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RESUMEN

Los mecanismos neuroendocrinos que culminan con la ovulacién reciben e
integran informacion de tipo neural y endocrina, que se traducen en el evento
fisiolégico final que es la ovulacion. En el hipotalamo, especificamente en las areas
preoptica e hipotalamica anterior (POA-AHA) se localizan las neuronas que secretan el
decapéptido GnRH (Hormona Reguladora de las Gonadotropinas), el cual al actuar
sobre la hipofisis, estimula la secrecion de gonadotropinas; estas a su vez al unirse a
sus receptores en el ovario, estimulan la sintesis de hormonas esteroides y la ovulacion.

El hipotdlamo regula de manera asimétrica la secrecion de FSH (Hormona
Foliculo Estimulante) y la hipertrofia compensadora del ovario in situ de ratas
hemiovariectomizadas, sintetiza mas GnRH y expresa mas ARNm para la GnRH del
lado derecho que del izquierdo. Ademas, la regulacion de la secrecion de la GnRH por
el sistema colinérgico de POA-AHA es asimétrica y varia durante el ciclo estral de la
rata.

El proposito de esta tesis fue estudiar si los receptores muscarinicos M, del lado
izquierdo o derecho de POA-AHA regulan de manera asimétrica la ovulacion
espontanea de la rata adulta, y si la funcion de estos receptores cambia durante el ciclo
estral.

Se utilizaron ratas hembras adultas, ciclicas de la cepa CII-ZV, mantenidas en
condiciones controladas de luz/obscuridad (luces de 05:00 a 19:00 h) y libre acceso al
agua y al alimento. A las 12:30 horas de cada etapa del ciclo estral, grupos de ocho a
diez ratas fueron inyectadas con pentobarbital sédico por via intraperitoneal (25 mg/kg
peso). Una vez anestesiadas las ratas se colocaron en un aparato estereotaxico para
introducir una aguja hacia POA-AHA e inyectar solucién salina al 0.9% (1uL durante un
minuto: grupo control) 6 metoctramina (MTC: 10 6 20 pg. disueltos en 1uL durante un
minuto) en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA entre las 13:00 y 14:00 horas. Un
grupo de ratas sin tratamiento fueron utilizadas como grupo absoluto de comparacion
(intactas). Todos los animales tratados fueron sacrificados en el dia del estro esperado,
mientras que grupo de animales intactos se sacrificaron al estro vaginal. A la autopsia
se disecaron las trompas uterinas para contar el nUmero de ovocitos liberados, se
disecaron los ovarios y el utero, los cuales fueron pesados en balanza analitica.

La anestesia provoco disminucion del porcentaje de ratas ovulantes cuando fue
inyectado en proestro (30% vs. 100%, p<0.05). La microinyeccion unilateral de salina en
el diestro-1 provoco disminucion del porcentaje de animales ovulantes con respecto a
los animales anestesiados (lado izquierdo: 44% vs. 88%; lado derecho: 33% vs. 84%,
p<0.05). De igual forma, la microinyeccion de salina en el lado derecho de POA-AHA en
el dia del estro provoco disminucion del porcentaje de ratas ovulantes (38% vs. 90%,
p<0.05).



El nimero de ovocitos liberados por los dos ovarios disminuy6 en los animales
microinyectados con salina en el lado izquierdo de POA-AHA, cuando son tratados en
estro, diestro-1 O diestro-2, efecto que no ocurri6 en las ratas tratadas en el lado
derecho de POA-AHA.

La inyeccién de 10 pg de MTC en el lado izquierdo 6 derecho de POA-AHA
bloqued la ovulacion en todos los animales tratados (lado izquierdo: 0% vs. 38%; lado
derecho: 0% vs. 38%, p<0.05), mientras que la inyeccion de 20 pg en el lado izquierdo
de POA-AHA aumenté el porcentaje de animales ovulantes (MTC: 65% vs. 38%,
p<0.05) y no lo modificé en los inyectados del lado derecho (MTC: 50% vs.38%).

Con base en los resultados obtenidos sugerimos que los efectos del bloqueo de
los receptores M, del lado izquierdo o derecho de POA-AHA sobre la ovulacion
dependen de la concentracion de MTC utilizada, del dia del ciclo en el que ésta fue
inyectada y del lado de POA-AHA micro-inyectado. Las etapas del ciclo en las que los
receptores M, participan son el estro y el diestro-1. En el dia del estro, el bloqueo de los
receptores M, con 10 pg/puL de MTC inhibe los eventos neuroenddcrinos hipotalamicos
que estimulan la ovulacién. Mientras que el uso 20 pg/uL estimula la ovulacion. Este
efecto antagonico de los receptores M, de POA-AHA sobre la ovulacién, nos lleva a
considerar que en POA-AHA ocurrio el fendbmeno que en farmacologia se conoce como
“antagonismo no competitivo”, por lo tanto, para conocer el papel de la acetilcolina
sobre la ovulacion al unirse a su receptor M, se requiere llevar a cabo otros
experimentos en los cuales se micro-inyecten dosis menores a 10 y mayores a 20 pg/uL
en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA.

En la fase de diestro-1, la activacion de estos receptores en uno u otro lado de
POA-AHA inhiben la ovulacién y no participan de manera asimétrica. En cambio,
cuando se incremento la dosis del farmaco, se manifesto la asimetria: la desactivacion
los receptores del lado izquierdo de POA-AHA resultan en la estimulacién de los
mecanismos neuroendocrinos hipotalamicos que culminan con la ovulacién, mientras
que la activacion de los del lado derecho inhiben dichos mecanismos.



INTRODUCCION:

En la rata, las funciones del ovario estan reguladas por sefiales neuroendocrinas
que provienen del sistema nervioso central (que incluye &areas extra-hipotalamicas e
hipotalamicas), de la hipdfisis y del propio ovario. Estas sefales se suceden en forma
secuencial y sincrénica (fendmeno en “cascada”), culminando en la ovulacion. El
hipotdlamo regula en forma asimétrica la secrecién de las gonadotropinas y cada
gonada responde de manera también asimétrica a las sefiales neuroendocrinas que

provienen del sistema nervioso central y de la hipéfisis & 791013, 20, 21, 49, 58, 59)

Uno de los sistemas de neurotransmision que regula la secrecion de las
gonadotropinas y en consecuencia la ovulacion, es el sistema colinérgico. Desde la
década de los cuarenta, Everett y colaboradores *” mostraron que este sistema
estimula la secreciébn de las gonadotropinas durante la tarde del proestro. Esta
regulacién que ejerce el sistema colinérgico varia durante el ciclo estral *. Mediante el
uso de implantes unilaterales de atropina en el area preoptica-hipotalamica anterior
(POA-AHA) se llego a la conclusion de que el sistema colinérgico regula la secrecion de
la hormona liberadora de las gonadotropinas 0 GnRH ). En la rata la cantidad de este
decapéptido es asimétrica en el hipotalamo medio basal V.

Mediante la colocacién de un implante de cristales de atropina (antagonista de
los receptores muscarinicos) en POA-AHA se ha mostrado que en el dia del estro, la
sefal colinérgica del lado derecho de esta zona es esencial para que se lleven a cabo
los mecanismos neuroendocrinos que culminan con la ovulacion. Para el dia del
diestro-1, la sefial de ambos lados es importante; mientras que para el dia del diestro-2
es la del lado izquierdo la que regula los procesos. En cambio, en el dia del proestro, el
bloqueo del sistema colinérgico no altera la ovulacion esperada en la mafiana del dia
siguiente 9,

La falta de ovulacion por el blogueo del sistema colinérgico resulta de la
inactivacion de los cinco tipos de receptores muscarinicos “?. Dado que la atropina se
une de manera inespecifica a los cinco receptores muscarinicos “9, en este estudio se
analizaron los efectos del bloqueo unilateral de los receptores M, de POA-AHA,

realizada en cada dia del ciclo estral, sobre la ovulacion espontanea de la rata adulta.
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MARCO TEORICO.

EL CONTROL NEUROENDOCRINO DEL CICLO OVARICO DE LA RATA.

En la rata, la duracion del ciclo ovarico puede ser modificada en funcién de los
ciclos de luz/obscuridad en el que se mantienen a los animales. La palabra estro es una
adaptacioén al latin de la palabra “oistros” que significa frenesi. Este término fue usado
primeramente por Heape ®° 2 que describe el “periodo especial de deseo sexual de la
hembra”. Heape uso los prefijos pro -, di- y met-, con el sufijo estro para describir los
estadios del ciclo ovarico durante el ciclo sexual 9.

La fase de proestro estd caracterizada por el tiempo en el que el animal
“‘comienza a entrar en calor’. El siguiente periodo se llama estro, Heape lo describe
como “el tiempo en el que la hembra esta preparada para recibir al macho y tener un
coito fructifero”. En ausencia de la concepcion, el estro es seguido por un periodo corto
llamado metaestro o también llamado diestro-1, es de variable duracion en diferentes
especies. La Ultima etapa, llamada diestro o diestro-2 es la fase en la que el ovario
secreta de manera progresiva, mayores concentraciones de hormonas esteroides que
preparan al Gtero para recibir al 6vulo fertilizado.

La rata no se reproduce estacionalmente, sino que lo hace varias veces al afo,
de aqui que sea una especie poliéstrica que ovula de manera espontanea, es decir, la
ovulacion no depende de la estimulacién neural provocada por los diferentes sistemas
sensoriales que se activan durante las conductas de apareamiento. La ovulacion ocurre
cada cuatro a cinco dias durante toda su vida reproductiva. Las ratas tienen un ciclo
estral en promedio entre 4 0 5 dias, la longitud de las fases del ciclo estral se definen en
funcién de la citologia que se observa al tomar un frotis de la vagina. Las etapas del

ciclo estral son 9

El proestro se caracteriza por la presencia de células epiteliales nucleadas, las
gue predominan en el frotis, las cuales son redondas, nucleadas y aparecen agrupadas.
Ocasionalmente aparecen en baja cantidad ceélulas cornificadas escamosas. Segun

Freeman, el proestro tiene una duraciéon de 12 a 14 hrs.



El estro es la fase en la que dominan las células escamosas cornificadas, son
célula sin nucleo, su citoplasma contiene una gran cantidad de granulos, su forma es

irregular y aparecen en grupos. Segun Freeman, el estro dura de de 25 a 27 hrs.

En el Diestro-1 el tipo de célula dominante es el leucocito, pero también se
presentan células epiteliales nucleadas. Los leucocitos son pequefios con citoplasma
granular y usualmente contienen nucleos vesiculados. Segun Freeman, el metaestro o

diestro 1 tiene una duracion de 6 a 8 hrs.

En el dia del Diestro-2 se localizan células de todo tipo (nucleadas, cornificadas
y leucocitos). Segun Freeman, el Diestro 2 dura de 55 a 57 hrs (19)

EVENTOS OVARICOS DURANTE EL CICLO ESTRAL

El foliculo ovérico es la unidad anatomo-funcional del ovario, a partir del cual se
originan los tres compartimentos del érgano: el folicular, el luteal y el intersticial. Las
funciones del foliculo son liberar al ovulo, asi como secretar las hormonas que
estimulan el crecimiento y diferenciacion de los 6rganos del sistema reproductor, la
secrecion de GnRH y de las gonadotropinas. El foliculo esta formado por el ovocito, las
células de la granulosa, una membrana basal y las células tecales; estas ultimas
conforman la denominada teca interna, en la cual se comienza el proceso de
esteroidogénesis. Por fuera de ella esta la teca externa, la cual esta constituida por

fibras colagenas, células de tejido conectivo y fibras musculares lisas “* %9,

Ovocito.- En el ratén es una célula cuyo tamafio es menor a 20 um de didmetro en los
foliculos primordiales, presenta numerosas microvellosidades y esta rodeado por las
células de la granulosa. En el foliculo con antro las células de la granulosa, forman el
denominado cumullus oophorus, el cual es expulsado junto con el ovocito, cuyo
diametro alcanza las 70 ym en el momento de la ovulacién ®®. Después del nacimiento,
el ovocito se encuentra en la etapa de diploteno de la primera profase de la division
meidtica. Antes de que se produzca la ovulacion, el ovocito completa la primera fase de
la meiosis y se convierte en un ovocito secundario que es expulsado en el momento de

la ovulacion.



En los foliculos sin antro o con antro pequeiio, el proceso de maduracion final
del ovocito esta inhibido por una hormona o factor inhibidor de la maduracién del
ovocito (IMO), secretado por las células foliculares. La transformacion del ovocito | al

ovocito Il es estimulada por la LH y la GnRH 119,

Las células de la granulosa. Estas forman una capa continua que rodean
completamente al ovocito y lo aisla del resto del ovario, el primer ciclo de crecimiento
folicular es el aumento del tamafio del ovocito y crecimiento y proliferacion de las
células de la granulosa, una vez iniciado el crecimiento folicular, este no se detiene y

culmina en la ovulacion o la atresia. La mayoria de los foliculos terminan en la atresia
(11, 19)

En el foliculo en crecimiento las células de la granulosa proliferan rapidamente
por estimulo de la FSH y los estrégenos, los cuales actian de manera sinérgica,
fenémeno en el cual los estr6genos actian, mientras que los de LH son expresados por
las células de la teca. En la rata, las células de la granulosa s6lo poseen receptores a
FSH, cuyo numero es constante durante el ciclo estral, mientras que los de LH
comienzan a expresarse en los foliculos existentes en la etapa de diestro-1 y aumentan
en la tarde del diestro-2, y alcanzan su maximo antes de la concentracibn maxima de
LH en el dia del proestro. En la tarde del diestro-2 y la mafiana del proestro, en las
células de la granulosa aparecen receptores a prolactina cuya sintesis es estimulada

por la FSH, LH vy la propia prolactina ‘19,

Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho capas alrededor del
ovocito, comienza a observarse la presencia del licor folicular en pequefias
acumulaciones, denominadas cuerpos de Call-Exner, que se origina por extravasacion
de componentes plasmaticos y secrecidon de células foliculares. En este se encuentran
proteinas, polipéptidos, FSH, LH, prolactina, estrdgenos, progesterona, gonadocrininas
y noradrenalina cuyas concentraciones varian durante el ciclo estral. La acumulacion
del licor folicular forma el antro folicular el cual aumenta de tamafio con el desarrollo del
foliculo. Después de la ovulacion, las células tecales se transforman en células teco-

luteinicas del cuerpo lateo 9 (Figura 1).



Las células teco-intersticiales. Estas células tienen receptores a LH, la prolactina,
la hormona adreno-corticotropica, noradrenalina, GnRH y los estrégenos. En el foliculo
en crecimiento las células diferenciadas sintetizan andrégenos, los que sirven de

sustrato a las células de la granulosa en la sintesis de estrogenos.

En el foliculo preovulatorio, las células tecales pierden la capacidad de sintetizar

andrégenos y secretan progesterona, por efecto de la LH 19,

Crecimiento preantral independiente Crecimiento preantral dependiente
de gonadotropinas de gonadotropinas

Primordial

Primario

Secundario

Preovulatorio

Figura 1. Desarrollo y diferenciaciéon del foliculo ovarico en el ratdn. De izquierda a derecha se
representan las modificaciones que va sufriendo el foliculo desde su etapa primordial hasta la
preovulatoria. (Tomada y modificada de Rajkovic 56)

LAS FUNCIONES DEL FOLICULO OVARICO

La ovulacion. Uno de los procesos en los que culmina el crecimiento y la
diferenciacion folicular es la salida del ovocito Il; este proceso recibe el nombre de

ovulacion.

La ovulacién es considerada como el resultado de un proceso inflamatorio
localizado, ya que antes que se produzca la salida del ovocito hay edema en la teca
interna, muerte celular y aumento de las prostaglandinas en el area. La secrecién
preovulatoria de la LH estimula la sintesis y liberacion de la prostaglandina E (PGE), la
que a su vez, estimula la secrecion de plasmindégeno. Este ultimo activa la secrecion de

fibrolisina por las células de la granulosa, enzima que degrada las fibras de colageno



gue resulta en la desintegracion de los desmosomas entre las células de la granulosa y

de la teca. Y

Cuando ocurre la secrecién preovulatoria de la LH, la sintesis de estrogenos
disminuye mientras que aumenta la de progesterona. La plasmina degrada la colagena
de la pared folicular y en consecuencia disminuye su rigidez, lo que favorece la

expulsién del ovocito. 19

La Secrecion de Estrogenos.

Las hormonas esteroides se clasifican segun su estructura quimica y su actividad
biolégica, en: progestagenos, andrégenos y estrogenos, los cuales tienen un nucleo
esteroide compuesto por 21 atomos de carbono, agrupados en cuatro anillos tres
ciclohexanos y un ciclopentano, molécula conocida como ciclo-pentano-perhidro-

fenantreno & * (Figura 2).

11 13 16
C 15
1 s NG
2 10
A B
3 5 7
4 6

Figura 2. La molécula conocida como ciclo-pentano-perhidro-fenantreno es el nicleo béasico de los esteroides. Los atomos de
carbono de los esteroides estan numerados y las estructuras del anillo se designan con letras “?.

En condiciones normales el foliculo secreta progesterona (P,), testosterona (T),
estradiol (E,) y estrona (E;). La P4, tiene un nucleo esteroide pregnano de 21 atomos de
carbono y un atomo de oxigeno en la posicién C3 y otro con doble enlace en C-20 & ¥.
El andrégeno con mas actividad biolégica es la T, la cual tienen un nucleo esteroide
androstano, que es un compuesto organico con 19 atomos de carbono, con un atomo

de oxigeno con doble enlace en la posicion C3 y un grupo hidroxilo en la posicion C17
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@4 Los estrogenos comprenden la estrona, estriol y el Ex; este Gltimo es el de mayor
actividad bioldgica. El estradiol tiene un nudcleo esteroide estrano que es un compuesto
que contiene 18 atomos de carbonos, tienen un grupo hidroxilo en la posicion C3 como
en C17 ©3,

En la hembra, las hormonas esteroides son sintetizadas a partir de colesterol
por tejidos endocrinos como los ovarios, las adrenales, el Gtero y la placenta, ademas
de sitios extraglandulares como el cerebro, tejido adiposo, la piel, hueso, varios tejidos
fetales @, Las células con funcién esteroidogénica pueden obtener el colesterol de tres
maneras: a) incorporarlo de la sangre a partir de las lipoproteinas circulantes, b)
almacenado bajo la forma de esteres presentes en las inclusiones de lipidos del
citoplasma, y c) sintetizarlo de “novo” a partir de acetato ©®®. La mayor parte del
colesterol llega unido a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y entra a la célula por
endocitosis, formando gotitas lipidicas de esteres de colesterol que se hidrolizan
formando colesterol libre, el cual es transportado de la membrana mitocondrial externa
a la interna. La etapa inicial en la biosintesis de los esteroides es la transferencia del
colesterol al interior de la mitocondria que es realizada por la StAR (proteina reguladora
de la estereidogénesis aguda). En las membranas mitocondriales el colesterol es

convertido en pregnenolona por la enzima citocromo Paso (20, 22 desmolasa) (Figura 3).

Una vez en el reticulo citoplasmaético, la pregnenolona puede ser transformada al
compuesto inmediato por dos rutas, la A, 6 As. En la ruta A, la pregnenolona es
transformada a progesterona por la enzima 3-beta-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa
(3B-HSD). La progesterona es convertida a 17a-hidroxi—progesterona por la enzima
Psso. La desmolasa (17,20-esteroide liasa) la convierte a androstenediona. Este
metabolito es transformado en testosterona por la enzima 17-beta-hidroxi-esteroide-
deshidrogenasa (17B-HSD). Las células teco-intersticiales de los foliculos son la
primera fuente de andrégenos ovaricos. Tanto la androstenediona como la testosterona
pueden ser transformados a estrégenos por la enzima Pgso. En el Sistema Nervioso
Central algunas células poseen el complejo enzimatico de aromatizacion, por lo que

convierte a los andrégenos en estrégenos (Figura 4) % 6369,

En la ruta As la pregnenolona es transformada 17a-hidroxi-pregnenolona por la

enzima 17a-hidroxilasa. Después, la Ci7z0-liasa transforma 17a-hidroxi-pregnenolona
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en dehidro-epiandrosterona (DHEA), ésta a su vez es transformada a androstenediona

por la enzima 17p-HSD. A partir de aqui la androstenediona sigue la ruta A, (Figura 3)
(69)
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Figura 3. Biosintesis de hormonas esteroides. La etapa inicial es el paso de colesterol a pregnenolona que se realiza en la
membrana mitocondrial por la accion de la enzima Pgso. La unién de las LDL (lipoproteinas de baja densidad), a sus receptores
especificos provoca que el colesterol penetre por endocitosis al interior de las células con actividad esteroidogénica. Parte del
colesterol se almacena en gotas lipidicas que se hidrolizan produciendo colesterol libre, que es usado como sustrato. El colesterol es
transportado a la membrana interna de la mitocondria por la proteina StAR (proteina reguladora de la esteroidogénesis), donde se
encuentra la enzima Pyso, la que rompe la cadena lateral de carbonos del colesterol. Una vez sintetizada la pregnenolona, sale de la
mitocondria y sufre una modificacién secuencial que dara lugar a la sintesis de progesterona, sustrato principal en la sintesis de los

distintos esteroides ©.

En la sintesis de los estrogenos participan dos células del foliculo: la teco-

intersticial que a partir del colesterol, que obtiene del plasma, sintetiza andrégenos, los
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cuales atraviesan la membrana basal y son incorporados al citoplasma de las células de
la granulosa donde son aromatizados a estrégenos. Los estrégenos ejercen acciones

directas sobre las células de la granulosa y el ovocitos, y otros difunden a la circulacion

en general ©9,
Colesterol
A5 >
i@ 170H-P | Dehidroepiandrosterona  Androstenediol
CYP11A¢ -Pregnenolona p
CH, CH, H
|
Pregnenolona (l;zo C=0 0 0
- OH
CYP17 CYP1 17Red
"r
17BHSD
HO HO HO HO
BBHSD¢ 3pHSD¢ 3BHSD¢ 3BHSD¢
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_— 17Red
—
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HO

Figura 4. Via de sintesis de las hormonas esteroides. Las enzimas son: Clivaje de la cadena lateral del colesterol (CYP11A); 17a-
hidroxilasa/17,20-liasa (17a-CYP17); 17-reductasa (17Red); 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17BHSD); 3B- hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3B-HSD); 5a-reductasa (5aRed); aromatasa (CYP19) Y.
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En condiciones normales el foliculo secreta estradiol y estrona. En la sintesis de
los estrogenos participan dos células del foliculo: la teco-intersticial que a partir del
colesterol, sintetiza andrégenos, los cuales atraviesan la membrana y son incorporados

al citoplasma de las células de la granulosa, donde son aromatizados.

Los estrogenos ejerce acciones directas sobre las células de la granulosa y del

ovocito, Yy otros difunden a la circulacion en general.

Las sintesis de los estrégenos es regulada por varias hormonas vy
neurohormonas que estimulan o inhiben algunos pasos especificos de la biosintesis

tanto en la célula de la granulosa como en la teco-intersticial.

La FSH estimula la sintesis de estrégenos por las células de la granulosa al
unirse a su receptor en la membrana celular. Los efectos de la FSH sobre la sintesis
de estrogenos son mimetizados por el AMPc. A diferencia de la FSH, la LH regula la
sintesis de estrogenos por sus efectos sobre la hidrolisis del éster de colesterol, al
catalizar la enzima colesterol esterasa por sus efectos estimulantes en la produccion de
andrégenos por las células tecales y en la sintesis y actividad del complejo enzimatico

aromatasa en las células de la granulosa V.

La LH estimula la actividad de la aromatasa en aquellas células de la granulosa
gue fueron previamente estimuladas por la FSH. En el caso de la rata adulta, esto
ocurre en la tarde del diestro-2. En los foliculos pre-antrales, las células de la granulosa
carecen de receptores a LH y su sintesis es estimulada por la FSH y los estrégenos.

Segun Hsueh y col. ©®

, la LH es la hormona mas importante en la regulacion de la
produccién de estrogenos. Después de la secrecién preovulatoria de LH, esta hormona
inhibe a sus propios receptores en las células de la granulosa, lo que resulta en la
disminucién de la sintesis de estrogenos. La prolactina inhibe la actividad de la
aromatasa y bloquea los efectos de la FSH sobre las células de la granulosa, lo que

resulta en la disminucién de la produccién de estrégenos 2.
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La Secrecion de Progesterona y Androgenos.

Estos son sintetizados por las células tecales. La progesterona también es
secretada por las células de la granulosa, lo que depende del momento del ciclo estral
en que son estudiadas y de los estimulos hormonales previos a los que son sometidas
las células. En las células de la granulosa de los foliculos antrales medianos y
preovulatorios, la FSH estimula la sintesis de progesterona, efecto que es reforzado de
manera sinérgica por la prolactina y los andrégenos, y es inhibida por la prostaglandina
F-2a (PGFy). En el foliculo preovulatorio la sintesis de progesterona por las células
tecales y de la granulosa es estimulada por la LH, la prolactina, cuyos efectos son
mediados por el AMPc. La regulacién de la sintesis de andrégenos es paralela a la de

estrégenos V.

La Secrecién de Gonadocrininas.

Ademas de las hormonas esteroideas, el ovario secreta varias hormonas de
naturaleza polipeptidica que regula directa o indirectamente las funciones del foliculo y

de la hipdfisis. Las gonadocrininas son:

e La inhibina. Se le define como un factor polipeptidico de origen gonadal que
disminuye la tasa de secrecion de la FSH. En el ovario es sintetizada por las

células de la granulosa y su produccién es estimulada por la FSH @Y.

e Hormona inhibidora de la maduracion del ovocito (IMO). Es un polipéptido
sintetizado por las células de la granulosa y es mayor su concentracion en el licor
folicular cuando es mas pequefio el foliculo. Su secrecién es inhibida por la LH y
quiza por otras hormonas que estimulan la ovulacion y el reinicio de la meiosis.
El IMO inhibe la diferenciacién del ovocito | especialmente el reinicio del proceso
meiotico y bloquea o disminuye la sintesis de progesterona por las células de la

granulosa ).

e La hormona inhibidora de la union de la FSH a su receptor (IF-FSH-R). Se trata
de un polipéptido que no posee glucidos en su molécula. No se conoce su lugar
de sintesis. Su concentracion en el licor folicular y sus efectos bloqueadores

aumentan a medida que el foliculo crece, lo que podria explicar por que la unién
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de la FSH a las células de la granulosa es constante durante el ciclo estral. Su
papel en la regulacion de la funcién folicular no ha sido dilucidado, aunque podria
participar activamente en la induccion de la atresia al impedir que la FSH se una
a sus receptores al disminuir la aromatizacion de los andrégenos y las

concentraciones intra-foliculares de estrégenos V.

e La hormona inhibidora de la luteinizacion. Es un péptido del que parecen existir
dos fracciones, su concentracion es mayor en los foliculos grandes que en los
pequefios, sus efectos mejor conocidos son el bloqueo de la sintesis de AMPc

inducida por LH y la secrecion de progesterona Y.

e La GnRH (gonadocrinina) de origen ovarico. La gonadocrinina ovarica es
sintetizada por las células de la granulosa. Se ha mostrado que la GnRH y sus
analogos actuan directamente sobre el ovario donde estimulan la ovulacion, el
crecimiento y desarrollo del ovocito, inhiben la secrecidon de estrégenos y
andrégenos y estimulan la secrecion de la progesterona y de la PGE. El
mecanismo de accion de la GnRH involucra la disminucion del namero de
receptores a LH y prolactina en las células de la granulosa y la secrecion del
polipéptido es estimulada por la LH/HCG. El estimulo de la maduracion del
ovocito por parte de la GnRH se acomparia de la disminucién de la concentracién
intra-folicular de AMPc ™Y,

e Proteina inhibidora de la actividad aromatésica del liquido folicular. Esta proteina
inhibe el aumento de la actividad aromatasa y del peso del ovario de la rata
inducida por la HMG (gonadotropina menopausica humana). Esta aumenta de
modo paralelo a la concentracion de estrégenos en el licor folicular y disminuye
al momento en que las células de la granulosa se luteinizan y aumenta el

contenido de progesterona en el licor folicular Y.

LA ATRESIA FOLICULAR

Se define atresia folicular como el proceso normal por el cual se eliminan del

ovario todos aquellos foliculos que habiendo iniciado el proceso de crecimiento y
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diferenciacion no ovulan. El inicio de la atresia parece estar determinado por
alteraciones del ovocito, el cual pierde su capacidad para mantener el control
metabdlico del foliculo. Esta alteracion seria seguida por modificaciones de las células
de la granulosa al perder los receptores a FSH y LH, lo que se traduce en disminucion
de la capacidad de aromatizacion de los andrégenos. Dicho fendmeno seria uno de los
pasos fundamentales en el desarrollo de la atresia, dado que la capacidad del foliculo
para mantener la sintesis de estrégenos es primordial para evitarla. Ademas de los
factores considerados, existen evidencias experimentales que indican que la GnRH

estimula el proceso de atresia en los foliculos con antro "

El primer cambio que se observa en los foliculos atrésicos comienza en las
células epiteliales que revisten el limite antral de los foliculos primarios y en las células
externas de la corona radiada de los foliculos secundarios. En dichas células se encoge
el nucleo y la cromatina se condensa, dichos cambios se conocen como picnosis.
Después, cuando el nucleo de las células de la granulosa se rompe y la cromatina se
desintegra formando granulos que se expulsan de la célula, entonces se habla de

cariorrésis 9

En los foliculos antrales, los fragmentos del nucleo y las células picnéticas
tienden a flotar en el liquido folicular, si las células del cumulus oophorus se
desprenden del resto, el ovocito entra al liquido folicular. En la rata, la zona pellcida se
degenera rapidamente como resultado de la alteracién del ovocito. Las células de la
granulosa degeneran completamente pero la teca interna persiste como masas
intersticiales, que eventualmente se rompen en pequefios grupos de células que se

dispersas en la médula *% %9,

PATRON DE SECRECION DE ESTEROIDES OVARICOS DURANTE EL CICLO
ESTRAL (Figura 5)

El periodo preovulatorio del ciclo estral es caracterizado por un crecimiento de
los foliculos ovaricos y un aumento en la secrecién de estrogenos. En la rata, la
secrecion de 17B-estradiol en el plasma venoso del ovario es bajo en el estro, comienza
a elevarse significantemente en el diestro-1 y durante la mafiana del diestro-2, y

alcanzan los valores mas altos en la mafana y medio dia del proestro, pero caen
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rapidamente a concentraciones basales en la tarde del proestro, las que se mantienen

hasta el estro % 670,

En ratas con ciclo estral de 4 dias las concentraciones en el plasma periférico de
testosterona y androstenediona son similares a los patrones de estradiol ),

En ratas adultas la progestina dominante secretada en la sangre de la vena
ovarica durante el ciclo estral es la 20a-hidroxipregn-4-en-3-ona, también se conoce
20a-hidroxiprogesterona (20a-OH-P). Esta progestina es un metabolito de la
progesterona y es catalizada por la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa. La
200-hidroxiprogesterona es relativamente inactiva en bioensayos clasicos de

progesterona 9.

El aumento en la concentracion plasmatica de progesterona y 20a-OH-P
ocurren durante la tarde del diestro-1 y ambos esteroides surgen de la formacion de los
cuerpos lateos. Un segundo valor maximo en la concentracion de progesterona que se
origina por las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios, toma lugar
durante la tarde y noche del proestro, mientras que el de 20a-OH-P probablemente
proviene de los cuerpos luteos de ovulaciones anteriores. El incremento en la
concentracion sanguinea de progesterona de la tarde y noche del proestro ocurre casi
o0 x simultaneamente al incremento
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PATRONES DE SECRECION DE LAS GONADOTROPINAS (Figura 5)
Patrén de secrecién de LH durante el ciclo estral

Las concentraciones séricas de LH son bajas durante la mafiana del estro (poco
después de la ovulacién), durante el diestro-1, el diestro-2 y antes del medio dia del

proestro 9,

Desde el estro hasta el diestro-2, la LH se secreta de manera circadica, que
consiste en una pequefa elevacion de LH al medio dia, con concentraciones bajas a la
media noche de cada dia. En la tarde del proestro, entre las 14:00 y 15:00 horas, la
concentracion circulante de LH comienza a incrementarse rapidamente y llega a un
valor “pico”, entre las 17:00 y 19:00 horas. Después de este tiempo, la concentracion
circulante de LH empieza a disminuir hasta llegar a las concentraciones basales que se

observan en mafana del estro. El “pico” de LH induce la ruptura folicular y la ovulacién
(19)

La liberacién de LH ocurre por medio de pulsos, con frecuencias de alrededor de
55 a 60 minutos, cuya amplitud varia de 15 a 40 ng/ml; concentraciones que se pueden
detectar desde el diestro-1 a la mafiana del proestro. Durante la tarde del proestro, la
LH va a inducir la ovulacion como resultado del aumento en la amplitud de los pulsos,
gue alcanzan hasta 600 ng/ml, sin que varie la frecuencia de los mismos. La frecuencia
y amplitud de los pulsos disminuye en la mafiana del estro hasta que llegan a ser
ausentes, y regresan a valores basales desde la mafana del diestro-1 y hasta el

proestro @ 719,
Patréon de secrecion de FSH durante el ciclo estral

Los patrones de la secrecién de FSH son similares a los de la LH. En el dia del
proestro la liberacion de FSH aumenta simultaneamente con la de LH, entre las 14:00 y
15:00 horas, y las concentraciones llegan al maximo entre las 17:00 y 19:00 horas.
Durante la mafana del estro ocurre otro aumento de FSH, la que comienza a bajar y

llega a su concentracion basal en la tarde del estro.

La liberacion preovulatoria de FSH y de LH en la tarde del proestro depende del
aumento en la amplitud y la frecuencia de los pulsos de secrecion de la GnRH hacia el
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sistema porta hipotalamo-hipofisis, varias evidencias sugieren que en el segundo pico
de la FSH del dia del estro puede ser independiente del control hipotalamico. El primer
pico en la liberacion espontanea de FSH en el dia del proestro es bloqueada al inyectar
pentobarbital, pero al inyectar de nuevo GnRH en el dia del proestro se vuelve a
restaurar esta liberacion de FSH. Esto indica que esta liberacion de FSH depende
directamente de un estimulo hipotalamico, pero el segundo pico que se da en el dia del
estro temprano es independiente del control hipotaldmico y aparentemente es inducido

por la disminucién en la concentracién de inhibina. @529

La LH y la FSH son glicoproteinas que se encuentran en todos los mamiferos y
estan formadas por dos subunidades: la alfa, que es comun para la LH y la FSH (a-
gly), y otra, la beta, que es estructuralmente especifica para cada gonadotropina (3-LH,
B-FSH), que le confiere actividad bioldgica especifica. Asi mismo, cada gonadotropina
tiene caracteristicas sub-especificas en funcion de la cantidad de hidratos de carbono
que contiene la molécula. Segtn Ulloa-Aguirre y col ©®, las isoformas de FSH tienen
efectos especificos sobre las diferentes poblaciones celulares y compartimentos
foliculares, asi como en la maduraciéon del ovocito. Las diferentes isoformas de FSH
estan determinadas por la cantidad de moléculas de carbohidratos que contenga la
glucoproteina. Para el caso de la FSH, el acido sialico afecta la actividad bioldgica de la
FSH en dos formas: 1.- determinando su vida media en el plasma (una mayor
incorporacion de acido sialico en la molécula aumenta su tiempo de circulacion y por lo
tanto su actividad biolégica, y 2.- modificando su capacidad de unién al receptor (a
mayor nimero de residuos de &cido siélico, menor actividad de unién ™. Un efecto
semejante se ha descrito para la LH, la diferencia radica en que para esta glucoproteina
es la manosa, la que confiere las -caracteristicas fisicoquimicas y fisiologicas
subespecificas.

Los genes de expresion para las subunidades a-gly, B-LH y B-FSH han sido
descritas en la glandula pituitaria anterior durante el ciclo estral de la rata. Durante el
proestro, estro y diestro 1, el contenido del ARNm de la a-gly se mantiene bajo. ARNm
de la subunidad B-LH es bajo en estro y diestro-1, aumenta a las 08:00 horas del
diestro-2 y luego cae rapidamente para mantenerse bajo durante la mafiana del

proestro. A las 14:00 horas de este dia comienza un segundo incremento que
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disminuye rapidamente a las 17:00 horas; este “pico” precede a la secrecidn

preovulatoria de LH ©%.

El contenido de ARNm de la cadena B-FSH aumenta a partir de las 20 hrs del
proestro, alcanza el maximo a las 2 hrs del estro, retorna a concentraciones basales a
las 8 hrs, permanece bajo hasta las veinte horas y aumenta a partir de las 23 hrs del
mismo dia y permanece elevado hasta la tarde del diestro-1. En el diestro 2, las

concentraciones son menores que las observadas en los dias del proestro y estro ®° ¢

65)

Después de la sintesis del ARNm que codifica para las subunidades  de FSH y
LH, asi como la subunidad a-gly, la sintesis de las hormonas polipeptidicas se lleva a
cabo en los ribosomas. La estructura polipeptidica resultante es transportada al aparato
de Golgi, donde suceden las modificaciones post- transduccionales que consisten en la
glicosilacion (adicion de acido sidlico, entre otros carbohidratos, a las subunidades
proteicas a y ), especifica de cada gonadotropina y la sulfatacién en el caso de la
subunidad B-LH ©©.

La adicién de acido sidlico a los carbohidratos terminales de las moléculas se
realiza en la regién “trans” del aparato de Golgi por un grupo de enzimas que

pertenecen a la familia de las glicosiltransferasas, denominadas sialil transferasas ' ¢
65)

EVENTOS NEURALES DURANTE EL CICLO ESTRAL

La secrecion pulsatil de LH es resultado de la liberacion pulsétil de la LHRH 6
GnRH al sistema portal. Everett y Sawyer *® mostraron que los mecanismos de la
liberacion de LH dependen de un control foto-periddico de 24 horas y que la
administracion de pentobarbital entre las 14:00 y las 15:45 horas del dia del proestro
bloguea la ovulacion en el dia del estro. El tratamiento con pentobarbital a otras horas
del dia no bloguea la ovulacién, resultados que llevaron a los autores a sugerir que
existe un “periodo critico” y que durante ese intervalo ocurren eventos neurales que
provocan la liberacién de la LH y por lo tanto, la ovulacién. Los periodos de luz y

obscuridad actiuan en la regulacion del ciclo ovérico. Si la rata es mantenida en un
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ambiente en el que se incrementan las horas de luz por dia, gradualmente va perdiendo
el ciclo (aumentan los dias con frotis vaginal caracteristico de la fase de diestro), hasta

presentar cornificacion vaginal o estro constante, cuando se mantienen en luz continua
(17, 18, 19, 27)

Estudios previos muestran que el nudcleo supraquiasmatico (NSCh) del
hipotalamo recibe sefiales que provienen del ritmo de luz/obscuridad del medio
ambiente. Especificamente son conexiones neurales entre el NSCh y el ojo. La lesién o
el aislamiento del NSCh evita la transmision de fotoperiodicidad y en consecuencia
altera el ciclo estral de las ratas. Uno de las sefiales que induce la liberacion de LH, y
subsecuentemente la ovulacion, esta dada por la duracion de las horas de luz en el que

se mantienen los animales y el momento en que la luz se enciende “9.
Neuronas peptidérgicas hipotaldmicas que regulan el ciclo estral

En extractos de eminencia media, McCann “® y Harris ¥ sugirieron la existencia
de una hormona hipotalamica que estimulaba la liberacién de la hormona luteinizante
(LHRH). En 1971, Schally y colaboradores ©®? aislaron el decapéptido e identificaron
Su estructura quimica. Posteriormente, por medio de inmunoensayos e
inmunohistoquimica se localizaron las neuronas (GnRHérgicas) responsables de la
secrecion de la GnRH. El decapéptido encontrado cumple con todas las caracteristicas
de una neurohormona: se localizan en neuronas, se libera hacia el sistema porta
hipofisario y muestra actividades relacionadas con la liberacion de LH y FSH en el

plasma periférico (19 24 43.60.62)

Wheaton y colaboradores ©” midieron la GnRH por inmunoensayos en secciones
congeladas de cerebro de rata y encontraron mayor actividad en el tallo infundibular y
en la eminencia media; pequefas pero significantes cantidades de GnRH fueron
medidas en el hipotalamo anterior, el NSCh y en la zona rostral del area predptica. La
GnRH es encontrada en regiones de los 6rganos circunventriculares, particularmente
en el 6rgano vasculoso de la ldmina terminal (OVLT: estructura vascular en la punta del

tercer ventriculo dentro del area preoptica).

Por medio de estudios inmunocitoquimicos se ha mostrado que las neuronas
GnRHérgicas son pequefias y se distribuyen rostro-caudalmente desde la diagonal
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Banda de Broca (DBB) hacia la region premamilar y se extiende lateralmente hasta 2
mm de la linea media en la regién predptica y en el cerebro medio. Las células
GnRHérgicas se encuentran concentradas en la diagonal Banda de Broca, la estria
terminal, nucleo medial del septum, el area preoptica medial (MPOA), y el area
hipotalamica anterior (AHA). También se ha detectado GnRH en el area

supraquiasmatica del hipotdlamo medio basal ©* %,

Las neuronas GnRHérgicas que se proyectan hacia la eminencia media (EM),
estan concentradas basalmente en las regiones de la linea media desde MPOA hasta el
area retroguiasmatica. Esas fibras terminan en los capilares del plexo primario del

sistema portal hipotalamo—hipofisario ©?.
Diferentes moléculas de GhRH

En vertebrados, se han identificado 13 formas de GnRH (Tabla 1) “®. Sin embargo,
s6lo dos o posiblemente tres pueden existir en cada especie de mamiferos. La GnRH
de mamiferos (0 GnRH-I) tienen un papel incuestionable en el control neural de la
fertilidad. El otro decapéptido encontrado en mamiferos, la GnRH-II “* %9 difiere en
tres aminoéacidos de la GnRH-I (pGlu — His — Trp — Ser — His — Gly — Trp — Tyr — Pro —
Gly). La GnRH-II fue inicialmente aislada en el cerebro de pollo, por lo que se le
denominé GnRH de pollo. La GnRH-Il representa el mas antiguo y es expresado en

mdltiples 6rganos del cuerpo de mamiferos ¢ 49,

La GnRH-II participa en la regulacion de la fertilidad, puede estimular la
secrecion de la LH y de la FSH en monos, ovejas y roedores, es mas potente que la

GnRH | en cuanto a la estimulacién en la secrecién de gonadotropinas @5 4%,

En la lamprea se ha identificado otro tipo de GnRH, la cual se nombré GnRH-llI,
gue en el cerebro de humanos y ratas se distribuye de manera muy similar a la GhnRH-I.

La GnRH-IIl regula en forma muy especifica la liberacién de FSH ©.

21



12 3 4 5 6 7 & 9 10

_Mammal pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly | Leu Arg |Pro Gly NH;
Guineapig  [pGlu|Tyr | Trp Ser| Tyr |Gly | Val Arg |Pro Gly NH
Chicken| ~ |pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly [Leu Gln [Pro Gly NH
é Ranad. pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly |Leu Trp |Pro Gly NH;
g Seabream  [pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly [ Leu Ser |Pro Gly NH
$ | Salmon pGlu His Trp Ser| Tyr |Gly | Trp Leu |Pro Gly NH;
§ Medaka  [pGlu His Trp Ser|Phe |Gly |Leu Ser [Pro Gly NH;
3| Catfish pGlu His Trp Ser| His |Gly [ Leu Asn [Pro Gly NH
Herring pGlu His Trp Ser| His |Gly [ Leu Ser [Pro Gly NH
Dogfish pGlu His Trp Ser| His |Gly [ Tp Leu [Pro Gly NH
o Chickenll IpGlu His Trp Ser| His |Gly | Trp Tyr |Pro Gly NH;
ég Lampreylll  [pGlu His Trp Ser| His Asp Trp Lys |Pro Gly NH
3 LLamprey| | pGlu His | Tyr | Ser | Leu Glu Trp Lys |Pro Gy NH;

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de las diversas moléculas de GnRH en diferentes especies (Tomada
de Millar *%).

CITOLOGIA DE LA NEURONA GnRH

En varias especies, la neurona GnRHérgica es de tipo bipolar con una
orientacion oblicua que puede reflejar la direccién de la migracibn embrionaria a través
del cerebro. En algunas especies tales como la oveja, la orientacion y distribucion se
mantiene, pero son de tipo multipolar % 3 4®) En |a rata, el ratén y el mono, las
neuronas GnRHérgicas bipolares se han clasificado como lisas o espinosas “°.
Estructuralmente las neuronas espinosas son caracterizadas por varias protusiones
citoplasmaticas y reciben conexiones sinapticas de las neuronas GnRHérgicas lisas,
pero no hay diferencias en el nimero de sinapsis entre estos dos tipos neuronales @3 2%

8146, 88) | a relevancia funcional entre estas dos se desconoce, estos dos tipos de
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células se distribuyen de igual forma en el hipotalamo, pero pueden ser modificadas

por esteroides gonadales °.
Redes neuronales GnRHérgicas

Las neuronas GnRHérgicas reciben contactos sindpticos de neuronas que
secretan glutamato, acido gamma aminobutirico (GABA), noradrenalina (NA), GnRH,

péptidos opioides y neuropéptido Y (NPY) ¢ 49,

Glutamato.- Hay abundantes fibras glutamatérgicas en la EM y algunas

establecen contactos sindpticos con la terminal de la neurona GnRHérgica ©°.

GABA.- Es el neurotransmisor inhibitorio principal en el sistema nervioso; actia
por medio de sus receptores GABAA Yy GABAg. En ratones, todas las neuronas

GnRHérgicas expresan el receptor GABA, 9.
Liberacién de GnRH

En la oveja, la liberacion de la GnRH cambia de un patrén estrictamente
episédico a uno no episddico, de liberacidn intermitente, con pulsos de alta frecuencia
que se manifiestan poco antes de la liberacion preovulatoria de la FSH y la LH %9, La
secrecion preovulatoria de la GnRH parece estar compuesta por eventos pulsétiles de
que se sobrepone a la liberacion ténica de GnRH @5 %, Este masivo incremento en la
secrecion de GnRH continua por 24 horas, mas alla de la secrecion preovulatoria de la
LH que ella induce, antes de regresar al patron tonico de liberacién. En ratas, estudios
realizados por microdidlisis en la EM, se mostré que la secreciéon de GnRH aumenta
junto con la liberacion de la LH, la cual es maxima en el dia del proestro, como
resultado del incremento en la amplitud y la frecuencia de los pulsos, asi como en la
cantidad de GnRH liberada. Se postula que este fenbmeno podria ser resultado de la
intensificacion de la estimulacién entre las neuronas GnRHérgicas, al activarse

mutuamente por varias horas ¢°.
LA ACETILCOLINA (ACh)

La ACh es el primer neurotransmisor descubierto. Se sintetiza a partir de la

colina. La ACh esta compuesta por acetato y colina, los cuales se unen mediante la
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accion de la colino acetil transferasa (CAT); esta reaccion tiene lugar en las terminales

nerviosas de la neurona que la sintetiza .
La formula quimica lineal de la ACh es: CH; — CO -= O — CH, — CH, = N — (CH3)s3

La ACh se une a dos tipos de receptores: los nicotinicos y los muscarinicos. Los
receptores nicotinicos estan acoplados a canales i6nicos, son mas rapidos que los
muscarinicos y generalmente excitatorios, se bloquean por el curare y se estimulan por

la nicotina y la acetilcolina.

Los receptores muscarinicos estan acoplados a la proteina G, son mas lentos
gue los nicotinicos, son excitatorios o inhibitorios dependiendo de la célula blanco, son

bloqueados por la atropina y estimulados por la muscarina, pilocarpina y acetilcolina 2.
SINTESIS Y ALMACENAMIENTO DE LA ACETILCOLINA (ACh)

La ACh (éster acético de la colina) es sintetizada en el citoplasma de la neurona a
partir de la unién de Colina con Acido acético, en presencia de Acetil — CoA, es
almacenada en las vesiculas sinapticas, las que son transportadas a las terminales
nerviosas. La Colina es un alcohol nitrogenado (Trimetil-amin-cefanol), sintetizada en el
higado y transportada a la neurona por via hemética. El 4cido acético proviene de la
Acetil — CoA formada primordialmente en la mitocondria. La Acetil — CoA se origina de 2
fuentes: del Piruvato, resultado de la accion de la Piruvato deshidrogenasa; o como
producto de la activaciéon de la enzima Acetil — CoA sintetasa (Acetatotiocinasa).La
enzima colino-acetil-transferasa (CAT) es sintetizada en el cuerpo de la neurona y es
transportada mediante flujo axoplasmico hasta los terminales, donde se activa. Esta
enzima es especifica de las terminaciones nerviosas colinérgicas. La ACh sintetizada es
transportada y almacenada en las vesiculas sinapticas. Se estima que cada vesicula
contiene entre 1000 a 50 000 moléculas de ACh; y una sola terminacién nerviosa
motora contiene 300 000 o mas vesiculas. La colina es sintetizada, principalmente en el
higado y es transportada a otros drganos por via sanguinea. La Colina libre se capta
especificamente en las terminales nerviosas colinérgicas mediante una bomba de alta

afinidad, dependiente de Na* .
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La Colina esta presente en el espacio extracelular como resultado de la hidrélisis
externa de la ACh previamente liberada. En todas las neuronas, incluso en algunas
células gliales, parece existir un sistema de captacion de colina de baja afinidad. La
ACh, es el neurotransmisor especifico en las sinapsis del Sistema Nervioso Somatico
(SNS) y en las sinapsis ganglionares del Sistema Nervioso Autonomo (SNA), asi como
en los 6rganos diana de la division parasimpatica; y se encuentra también ampliamente
distribuida en el encéfalo y es un neurotransmisor clave en la regulacién de los estados
de vigilia y del funcionamiento de grandes areas de asociacion El acetato se deriva de
la glucosa por via del piruvato y del complejo piruvato deshidrogenasa mitocondrial que
genera Acetil CoA. La CAT es una proteina globular se encuentra en el cerebro. La
regulacion de la sintesis de la ACh depende de la bomba de alta afinidad de la Colina,
la cual es inhibida por un exceso de ACh y acelerada por bajas concentraciones del

neurotransmisor @2,

La ACh es degradada por la acetilcolinesterasa (AChE), la cual se une
especificamente a la ACh, rompiéndola en las dos moléculas que la conforman; el
acetato y la colina.

Otra fuente de colina proviene de la ruptura de fosfatidilcolina, la cual puede
aumentar en respuesta a la liberacion local de ACh. En el SNC estas fuentes
metabdlicas de colina pueden ser particularmente importantes, ya que la colina en el
plasma no puede pasar la barrera hematoencefalica. Asi, en el SNC, la captura de
colina por transportadores de alta afinidad en las neuronas colinérgicas, no esté
limitada al suministro de colina, al menos durante la actividad sostenida. Esto puede ser
una de las causas por la que no hay una mejora en demencias con precursores de

colina como la lecitina @2,

La liberacién de ACh requiere de la entrada de Ca*? extracelular, como resultado
de la despolarizacion de la membrana e induce la movilizacion de las vesiculas a la
membrana plasmatica de la terminal nerviosa. La mayoria de los investigadores creen
que una corriente de Ca?* dependiente del voltaje es el hecho que inicia la liberacion de
transmisor. Toda la ACh contenida dentro de la neurona colinérgica no se comporta

como si estuviera dentro de un compartimento Unico. Hay al menos dos depdsitos de
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movilizacion de ACh: el depdsito de movilizacion rapida y el depdsito de reserva o

estacionario 9.

Aungue la ACh fue la primera sustancia reconocida como mensajero quimico, la
falta de una técnica de florescencia que revelara directamente la presencia de ACh en
las neuronas de los sistemas nerviosos central y periférico a dificultado el estudio
neuroanatomico de este sistema de neurotransmision. Aunado la anterior, la colina y el
acetato estan involucrados en muchos otros procesos metabdlicos, por lo que se
dificulta ain mas la discriminacion entre los sitios colinérgicos especificos y los sitios
metabdlicos inespecificos. En la actualidad, el estudio de la neuroanatomia del sistema
colinérgico se ha hecho con base en técnicas histoquimicas que revelan la presencia de
enzimas de sintesis y desactivacion de la ACh y apoyados posteriormente con el
desarrollo de técnicas inmuno histoquimicas con anticuerpos policlonales y

monoclonales, asi como con marcadores radioactivos (29),

Las neuronas colinérgicas se organizan principalmente como circuitos locales y
neuronas de proyeccion. En el cerebro anterior de la rata se han identificado dos vias
colinérgicas principales. La via tegmental dorsal contiene los somas neuronales
colinérgicos del nucleo cuneiforme de la formacion reticulada mesencefalica que
proyectan sus fibras hacia el téctum, el area pretectal, los cuerpos geniculados, el
talamo y el sistema limbico. La otra via se encuentra en la sustancia negra y el nacleo
tegmental ventral del cerebro medio existen neuronas colinérgicas cuyas proyecciones
vigjan a lo largo del haz tegmental ventral y atraviesan el hipotalamo y el subtalamo
hasta llegar al tallo cerebral. En el nicleo submamilar del hipotadlamo se encuentra un

nicleo denso de neuronas colinérgicas 9.

En el sistema nervioso central, la ACh esta ampliamente distribuida y sus
funciones son muy diversas, ya que se localiza en los nucleos cocleares, los centros
respiratorios, en los pares craneales aferentes, en la formacién reticular, en estructuras
subtalamicas, en el nucleo cuneiforme, en los ndcleos tegmentales. El papel de la
acetilcolina también es importante en el diencéfalo. En el hipotalamo, la activacion
colinérgica puede provocar hipotermia. También participa en la liberacién de
neurohormonas, como la antidiurética, la oxitocina, la hormona estimulante de la
tiroides (TRH), la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) y de la GnRH. En el
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talamo, parece prioritaria la actividad colinérgica en el funcionamiento del sistema
taldmico difuso y, consecuentemente, en la regulacion de la actividad de vigilia de la

corteza cerebral.

Los efectos centrales del bloqueo de los receptores muscarinicos provocan
pérdida de la memoria y la atencion, generan habla confusa y ataxia, confusion y
desorientacion ®°. Mediante el uso del antagonista marcado benzilato de quinuclidina
([*H]QNB), se midi6 la cantidad de receptores muscarinicos en POA y en el hipotalamo
de ratas adultas ovariectomizadas, mostrandose que hay un 30% mas de receptores en
POA gue en el hipotadlamo. Ademas, la cantidad de receptores muscarinicos en POA
aumenta en el dia del proestro y disminuye en el dia del diestro-2. En cambio, en el
hipotdlamo no se observaron cambios significativos durante el ciclo estral. El
tratamiento con estradiol aument6 en un 42% la union del antagonista en POA y un

17% en el hipotalamo ©?.

El nimero de receptores a acetilcolina es regulado por hormonas esteroides.
Rainbow ®* demostré que el 17p-estradiol incrementa la unién de la [*HJQNB en el
hipotdlamo y en el hipotalamo ventro medial ®® de ratas hembras. Esta hormona
también regula la actividad enzimética de la CAT y la AChE (acetilcolinesterasa), ya que
la administracion de benzoato de estradiol a ratas ovariectomizadas provoca un
aumento en la actividad de ambas enzimas en POA “& %259 En el hipotalamo de ratas
adultas ovariectomizadas, se mostr6 que el betanecol (agonista muscarinico)
incrementa el numero de receptores a estradiol. El tratamiento previo con sulfato de

atropina (antagonista especifico muscarinico) bloquea los efectos del betanecol ©©.

El analisis de saturacién de la unién de la [°H QNB] en POA y en el hipotalamo
de ratas ovariectomizadas hembras, mostré que en POA la uniéon es mas alta que en el
hipotadlamo. Durante el ciclo estral, la unién no cambia en el hipotalamo pero si en

POA, siendo el proestro, la fase del ciclo en la que la actividad de unién es la mas alta
(36)

La Colina es transportada del plasma a las neuronas por medio de un sistema de
transporte de alta afinidad exclusivo de neuronas colinérgicas que depende de la

concentracion extracelular de sodio 9.
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En los ganglios del SNA, la ACh es la sustancia encargada de la transmision de
impulsos nerviosos de las neuronas preganglionares a las postganglionares. En el
sistema nervioso parasimpéatico también media la transmision entre la neurona post —
ganglionar y el érgano efector. Ademas, es el mediador de la transmision nerviosa de la

placa motora terminal .

La actividad de las neuronas colinérgicas en el sistema nervioso central,
especificamente en POA tiene un ritmo sincronizado con el ciclo estral de la rata, ya
que las concentraciones de ACh en esta area aumentan significativamente durante el

periodo critico del dia del proestro ®& 19,

Estudios neurofarmacologicos sugieren la existencia de un componente
colinérgico que regula la secrecion de gonadotropinas, ya que la inyeccion subcutanea

de sulfato de atropina bloquea la ovulacién al inhibir la liberacién de gonadotropinas ®©.

Mediante el uso de betanecol se mostr6 que el numero de sitios de union al
estradiol aumenta en el hipotdlamo, estos resultados llevaron a sugerir a los autores
que la droga regula el nimero de receptores a estrégenos, y que no interfiere con la
modulacién que ejercen la dopamina y la noradrenalina sobre los sitios de union al
estradiol. El betanecol puede elevar el nimero de sitios de unién a estrégenos al
inducir la sintesis de nuevos receptores, ya que el betanecol no altera el nimero de

sitios de unién al estradiol en el hipotalamo de la rata macho ©®.

La atropina es un antagonista muscarinico no selectivo porque se une a sus
cinco receptores muscarinicos % 2. En el hipotalamo, los receptores que predominan

son los muscarinicos M, @9,

Mediante estudios in vitro se ha mostrado que los
antagonistas M, (metoctramina y AF-DX-116) estimulan la liberacion de GnRH por la
eminencia media, cuyos efectos son mayores en el dia del estro y los minimos en los de

diestro ©®,

Los resultados experimentales sobre el papel del sistema colinérgico en la
regulacion de la secrecion de las gonadotropinas no son concluyentes dado que su
funcidén depende de la hora del dia, de la fase del ciclo estral y de la porcién izquierda o

derecha de POA-AHA que se considere. Las primeras evidencias de la participacion del
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sistema colinérgico en la regulacion de la secrecion de las gonadotropinas provienen de
los experimentos realizados por Everett y Sawyer ®, al mostrar en la coneja (un animal
de ovulacion refleja) que el bloqueo del sistema colinérgico, por la inyeccién subcutanea
de atropina, interrumpia la ovulacion, cuando se administraba inmediatamente después
del coito. En el caso de la rata, un animal de ovulacién espontanea, cuando se inyecta

en la mafiana del proestro 8 42,

En la rata, la inyeccién subcutdnea del sulfato de atropina (70 mg/100 g de
peso), o su aplicacion directa al tercer ventriculo cerebral (250 ug), entre las 11:00 y
13:00 hrs del proestro bloguea la secrecién de LH, FSH y PRL, horas mas tarde. En
estos animales, la inyeccion de LHRH sintético restablece la liberacion preovulatoria de
LH, por lo que se concluye que sus efectos son en el sistema nervioso central, y que el
blogueo de los receptores colinérgicos muscarinicos alteran la secrecion normal de
GnRH ©7,

En POA existen diferencias sexuales en el nimero de sitios de union a los
agonistas muscarinicos, siendo mayor en los machos que en las hembras. Por medio
de estudios in vitro mostraron que en POA de la rata hembra, el nimero de receptores
muscarinicos varian durante el ciclo estral. En la mafiana del proestro aumenta la
proporcién de sitios de unién de alta afinidad a los agonistas muscarinicos (60%),
comparando a lo observado en diestro—2 o en la tarde del proestro (35%). Cuando
porciones homogenadas de POA se ponen en presencia de 173—estradiol, los sitios de
union de alta afinidad a los agonistas muscarinicos cambian a sitios de unién de baja
afinidad. Este efecto de la hormona se observa Unicamente en muestras de POA
obtenidas en la mafiana del proestro y puede ser blogueado por clomifeno
(antiestrégeno), o prevenido por la ocupacion previa de los receptores muscarinicos por
sus propios ligandos antes de la adicién de la hormona. Los cambios significativos en
los receptores muscarinicos de POA coinciden con el llamado “periodo critico”,
caracterizado por altas concentraciones de estrogenos y gran niumero de receptores a

estrogenos en POA @9,

Unicamente las hormonas sexuales (17p—estradiol y progesterona) afectan las
propiedades de los sitios de unidon a los agonistas muscarinicos. Ambas hormonas
provocan decremento en la proporcion de sitios de unidon de alta afinidad y en la
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constante de disociacion. Estos resultados llevaron a sugerir a los autores un vinculo
entre el sistema colinérgico muscarinico y los mecanismos por los cuales los esteroides

ovéricos inducen la liberacion de las gonadotropinas por la hipéfisis 2.

Evidencias experimentales muestran que el sistema colinérgico de POA-AHA
presenta cambios ciclicos durante el ciclo estral, en el contenido de ACh, la actividad de
las enzimas CAT y AChE, asi como en el nimero y la afinidad de los receptores
muscarinicos en POA — AHA © 8% Dyrante el ciclo estral de la rata hembra, en POA-
AHA existe un ritmo colinérgico endégeno. En el dia del diestro-1 se observan las
concentraciones maximas de ACh y en diestro-2 las minimas. El nUmero y la afinidad
de los receptores muscarinicos también varia durante el dia del ciclo estral. El marcaje
con el agonista muscarinico [*H]-N-metil escopolamina muestra que la unién especifica
(B max) Y la constante de disociacion (kq) para dicho farmaco son méximas en el dia del

estro y disminuyen progresivamente en los demas dias del ciclo estral ©®.

Dominguez y col. ®* mostraron que la sensibilidad del sistema colinérgico al
sulfato de atropina varia durante el ciclo estral y la dosis necesaria para bloquear la
ovulacion en el 100% de los casos depende del dia del ciclo y la hora en que se
administre, siendo el diestro-1 el dia méas sensible, ya que en este dia se requiere
Gnicamente de 100 mg/kg peso para bloquear la ovulacion.

El bloqueo de los receptores colinérgicos muscarinicos (con atropina) impide la
liberacién de gonadotropinas inducida por la inyeccién de 2 mg de progesterona a

animales ovariectomizados tratados con estrogenos ©2).

El implante unilateral de
acetilcolina en POA medial indujo un incremento significativo de las concentraciones

plasmaticas de LH, 5 horas después ©2).

Los implantes de acetilcolina en la cama del nucleo de la estria terminal o en la
amigdala medial incrementa la concentracion sérica de LH. En cambio, el implante de

noradrenalina en el septo lateral indujo la liberacion de LH 2.
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EFECTOS FUNCIONALES ASIMETRICOS DEL HIPOTALAMO SOBRE LA
SECRECION DE GONADOTROPINAS Y LAS FUNCIONES DEL OVARIO

Resultados experimentales de varios autores han mostrado que la regulacién

neuroendocrina que ejerce el hipotdlamo, sobre la funcidén de los ovarios, es asimétrica.

Nucleos o areas especificas del hipotdlamo responden de manera asimétrica a
las hormonas esteroides, ya que el implante de estradiol en lado derecho del POA o del
nacleo ventromedial, de ratas hembras de cinco dias provoca masculinizacion cuando
los animales llegan a la edad adulta (estas hembras prefieren sexualmente a otras
hembras). En cambio cuando el estradiol se implanta en las zonas hipotaldmicas del

lado izquierdo ocurre defeminizacion (los animales no tienen ciclos estrales) ©V.

En la rata adulta hemiovariectomizada, el lado derecho del area hipotalamica
anterior (AHA) parece jugar un papel preponderante en la regulacién del proceso de
hipertrofia compensadora del ovario (HCO) que ocurre en el ovario in situ, ya que en la
rata con ovariectomia unilateral, la lesion por radiofrecuencia del lado derecho de esa
area hipotalamica previene la HCO, en tanto que la lesion del lado izquierdo no la

modifica ??.

En la rata prepuber, la HCO parece estar controlada por el hipotalamo izquierdo,
ya que su deaferentacion bloquea este proceso, en tanto que la deaferentacion del
hipotdlamo derecho no la modifica “®. La lesién unilateral de esa misma area del
hipotalamo con acido kainico, bloquea HCO solo si la lesién y la ovariectomia unilateral

se hacen del mismo lado “9.

Los receptores muscarinicos de POA-AHA regulan en forma asimétrica la
secrecién de la GnRH y la ovulacion, asimetria que cambia durante el ciclo estral 9.

Esta afirmacién se basa en los siguientes hechos:

e Alas 13:00 horas del estro, el implante de atropina en la porcion derecha
de POA-AHA bloquea la ovulacion, mientras que el implante del lado

izquierdo no lo hace.
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e Si el farmaco se coloca en el dia del diestro—1, ambos implantes (los del

lado izquierdo y lado derecho) bloquean la ovulacion

e En el dia del diestro—2, sélo los implantes del lado izquierdo interrumpen la

ovulacion.
e En proestro ninguno de los implantes, izquierdo o derecho, la modifican

La estimulacion del sistema colinérgico de POA-AHA, mediante implantes de

pilocarpina, tiene un efecto opuesto al bloqueo con atropina “°:

e En estro, los implantes de pilocarpina en el lado izquierdo provocan el

blogueo de la ovulacién, mientras que las del lado derecho no la afectan.

e En los dias de diestro, tanto el implante del lado izquierdo como el

derecho impiden la ovulacion.

e En proestro los efectos son muy semejantes a los observados en el dia
del estro.

La falta de ovulacién en animales con el implante unilateral de atropina en POA—
AHA modifica la secrecion fasica de la GnRH en la tarde del proestro, ya que la
inyeccion subcutanea de LHRH sintético a las 14 hrs de ese dia, induce la ovulacion en

ratas (.

Esta modificacion en la secrecion fasica de la GnRH parece ser el resultado de
una alteracion en el efecto “feedback” estimulante de los estrégenos en la porcion
derecha de POA-AHA, ya que al restablecer esta sefial ovarica en la tarde del diestro—
2 (inyeccion sc. de 10 pg benzoato de estradiol), induce la ovulacion sélo en aquellos

animales con implante de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA .

La actividad neural del sistema colinérgico que regula la ovulacion varia de
manera circadica y asimétrica durante el ciclo estral, ya que en el lado derecho de POA-
AHA la actividad de la CAT cambia significativamente durante el ciclo estral, la mayor
actividad se observa en el dia del estro y la menor en diestro-2. Mientras que la

actividad de la enzima del lado izquierdo se mantiene constante durante todo el ciclo
(58)

32



En la rata (tanto en el macho como en la hembra), la cantidad de GnRH en el
lado derecho del hipotalamo medio basal (HMB) es significativamente mayor que en el
izquierdo ®. En POA-AHA la cantidad de ARNm para REa tiene un maximo en la tarde
del estro (17:00 hrs), seguido de un aumento de menor magnitud al medio dia del
diestro—2 (13:00 hrs). Mientras que para el REB y para GnRH, la maxima expresion del
gen se observa al medio dia del diestro—2 (13:00 hrs). Estas variaciones durante el ciclo
estral son asimétricas de tal forma que el lado de POA—AHA que expresa mas ARNm
para el REa o para la GnRH es el lado derecho, mientras que para el REJ no existe
asimetria. Sin embargo, en el lado izquierdo la expresion maxima del ARNm para el
REP ocurre de las 09:00 a las 13:00 hrs; en cambio en el lado derecho el “pico” para

este mensajero sélo ocurre a las 09:00 hrs del diestro—2 @,

PROPOSITO DEL ESTUDIO

POA-AHA regula en forma asimétrica la secrecion de las gonadotropinas y la
ovulacion. En esta regulacién diferencial entre una porcion y otra del hipotalamo
participa el sistema colinérgico, el cual es asimétrico en su funcién (expresada como
actividad de la CAT, la cantidad de acetilcolina, el nimero y afinidad de los receptores
muscarinicos) y varia durante el ciclo estral ©. Previamente se ha mostrado que el
blogueo unilateral de los cinco tipos de receptores muscarinicos de POA-AHA,
mediante el implante de atropina a las 13:00 horas de los dias del estro o del diestro-2
provoca efectos asimétricos sobre la ovulacién. Mientras que en los dias del diestro-1y
del proestro no se observa esta asimetria ©.

Estos efectos resultan de la alteracion en la secrecion fasica de GnRH, ya que el
reemplazo de esta hormona a ratas implantadas con atropina en POA-AHA, provoca
que el 100% de las ratas ovulen en la mafiana del estro esperado ). En estos grupos
experimentales, la inyeccion de hCG induce la ovulacion en todos los animales que no
habian ovulado por el implante unilateral de atropina en POA-AHA @

La atropina es un antagonista muscarinico no selectivo, es decir que se une a los
cinco receptores de este tipo “?. En el hipotalamo, los receptores que predominan son

los muscarinicos M, ®9. Mediante estudios in vitro se ha mostrado que los antagonistas
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M, (metoctramina y AF-DX-116) estimulan la liberacion de GnRH por la eminencia
media, cuyos efectos son mayores en el dia del estro y los minimos en los de diestro
(35).

Con la finalidad de estudiar cual de los receptores muscarinicos generan los
efectos asimétricos en la ovulacién, en este estudio se analizaran los efectos del
blogueo de los receptores muscarinicos M, en los lados izquierdo o derecho de POA-
AHA, durante el ciclo estral, sobre la ovulacion de la rata adulta.

HIPOTESIS

Dado que el nimero y la afinidad de los receptores muscarinicos en el
hipotdlamo cambia durante el ciclo estral, que el bloqgueo de estos receptores,
mediante el implante unilateral de atropina en POA-AHA, provoca efectos asimétricos
sobre la ovulacion espontanea de la rata durante el ciclo y que el bloqueo de los
receptores muscarinicos M, estimula la secrecion de la GnRH en la eminencia media,
entonces el bloqueo de estos receptores estimulara la ovulacion espontanea de la rata,

en funcion del lado y del dia del ciclo estral estudiado.

OBJETIVO
Estudiar los efectos del bloqueo unilateral de los receptores muscarinicos M2 de
POA-AHA durante el ciclo estral, sobre la ovulacion, el peso de los ovarios y del Utero

de la rata adulta.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Estudiar en cada uno de los dias del ciclo estral, los efectos del bloqueo de los
receptores muscarinicos M, por la micro-inyeccion de metoctramina, en el lado
izquierdo de POA-AHA sobre el porcentaje de animales que ovulan al estro
esperado, el numero de ovocitos liberados, el peso de los ovarios y del Utero.

* Estudiar en cada uno de los dias del ciclo estral, los efectos del bloqueo de los
receptores muscarinicos M, por la micro-inyeccion de metoctramina, en el lado
derecho de POA-AHA sobre el porcentaje de animales que ovulan al estro
esperado, el numero de ovocitos liberados, el peso de los ovarios y del utero.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas (190-230
g de la cepa CIllZ-V, mantenidas en
condiciones controladas de iluminacién (luces
encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con libre
acceso al alimento (Purina) y al agua. A las
12:30 horas del
estro, diestro-1,

Aparato Estereotédxico

diestro-2 o del

proestro, grupos de ratas (n= 8-10) fueron anestesiados
con 25 mg/kg de pentobarbital sédico (Pb) por via intra-
peritoneal. Una vez anestesiados se colocaron en un
aparato estereotaxico (Kopf Instruments, Modelo 900,

Sweeden), se rasurd la zona dorsal de la cabeza (donde

se localizan los huesos parietales) con una navaja de acero inoxidable, se realiz6 una
incisibn en el cuero cabelludo, se esteriliz6 por medio de la aplicacion de agua
oxigenada y se elimind el exceso de tejido con un hisopo de algodén. Una vez limpia el
area, se ubic6 el punto Bregma (punto donde coinciden la union de los dos huesos
parietales con el frontal), o punto cero del Atlas del cerebro de la rata ®®. Las
coordenadas utilizadas para llegar a POA-AHA fueron: AP= -0.04 mm, LM= + 0.06 mm

y V= 8.6 mm a partir de la meninge.

Una vez en la zona de estudio, a cada
animal se le inyecté 1 ul de una solucién de 10 6
20 pg metoctramina (MTCy9, MTCy) durante un
minuto, en el lado izquierdo o derecho de POA-
AHA. Los grupos de animales con operacion
simulada recibieron 1 pL de solucion salina. Otro
grupo de comparacién fue el de animales intactos,

gue no recibieron ningan tratamiento y que fueron

sacrificados en el dia del estro.
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Procedimiento de autopsia

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion entre las 10:00 y 11:00
horas del dia del estro esperado del ciclo estudiado. A la autopsia se extrajeron las
trompas uterinas, en cada una de ellas se conté el nimero de ovocitos con ayuda de un

microscopio estereoscopio. Se disecaron y pesaron el utero y los ovarios.

El cerebro de todos los animales fue disecado, colocado en formaldehido al 4%
durante 48 horas. Después de este tiempo se enjuago con agua corriente para eliminar
el exceso de formol y se colocé en un vibratomo. Los cerebros fueron cortados en
secciones coronales, de forma seriada a 30 um. Posteriormente, bajo un microscopio
estereoscopio se ubico el trayecto y la zona de la aguja de inyeccién. Sélo se utilizaron

los resultados de los animales cuya inyeccién se ubicé en la zona de estudio.

Zona de estudio: Area Predptica Hipotalamica Anterior
(POA-AHA), parte izquierda y derecha (Tomada de
Konig y Kilppel ©.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del nUmero de animales que ovularon con respecto a los que no
lo hicieron se analizaron por medio de la prueba de %?; los resultados del nimero de
ovocitos liberados se analiz6 por la prueba de Kruzkall-Wallis seguida de la prueba de
“U” Mann-Withney. Mientras que los datos del peso de los ovarios y del Utero se
analizaron mediante la prueba de analisis de varianza (ANDEVA), seguida de la prueba
de Tukey. En los casos en que se compararon dos grupos, el analisis se realizo por
medio de la prueba de “t” de Student. En todos los casos sélo se aceptaron como

significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue < 5%.
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RESULTADOS

1.- Efectos de la Anestesia provocado por la administracion de pentobarbital

sodico.

Animales Ovulantes:

Con respecto al grupo de ratas intactas, la inyeccion del pentobarbital sédico a las

12:30 hrs del proestro bloqueé la ovulacion en la mayoria de los animales tratados

(Gréfica 1).
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* p<0.05 vs.
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Intactas (Prueba x?)

Grafica 1. Porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado, después de ser

inyectados por via intraperitoneal con pentobarbital sédico.
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Ovocitos Liberados:

El nimero total de ovocitos liberados por animal ovulante no se modificO por la

anestesia en ninguno de los dias del ciclo estral (Gréfica 2).
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Grafica 2. Efecto de la anestesia sobre el numero de ovocitos liberados por animal ovulante.
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Peso de los Ovarios:

Con respecto a los animales intactos sacrificados en el dia del estro, el peso del ovario izquierdo aumentd en los animales

anestesiados en el diestro-1 (Gréfica 3). En cambio, el del ovario derecho no se modificé (Grafica 4).
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* p<0.01 vs. Intactas (ANDEVA, seguida de la Prueba Tukey-Kramer)

Grafica 3. Efecto del pentobarbital sédico sobre el peso del Grafica 4. Efecto del pentobarbital sédico sobre el peso del

ovario izquierdo (media * e.e.m.) ovario derecho (media  e.e.m.)
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Peso del Utero:

El peso del utero no se modificd en los animales anestesiados en las diferentes

fases del ciclo estral (Grafica 5)
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Grafica 5. Efecto de la anestesia sobre el peso del Gtero (media + e.e.m.)

Efectos de la micro-inyeccion de NaCl en POA-AHA

Animales Ovulantes:

Con respecto a los animales anestesiados, cuando los animales se inyectaron en
diestro-1, la micro-inyeccién de NaCl en el lado izquierdo de POA-AHA provoco
gue menos animales ovularan en el dia del estro esperado. Un efecto semejante se
observé cuando los animales fueron microinyectados en la porcion derecha de
POA-AHA en el dia del diestro-1 o del estro (Grafica 6).
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Grafica 6. Efecto de la microinyeccion de suero fisioldgico en el lado izquierdo o derecho de

POA-AHA sobre el porcentaje de animales que ovularon en el dia del estro esperado
Ovocitos Liberados:

Con respecto al grupo de animales anestesiados, la micro-inyeccién de NaCl en el lado
izquierdo de POA-AHA en las fases de estro, diestro-1 y diestro-2 provocé disminucion del
namero total de ovocitos liberados, en el dia del proestro ovulo solo un animal 11 ovocitos,
mientras que el tratamiento realizado en la porcién derecha, disminuyd los ovocitos

liberados Unicamente cuando se realiza en el proestro (Gréfica 7).

Gréafica 7.

Efecto de la

micro-inyeccion

de NaCl en el
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Estro Diestrol Diestro 2 Proestro liberados

HPb i Nacl Izq. M NaCl Der. (media #e.e.m.)

* p<0.05vs. Pb (Prueba Kruskal-Wallis seguida de “U” de Mann-Withney)
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Cuando se analizan los resultados del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo se observé que las ratas inyectadas con la solucion salina
en el lado izquierdo de POA-AHA, en la fase del diestro -1 provocé que este ovario liberara menos ovocitos con respecto a los del grupo de ratas
anestesiadas, en el dia del proestro solo ovularon 2 animales con 6 y 5 ovocitos liberados en el ovario izquierdo, mientras que en el lado derecho se liberaron
5y 6 ovocitos (Grafica 8). Mientras que al inyectar la solucién salina del lado derecho de POA-AHA provoco una disminucién en el numero de ovocitos en

los dias del estro, diestro -2 y el dia del proestro (Grafica 9).
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% P<0.05vs.Pb (Prueba Kruskal-Wallis seguida de “U” de Mann-Withney) p<0.05 vs. Pb (Prueba Kruskal-Wallis seguida de “U” de Mann-Withney)

. Grafica 8. Efecto de la micro-inyeccién de NaCl en el lado izquierdo o Grafica 9. Efecto de la micro-inyeccién de NaCl en el lado izquierdo o
derecho de POA-AHA sobre el niumero de ovocitos liberados por el derecho de POA-AHA sobre el niumero de ovocitos liberados por el
ovario izquierdo. ovario derecho.
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Peso de los Ovarios:

La microinyecciéon de NaCl en el lado izquierdo POA-AHA, llevada a cabo en el dia del proestro, aumentd el peso del ovario izquierdo

con respecto al grupo de animales anestesiados con el barbittrico (Gréafica 10). En cambio el peso del ovario derecho no se modifico por

este tratamiento experimental (Gréafica 11).
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* p< 0.01 vs. pentobarbital (ANDEVA seguida de la Prueba Tukey-Kramer)

Grafica 10. Efectos de la microinyeccion de NaCl en el lado izquierdo de

POA-AHA sobre el peso del ovario izquierdo (media + e.e.m.).
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Grafica 11. Efectos de la microinyeccion de NaCl en el lado izquierdo de

POA-AHA sobre el peso del ovario derecho (media = e.e.m.).



La microinyeccion de NaCl en el lado derecho de POA-AHA, realizada en la fase de diestro-1, disminuyé tanto el peso del

ovario izquierdo (Grafica 12) como el derecho (Grafica 13), con respecto a los animales anestesiados.
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* p<0.001 vs. pentobarbital (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey-Kramer)
Grafica 12. Efectos del NaCl inyectado del lado derecho de POA-AHA Grafica 13. Efectos del NaCl inyectado del lado derecho de POA-AHA
sobre el peso del ovario izquierdo (media + e.e.m.). sobre el peso del ovario derecho (media + e.e.m.).
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Peso del Utero:

La microinyeccion NaCl en uno u otro lado POA-AHA no modifico el peso del Gtero
(Gréfica 14).
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Grafica 14. Efectos de la micro-inyeccién de NaCl en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA

sobre el peso del Gtero (media + e.e.m.).
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Efectos de la microinyeccion de MTC en el lado Izquierdo de POA-AHA

Porcentaje de Animales Ovulantes:

Con respecto a los animales microinyectados con NaCl, en el dia del estro, la
microinyeccion de 10 pg de MTC en POA-AHA del lado izquierdo resulté en un menor
porcentaje de animales que ovularon . En cambio, la inyeccién de 20 pg provocé aumento

del porcentaje de animales ovulantes (Grafica 15).
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Grafica 15. Efectos de la MTC en POA-AHA del lado izquierdo sobre el porcentaje de animales

gue ovularon en el dia del estro esperado.
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Ovocitos liberados:

En los animales microinyectados con MTC en el lado izquierdo de POA-AHA no se
modifico el nimero de ovocitos liberados con respecto a los microinyectados con NaCl
(Grafica 16).
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Grafica 16. NUomero de ovocitos liberados en los animales microinyectados con

MTC en POA-AHA del lado izquierdo durante el ciclo estral.
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Peso de los Ovarios:

La microinyeccion de MTC del lado izquierdo de POA-AHA disminuyd el peso del ovario izquierdo sélo en el dia del proestro (Gréfica 17), con
respecto a la microinyeccioén de NaCl; mientras que en el ovario derecho no tuvo efectos (Grafica 18).
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Grafica 17. Media * e.e.em. del peso del ovario izquierdo en los Grafica 18. Media + e.e.em. del peso del ovario derecho en los
animales microinyectados con MTC en POA-AHA del lado animales microinyectados con MTC en POA-AHA del lado
izquierdo durante el ciclo estral. derecho durante el ciclo estral.
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Peso del Utero:

La microinyeccion de 10 pg de MTC en POA-AHA del lado izquierdo, realizada en el dia

del diestro 1 provocé aumento del peso del utero (Gréfica 19).
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Grafica 19. Media + e.e.em. del peso del Utero en los animales microinyectados con

MTC en POA-AHA del lado izquierdo durante el ciclo estral.
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Efectos de la microinyeccion de MTC en el lado derecho de POA-AHA

Porcentaje de animales ovulantes:

Con respecto a los animales microinyectados con NacCl, la micro-inyeccién de 10 pg de

MTC en el dia del estro disminuy6 significativamente el porcentaje de animales ovulantes.

En cambio en el dia del diestro-1 provoco un efecto contrario, es decir, aumento el

porcentaje de animales ovulantes. La microinyeccion de 20 pg de MTC en el dia del

diestro-1 bloqued la ovulacion (Gréfica 20).
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Grafica 20. Efectos de la MTC en POA-AHA del lado derecho sobre el porcentaje de

animales que ovularon en el dia del estro esperado.
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Ovocitos liberados:

En los animales microinyectados con MTC en el lado izquierdo de POA-AHA no se
modifico el nimero de ovocitos liberados con respecto a los microinyectados con NacCl
(Grafica 21).
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Grafica 21. Namero de ovocitos liberados en los animales microinyectados con
MTC en POA-AHA del lado izquierdo durante el ciclo estral.
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Peso del Ovario Izquierdo:

La microinyeccién de MTC en POA-AHA del lado derecho durante el ciclo estral no provocé ningun efecto sobre el peso de los ovarios (Grafica

22y 23).
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Grafica 22. Media + e.e.m. del peso del ovario izquierdo en los
animales microinyectados con MTC en POA-AHA del lado

izquierdo durante el ciclo estral.

52

20
18
16
14
12
10

mg/ 100g de peso

[ I (N N = =) I o

Estro Diestro 1 Diestro 2 Proestro

H NaCl Der. MMTC 10 pg M MTC 20 pg

Grafica 23. Media £ e.e.m. del peso del ovario derecho en los

animales microinyectados con MTC en POA-AHA del lado

izquierdo durante el ciclo estral.



Peso del Utero:

La microinyeccién de MTC en POA-AHA del lado derecho no modificé el peso del Gtero
(Gréfica 24).
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Grafica 24. Media £ e.e.m. del peso del Gtero en los animales microinyectados con
MTC en POA-AHA del lado derecho durante el ciclo estral.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La inyeccibn de pentobarbital en la mafana del proestro bloquea la ovulacion,
posiblemente como resultado del bloqueo de la secrecion fasica de la GhRH y por ende de
las gonadotropinas, ya que este anestésico atraviesa la barrera hematoencefalica y
modifica el componente lipidico de la membrana, provocando el fenémeno de fluidificacion,
e interfiriendo con el intercambio répido de los iones cloro, sodio, potasio, calcio y con la
liberacién de neurotransmisores . Otra explicacién es que la falta de ovulacion seria
resultado del efecto inhibitorio provocado por el sistema GABA (acido gamma amino-
butirico) sobre la neurona GnRH, ya que los barbittricos facilitan los efectos de este
neurotransmisor al prolongar el tiempo de apertura del canal para el cloro ©®.

El crecimiento folicular es un evento dinamico y constante que dura
aproximadamente 19 dias ®?. Si consideramos que en cada fase de estro (es decir, cada
96 horas) un grupo de foliculos empiezan a madurar como resultado del efecto estimulante
del segundo “pico” de FSH, entonces en el ovario siempre hay foliculos en diferentes
etapas del desarrollo. Por lo que el aumento en el peso de los ovarios como resultado de la
inyeccion de pentobarbital, al medio dia del diestro-1, podria ser explicado como resultado
del aumento en el nimero de foliculos o incremento en la masa del tejido intersticial, lo que
implicaria que en este dia del ciclo estral, la anestesia indujera un aumento en la secreciéon

ténica de las gonadotropinas y por consecuencia de foliculos.

Sin embargo, dado que el niumero de ovocitos liberados por estos animales no fue
modificado, es posible que el efecto del pentobarbital haya ocurrido en foliculos en
crecimiento, ya que se ha sugerido que la degeneracion de los foliculos durante la etapa
prepuberal se debe a la presencia de un umbral en las concentraciones de FSH que induce
el desarrollo de la etapa antral, pero insuficiente para mantener el crecimiento folicular

hasta su término ©°.

La inyeccion de la salina en POA-AHA sobre la ovulacion depende de la fase del
ciclo estral en la que sea inyectada: En el estro y el diestro-1, la inyeccion de NacCl
posiblemente provocé la alteracion en la secrecion preovulatoria de las gonadotropinas,
hecho que dependié de la sensibilidad de cada animal utilizado, ya que la inhibicién de la
ovulacion no ocurrié en el 100% de los animales tratados. Con base en los resultados
obtenidos, la inyeccion de salina en el lado izquierdo de POA-AHA en cada etapa del ciclo

estral regula el namero de ovocitos liberados, ya que los animales liberan un menor
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namero de ellos. Sin embargo, este efecto no ocurre en ambos ovarios, lo que depende de
la etapa del ciclo estral en el que la rata es expuesta al estrés quirdrgico. En las etapas de
estro y diestro-2, el ovario afectado es el derecho, mientras que en diestro-1 lo es el
izquierdo. Estos resultados nos permiten sugerir que desde POA-AHA existe una conexion
nerviosa que llega directamente a cada ovario y que regularia la respuesta de los foliculos
a las gonadotropinas circulantes, la cual es asimétrica y se activa de manera alterna en

funcion de la fase del ciclo estral. Una hipétesis semejante fue planteada por De la Iglesia

10 al sefialar que la estimulacién asimétrica que ejerce el nucleo

y colaboradores
supraquiasmatico (NSCh) a las neuronas GnRHérgicas proviene del nucleo
ipsilateral, pero se va alternando el del lado izquierdo y el derecho en dicha

estimulacion.

La via de sefializacién nerviosa involucrada en la conexion POA-AHA y el
ovario antes sugerida podria ser por medio del nervio ovarico superior “”. En la
rata adulta se ha observado que la informaciéon neural que transcurre por el nervio
ovarico superior aumenta el valor de la masa ovarica y el desarrollo folicular “7.
Tampoco se puede descartar la idea de que factores de crecimiento ovaricos estén
regulados por las gonadotropinas. Se ha sugerido que el numero final de foliculos
que ovulan depende de FSH y de las concentraciones intrafoliculares de GDF9
(Factor 9 de Diferenciacién del Crecimiento) y MBP15 (Proteina 15 Morfogenética

del Hueso) ©9.

Con base en nuestros resultados, sugerimos que en el dia del diestro-1, la
micro-inyeccion de NaCl alteraria la secrecion de las gonadotropinas, ya que su
inyeccion en el lado izquierdo o en el derecho provoco disminucion del peso de
ambos ovarios. Otra explicacion seria la existencia de alteraciones en el nUmero de
receptores a la LH en los foliculos en crecimiento, lo que resultaria en

modificaciones en el crecimiento y diferenciacién de los foliculos ©.

El bloqueo de los receptores M, del lado izquierdo o derecho de POA-AHA
sobre la ovulacion dependié de la concentracion de MTC utilizada, del dia del ciclo
en el que ésta fue inyectada y del lado de POA-AHA micro-inyectado. En el dia del
estro, el blogueo de los receptores M, con 10 pg/uL de MTC bloqueé la ovulacién

independientemente del lado de POA-AHA, resultados que nos llevaria a sugerir
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que la acetilcolina, al unirse a los receptores My, estimula la secrecion de GnRH y
las gonadotropinas. El hecho de que al inyectar el doble de esta dosis (20 pg/uL)
de MTC en el estro, haya estimulado la ovulacién, nos lleva a considerar que en
POA-AHA ocurri6 el fendbmeno que en farmacologia se conoce como “antagonismo
no competitivo”, que sefiala que si el antagonista se liga al mismo sitio que el
agonista pero lo hace de manera irreversible o seudo-irreversible (disociacion lenta
sin enlace covalente), originara una disminucion de la respuesta maxima con
algunas concentraciones del antagonista 2. Por lo tanto, para conocer el papel de
la acetilcolina sobre la ovulacion al unirse a su receptor M, se requiere llevar a
cabo otros experimentos en los cuales se micro-inyecten dosis menores a 10 y

mayores a 20 pg/pL en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA.

Los efectos alostéricos surgen cuando un ligando se une a un sitio diferente
en el receptor, lo que resulta en la inhibicion o la potenciacion de la reaccion.
Dicho efecto es saturable; la inhibiciéon llega a un valor “limite” cuando se han

ocupado por completo los sitios alostéricos ©2.

En la fase del estro, la unién de la acetilcolina a los receptores M, de POA-
AHA, no regula de manera asimétrica la ovulacién, ya que la micro-inyeccién de 10
pg del antagonista-M, en uno u otro lado de la zona de estudio resulté en el
bloqueo de la ovulacién, mientras que con 20 pg ésta fue estimulada. Cruz y
colaboradores © mostraron que en ésta fase del ciclo, el implante de atropina en el
lado derecho de POA-AHA bloquea la ovulacién, mientras que el tratamiento del
lado izquierdo no la altera. La discrepancia entre este conjunto de resultados
podrian ser explicados si se considera que la cantidad y la afinidad de los
receptores M, en uno y otro lado de POA-AHA son diferentes (Figura 5). Cruz y
colaboradores © mostraron que a las 13:00 h del estro la cantidad de receptores
muscarinico (Bmax) €S semejante en cada lado de POA-AHA, pero su afinidad

(constante de disociacion: Kq) es mayor en el lado izquierdo que en el derecho ©.

Con base en los resultados de esta tesis, cabe la posibilidad de que los
receptores muscarinicos M, de POA-AHA en la fase de estro jueguen un papel
inhibitorio de la ovulacion, funcion que estaria acorde a los resultados obtenidos

(35)

por Koren y colaboradores ', quienes mediante la incubacion de la eminencia
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media proveniente de ratas en cada fase del ciclo estral, mostraron que en estro,
los receptores muscarinicos M, inhiben la secrecion de GnRH al medio de

incubacion.

En la fase de diestro-1, la micro-inyeccion de 10 6 20 pg de MTC en el lado
derecho de POA-AHA resulta en un efecto “en espejo” con respecto al ocurrido en
la fase del estro, y es s6lo de este lado de POA-AHA en donde se manifestd el

“antagonismo no competitivo”.

Estos resultados se explican si consideramos que la actividad del sistema
colinérgico muscarinico cambie con respecto a la fase del ciclo estral. En el dia del
diestro-1, la cantidad de acetilcolina en POA-AHA es casi el doble en el lado
derecho que en el lado izquierdo, a pesar de que los parametros de unién y
afinidad de los receptores muscarinicos totales sean semejantes a los observados
en estro ©. Luego entonces, con 10pg de MTC no se logra bloquear a todos los
receptores M, y por lo tanto la acetilcolina enddgena activaria al receptor
estimulando la ovulacién. Cuando se increment6 la dosis a 20 pg, se logro bloquear
a todos los receptores M, y por lo tanto la acetilcolina se unié a estos receptores y
como resultado se bloqueéd la ovulacién. Por lo tanto en esta fase del ciclo, la
acetilcolina por medio de los receptores muscarinicos M, regula de manera
estimulante y asimétrica la ovulacion: siendo el sistema muscarinico M, del lado
derecho de POA-AHA del que depende que el animal ovule en el dia del estro de

ese ciclo.
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CONCLUSIONES

» El suero fisioldgico inyectado en POA-AHA altera la ovulacion y sus efectos

dependen del dia del ciclo estral del que se inyecte.

» Eldiestro 1 es la fase del ciclo en que la inyeccion del suero en POA-AHA

afecta en mayor grado las funciones del ovario.

» El suero fisiolégico inyectado en POA-AHA en la fase del estro, provoca

efectos asimétricos sobre la ovulacion de la rata adulta

» En la fase del estro, la union de la acetilcolina a los receptores M, de POA-

AHA, no regula de manera asimétrica la ovulaciéon

» En la fase de diestro-1, la acetilcolina por medio de los receptores
muscarinicos M, regula de manera estimulante y asimétrica la ovulacion,
siendo el sistema muscarinico M, del lado derecho de POA-AHA del que

depende que el animal ovule en el dia del estro de ese ciclo.
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Figura 6. Modelo conceptual que explica el efecto de los implantes de atropina

(10)

y la

micro-inyeccion de la metoctramina en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA, realizada

en la fase del estro, sobre la ovulacién en el dia del estro esperado inmediato al

tratamiento.
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