dia
del estro (lado derecho), diestro 1 (ladc derecho o
izquierdo) o del diestro 2 (lado izquierdo) fueron asignados

a uno de los siguientes experimentos:

Experimento 1. Efecto del reemplazo de la GnRH a 1las
13.00 h del dla del proestra esperadg

A ;as 13:00 horas del dia del proestro esperado del
ciclo en estudio, se administraron 2.7 ug/kg p.c. (s.c.) de
[{Gly-OH]-LHRH sintética (Sigma Chemical, Co., St. Louis, MS,
EE.UU.).

Experimento 2. Efecto del reemplazo de los estrogenos
Sor la administracion de bénzdato de estradiol a ias 14.00 h
el dia del diestro 2

A las 14:00 horas del dia del diestro 2, a cada rataescon
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Figura 3.- Representacién csquemitica de la zona donde e colo};ﬁ lréqtriz,' utilizando

1a coordenadn antero-posterior (A 6360 pm) para dirigie @ POA-ANA, AHA: =

vieAnulainternn

icotlateral;

drea hipotalémicn anterior; F: formix; hl: ndcleo hipotald s0: micleo supradptico.



implante unilateral de atropina se le administraron 10 pug
s.c. de benzoato de estradiol (Sigma Chemical, Co., St.
Louis, MS, EE.UU).

Experimento 3. Efecto del reemplazo de la IH por la
administracion de la gonadotropina coridnica humana (hCG) a
1as 14.00 h del dfa del diestro 2.

A las 14:00 horas del dia del diestro 2, se le
administré a cada rata 20 u.i. de hCG (Sigma Chemical, Co.,
St. Louis, M5, EE.UU,) s.c.

Experimento 4. Reemplazo de la FSH por la administracién
de la gonadotropinha del suero de Ia yegua prenada (PM5G), una

hora después de realizado el implante

Una hora después de colocado el implante unilateral de
atropina, a cada animal se le administraron 8 u.i. de PMSG
(Sigma Chem.Co., St.Louis, Ms., EE.UU.), s.c.

Experimento 5. Reemplazo de la GnRH una hora después del

implante de atropina.

Una hora después de colocado el implante de atropina, a
cada animal se le administraron 3.7 pg/kg p.c. (s.c.) de
(Gly-OH)~-LHRH.

Procedimiento de autopsia

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacidn,
se disecaron las trompas uterinas, donde se buscéd la
presencia de ovocitos, los que en su caso, fueron contados

con la ayuda de un microscépio estereoscépico, los ovarios vy
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el uUtero. Estos tltimos fueron pesados en una balanza de
precisién cuya sensibilidad es de 0.1 mg. Al disecar el utero
se anotd la presencia o ausencia de liquido en la 1luz del
mismo (uUtero distendido). El peso de los dérganos se expresd
en miligramos por cada 100 gramos de peso corperal (mg/100q).
El cerebro de los animales se fijo en solucién de formol
al 10 % y se cortd a BO um de espesor en un criéstato. Los
cortes fueron tehidos con vicleta de cresilo a fin de
localizar 1la zona del implante, la cual se realizé con la
ayuda de un microscopic estereoscopico utilizando como
referencias los esquemas del atlas de Kénig y Klippel (37).
Solamente se utilizaron los dates de los animales cuyo
implante se localizé en el &rea de estudio (Figura 4). *

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos del numero de ovocitos
liberados, del peso de los ovarios Yy del utero fueron
analizados por la prueba de Analisis de Varianza
Multifactorial (ANDEVA), seguida de la prueba de Duncan. La
tasa de animales ovulantes (numero de ratas que ovulan/numero
de animales tratados), de cornificacidn vaginal (nimero de
animales con estro vaginal/mimero de animales tratados) y la
frecuencia relativa de animales con itero distendido (numero

de animales con presencia de liquido en 1la 1luz del
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Gtero/nimero de animales tratados) se analizaron por la
prueba de probabilidad exacta de Fisher o la de ji!. En todos
los casos se aceptaron como validas aquellas diferencias en
las gque la probabilidad fue igual o menor al cinco por

ciento.

RESULTADOS

Dado que no se observaron diferencias significativas en
la tasa de animales ovulantes, en la cornificacién vaginal vy
en la frecuencia relativa de animales con utero distendido,
entre los grupos con implante de colesterol del lado derecho
o izquierdo en POA-AHA, los datos se agruparon como un solo
grupo testigo.

Debido a que no se observaron Qiferencias significativas
en los resultados obtenidos de los animales con implante
unilateral de atropina en el estro, diestroc 1 o diestro 2 Yy
reemplazo hormonal, los resultados fueron agrupados en un
unico grupo por tratamiento. Solamente se hace referencia en
los casos en gue se observaron diferencias por dia o lado del
POA-AHA en que se colocd el implante.

El implante unilateral de atropina realizado en esktro

{derecho), diestro 1 (derecho o izquierdo) o diestro 2
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(izgquierdo) disminuyd la tasa de animales ovulantes, la tasa
de cornificacién vaginal e incrementé la frecuencia relativa
de animales con utero distendido (Figura 5}, perc no modificd
el nimerc de ovocltos liberados por animal ovulante, el pesc

de los ovarios ¢ del idtero {Tabla 1}.

Tabla 1, MEDIA t E.E.M. DEL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADGS POR
ANIMAL OQVULANTE Y DEL PESO {mg/100 g} DE LOS QOVARIQCS ¥ DEL
UTERO DE RATAS CON IMPLANTE UNILATERAL DE COLESTEROL © DE
ATROPINA.

GRUPO n OVOCITOS PESQO OVARIOS PESO UTERO

Colesterol 28 9.6%0.6 30.1%0.7 196.0%5.2
Atropina 46 7.4%2.2 28.5%1.0 187.7+7.1
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Figura 5.EFECTOS DEL IMPLANTE UNILATERAL
DE ATROPINA EN POA-AHA
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EXPERIMENTO 1. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LA GnRH A LAS
13.00 H DEL DIA DEL PROESTRO ESPERADO.

El reemplazo de la hormona hipotaldmica a las 13:00
horas del dia del proestro, en ratas con implante unilateral
de atropina, indujo la ovulacidn en el 96% de 1los animales
{Figura 6), lo que se acompafié del aumento de la tasa de
cornificacion vaginal (25/25 vs 19746, P<0.05) y disminucion
de 1la frecuencia relativa de animales con utero distendido
(5/25 vs 21/46, P<0.05). El nimero de ovocitos liberados por
animal ovulante y el peso de los ovarios y del utero fuercn
similares al grupo con implante de atropina sin tratamiento
hormonal (Tabla 2).

Takla 2. MEDIA % E.E.M. DEL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR
ANIMAL OVULANTE Y DEL PESO (mg/100 g) DE LOS QOVARIOS Y DEL
UTERO DE RATAS CON IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA © CON
REEMPLAZO DE LA GnRH A LAS 13:00 HORAS DEL DIA DEL PROESTRO
ESPERADO.

GRUPO n QVOCITOS PESO OVARIOS PESO UTERO
Atropina 46 7.442.2 28.5+1.0 187.7%7.1
Atropina

+ GnRH 25 10.2#0.5 30.5%1.1 192.3%7.8
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Figura 6. RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
DE GnRH A LAS 13:00 horas DEL PROESTRO
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EXPERIMENTO 2. EFECTO DEL REEMPLAZO DE LOS ESTROGENOS POR LA
ADMINISTRACION ©DE BENZOATO DE ESTRADIOL, SOBRE LA OVULACION
EN RATAS CON IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA.
La administracién de benzoato de estradiol restauré 1la
ovulacién en el 41% de los animales con implante unilateral
de atropina (Figura 7}, incrementd la frecuencia relativa de
. animales con utero distendido (11/17 vs 21/46, P<0.05) y no
modificé el numero de animales con cornificacidn vaginal
(10/17 vs 19/46, P<0.05). Aquellos animales que no
presentaron cornificacion vaginal correspondieron a los
implantados del ladc derecho de POA-AHA.
El numero de ovocitos liberados por animal ovulante no
se modificd, pero aumentd el pesc de los ovarios y del itero

L

(Tabla 3}.

TABLA 3. MEDIA * E.E.M. DEL NUMERO DE OVQCITOS LIBERADOS POR
ANIMAL OVULANTE Y DEL PESO (mg/100 g) DE LOS OVARIOS Y DEL
UTERO DE RATAS CON IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA O CON
ADMINISTRACION DE BENZOATO DE ESTRADIOL (BE) A TLAS 14:00
HORAS DEL DIA DEL DIESTRO 2.

GRUPO n OVOCITOS PESO OVARIOS PESO UTERO
Atropina 46 7.4%2.2 28.5*1.0 187.7%¢7.1
Atropina

+ BE 17 12.1%1.0 39.1%1.0 * 235.916,3 *

* P<0,05 comparado con el grupo de atropina.
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'. Figura 7. RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
DE BE A LAS 14:00 heras DEL DIESTRO 2
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La administracién de benzoato de estadiol indujo 1la
ovulacidén en el 71% de los animales con implante de atropina
localizado en el lado izquierdo de POA-AHA Y en nihgunc de
los animales con implante del lado derecho (Figura 8).
EXPERIMENTO 3. EFECTOS DEL REEMPLAZO DE LA IH POR LA
ADMINISTRACION DE LA hCG, SOBRE LA OVULACION DE RATAS CON
IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA.

La administracién de 1la hcG a 1las 14:00 horas del
diestro 2, no reestablecid la ovulacion de los animales con
implante unilateral de atropina (Figura 9), pero disminuyo la
proporcién de animales con cornificacion vagihal (2/15 vs
19/46, P<0.05) y la frecuencia relativa de animales con utero
distendido (1/15 vs 21/46, P<0.05). El peso de los ovagios
aumento y el del utero disminuy¢ significativamente (Tabla
4).

Tabla 4. MEDIA + E.E.M. DEL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS FPOR
ANIMAL OVULANTE Y DEL PESO (mg/l100 g) DE LOS OVARIOS Y DEL
UTERO DE RATAS CON IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA O CON

REEMPLAZO DE LA LH POR LA ADMINISTRACION DE LA hCG A LAS
14:00 HORAS DEL DIESTRO 2.

GRUPO n QVOCITOS PESO OVARIOS PESO UTERO
Atropina 46 7.4%2.2 28.5*1,0 187.7+7.1
Atropina

+ hCG 15 6, 5 . 38.3%2.1 * 153.6%7.5 %

* P<0,05 comparado coh el grupo de atropina.
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Figura 8. RESPUESTA OVULATORIA
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Figura 9. RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
DE ACG A LAS 14:00 horas.DEL DIESTRO 2
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EXPERIMENTO 4. EFECTO DEL REEMPLAZO DE IA FSH POR 1A
ADMINISTRACION DE LA PMSG, SOBRE LA OVULACYION DE RATAS CON
IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA.

La administracion de PMSG una hora después del implante,
reestablecid parcialmente la ovulacidn (Figura 10), aumentd
la tasa de cornificacién vaginal (11/16 vs 19/46, P<0.05) ¢
no modificé la frecuencia relativa de animales con ttero
distendido (6/16 vs 21/46). El nimero de ovocitos liberados
por animal ovulante y el peso del dtero no se modificaren,
pero aumento el peso de los ovarios (Tabla 5).

Tabla 5. MEDIA + E.E.M. DEL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR
ANIMAL OVULANTE Y DEL PESO (mg/100 ¢} DE LOS OVARIOS Y DEL

UTERO DE RATAS CON IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA O CON
ADMINISTRACION DE PMSG, UNA HORA DESPUES DEL IMPLANTE.

GRUPO n QvocCiTes PESC GVARIOS PESC UTERG
Atropina 48 7.4%2.2 28.511.0 187.7x7.13

Atropina

+ PMSG 16 11.330.7 35.9431.0 * 171.4%£12.6

* P<0.05 comparado con el grupo de atropina.

En el grupo de animales con implante unilateral de
atropina, colocado en el dia del diestro 1, la administracidén
de PMSG restaurd la ovulacidn en todos los animales con
implante del lado izquierdo de POA-AHA, pero no lo hizo en
aquellos con implante del lado derecho {Figura 11).
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Figura 10. RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
DE PMSG UNA HORA DESPUES DEL IMPLANTE

100% -
A
n
i
m
? 75% |
e
s *
O 50%-
v 8
u
]
a
"' 25%
e
g ——
O%_._______.__ \‘%_ i .'
ATROPINA ATROPINA
- PM3SG

= P<0.05 vs atropina



Figura 11. RESPUESTA OVULATORIA
ASIMETRICA A LA PMSG EN DIESTRO 1
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EXPERIMENTO 5, EFECTO DEL REEMPLAZO DE LA GnRH, POR LA
ADMINISTRACION DE LA GnRH UNA HORA DESPUES DEL IMPLANTE DE
ATROPINA,

La administracién de la GnRH unpa hora después del
implante no restaurd la ovulacién en ninguno de los animales
tratados (Figura 12}, ademads de disminuir la proporcion de
animales con cornificacién vaginal (1/16 vs 19/46, P<0.,05) vy
la frecuencia relativa de animales con utero distendido
(2/16 vs 21/46, P<0.05). El peso de los ovarios aumentd y el

del utero disminuyd® significativamente (Tabla 6).

Tabla 6. MEDIA * E.E.M, DEL NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS POR
ANIMAL OVULANTE Y DEL PESO (mg/100 g) DE LOS OVARIOS Y DEL
UTERO DE RATAS CON IMPLANTE UNILATERAL DE ATROPINA O CON
REEMPLAZC DE LA GnRH, UNA HORA DESPUES DEL IMPLANTE.

GRUPO n OVOCITOS PESO OVARIOS PESO UTERO
Atropina 46 7.412.2 28,.5%1.0 187.747.1
Atropina

+ LHRH 16 o * 36.6%1.9 * 145.4%7.4 *

* P<0.05 comparado con el grupo de atropina.
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Figura 12. RESPUESTA A LA ADMINISTRACION
DE GnRH UNA HORA DESPUES DEL IMPLANTE
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan la idea
de que el sistema colinérgico de la regién POA~AHA requla en
forma asimétrica, la secrecién de las gonadotropinas y la
evulacidn, la cual varia durante el ciclo estral.

El blogueo de la ovulacidn provocado por el implante
unilateral de atropina en los dias de estro, siestro 1 o
diestre 2, seria el resultado de la .Léeracién de la
liberacion "fiasica™ de la GnRH que oc .re en el dia del
proestro, Yya gue su reemplazo reestablecidé la ovulacidén en
casi todos los animales implantados.

E1 hecho de que 1la administraciéen de benzoato de
estradiol haya reestablecideo la ovulacién sdlc en aquellos
animales en los que el implante de atropina se locallizd en el
lado izguierdo, sugiere que para gue los estrégenos ejerzan
el papel estimulante que desencadena la liberacién de la
GnRH, Yy en consecuencia, la de las gonadotropinas Y, la
ovulacion, es necesario que los receptores colinérgicos del
lado derecho de POA-AHA estén disponibles.

Los resultados obtenidos por el reemplazo gonadotrdépiceo
can hCG o con ILHRHE (esta ultima en el mismo dia del implante)
nos permiten sugerir gue el bloguec de los receptores

muscarinicos de POA-AHA, no sélo afectan la liberacion
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"fAsica" de la GnRH, sino también la reactividad del ovario a
las gonadotropinas, ya que muy pocos animales ovularon cuando
éstas fuercon reemplazadas directa © indirectamente.

Los resultados obtenidos por el reemplazo gonadotrépico
con PMSG c© con hCG, permiten sugerir que existen diferencias
en la requlacion de la secrecidn de la FSH y de la ©LH
mediada por les receptores muscarinicos de la regidén POA-AHA.
Es decir, que el bloqueo de estos receptores alteraria 1la
secrecion de la FSH y no la de la LH. Diversos autores han
sugerido la posibilidad de gque la secrecién de cada
gonadotropina sea regulada por un péptido hipotalamico
diferente (8, 13, 24, 64).

Con base a los resultados obtenidos no se puede
descartar la idea de gue el sistema colinérgice de POA-AHA
regule la respuesta del ovario a las gonadotropinas por wuna
via neural, ya que en algunos grupos con reemplazo hormnal
no ocurrio la ovulacion.

Por ello seria probable que ambos fendmenocs ocurran a la
vez, ya gque se ha mostrado que la secrecidn de estrogenos por
el ovario depende de la informacidon nerviosa que proviene de
la regién POA-AHA y que se transmite por la 1liberacién del
VIP (1).
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En el dia del diestro 1, la regulacidn de la secrecién
- de  1la FSH parece presentar asimetria, ya que la
administracién de la PMSG reestablecid la ovulacidén en los
animales con implante de atropina en el ladoe izquierdo de
POA~AHA ¥ no 1lo hizo en aguellos con implante del lado
derecho. Asimismo, es probable gue el bloguec del sistema
colinérgico de esa regién modifique directamente por una via
neural, 1la reactividad de los ovarios a las gonadotropinas.
En los animales con blogueo ovulatorio por la administracién
sistémica de atropina en el dia del diestro 1, la inyeccidn
de hcG reestablecidé 1la ovulacién (17}, hecho que no se
observé en los animales con implante de atropina en-el
diestro 1 tratados con hCG. Estas diferencias observadas en
las respuestas ovulatorias al reemplazo de la LH, puede ser
el reflejo de la mayor concentracidén local del farmacc gque
resulta del implante cerebral, en comparacién con la

administracién subcutanea.
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CONCLUSIONES

El bloqueo de los receptores muscarinicos de la regidn
POA-AHA, modifica la secrecidn "fasica" de la GnRH, asi como

la respuesta del ovaric a las gonadotropinas.

El bloqueo de la ovulalcidn, por el implante unilateral
de atropina, es consecuencia de la alteracidn de la secrecidn

de la FSH y de la secrecion de estrdgenos.

Los mecanismos que regulan la secrecién de la FSH, asi
como la accion de los estrogenos sobre la regidn POA-AHA

presenta asimetria.

»
Para comprender los mecanismos centrales que regulan la

funcion del ovario, es necesario considerar la participacién
asimétrica del sistema colinérgico de POA-AHA y el dia del

ciclo estral.
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