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RESUMEN

El proposito de esta tesis fue estudiar si el papel estimulante del sistema colinérgico en la
secrecion de gonadotropinas y la ovulacion, ocurre por infermedio del sistema monoaminérgico del
4rea preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA), asi como analizar los cambios en fas
concentraciones plasmaticas de las gonadotropinas, de 17p-estradiol y de progesterona hasta el
dia de Ia ovulacion, en animales con bloqueo del sistema colinérgico en el dia del diestro-1.

Se ufilizaron ratas hembras adultas, ciclicas, inyectadas a las 13:00 h def dia del diestro-1
con solucion salina (500 p!) o sulfato de atropina (antagonista colinérgico) {100 mgrkg peso),
sacrificadas en la maftana y en la tarde de cada dia del ciclo estral, hasta el dfa de fa ovulacion.

La inyeccién de sulfato de atropina bloquet fa ovulacion en el 100% de los animales
sacrificados en la mafiana del estro, en el 72% de los autopsiados en la tarde de este diay en el
43% de los sacrificados en la mafiana del diestro-1.

Una hora después de haber inyectado el sulfato de atropina, aumentaron [as
concentraciones plasméticas de 17pB-estradiol y progesterona, asi como las actividades de las
neuronas dopaminérgica y serotoninérgica de POA-AHA. En la mafiana del segundo dia de
diestro, 22 h después de la inyeccion del farmaco, se observo un aumento en la actividad de la
neurona dopaminérgica, sequido del retraso del “pico” preovulatorio de 17@-estradiol hasta la
tarde del estro.

En el grupo de animales inyectados con el farmaco, los “picos” preovulatorios de las
hormonas foliculo estimutante (FSH) y luteinizante (LH), que normalmente suceden en fa tarde del
proestro, también fueron retrasados hasta la tarde del dia del estro.

El bloqueo de los receptores muscarfnicos por la inyeccion de sulfato de afropina en fa

tarde del diestro-1 estimula la secrecion de 178-estradiol y de progesterona por el ovario, efectos



que parecen provocar el aumento de la actividad de la neurona dopaminérgica de POA-AHA
veintidn horas después.

Este hecho podria ser la causa de que los animales tratados con el sulfato de atropina,
ovulen alrededor de veinticuatro horas después de lo esperado; ya que los “picos” preovulatorios
de estrogenos y de las gonadotropinas se presentan con un retraso de aproximadamente
veinticuafro horas.

Estos resultados nos permiten sugerir que el papel estimulante del sistema colinérgico en
la secrecion de gonadoiropinas y fa ovufacion, se realiza por intermedio del sistema dopaminérgico

gue se encuentra en POA-AHA.



1. INTRODUCCION

Las funciones del ovario estan reguladas por “seftales” neuroendderinas que comunican al sistema
nervioso cenfral (areas extrahipotaldmicas ¢ hipotalamicas), con la hipofisis, y ambas estructuras
con fa gonada. Estas “sefiales” ocurren en forma secuencial y de manera sincronica, fenomeno
que denominaremos “cascada’ de eventos neuroenddcrinos, cuyo resultado es la ovulacion (30).

Las neuronas localizadas en la parte frontal del hipofdlamo secretan un decapéplido
lamado hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés), la cual es
liberada en los vasos sanguineos del sistema porta hipofisiario que irriga a la hipdfisis. En la
adenohipdfisis, la GnRH estimula la sintesis y la liberacion de dos gonadotropinas: la hormona
estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés) y fa hormona luteinizante (LH, por sus siglas
en inglés) (30, 32, 78).

En los ovarios estas hormonas estimulan, por un lado, et crecimiento y la diferenciacion de
los foliculos, ademas de la expulsién del ovacito (proceso conocido como ovulacion) y por el ofro,
la produccion de hormonas esteroides (estradiol, esfrona y progesterona), las cuales estimulan o
inhiben, dependiendo de la hora y dia del ciclo esfral, la secrecion de la GnRH y de las
gonadoiropinas (19, 32).

Ademas de las hormonas esteroides sexuales, la secrecion de la GnRH es regulada por
neurotransmisores clasicos, péplidos y aminoacidos entre ofros. Uno de los sistemas de
neurofransmision que participa en este fenémeno de “cascada” es el sistema colinérgico. Desde la
década de los cuarenta, Everett y colaboradores (26) mostraron el papel estimulante del sistema
colinérgico en la ovulacion. En la rata, el bloqueo de los receptores muscarinicos (por la inyeccitn
subcutdnea de sulfato de afropina) en la tarde del dia del diestro-1, refrasa la ovulacion por
veinticuatro horas (17).

Uno de los propdsitos de esta tesis fue dar respuesta a la siguiente pregunta; ; Cuales son

las modificaciones en la concentracién plasmatica de gonadotropinas, estrégenos y progesterona

3



que ocurren después de la inyeccion del sulfato de atropina y que provocan que la ovulacion se
refrase por veinficuatro horas?

Desconocemos si el sistema colinérgico aferente a POA-AHA tiene conexion directa con la
neurona GnRHérgica, por lo que el papel estimulante del sistema colinérgico podria tener una
vinculacion funcional con algunas de las neuronas del sistema monoaminérgico de POA-AHA que
interactuan con {a neurona GnRHérgica. Por tanto, el segundo propdsito de este trabajo fue
investigar, si el sistema colinérgico y ol sistema monoaminérgice que se encuentran en POA-AHA,

participan de manera conjunta en la regulacion de secrecidn de las gonadotropinas y Ia ovulacion.

2. MARCO TEORICO

2.1 EL CONTROL NEUROENDOCRINO DE LA QVULACION

2.1.1 La“Sefial’ Ovarica

Los ovarios estan formados por los foliculos {unidad anatome-funcional de la génada), los cuerpos

[uteos y la glandula intersticial; sus funciones principales son fa de liberar al ovocito T capaz de ser

fecundado y secretar las hormonas sexuales que estimulan el crecimiento v la diferenciacion de
los érganos det aparato reproductor, asi como la secrecion de la GnRH y de Jas gonadotropinas
(19).

Para que un foliculo sea considerado maduro, franscurren alrededor de 19 dias desde que
pasa del estado de “reposo” hasta que culmina en la ovulacion. Durante su desarrollo atraviesa
por las siguientes etapas: foliculo primordial, foliculo secundario, foliculo terciario, foliculo maduro
o de De Graaf (19, 32, 41). E! proceso de maduracién del foliculo es estimulado por las

gonadotropinas, las hormonas esteroides y factores de crecimiento (36, 89).



El foliculo maduro esta constituido por las siguientes estructuras: el ovocito (rodeado por fa
zona pelicida), unido a la capa de células de la granulosa por el cumuius oophorus, €l anfro
folicular, la membrana basal y por fuera de ella, las céluas de la teca interna y de la teca externa.
Con base en la clasificacion propuesta por Hirshfie! (41), el antro puede observarse desde la etapa
de foliculo secundario; en el antro se encuentran los nutrimentos y substancias necesarias para el
crecimiento y diferenciacion del ovocito (36).

Cuando el foliculo expulsa al ovocito al momento de la ovulacion, el ovocito I se
fransforma en ovocito T por estimulo de la LH completéndose la profase de la segunda division
meibtica (51, 83). Si el ovocito no es fecundado, el foliculo se transforma en el cuerpo l0teo, que es
la principal fuente de progesterona. En larata, el cuerpo liteo permanece activo enire 12y 14 dias
después de la ovulacion (19, 32).

El gitimo componente del ovario es la glandula intersticial, la cual se desarrolla a partir de
las c&lulas de la teca interna de los foliculos airésicos y del estroma ovérico (19).

Las células de la teca interna sintetizan andrégenos a partir del colesterol obtenido en la
dieta, por estimulo de la hormona luteinizante {LH), mientras que en las células de la granulosa,
los andrégenos son aromatizados a estrogenos (17p-estradiol y estrona) por estimulo de la
hormona foliculo estimutante (FSH) al regular la actividad de la enzima aromatasa (19, 83).

En ef antro del foliculo preovulatorio o De Graff, las concentraciones de estrogenos son
mayores que en la sangre, el paso de éstos hacia el forrente sanguineo provoca que su
concentracion alcance un valor maximo fenémeno conocido como secrecion preovulatoria o “pico”

de estrogenos, evento al que se le ha denominado “sefial” ovérica (30).



2.1.2 La“Sefial” Hipotalamica

La “sefial’ ovarica generada por las hormonas esteroides estimula la secrecion preovulatoria de la
GnRH, péptido sintetizado por las neuronas GnRHérgicas. Estas neuronas se localizan en
diferentes regicnes del sistema nervioso central formando redes extensas y difusas. La red mas
importante por su participacion directa en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas, esta
constituida por neuronas GnRHérgicas que forman un continuo desde la banda diagonal de Broca
hasta el area septal {que incluye a los niicleos septal triangular y medial), el nacleo de la estria
terminal y las areas diencefalicas {que abarca a los nicleos periventricular, predptico medial y
lateral, hipotalamico anterior y la zona retroquiasmatica). También forman parte de este continuo
grupos de neuronas GnRHérgicas del hipotalamo lateral y def nicleo supradptico. Las neuronas
GnRHérgicas proyectan sus terminales nerviosas hacia la eminencia media por las rutas seplo-
predptica-infundibular y septo-predptica (78) (Figura 1).

En larata, se ha mostrado que desde la mafiana hasta el mediodia del proestro, la sintesis
de la GnRH aumenta considerablemente en los nicleos hipotaldmicos que se encuentran a lo
largo de fa via predptico-supraguiasmatico-tubercinfundibular y disminuye al momento en que
ocurre [a secrecion preovulatoria de [a LH {alrededor de las 15:00 h), debido a su liberacin por las
terminales GnRHérgicas que se localizan en la eminencia media (32).

La secrecion de la GnRH es pulsatil, fa amplitud y la frecuencia de los pulsos de secrecion
dependen del ambiente hormonal que rodea a las neuronas GnRHérgicas (8),

La sintesis y la liberacion de la GnRH estd modulada por fas hormonas esteroides
(estrogenos y progesterona), péptidos (neuropéptide Y [NPY], acido gama amino butfrico [GABA],
substancia P, péptido intestinal vasoactivo [VIP}, opiacecs [endorfinas y encefalinas),
colecistoquinina, angiotensina I, neurotensina, oxitogina [OT], histamina y galanina),
neurotransmisores clasicos (adrenalina [A], noradrenalina [NA), dopamina [DA], serotonina [5-HT]
y acetiicolina [ACh]) y por aminodcidos (glutamato, aspartato) (8, 11, 12, 32, 49).

6
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Figura 1: Localizacion de las neuronas GnRHérgicas y sus principales proyecciones. Corte sagital
del cerebro de cuyo que muestra la localizacién de los diferentes grupos de neuronas
GnRHérgicas (representadas por simbolos geométricos), fa direccion de sus fibras {indicadas por
flechas) y las terminales nerviosas (simbolizadas con asteriscos). AC: comisura anterior; an:
nicleo arcuato; CC: cuerpo calloso; db: banda diagonal de Broca; F: Fornix; FR: fasciculo
retroflexo; ipn: nicleo interpeduncular; LV: ventriculo lateral; mb: cuerpos mamilares; me:
eminencia media; mhn: habénuta medial; mpoa: area predptica medial; msn: septo medial, OC:
quiasma 6ptico; ovlt: drgano vasculoso de la lamina terminal; pscn: nitcleo supragquiasmético
predptico; m: nicleo rojo; sen: nicleo supraquiasmatico; vmn: nucleo ventromedial; vta: area
tegmental ventral; HIV: tercer ventriculo; 1IN: nervio oculomotor {Tomado de 78).
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En el hipotalamo los estrogenos estimulan la secrecion de fa GnRH; sin embargo, en la rata
(76) y en la oveja (46) las neuronas GnRHérgicas del &rea predptica no fienen receptores a
estrogenos, por lo que se ha sugeride que los estrogenos regulan la actividad de las neuronas
GnRHérgicas por medio de interneuronas que se localizan en dicha area (49).

Estudios /7 vitro utilizando el hipotalamo medio basal de ratas en proestro, muestran que la
progesterana estimula la liberacion de la GnRH por efectos directos sobre la membrana de la
terminal GnRHérgica (23).

Se ha propuesto que fa noradrenalina participa en la liberacion de la GnRH y la secrecion
de las gonadotropinas. En el 4rea predptica-hipotaldmica anterior no se ha descrito fa existencia
de somas noradrenérgicos sino sélo terminales. Las terminales noradrenérgicas que inervan POA-
AHA, provienen casi exclusivamente de los cuerpos celulares At y A2 (14), localizados en 12 parte
caudal de! bulbo raquideo (células A1) y en la parte caudal del niicleo del tracto solitario (células
A2). Las fibras de estas neuronas se proyectan al hipotdlamo por diferentes vias. La principal
proyeccion hacia el hipotalamo es por la via ventral (13).

En a rata durante el proestro, la tasa de recambio de noradrenalina aumenta en ¢l rea
predptica, el nicleo arcuato, el nicleo supraquiasmatico y la eminencia media al tiempo que
courre 1a secrecion preovulatoria de LM, por lo que se le atribuye a la noradrenafina un papel
estimulante en fa regulacion de secrecion de esta hormona (32, 66).

La noradrenalina parece tener tanto un efecto inhibitorio como estimulante en la fiberacion
pulsati de la LH. En la rata ovariectomizada, la infusién de noradrenalina en el tercer veniriculo,
inhibe 1a liberacion pulsatil de LH (33, 34); en una rata ciclica en el dia del proestro, la estimulacion
de los cuerpos noradrenérgicos localizados en el locus coeruleus tiene el mismo efecto (inhibe la
liberacion preovulatoria de la LH) (21). Dicho efecto inhibitorio parece lievarse a ¢abo por medio
de receptores B-adrenérgicos, ya que los efectos inhibiforios son bloqueados por ia administracion

infraventricular de propanolo! (antagonista B-adrenérgicos) (7, 22).



Por el contrario, en el animal ovariectomizado tratado con estrogenos, la administracion de
noradrenalina o agonistas de los receptores o estimutan la liberacion pulsatil de GnRH y de LH, la
administracion de antagonistas a-adrenérgicos bloquean la secrecidn de LH (44).

En ol animal ovariectomizado, se ha mostrado que la fiberacion de naradrenalina
(utilizando 1a técnica de “push-pull canula’) en gl nacleo predptico medial es pulsatil y no se ha
observado correlacion entre los pulsos de secrecidn de fa noradrenalina y los pulsos de secrecion
delalH (42).

Las neuronas dopaminérgicas que inervan a POA-AHA se localizan en la parte rostral del
nicleo periventricular (células A12) (13, 14). Se ha sugerido que en el area predptica existe
contacto sinaptico entre las neuronas GnRH y las dopaminérgicas (60). A pesar de esto, el papel
de la dopamina en la regulacion de secrecion de la GnRH y de las gonadotropinas aiin no es claro.
En la rata durante la mafiana del dfa del proestro, la administracion de pimozide (antagonista
dopaminérgico) reduce significativamente Ia secrecion preovulatoria de la LH (9). En la eminencia
media, la tasa de recambio de dopamina disminuye justo antes del “pico” preovufatorio de LH (20,
66). Resultados que Hevan a pensar que durante ta mafiana de! proestro, la dopamina tendria un
papel estimulante de fa fiberacion de la GnRH. Se ha sugerido que la liberacién de la GnRH en el
hipotalamo medio basal es estimulada por la dopamina (67). En animales ovariectomizados, este
efecto estimulante de la dopamina sobre 1a fiberacion de GnRH no se observa hasta que al animal
castrado se le administra 17-estradiol (23, 68).

Las terminales serofoninérgicas que inervan al hipotélamo provienen de jos Cuerpos
neuronales localizados en los nicleos dorsal y medial def rafé {64, 80, 81). Al parecer, existen
neuronas serotoninérgicas dentro del hipotalamo, ya que ‘a deaferentacion de estos nucleos no
depleta en su fotalidad Ia concentracion de serotonina dentro del hipotalamo (63). Por medio de
tecnicas inmunocitoquimicas se ha mostrado una sobreposicion entre neuronas GnRHérgicas y

serotoninérgicas en la region septo-predptica (43), en la eminencia media y en el drgano



vasculoso de la lamina terminal (55, 66). En el drea predptica se ha descrito la nosibilidad de
contacto sinaptico entre las terminales serotoninérgicas y neuronas inmunoreactivas a GnRH (47).

Se ha sugerido que a informacion serotoninérgica que proviene del nicleo dorsal del rafé
estimula la secrecién preovulatoria de la LH en el dia del proestro, mientras que la informacidn que
procede del nicleo medial del rafé 1a inhibe (49). La disminucion en la sintesis de serotonina por la
administracion de p-cloro-fenil-alanina, bloguean la ovulacion y el “pico” preovulatorio de LH que
ocurre en el dia del proestro (49).

Los péptidos opioides inhiben 1a secrecion de las gonadofropinas (45), las neurcnas que
secretan péptidos opiaceos se localizan en regiones hipotalamicas cercanas a neuronas que
captan estrbgenos y a las neuronas GnRHérgicas. En larata, fa secrecion de B-endorfinas hacia la
sangre portal disminuye durante el proestro al momento que ocurre fa liberacion de la GnRH (8}.

£l 4cido gama amino butirico (GABA) inhibe la secrecion de GnRH v de gonadotropinas
(49). Por medio de estudios inmunohistoquimicos se ha observado una interaccion anatomica
enfre las terminales GABA&rgicas y los somas GnRHérgicos en el area predptica (8, 54). En ratas
infactas (15) u ovariectomizadas (73), la actividad de las neuronas GABAérgicas del area
prebptica y del hipotalamo medio basal disminuyen despues de! momento en que los estrogenos
estmulan la secrecidn preovulatoria de la LH. Con base en estucios inmunicitoquimicos realizades
en el 4rea predptica, se ha mostrado la existencia de contactos sinaplicos entre las terminales de
las neuronas noradrenérgicas y neuronas GABAérgicas; por o que se ha propuesto que el papel
de 1a neurona noradrenérgica sobre la secrecion de la GnRH se realice por intermedio de
neuronas GABAgrgicas (49, 60). Dado que las neuronas GABAérgicas del area predptica tienen
receptores a estrogenos y no fas GnRHérgicas, se ha propuesto que ¢l papel inhibitorio de los
estrogenos sobre fa liberacion de la GnRH es mediada por las neuronas GABAérgicas (49).

Algunos autores sugieren que la GnRH se autorreguia de manera inhibitoria por un
mecanismo denominado de asa corta ya que se han observado asociaciones sinapticas entre
neuronas GrnRHérgicas (8).
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2.1.3 La“Sefial " Hipofisiaria

La GnRH estimula 1a secrecion de la LH y de la FSH (8, 30, 32). En la rata, la secrecion
preovulatoria de estas gonadotropinas ocurre en la tarde del proestro resultado de dos eventos:

1. El aumento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos de secrecion de las neuronas
GnRHeérgicas (resultado de la accion estimulante de los estrogenos), lo que provoca que la
concentracion de la GnRH en el sistema porta hipotalamico-hipofisiario se incremente Y,

9 1 aumento de 1a sensibilidad de fos gonadotropos a la GnRH (liamado efecto de imprimacion)
(30).

Evidencias /i vivo e /n vitro muestran que la secrecion de gonadotropinas y de hormonas
ovéricas sigue un patron pulsatil y dicha secrecion esta asociada a las descargas de la GnRH
hacia la sangre portal (84).

En la rata, la secrecion de LH tiene un ritme ultradiano; los pulsos de secrecion ocurren
cada 30 minutos aproximadamente (84). La frecuencia de los pulsos de secrecion de la GnRH
determina la sintesis de LH o de FSH ya que se ha mostrado en la rata macho, que la inyeccion
intraventricular de GnRH cada ocho minutos estimula en la hipéfisis la sintesis de ia cadena o de
las gonadotropinas, fa infusion de GnRH cada 30 minutos estimula la sintesis de {a cadena  de la
LH, mientras que la infusion del decapéptido cada 120 minutos resulta en fa sintesis de la cadena
B dela FSH (38).

En el hipotalamo existen dos zonas donde los estrogenos actian regulando la secrecion de
la GnRH: el “centro tonico” (nicleos arcuato y ventromedial), donde los estrogenos inhiben la
secrecion de la GnRH, lo que se traduce en concentraciones plasmaticas basales de las
gonadotropinas y el “centro fasico” (area predplica y nicleo supraquiasmatico), donde los
estrogenos estimulan la secrecion fasica de la GnRH, la que horas mas tarde induce el “pico”

preovulatorio de las gonadotropinas (4, 32).
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Los estrogenos tienen un doble papel en la regulacion de secrecion de las gonadotropinas.
Cuando su concentracion plasmatica es constante inhiben la secrecion de GnRH, de FSH y de LH;
en cambio, cuando sobre ese “tono estrogénico” se presenta un aumento brusco en la
concentracion plasmética de dicha hormona (“pico” preovulatorio), ésta actia sobre la hipdfisis
estimulando en los gonadotropos la sintesis de receptores a la GnRH (10, 72). En la rata, este
efecto se inicia a partir del medio dia del diestro-2; en ratas ovariectomizadas, el implante de
capsulas de silastic con estrogenos induce 24 h més tarde ia secrecion pulsatil de LH (32).

En conjunto, estas evidencias sefialan que la secrecion preovulatoria de la LH durante Ia
tarde del proestro, es el resultado del aumento en la sensibilidad de la hipofisis a la GnRH, dada
por las pulsos de estrogenos que ocurren desde la tarde del diestro-2 hasta la mafiana del
proestro (86, 87).

£l “pico” de progesterona del dia del proestro sensibiliza a la hipofisis a fa GnRH; se ha
sugerido que la relativa insensibilidad de la hipdfisis al decapéptido durante los dias del estro,
diestro-1 y la mafana de! diestro-2, es consecuencia de este “pico” de progesterona (32).

Estudios realizados en ratas intactas (86) han mostrado que los estrogenos modifican ia
fracuencia de los pulsos de secrecion de la LH. En animales intactos (86) u ovariectomizados (53,
87} los estrogenas y la progesterona modifican la amplitud de los pulsos de secrecion.

Se ha propuesto que la regulacion de los pulsos de secrecion de la LH por tas hormonas
esteroides se lleva a cabo en ef hipotalamo, ya que el implante de estrogenos en el &rea preoplica-
supraquiasmatica, el nicleo del fracto diagonal y la banda diagonal de Broca disminuye la
frecuencia de los pulsos de secrecion de la LH; mienfras que cuando el impiante se realiza en el
niclec de la estria terminal, &rea predptica, nicleo septal medial, &rea hipotaldmica anterior o

tercer ventriculo no tuvieron efectos en la secrecién pulsatit de fa LH (2).
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3. CICLOESTRAL

En fa rata el proceso de ovulacion ccurre cada cuatro dias, periodo denominado ciclo estral. Los
cambios en las concentraciones plasmaticas de fas hormonas esteroides sexuales modifican la
citologia del epitelio vaginal. Con base en estos cambios citologicos el ciclo estral se ha dividido en

cuatro fases: diestro-1 (también llamado metaestro, diestro-2, proestro y estro (58).

3.1 Diestro-1

En el frotis vaginal predomina la presencia de leucocitos pofimorfonucleares (58). Durante esta
fase, 1a concentracion plasmatica de fa LH, 1a FSH, los estrogenos y la progesterona son basales.
En el ovario, se observan foliculos en todas las etapas de crecimiento. LOs cuerpos lGteos de
formacion reciente son fa principal fuente de secrecion de progesterona. En el caso de que el
ovacito liberado en el ciclo anterior no haya sido fecundado, ¢! cuerpo liteo comienza a degenerar
lentamente (19, 32).

3.2 Diestro-2

En el frolis vaginal ain predominan los leucocitos, pere comienzan a presentarse algunas células
nucleadas (58). Las concentraciones plasmaficas de estrogenos comienzan 2 aumentar en |a tarde
de este dia, resultado de la estimulacion de la enzima aromatasa por la FSH. También la FSH
estimula fa division mitotica de las células de la granulosa lo que se traduce en el crecimiento y
diferenciacion de los foliculos que ovularan en ese ciclo. El cuerpo liteo continda en proceso de
degeneracion (19, 32).
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3.3 Proesfro

Es la etapa previa a la ovulacion. En el epitelio vaginal se observan exclusivamente células
nucleadas (58). En la mafiana de este dia, se alcanzan las maximas concentraciones plasmaticas
de esfrogenos del ciclo estral, las cuales estimulan indirectamente en el hipotalamo la secrecion de
la GnRH. Este evento estmula la secrecion de la FSH y de la LH. En la tarde, se alcanzan las
maximas concentraciones de las hormenas FSH y LH. El “pico” en la concentracion plasmatica de
la LH, estimula en el ovario la sintesis del plasmindgeno que inicia los mecanismos celulares que
lievan al rompimiento de la pared del foliculo para que el ovocito pueda ser expuisado horas mas
tarde. La glandula intersticiat contribuye secretando progesterona la cual favorece la ovulacion y la

facilitacion del comportamiento estral (19, 32).

3.4 Estro

En el epitelio vaginal s6lo se observan células cornificadas {58). En la madrugada de este dia
ocurre la ovulacion, por lo que en la mafiana se observan en el ovario los cuerpos liteos. La
concentracion plasmatica de la LH y de los estrégenos disminuye a sus valores basales, excepto
la de FSH: en la mafiana de este dia del ciclo acurre un segundo “pico” en la concentracion
plasmatica de FSH, cuyo papel es ¢l de reclutar los foliculos que ovularan en el ciclo siguiente. En
caso de que el ovocito sea fecundado este ciclo se interrumpiria y en el frotis vaginal se

observarian leucocitos polimorfonucleares caracteristico de la etapa de diestro (19, 32).

4 . SISTEMA COLINERGICO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

En ef cerebro de la rata, por medio del empleo de técnicas de inmunocitoquimicas para la
deteccion de la enzima que degrada a la acefilcolina {la acefilcolinoesterasa: AChE), se ha
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sugerido la existencia de cinco grandes  nicleos de neuronas colinérgicas, localizadas en el
nicleo septal medial, el nicleo de la banda diagonal de Broca, el nlicleo magnocelular del area
predptica, ntcleos mamilares y el bulbo raquideo (56). Algunas de estas neuronas colinergicas
proyectan sus terminales nerviosas hacia el hipotalamo y estructuras del sistema limbico, por
medio de la via tegmental dorsal; dichas fibras captan colinoacetitransferasa y AChE y provienen
del nucleo cuneiforme, situado en la parte dorso lateral de la formacion reficulada mesencefalica
(74).

En estudio realizado en ratas macho castradas, se observé un aumento en la actividad de
la enzima que sintefiza a la acetilcolina, la colino-acetil-ransferasa (CAT) y en ia concentracion de
acetilcoling en ta porcion rostral del nicleo predptico medial, €l nicleo amigdaloide medial
posterior y el &rea tegmental ventral, sistema de neuronas colinérgicas que esfimulan la secrecion
de faLH {59).

Los receptores para la acetilcolina fueron descritos con base en la actividad farmacologica
de dos alcaloides: la nicotina y la muscarina. Los receptores nicotinicos actian por medio de
canales ibnicos (ionotrdpicos), mientras que los receptores muscarinicos estan acoplados al
sistema de segundos mensajeros (metabotropicos) (56, 77).

Se ha descrito la presencia de receptores muscarinicos y nicotinicos (57) en casi todo el
hipotalamo, y se ha mostrado que la afinidad y el nimero de sitios de unién de los receptores
muscarinicos en POA-AHA y en la adenchipbfisis varia durante el ciclo estral de 1a rata (24). La
estimulacion de los receptores muscarinicos por la administracion de pilocarpina o carbacol
estimulan la division mitotica de los gonadotropos que sintetizan LH (62, 63).

Ademas, la concentracion de acetilcolina en ef area predptica cambia durante ef ciclo
estral, lo que favorece la idea de que ta participacion del sistema colinérgico en la regulacion de

secrecion de las gonadofropinas varia durante el ciclo estral (25).



4 1 Papel del sistema colinérgico del area predplica-hipotalamica anterior (POA-AHA) en ia

regulacion de secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion

A partir de estudios realizados en roedores se puede afirmar que el sistema colinérgico participa
de manera estimulante en los mecanismos neuroenddcrinos que regulan la secrecion
preovulatoria de 1a LH durante el dia del proestro. En la coneja, animal de ovuiacion refleja, la
inyeccidn de sulfato de atropina inmediatamente después del coito bloguea la ovulacion; mientras
que, en la rata, animat de ovulacién espontanes, el mismo tratamiento en la tarde del proestro
inhibe la ovulacion en el dia del estro (26).

La cantidad de sulfato de atropina necesaria para bloguear la ovulacién en un ciclo estral
varia desde 700 mg/kg en el dia del proestro, 300 mg/kg en estro, y de 100 mg/kg en los dias del
diestro-1 y diestro-2. En los primeros dias del ciclo estral, diestro-1 y diestro-2, la participacion del
sistema colinérgico en la regulacidn de la secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion parece
tener un ritmo circadico, ya que la inyeccion de la dosis efectiva (100 mgikg) a las 09:00 h no
afecta la ovulacion, cuando es inyectada a tas 13:00 h [a bloquea y es inefectiva administrada a las
17:00 0 21:00 h {17).

Se ha mostrado que ia inyeccion de pentobarbital sédico (anestésico central) a las 14:0C h
del dia del proestro, bloquea la ovulacidn esperada en la mafana del estro, lo que no sucede si el
animal es inyectado a 16:00 h (27).

Al igual que el pentobarbital, la inyeccion de sulfato de atropina a las 14:00 h del proestro
bloquea fa ovulacion, hecho que no ocurre si el animal es inyectado a las 16:00 h {26). Con base
en estos resultados se planted que en ratas con cuatro dias de ciclo, es esencial un estimulo
neurogénico que activa a la hipdfisis entre las 14:00-16:00 h del dia del proestro para que ocurra la
secrecion preovulatoria de la LH; tiempo que Everett y colaboradores (26, 27) denominaron como

“perfodo critico”.
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El blogueo del sisterna cofinérgico por ta inyeccion de sulfato de afropina a tas 13:00 h de
diestro-1, retrasa la ovulacion hasta la mafiana del diestro-1 del siguiente ciclo. En un grupo de
animales sometidos al mismo tratamiento, la inyeccion de benzoato de esfradiol (10 ng) a las
13:00 h del diestro-2 restablece la ovulacién en fa maiiana del estro esperado, es decir, adelanta la
ovulacién en 24 horas (17). Estos resultados nos indicarian que el bloqueo del sistema colinérgico
al mediodia def diestro-1 modifica la secrecidn de estrégenos; dicha alteracion pareceria ser
consecuencia de modificaciones en la secrecidn de 1a GnRH y de las gonadotropinas.

La secrecion de progesterona en [a tarde del proestro contribuye, tanto al inicio como al
término de la secrecion preovulatoria de la LH. En ratas con ciclos estrales de § dias de duracion,
se ha mostrado que la inyeccidn de progesterona un dia antes del proestro adelanta la secrecion
de ia LH y la ovulacién por 24 h y cuando la administracién se realiza en fa mafiana del proestro
puede adelantar 1a secrecién de LH por algunas horas. Por el confrario, en ratas con ciclos
estrales de 4 dias de duracion, la inyeccion de progesterona en el dia del diestro-1 refrasa la
ovulacion por 24 h (28).

En ratas con retraso de fa ovulacién por 24 h, resultado de la administracion de sulfato de
afropina a ias 13.00 h del diestro-1, la ovulacion se puede adeiantar o restablecer en el dia del
estro, cuando se inyecta progesterona en la tarde del diestro-2 (17).

Estudios 47 vitro, coincubando fragmentos de hipdfisis e hipotalamo de rata, muestran que
la acetilcolina estimula la liberacion de la FSH y de la LH, efecto que es blogueado por la
administracion de atropina (31, 79). Por el confrario, la liberacién preovulatoria de la LH que ocurre
en el dia del proestro estaria regulada de manera inhibitoria por los receptores nicotinicos, ya que
la administracién de nicotina durante el "periodo critico” del dia del proestro, suspende la
liberacion de la LH, pero no la de la FSH. Bajo estas mismas condiciones experimentales, la
administracion de GnRH estimula la liberacion de la LH pero no la de la FSH; resultados que
llevaron a sugerir a los investigadores, que ¢l sistema colinérgico regularia la secrecidn de dos
tipos de GnRH, uno para la LH (LHRH) y otro para la FSH (FSHRH} {5).
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Se ha planteado que los receptores muscarinicos inhiben la fiberacion de GnRH, ya que la
adicion de carbamilcolina (agonista muscarinico) al medio donde se incuba la eminencia media de
ratas sacrificadas en proestro, estro o diestro-1, incrementa la conceniracion de GnRH en el medio
(50). Poco se conoce acerca de el papel de los receptores nicotinicos en la regulacion de fa
secrecion de GnRH y gonadofropinas; se ha planteado que la liberacion preovulatoria de LH en el
dia del proestro es inhibida por la estimulacidén de los receptores nicotinicos, ya que la
administracién de tartrato de nicotina durante el “periodo critico” de este dfa del ciclo, suspende ia
liberacion de LH y no la de FSH (5).

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desconocemos si en POA-AHA existe una vinculacion funcional enfre el sistema colinérgico y el
monoaminérgico como se ha observado en ofras zonas del sistema nervioso central {70). Se ha
mostrado que tanto el sistema colinérgico como el monoaminérgico participan en la regulacion de
secrecion de las gonadofropinas durante el ciclo estral de la rata, pero se desconoce si esta
regulacion se realiza por medio de una vinculacion funcional entre estos sistemas. Por otra parte,
sabemos que el bloqueo del sistema colinérgico en ef diestro-1 refrasa la ovulacion hasta la
mafiana dei diestro-1 del ciclo siguiente (17); sin embargo, se desconocen las modificaciones
gndocrinas que ocurren durante este tiempo.

Por tanfo, en este trabajo se estudio la posible vinculacidn funcional entre ef sistema
colinérgico y el sistena monoaminérgico en los mecanismos neuroendacrinos que culminan con la
ovulacion, analizando los efectos del blogueo del sistema colinérgico por medio de la inyeccion
subcutanea de sulfato de atropina a las 13:00 h del dia del diestro-1, sobre la actividad neural
monoaminérgica de POA-AHA, asi como las concentraciones plasmaticas de LH, FSH, 173-

estradiol y progesterona, durante el ciclo hasta &f dia de la ovulacion.
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6. HIPOTESIS

En la rata, el retraso de la ovulacion por 24 h, provocado por el blogueo del sistema colinérgico a
las 13:00 h del dia del diestro-1, se debe a tas modificaciones sobre la actividad de las neuronas
monoaminérgicas de POA-AHA y sobre las concentraciones plasméticas de gonadotropinas

hormonas ovaricas.

7. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de! blogueo del sistema colinérgico de POA-AHA por medio de la inyeccion de
sulfato de afropina a las 13:00 h del dia del diestro-1, sobre la actividad neural del sistema
monoaminérgico de POA-AHA, asi como los cambios en fa concentraciones plasméticas de

gonadotropinas y de hormonas ovaricas, que llevan al refraso de la ovulacion.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Estudiar la actividad neural monoaminérgica de POA-AHA (en ratas inyectadas con sulfato de
atropina a las 13:.00 h del dia del diestro-1) en la mafiana y en la tarde de los diferentes dias

del ciclo estral hasta el dia de la ovulacion.
2) Estudiar las modificaciones en las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas y hormonas

ovaricas, en ratas fratadas con suifato de atropina a las 13:00 h den el dia del diestro-1, en la
mafiana y en la tarde de los diferentes dias del ciclo estral hasta el dia de Ia ovulacion.

18



6. HIPOTESIS

En la rata, el retraso de la ovulacién por 24 h, provocado por el bloqueo del sistema colinérgico a
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9 . MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa CliZ-V, mantenidas en condiciones controladas de
fluminacion (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h), con libre acceso al alimento (Purina, S.A,
México) y al agua. A todos los animales se les realizé el estudio del ciclo estral por medio de la
toma diaria de frotis vaginales; solo se ufilizaron aquellos animales que presentaron dos ciclos

consecutivos de cuatro dias de duracién,

9.1 Sacrificio de animales

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion. Se colecté la sangre del ronco, la cual se
dejo coagular a temperatura ambiente por 30 minutos y posteriormente se centrifugé a 3000 r.p.m.
durante 15 minutos. El suero fue separado y almacenado a -20°C para la posterior cuantificacion
de FSH, LH, 17p-estradiol y progesterona por medio de la técnica de radioinmunoensayo (RIA).
El cerebro fue disecado ¢ inmediatamente congelado con nifrégenc liquide. Con un
hipotalamémetro, se cortaron rebanadas coronales del cerebro de la rata con base en las
coordenadas A-7190 a A-6360, segun el atlas de Konig y Klippel (48) y con un sacabocados se
diseco POA-AHA (véase apéndice). El tejido cerebral se almacent a -70°C hasta la cuantificacion
de monoaminas y sus metabolitos por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). En los
grupos de animales sacrificados a las 11:00 6 17:00 h de! dia del estro esperado o a las 11:.00 h

del diestro-1 del ciclo siguiente, se disecaron las trompas para contar el nimero de ovocitos.
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9.2 Grupos experimentales

Alas 13:00 1 del dia del diestro-1, grupos de animales fueron inyectados con solucitn salina (500

pl de NaCl al 0.85%) o sulfato de atropina (100 mglkg de peso) por via subcutanea. Como grupos

de comparacion se utilizaron animales intactos sacrificados en fas mismas horas que los grupos de

animales tratados. Los grupos experimentales fueron los siguientes:

Dia del ciclo Grupos experimentales y horas de sacrifico
intactos solucion salina sulfato de atropina
diestro-1 13,14y 17 14y 17 14y 17
diestro-2 Ny17 Ny17 My17
proestro Ny17 Ny l17 My17
estro Hy17 ty17 My17
diestro-13% 1 1" 1

% del ciclo siguiente

9.3 Cuantificacion de monoaminas

La region de POA-AHA se peso en una balanza de precision al 0.1 mg, se suspendio en acida

perclorico (HCLO4= 150 i) af 0.1 N frio, se homogeneizo por ultrasonido y se centrifug a 12,500

r.p.m. durante 30 minutos a -4°C; 50 1 del sobrenadante se inyectaron al cromatografo de liquidos

para cuantificar la concentracion de noradrenalina, dopamina, serotonina y sus metabolitos como

se describe en el apéndice. El metaboiito cuantificado para noradrenalina fue el 4-hidroxi-3-

metoxifeniletilenglicol (MHPG), para dopamina el 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y para

serotonina el S-hidroxi-indolacético (5-HIAA) segiin la técnica propuesta por Hadfield y

colabaradores (37).

Las actividades neurales noradrenérgica, dopaminérgica y serofoninérgica se calcularon

conforme al criterio propuesto por Shannon (75) mediante la siguiente férmula:




| metabolito def neurotransmisor |

Actividad neuronal =
[ neurotransmisor |

8.4 Cuaniificacion de hormonas

La cuantificacion de FSH y LH se realizé por RIA; se utilizaron los anticuerpos rESH-1251-RP2 para
la cuantificacién de  FSH y  rLH-125-RP3 para el caso de la LH, por lo que los resultados se
expresaron como ng por ml. de suero (ng/mi). Para la cuantificacion de 17B-estradiol y
progesterona se utilizd un estuche comercial de la marca Coat-A-Count, 10s cuales constan de
tubos de polipropileno impregnados con anticuerpo de conejo, hormona marcada (Estradiol-12¢]
para estrogenos y Progesterona-125| para progesterona) y 7 calibradores para realizar la curva
patron con las siguientes concentraciones: Progesterona: 0, 0.1, 0.5, 2, 10, 20 y 40 ng/ml;
Estrogenos: 0.20, 50, 150, 500. 1800 y 3600 pg/ml. A cada tubo se le adicionaron 1 ml de la
harmona marcada, posteriormente las muestras se agitaron durante 1 minuto y se dejaron incubar
a temperatura ambiente durante 3 horas. A continuacion todos los tubos se decantaron y
finalmente, las muestras se analizaron por un contador de centelleo (véase apéndice). Los
resultados de la concentracion de 17B-estradiof fue expresada en picogramos por mi. de suero

(pg/ml) v la de progesterona en nonogramos por ml. de suero (ng/ml).

9.5 Analisis Estadistico

Los datos de 1a actividad neural de monoaminas y de ia concentracion de hormanas se analizaron
utilizando fa prueba de Analisis de Varianza Multiple (ANDEVA), seguida de 12 prueba de Tukey.
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Los datos de! numero de ovocitos por la prugba no paramétrica de Kruskal Wellis. La tasa
de animales ovulantes por la prueba de la probabilidad exacta de Fisher. Dade que se
compararon los resultados de dos grupos experimentales se ufilizé la prueba de +Student Se

aceptaron aquellas diferencias en las que la probabilidad fue < 0.05

10. RESULTADOS

10.1 Tasa de animales ovulanies

Todos los animales intactos sacrificados en la maftana del dia del estro ovufaron. Los
sacrificados a las 17:00 h, en seis de siete se observaron ovocitos en las rompas, es degcir,
solamente ovularon el 85%. La administracion de solucion salina no modificd este parametro
(Tabla-1).

Por ofro lado, s6lo un animal ovuld de los acho que fueron tratados con sulfato de
atropina, sacrificados a fas 11:00 h del estro, y en tres de once animales sacrificados a fas 17:00
h de este mismo dia se observaron ovocitos. En el grupo de animales tratados con ef farmaco y
sacrificados a las 11:00 h del diestro-1 del ciclo siguiente, cuatro de siete animales presentaban

ovocitos en 1as frompas (Tabla 1).

10.2 Nomero de ovocitos liberados

El namero promedio de ovocitos encontrados en las trempas de los animales intactos,
sacrificados a las 17:00 h del estro, fue menor con respecto en los animales sacrificados a las
11:00 h (7.3 £ 0.4 vs. 12.0 £ 0.6, p<0.01).
En los animales tratados con solucién salina sacrificados a las 11.00 h del estro, el
nimero promedio de ovocitos contados en la frompa fue menor con respecto al grupo de
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animales intactos sacrificados a fa misma hora y, semejante al grupo de animales intactos
sacrificados a las 17:00 h. No se encontraron ovocitos en los animales intactos o tratados con
solucion salina, sacrificados a 1as 11:00 h del diestro-1.

En el grupo de animales tratado con sulfato de atropina y sacrificados a las 11:00 h del
estro, el dnico animal que ovulo, liberd un ovacito. Los animales con este mismo tratamiento,
sacrificados a fas 17:00 h del estro y 11:00 b del diestra-1, tuvieron un namero similar de
ovocitos en la trompa uterina con respecto al grupo de animales intactos sacrificados en la

mafiana del estro (Tabla-1).

Tabla 1: Tasa de animales ovulantes y media + e.e.m. del numero de ovacitos liberados de
animales adultos sacrificados en el dia del estro y en la mafiana del diestro-1 del ciclo
siguiente, después de ser tratados con solucion salina o sulfato de afropina a las 13:00 h del
diestro-1.

% p < 0.05 vs grupo de animales intactos, sacrificados a la misma hora; < p <0.05vs grupo
con solucion salina, sacrificado a la misma hora; & p< 0.05 vs. grupo de animales con solucién
salina, sacrificados a fas 11:00 6 17:00 h del estro (prueba de Kruskall Wallis)
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10.3 Cornificacion vaginal

Los animales ovulantes de los grupos sin fratamiento o inyectados con solucion saiina
{sacrificados en el dia del estro esperado) presentaron cornificacion vaginal.

En el grupo de animales tratados con sulfato de atropina (sacrificados a tas 11:00 h del
estro), tres de ocho presentaron células cornificadas en el frotis vaginal y solo uno de ellos
ovuld. De los  animales sacrificados en la tarde del estro, fres de once presentaron estro
vaginal y los ocho restantes tuvieron células nucleadas, caracteristicas de un proestro;
mientras que los sacrificados en la mafiana del diestro-1, cuatro de siste presentaran
cornificacion vaginal, ofro células nucleadas y los dos animales restantes tuvieron un frotis

caracterfstico de diestro, por ia presencia de leucocitos (Figura 2}.
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% p<0.001 vs. Safina; prueba de Fisher

Figura 2: Porcentaje de cornificacion vaginai en animales adultos intactos, tratados con solucion
salina o sulfato de atropina, sacrificados a las 11:00 o 17:00 h del estro esperado y a las 11.00 h
del diestro-1 def ciclo siguiente.
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10 . 4 Variaciones de la concentracién plasmatica de 173-estradiol y de progesterona
durante el ciclo estral de /a rata adulta

En o animal intacto, Ja concentracion plasmatica de 17p-estradiol es minima en diestro-1,
comienza a incrementarse en la maftana del diestro-2 y alcanza su maxima concentracion
plasmatica en fa mafiana def proestro {11:00 h). La concentracion plasmatica de progesterona
presenta dos “picos” durante el ciclo estral: uno ocurre en la tarde del diestro-1 {17:00 h) y el

ofro en la tarde del proestro {Figura 3).
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Figura 3: Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de 17p-estradiol y de progesterona
durante el ciclo estral de la rata adulta intacta.
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10.5 Variaciones de la concentracién plasmatica de la hormona foliculo estimulante

{(FSH) y de 1a hormona luteinizante (LH) durante el ciclo estral de larata adulta

En animales intactos las concentraciones plasmaéticas de ta FSH y fa LH son bajas durante los
dias de estro, diestro-1 y diestro-2; a las 17:00 h del proestro se presentan las méximas
concentraciones para ambas hormonas. La concentracion plasmatica de la LH retorna a sus
valores bajos en la mafiana del estro, en cambio la concentracion plasmatica de la FSH se

mantiene alta hasta la manana del diesfro-1 (Figura 4).
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Figura 4: Media & e.em. de la concentracion plasmética de la hormona foliculo estimulante
(FSH) y luteinizante (LH) durante el ciclo estrai de la rata adulta intacta.
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10.6 FEfecto del blogueo del sisterna colinérgico por la inyeccion de sulfato de atropina a
las 13:00 h del diestro-1, sobre la concentraciones plasmaticas de gonadofropinas y

hormonas ovaricas

La inyeccion de solucion salina no modificd la concentracion piasméatica de 17B-estradiol, de
progesterona y de la LH con respecto en fos animales intactos; pero retrasé hasta la mafiana
del dia del estro el “pica” de FSH que en el animal intacto ocurre en fa tarde del proestro.

Una hora después de la inyeccion de sulfato de abopina, se incrementd la
concentracién piasmatica de 17p-estradiol (Figura 5) y de progesterona (Figura 6) y no se
modificd la concentracién pEasm.ética de LH (Figura 7) y FSH (Figura 8) con respecto a los
animales inyectados con solucion salina. La inyeccion del farmaco bloqueé el “pico” de 175~
estradiol que normalmente ocurre en ta mafiana del proestro y 1o retrasd por 30 horas; es decr,
éste se observo hasta la tarde del estro (Figura 5).

Por otro lado, la inyeccién de sulfato de afropina disminuyé la concentracion plasmatica
de progesterona en la tarde del dia diestro-2 y del proestro (Figura 6).

El “pico” en la concentracion plasmética de la LH que normalmente ocurre en la tarde
del proestro fue bloqueado y éste se refrasd por 24 horas; es decir, se presentd hasta la tarde
del estro (Figura 7).

Lainyeccion del sulfato de atropina bloqued el “pice” en la concentracion plasméatica de
la FSH y lo retrasé por 24 horas; es decir, éste se presenté hasta la tarde del estro,
concentraciones que permanecen altas hasta la mafiana del diestro-1 (Figura 8).
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Figura 5: Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de 17B-estradiol de ratas adultas
intactas, tratadas con solucién salina o sulfato de atropina a las 13:00 h del diestro-1.
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Figura 6: Media + e.e.m. de la concentracion plasmatica de progesterona en animales adultos
intactos, tratados con solucion salina o sulfato de atropina a las 13:00 h del diestro-1.
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Figura 7: Media + e.em. de la concentracién plasmética de hormona luteinizante (LH) en animales
adultos intactos, tratados con solucién salina o suifato de atropina alas 13:00 h del diestro-1.
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Figura 8: Media £ e.e.m, de la concentracion plasmatica de la hormona foliculo estimulante {FSH) en
animales adultos intactos, tratados con solucion salina o sulfato de atropina aas 13:00 h del diestro-1.
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10 . 7 Variaciones de la actividad neural monoaminérgica en POA-AHA durante el ciclo

estral de |a rata adulta intacta

La actividad neural noradrenérgica en POA-AHA es maxima en la tarde del diestro-2, disminuye
hasta la tarde del proestro y permanece sin cambios durante los otros dias del ciclo estral. La
actividad neural dopaminérgica en POA-AHA es maxima a las 13:00 h del diestro-1y es minima
a las 11:00 h del proestro. La actividad neural serotoninérgica en POA-AHA presenta dos
maximos, uno se observa en la tarde del diestro-2 (17:00 h) y el ofro, aunque de menor

intensidad, en la tarde del proestro (Figura 8).
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Figura 9: Variaciones de la actividad neural noradrenérgica (act NA), dopamineérgica (act DA} y
serotoninérgica (act 5-HT) en POA-AHA, en la mafiana y en la tarde de los diferentes dias del
ciclo estral.
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10.8 Efecto del bloqueo del sistema colinérgico por la inyeccion de sulfato de atropina a
lag 13:00 h del diestro-1, sobre la actividad neural monoaminérgica de POA-AHA durante el

ciclo estral

La actividad neural noradrenérgica que se presenta en un animal intacto en la tarde del diestro-
2 y en la maiana del proestro fue bloqueada tanto por la administracién de solucion salina

como de sulfato de atropina {Figura 10).
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Figura 10: Variaciones en la actividad noradrenérgica en POA-AHA de animales intactos,
tratados con solucion salina o sulfato de atropina alas 13:00 h del diestro-1.
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La actividad neural dopaminérgica aumentd una hora después de inyectar la solucion
salina; después de esto, la actividad en los dias subsecuentes fue semejante 2 la observada en
¢l animal intacto, pero en la mafiana del diestro-1 del ciclo siguiente se observd ofro “pico” de
actividad dopaminérgica.

Al igual que la inyeccién de solucién salina, el sulfato de atropina incrementt la
actividad neural dopaminérgica una hora después de haber sido administrado; veintiin horas
después, la actividad neural dopaminérgica aumentd en la maifiana del diestro-2.

Et “pico” de actividad neural dopaminérgica observado en la mafiana det diestro-1 del
ciclo siguiente, en los animales tratados con solucion saina, disminuyd en los inyectados con

sulfato de atropina (Figura 11}.
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Figura +1: Variaciones en la actividad neural dopaminérgica en POA-AHA de animales intactos,
tratados con solucion salina o sulfato de atropina alas 13:00 h del diestro-1.
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La actividad de la neurona serotoninérgica aumento cuatro horas después de inyectar
solucion salina y, el “pico” de actividad que ocurre en un animal intacto en la tarde del diestro-
2, fue bloqueada por este mismo tratamiento.

La inyeccion de sulfato de atropina incremento la actividad neural serotoninérgica una
hora después de haber sido administrado; después de este efecto no se observaron

modificaciones en la actividad de dicha neurona (Figura 12).
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Figura 12: Variaciones de la actividad neursl serotoninérgica en POA-AHA de animales intactos,
tratados con solucién salina o sulfato de atropina a las 13:00 h del diestro-1.
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10 .9 Diferencias entre los animales ovulantes y no-ovulantes, con bloqueo dei sistema
colinérgico por la inyeccion de sulfato de atropina sacrificados a las 17:00 h del estro

esperado

En los animales fratados con sulfato de atropina que no ovularon, las concentraciones
plasmaticas de 17p-estradiol, progesterona y de LH, asi como la actvidad neural
dopaminérgica en POA-AHA fueron  significativamente mayores con respecto a los animales
que si lo hicieron; en cambio, la actividad neuronal noradrenérgica en POA-AHA  fue menor
{Tabla 2.

10. 10 Diferencias entre los animales ovulantes y no-ovulantes, con bloqueo del sistema
colinérgico por la inyeccion de sulfato de atropina sacrificados a las 11:00 h del diestro-1

del ciclo siguiente
En los animales que no ovularon en la mafiana del diestro-1 del ciclo siguiente, que fueron

inyectados con sulfato de atropina, la concentracion de la progesterona fue mayor con respecto

a los animales con el mismo tratamiento pero que ovularon (Tabla 3).
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11. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de este estudio nos permiten sugerir que en POA-AHA el sistema colinérgico
mantiene una vinculacion funcional de tipo inhibitoria con el sistema dopaminérgico y el
serotoninérgico; ya que el bloqueo de los receptores muscarinicos por la inyeccion de sulfato
de atropina a fas 13:00 h del dia del diestro-1 incrementd la actividad de ambas neuronas. De
manera similar, el sistema colinérgico regula la secrecién de 17B-estradiol y de progesterona
por ef ovario, ya que el bloqueo del sistema colinérgico a las 13:00 h del dia del diesfro-1
incremento la concentracion plasmatica de estas hormonas una hora después de inyectar el

sulfato de atropina.
El incremenito en la actividad de la neurona dopaminérgica en POA-AHA en la mafiana

del diestro-2, en los animales fratados con sulfato de atropina, podrfa ser causado por el
aumento en la concentracion plasmatica del 17B-estradiol a la hora de haberse inyectado el
farmaco. A su vez, este incremento en la actividad neural dopaminérgica en la mafiana del
diestro-2 pareceria ser e} responsable de! bloqueo de los “picos’ preovulatorios del 178-
estradiol, FSH, LH y progesterona en el dia del proestro y su refraso hasta el dia del estro.

Con base en nuestros resultados sugerimos que en condiciones normales durante el dia
del diestro-1, fa activacion de la sefial colinérgica tendria un papel de tipo inhibitorio sobre la
secrecion de 17p-estradiol y de progesterona por el ovario y sobre la actividad de la neurona
dopaminérgica en POA-AHA; ya que una hora después de inyectar el sulfato de atropina
aumentaron las concentraciones plasmaticas de estas hormonas y la actividad neural
dopaminérgica de POA-AHA.

En el ovario de la rata, la mayoria de la acetilcolinesterasa (enzima que degrada
acelilcolina) se ha detectado en nervios adrenérgicos, ya que la simpatectomia del ovario con
6-hidroxitriptamina, elimina la mayoria de los nervios que captan acefilcolinesterasa (6). La

vagotomia abdominal modifica el ciclo estral del raton (40).



Dado que en la rata, fos cambios citoldgicos de! epitslio de la vagina dependen de las
concentraciones plasmaticas de estrogenos (58), es posibie pensar que el sistema colinérgico
en el ovario regule la secrecion de hormonas esteroides.

Se ha mostrado por medio de estudios i wiro con células de Leydig, que la
administracion de farmacos colinomiméticos (como la acetilcolina, el carbacol o la nicotina)
disminuyen la secrecion basal de testosterona o aquella inducida por hCG; la utilizacién de
hexametonium (antagonista nicotinico) o de atropina reducen dicho efecto (29). Con base en
los resultados antes citados {29) y los observados en esta tesis, se apoyaria la idea de que la
inervacion colinérgica de la gonada regularia de manera inhibitoria la secrecion de las
hormonas esteroides.

Dado que ia actividad de la neurona dopaminérgica aumenté una hora después de
inyectar el sulfato de atropina, podrfamos sugerir que en POA-AHA existe una vinculacion
funcional entre las neuronas colinérgicas y las dopaminérgicas. En la rata macho se mostré que
la inyeccion de tartrato de nicotina una hora antes del sacrificio, inhibe la tasa de recambio de
noradrenalina y dopamina en la capa subependimal de la eminencia media, en la region
periventricular posterior y anterior del hipotalamo, asociado a este efecto se observé aumento
en la concentracion plasmatica de LH (3).

Especificamente para la region de POA-AHA no se ha mostrado la existencia de
sinapsis entre neuronas colinérgicas y dopaminérgicas. Sin embargo, no se puede descartar
esta hipétesis, ya que dicha vincutacién ultraestructural se ha sugerido en el cuerpo estriado, al
mostrar que la liberacién tonica de acetilcolina en esta zona cergbral disminuye al estimufar los
receptores dopaminérgicos-D2 en la substancia nigra (19). Estudios i7 wle indican que la
liberacion de dopamina en el estriado es estimulada por receptores muscarinicos-M1
localizados en la terminal dopaminérgica estriatal {52, 88).

Es posible que también exista una vinculacion funcional enfre el sistema colinérgico y el

serotoninérgico en POA-AHA, ya que esta se ha descrito en la corteza (70). Sin embargo, el
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aumento de 1a actividad neural serotoninérgica en POA-AHA una hora después de inyectar el
sulfato de alropina en el dia del diestro-1, no pareceria estar relacionade con el bloqueo de la
ovulacion en el dia del estro esperado, ya que pasado este efecto, la actividad de la neurona
serotoninérgica es semejante a fa de! animal intacto o al inyectado con solucion salina.

E| aumento inmediato y transitorio de la actividad neural dopaminérgica por el bloqueo
del sistema colfinérgico en la tarde del diestro-1, parece estar relacionado con el retraso de la
ovulacion en el dia del estro. Dominguez y colaboradores (18), mostraron que fa inyeccion
subcutanea de haloperidol (antagonista dopaminérgico) a las 13:00 h del dia del diestro-1,
bloquea la secrecion preovulatoria de FSH y de LH en la tarde del proestro, asi como la
ovulacian en el dia del estro esperado.

Ei “pico” de la actividad neural dopaminérgica en POA-AHA que se cbserva en la
mafiana del diestro-2 de log animales con bloqueo del sistema colinérgico, podria explicarse
por ¢l incremento en la concentracion plasmatica de las hormonas esteroides (17B-estradiol y
progesterona), es decir, como un efecto estimutante de la actividad dopaminérgica en POA-
AHA. al menos durante este dia del ciclo estral {Figura 13); ya que los resultados de la literatura
confirman que durante el dia del proestro, la actividad neural dopaminérgica de POAm
disminuye al tiempo en que ocurre el "pico” de estrogenos {49) o por el tratamiento con
benzoato de estradiol en ratas ovariectomizadas (1, 39, 71) .

Se ha sugerido que la faita de sensibilidad del hipotalamo al efecto inhibitorio de los
estrogenos sobre la secrecion de la LH (resuftado det “pico” en fa concentracion plasmaética de
estrogenos), involucra la inhibicion de la acfividad neural dopaminérgica de POAm; ya que €l
implante de pimozide en esta zona hipotalamica de ratas ovariectomizadas fratadas con
estradiol, incrementa la concentracion plasmatica de la LH, mientras que el implante de
apomorfina la disminuye (16). Resultados semejantes se observaron al perfundir fragmentos de
hipotalamo medio basal e hipofisis de ratas hembras sacrificadas a las 08:00 h del dia def
diestro-1, con dopamina disminuye la concentracién de LH en el liquido de perfusion; la adicion
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de haloperidol restablece la concentracion de LH. Cuando solo se colocan en el sistema
fragmentos de hipotslamo medio basal y se adiciona dopamina al medio, disminuye la
concentracion de GnRH (82).

Los resultados de esta tesis muestran que en la rata hembra adulta, intacta y ciclica, la
maxima actividad de la neurona dopaminérgica en POA-AHA durante el ciclo estral, se observa
alas 13:00 h del dia del diesiro-1. Estos resultados llevan a pensar que el “pico” de actividad
neural dopaminérgica que ocurre en POA-AHA a las 13:00 h del diestro-1, seria una de las
sefiales hipotalamicas que inician la “cascada” de eventos neuroenddcrinos que culminan con
la ovulacion en el dia del estro, como se ha sugerido previamente (18).

Dacke y colaboradores (16) mostraron que el implante de apomorfina desde la mafiana
del diestro-1 hasta la mafiana del diestro-2, en el area predptica medial (POAm), retrasa la
ovulacién hasta por quince dias, pero el nimero de ovocitos es normal. Con base en estos
resultados, los autores sugieren que para que ocurra un desarrollo folicular normal, es
necesario inkibic la actividad dopaminérgica de POAm. Esta sugerencia pareceria
contraponerse a la que surge de los resultados de esta tesis, sin embargo, es necesario
considerar que en el experimento de Décke y colaberadores (16), la sefial dopaminérgica se
mantiene por 24 h; en cambio, en condiciones naturales (animal intacto), sélo ocurre un pulso
de actividad al medio dia del diestro-1. Si se presenta otro “pico” de actividad neural
dopaminérgica en el dia del diestro-2 (como ocurre en los animales inyectados con sulfato de
atropina), la ovulacion se refrasa entre 14y 24 h.

El aumento inmediato de la concentracion plasmatica de progesterona en los animales
con blogueo del sistema colinérgico en el dia del diestro-1, podria ser ofro de los factores
responsables del desplazamiento (por veinticuatro horas) de la “cascada® de eventos
neuroendocrinos que cukminan con la ovulacion en la mafiana del diestro-1 del ciclo siguiente;

ya que en ratas con ciclos de cuatro dias de duracion, la inyeccion subcutanea de progesterona
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en el dia def diestro-1 retrasa la ovulacion por veinticuatro horas; es decir, los animales ovulan
en la mafiana del diestro-1 del ciclo siguiente (28).

En los animales tratados con sulfato de afropina, la presencia de células cornificadas en
el frotis vaginal (tipicas de un estro) esta refrasada; es decir, en el dia de! estro esperado el
frotis vaginal correspande al del proestro y el del dia del diestro-1 del ciclo siguiente al def esfro.

Otra aportacion de este estudio es la referente a la actividad de la neurona
noradrenérgica en POA-AHA durante el ciclo estral. En un animal intacto, la actividad neural
noradrenérgica comienza a aumentar desde las 11:00 b del diestro-2, alcanza su valor maximo
a las 17:00 h de este dia, a parfir de este momento dicha acfividad comienza a disminuir y
reforna a sus valores inicidles a las 17:00 h del proestro. Es importante sefialar que la
concentracion plasmatica de 178-estradiol comienza a aumentar a las 11:00 h del diestro-2,
alcanza Su maximo a las 11:00 h def proestro y retorna a sus concentraciones iniciales hasta la
tarde de este dia. Estos hechos favorecen la hipotesis de que los estrogenos estimulan Ia
acividad de las neuronas noradrenérgicas, 1as que a su vez inducen la secrecion de GonRH
(49). La adicion de estradiol al medio donde se incuba el hipotiamo medio basal de ratas
sacrificadas en diestro-2, provoca liberacion de noradrenaling, dopamina, histamina y GnRH
(61). En la rata ovariectomizada, la liberacion basal de noradrenalina por el hipotélamo
ventromedial, aumenta al inyectar a la rata benzoato de estradiol (85). En la rata, un estimulo
estresante activa el eje hipofisis-adrenal, lo que resuita en el aumento de la concentracion
plasmatica de corticosterona (35). Dado que no podemos descartar que exista una vinculacion
funcional entre las neuronas colinérgicas y las noradrenérgicas en POA-AHA, esta vinculacion
funcional durante el diestro-1 no pareceria estar asociada a las senales hipotalamicas que
desencadenan la “cascada” de eventos neuroendécrinos que culminan con la ovulacion; ya que
ain cuando con ambos tratamientos (inyeccion de solucion salina o sulfato de atropina) el
“vico” de actividad neural noradrenérgica de la tarde del diestro-2 fue inhibido, un grupo de
animales si ovuld y el afro no. Es probable que este efecto inhibitorio se asocie al estres, ya que
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se ha mostrado que sinaptosomas del septum y estriado coincubadas con un glucocorticoide
sintético, inhibe !a tasa de recambio de noradrenalina (35).

En un estudio realizado por Dominguez y colaboradores (18), muestran que Ia inyeccion
de propanolol (antagonista B-adrenérgico) a las 13:00 h de cada uno de los dias del ciclo estral
no modifica la secrecion preovuiatoria de las gonadotropinas ni la ovulacién. En cambio, la
inyeccion de haloperidol bloqued la secrecion preovulatoria de FSH y de LH que ocurre en el
proestro. Ademas, el haloperidol tiene sus mayores efectos sobre la ovulacion en los animales
tratados en el dia del diestro-1. Estos resultados apoyan la idea de que el sistema neuronal
dopaminérgico y no el sistema neuronal noradrenérgico estimularia la secrecién de las
gonadotropinas y la ovutacion.

El hecho de que en la mafiana del estro esperado los animales inyectados con solucion
salina ovularon un menor nimero de ovocitos que los animales intactos, podria ser resultado de
que en estos animales, el “pico” de FSH no haya ocurrido en la tarde del proestro sinoen la
mafiana del estro, por lo tanto, esta alteracion en el iempo de secrecion y en concentracion de
la FSH y de la LH retrasaron el crecimiento folicutar y el nimero de ovocitos liberados en estos
animales.

£l grupo de animales tratados con solucion salina y sacrificados en la tarde del dia del
estro esperado ovularon un niimero similar de ovocitos que los animales intactos sacrificados a
la misma hora. Sin embargo, a las 17:00 h de este dia, en el grupo de animales intactos y e
grupo de animales tratados con solucion salina el nimero promedio de ovocitos liberados es
menor con respecto al grupo de animales intactos sacrificados en la mafiana del estro. Esta
diferencia parece ser resultado de! paso de los ovocitos hacia el ttero y no debido a un refraso
de! crecimiento folicutar, ya que no se cbservaron alteraciones hormonales en estas grupos
experimentales.

Es importante hacer notar que al parecer existe variacion individual en cuanto al tiempo
de accion del farmaco sobre los mecanismos neuroendderinos que culminan con la ovulacion;
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ya que en el grupo de ratas tratadas con el sulfato de atropina sacrificadas en la tarde del estro
esperado y que no ovularon, Ta conceniracion plasmatica de la LH, de las hormonas ovaricas y
la actividad de las neuronas dopaminérgicas fue mayor con respecto a los animales ovulantes.
Estos resultados nos permiten plantear que en los animales no ovulantes la secrecion
preovulatoria de 17B-estradiol y de LH estaba ocurriendo al momento de su sacrificio, eventos
que ocurren, respectivamente, en la mafiana y en fa farde dei dia del proestro.

£n cambio, en & grupo de ratas sacrificadas en la mafiana del diestro-1 no se
observaron diferencias en la concentracion de las gonadotropinas, de 17[-estradiol y en la
actividad de las neuronas monoaminérgicas entre animales que no ovularon y aquellos que si lo
hicieron, excepto en la concentracion de progesterona, fo que lleva a pensar que en el grupo de
animales que no ovularon o hicieron quizé en la tarde del dia anterior.

En un animal inyectado con sulfato de atropina en el dia del diestro-1, la ovulacion
puede ocurrir desde la tarde del estro esperado a la mafiana del diestro-1 del ciclo siguiente.

Finalmente, los resultados de esta tesis y los obtenidos por otros investigadores nos
llevan a considerar que en el dia del diestro-1, la terminal colinérgica aferente a POA-AHA
reguia de manera inhibitoria la actividad de la neurona dopaminérgica que se encuentran en
dicha area. A su vez, la dopamina estimularia la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas
y la ovulacion (Figura 14). En el ovario, la inervacion colinérgica regularia de forma inhibitoria la

secrecion de 17p-estradiol y de progesterona.
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Figura 13: Representacion de los eventos neuroendécrinos que participan en 1a regulacion
de 1a ovulacion en el animal intacto (panel A) o en el inyectado con solucion salina (panel
B) o sulfato de atropina (panel C) a las 13:00 h dei diestro 1. ‘
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12. CONCLUSIONES

El efecto inmediato del bloqueo de los receptores muscarinicos a las 13:00 h del dia del
diestro-1, incrementa la actividad de Ia neurona dopaminérgica en POA-AHA Y la concentracion

plasmética de 173-estradiol y progesterona.

En un animal intacto en el dia del diestro-1, los receptores muscarinicos regulan de manera
inhibiforia Ya actividad de la neurcna dopamiérgica de POA-AHA, asi como la secrecion de

hormonas esteroides por el ovatio.

El “pico” de actividad dopaminérgica en POA-AHA que ocurre en el animal intacto a las 13:00 h
del dia del diestro-1, parece ser una de las sefiales hipotaldmicas que inician la “cascada’ de

eventos neuroendderinos que culminan con la ovulacion.

El refraso de la ovulacion por 24 h en los animales con bioqueo del sistema colinérgico a las
13:00 h del dia del diestro-1, resultar de los siguientes eventos que ocurren en la siguiente

sacuencia:
= incremento en fa concentracion plasmatica de las hormonas esteroides en fa tarde del
diestro-1,
= aumento en la actividad neural dopaminérgica de POA-AHA en la mafiana del diestro-2,
o desplazamiento del “pico” de 1783-estradiol a la tarde del estro
» desplazamiento del “pico” de la FSH y 1a LH ala tarde del estro

» ovulacidn en la mafiana del diestro-1 del ciclo siguiente.

Los eventos neuroendacrinos que culminan con la ovulacion en los animales con blogueo de

los receptares muscarinicos estan desfasados por veinticuatro horas.
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14 . APENDICE
14 .1 Obtencién de muestras de tejido cerebral

El cerebro fue disecado y colocado en solucion salina helada (0°C) e inmediatamente después
congelado con nitrogeno liquido. Con un hipotalamémetro, se cortaron rebanadas coronales que
abarcaron a POA-AHA considerando las coordenadas A-7190 a A-6360 segun el allas de cerebro
de rata de Konig y Klippel (48) y con un sacabocados se extrajo el &rea de estudio (Esquema A).

pom = predptico medial

A 7199“

ha = hipotdlame anterior

A 63(94
-a [ ] 1 [y 3 4 3 ] ] L]

Esquema A: Localizacion del area preodptica-hipotalamica anterior {sefialado por flechas) en
un corte coronal del cerebro de rata (Tomado de Kéning y Klippel, {48]).
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14 . 2 Cuantificacion de monoaminas

14.2 .1 Preparacion de [as muestras

Et tejido cerebral fue pesado en una balanza electrnica con una precision de 0.1 mg, dentro de un
tubo eppendorf de 0.5 ml y posteriormente suspendidas en 150 i de &cido perclorico (HCLOw=0.1
N). El tejido cerebral fue homogenizado por sonicacion en frio durante 5 segundos y se centrifugo
a 12,500 r.p.m. a -4°C durante 30 minutos. Del sobrenadante se tomaron 50 pl para su analisis al

cromatografo de liguidos.

14 .2.2 Fase mbvil

Se empled agua altamente purificada (> 10 M£Q, con un equipo Millipore RG) para elaborar un
puffer de citratos (Cifrato de sodio, Merck-México) 0.1 MpH=3 al que se le adiciond 200 mgflt de
acido sulfonico 1-octano sal acido (SOS) usado como detergente. Una vez preparado el buffer, fue
filtrado a vacio a través de una membrana con tamafio de poro de 0.22 pm (Millipore Bedford, MA;
USA). Posteriormente la solucion fue gasificada con helio y finalmente se degaseada a vacio
durante 30 minutos. Se le adicionaron las siguientes cantidades de los solventes organicos:
acetonitrilo (ACN= 20 ml), tetrahidrofurano {THF= 15 mi). La fase fue bombeada al sistema de
HPLC con un flujo de 1.2 mlimin.

14 .2 .3 Equipo HPLC

Se empled un equipo Perkin-Eimer el cual contd con una homba isocratica digital (L-250 modelo

Perkin-Elmer), un detector amperométrico (modelo L4-C4, Bioanalytical System-BAS Inc) acoplado
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a un electrodo electroguimico denominado electrodo de frabajo, hecho de carbon vidriado al que
se le aplico un potencial de 0.85 V contra un electrodo de referencia de Ag/AgCH, siendo la
ganancia del detector de 5.0 nA. Se utilizd una columna C-18 de 250 mm de largo por 4.6 mm de
diametro (Perkin-Elmer) con particulas “Pecosil” de relleno de 10 um de diametro. Las muesfras
se introdujeron en el inyector (Rheodyne modelo 7425) con un loop de 20 . Los datos fueron

procesados por un integrador (modelo 1020, Perkin-Elmer) (Esquema B).

Esquema B: Cromatdgrafo de liquidos empleado en este estudio. {A) Integrador, (B) inyector,
(C) Detector y (D) Bomba.
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14 .2 .4 Preparacion de estandares

Solucion A se pesaron entre 3 y 5 mg de los siguientes farmacos: NA {(-)-Arterenol base libre),
MHPG (&-hidroxy-3-metoxyfenii giycol), DA (3-hidroxy tiramine hidrochloride), DOPAC (34-
dihidroxy-phenilacetic acid), 5-HT (S-hidroxytriptamine) y 5-HIAA (5-hidroxyindole-3-acetic acid),
los que fueron diluidos por separado en 4cido perclorico 0.1 N en el doble de volumen. Solucién B:
se tomaron 50 pl de cada uno de los estdndares y se aforaron en 10 mi de acido perclorico?,
Solucién C: se tomaron 50 il de 1a solucion B y se llevaron a 1200 i {estandar de 2 ng). Solucion
D: se tomaron 500 il de 1a solucién C y se llevaron a 1000 wl (estandar de 1 ng). Solucion E: se

tomaron 250 1! de solugion C y se llevaron a 1000 i (esténdar de 0.5 ng) {Esquema C).

14 .2 .5 Calibracion def equipo

El integrador fue calibrado por el método externo, usando tres concentraciones diferentes (2, 1y
0.5 ng). B! factor de correfacion fue aproximadamente de 09995 para cada uno de los
compuestos. La sensibilidad del aparato para cada estandar fue 0.05 ng (Esquema D).

14 .2 .6 Factor de dilucion

La concentracion tisular de los neurotransmisores y sus metabolitos se calcularon multiplicando el
valcr obtenido directamente del cromatograma por el volumen total en que se diluyé la muestra

(150 W), el resultado se dividio entre el volumen de la inysccion (20 pl) y por Gitimo, se dividio

1La sojucion A o solucion madre se prepara mensualmente y se mantiene a -70°C.
? L solucién B se prepara en el dia en el que se cuantifican por HPLC las monoaminas y sus
metabolitos de un lote de muestras.
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entre ef peso de la muestra. La concentracion para cada neurotransmisor y cada metabolito se

exprest en ngimg de tejido.

File System Gisploy Uptions ViEd
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Esquema C: Cromatograma de un estandar con una concentracion de 1 ng, donde aparecen
los tiempos de retencién para cada neurotransmisor ¥ cada metabolito.
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Esquema D: Curva de calibracion del método estandar externo, utilizando una regresion fineal
que muestra los tres puntos de concentracion diferente (0.5, 1y 2 ng) para el neurotransmisor

noradrenalina.



14 .3 Cuantificacién de las hormonas FSH, LH, estrégenos y progesterona

14.3.1 Toma de muestras

Del suero obtenido de la sangre de cada animal, se tomaron 100 wl y se colocaron en el fubo

donde se realizd el analisis.

14.3.2 Anticuerpos

El anticuerpa que se empled en e analisis de hormonas hipofisiarias y esteroides es obtenido del

suerc de conejo, del tipo RP2.

14 .3 .3 Hormonas Marcadas

Las hormonas FSH, LH, estradiol y progesterona fueron marcadas con el radioisotopo 28],

14 .3 .4 Preparacion de muestras

A 100 1l de suero (por duplicado para cada animal), se le afiadieron 100 1! de anticuerpo de
suero de borego para FSH y para LH; se incubaron a temperatura ambiente por 24 horas; s
adicionaron 100 i del segundo anticuerpo obtenido det suero normal de conejo y se agitaron 1
minuto. A continuacion todos los tubos fueran centrifugados a 3000 rp.m. a -4°C, decantados ¥

secados hasta medio tubo. Finalmente las muestras se analizaron en el contador de centelleo.
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14 .3 .5 Preparacion de estandares

= FSH (fFSH-RP2) y LH (rLH-RP2):

solucion A= rFSH 6 rLH - RP2 en una concentracion de 100 ng/1000 pl.

solucion B= 100 i de solucién A +900 pf PBS-GEL? dando una concentracion de 10 ng/1000 pd
Curva patron para FSH: A=0.1, B=0.25, C=0.5, D=1, E=2, F=4, G=6y H=8 ng.

Curva patron para LH: A=0.05, B=0.1, C=0.25, D=0.5, E=1, F=2, G=4 y H=6.

—Estradiol y Progesterona:

Ei estuche comercial que se utilizé en ambos andlisis contiene 7 calibradores con diferente
concentracion: Progesterona: calibrador A=0, B=0.1, C=0.5, D=2, E=10, F=20 y G=40 ng/ml.
Estrogenos; calibrador A=0, B=20, C=50, D=150, E=500, F=1800 y G=2600 pg/mi.

14 .3 .6 Equipo de Centelleo

Packard modelo Cobra Auto-Gamma 5005, con un detector de 1.5 pulgadas que consta de talio
activado y cristales de sodio yodado. Cada cristal estd acoplado opticamente a un fubo
fotomultiple {5 pozos de conteo). El intervalo de energia para el radioisotopo 1281 es de 15-75 keV,
la eficiencia es del 74%,1 resolucion mayor del 34% y “background” mayor de 30 cuentas por
minuto (CPM) (Esquema E).

2 Gel + buffer de fosfatos {medio de sosten).
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Esguema E: Contador de centelleo liquido empleado en este estudio. (1) Integrador y monitor,
(2) Pozos de deteccion, {3) Localizacién de los detectores, (4) Ducto hacia los pozos, (9)
Riel del cassette y (6) Conexion para la impresora.

14,3 .7 Calibracion del equipo
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Se ulilizé una curva de calibracion semilogaritmica con un factor de correlacion de 0.995.
La sensibilidad del equipo fue de 2 pg. E! resultado obtenido de las [eéturas en cuentas por minuto
(CPM) de cada muestra fueron recaiculados y expresados en ng/mi para ia FSH, LH vy
progesterona. Para el caso del estradiol las concentraciones obtenidas en el suero se expresaron

en pg/ml (Esquema F).

27 Jan 97 09:96 rackard Instrument Company
Protocol # : 3 pa
WARNING: CURRENT CURVE FAILS TEMPLATE CRITERIA
Agsay Type ! RIA CPM BOUND
(X 10060)

aad
131

crM
(NP J
2 jonn MO 40 0

sTD # CPM BEFINED DOSE Lt B/F CALC. DDSE % DIFF
2 13112 0.10000 0.16587 65.87
3 10590 0.50000 0.34182 -31.64
4 £604 2.00000 0.31494 -34.25
5 3141 10.00000 9.02056 -9.79
6 2200 20.00000 21.00455 5.02
7 1432 40.00000 G6.63426 41.59
Curve fit LOGIT Transformy LOG Transform ¥ © LOGIT
Corr Cocl’ C0YsTH Stope 1 G54
Det Limit C N Para Coef - 00757
% NSBTotal . %aReffMotal 39 310
ED20 - P32 ED A OFF CURVE EDRO - OFF CURVE
Y%bigma Sid. - 24211
Intereept -1 2567

Esquema F: Curva de calibracion para progesterona donde se muestran las lecturas en
cuentas por minuto (CPM) de las concentraciones de cada uno de los calibradores.
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