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RESUMEN

Previamente se ha mostrado que el bloqueo unilateral
del sistema colinérgico del &rea preSptica e hipotal&mica
anterior (POA-AHA) provocado por el implante de atropina,
bloquea la ovulacién; los efectos de la atropina dependen
del lado de POA-AHA afectada y del dia del ciclo estral (J.
Endocrinol. 123: 437-439, 1989). Para continuar con el
estudio de la participacién del sistema colinérgico en 1la
regulacién de la ovulacién se implantd pilocarpina(agonista
colinérgico) en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA a las
13:00 horas de cada dfia del ciclo estral. Para comparar, un
grupo de ratas fue implantado con colesterol.

La estimulacién del sistema colinérgico hipotalé&mico
redujo significativamente 1la proporcién de animales
ovulantes (27/63 vs 27/29, P<0.01). No se observaron
diferencias en el nGmero de animales ovulantes implantados
con pilocarpina del lado izquierdo o derecho de POA-AHA
(8/26 vs 19/37). La estimulacién del sistema colinérgico
modificé la ovulacién segln el dia del ciclo y del lado de
POA-AHA estudiado. Y los resultados fueron: Control 27/29;
Estro derecho 4/4, izquierdo 0/5*; Diestro 1 derecho 0/6,
izquierdo 4/10; Diestro 2 derecho 3/8, izquierdo 5/10;
Proestro derecho 1/6*, izquierdo 10/12 (P<0.05 vs control).
No hubo diferencias en el nlmero de ovocitos liberados en
aquellos animales que ovularon, ni en el rango de

cornificacién vaginal ni en la presencia de itero balonado.



Bstos resultados nos muestran que la estimulacién del
sistema colinérgico de POA-AHA afecta la ovulaci6n
esponténea de la rata dependiendo del lado de POA-AHA y del
dia del ciclo estral.. La comparacién de 1los resultados
obtenidog por el implante de atropina y pilocarpina nos
permiten sugerir que durante los dias de diestro, mantener
el tono colinérgico de POA-AHA es fundamental para que
ocurra la ovulacién, ya que cualquier desplazamiento en mis
O en menos la inhibe. En los dias del estro y proestro, la
participacién del sistema colinérgico derecho o izquierdo de

POA-AHA, parece ser en espejo.



INTRODUCCION

La ovulacién es e}l proceso por el cual el foliculo se
rompe y libera al 6vule (Esquema 1). Inicialmente el 6vulo
se separa del cuymullus ocophurus y flota libre, rodeado de
las cé&lulas foliculares de la corona radiata, en el liquido
folicular. Durante este tiempo se acumula r&pidaméﬁte graﬁ
cantidad de fluido folicular y se adelgaza la pared celular.
La primera sefial de la inminente ovulacién es la aparicién
sobre la superficie externa del foliculo, de una pequefia
4rea oval, el estigma. BEn la rata, la formacién del estigma
dura aproximadamente 5 minutos o menoé, se rompe la parte
superior del estigma y en uno o dos minutos el 6vulo y la
masa celular son expulsadas a través del orificio, seguido
por una gran cantidad de fluido folicular ( 47, 48).

Si no ocurre la fertilizacién, el 6vulo degenera
durante el trayecto hacia el Gtero una vez que ocurrié 1la

ovulacién (30, 39, 47, 48).
COMTROL NEUROENDOCRINO DE LA OVULACION .

La ovulacién es la etapa final de una serie de eventos
regulados por seflales neurcenddcrinas que involucran al
sistema nervioso central (&reas hipotal&micas Y
extrahipotaldmicas), a la hip6fisis y al ovario. Esta serie
de eventos incluyen la secrecién de la hormona liberadora de
secrecién de la hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH) y la liberacién de la hormona luteinizante (LH) y de

la hormona estimulante del foliculo (FSH).




Esquema 1. La ovulacién. PFluido folicular, cé&lulas de
la granulosa, algo de sangre y restos celulares acompafian al
ovocito después del rompimiento del foliculo (48).




La regulacién de la liberacién de las gonadotropinas
sucede de manera secuencial y sincrénica durante toda la
vida reproductiva del animal (1, 13, 25, 35, 39). En los
mamiferos, la secrecién de 1las gonadotropinas estd
influenciada por factores del medio ambiente como 1la
longitud del dia, la temperatura, la disponibilidad de

alimento etc., y por factores conductuales (Esquema 2).

Control de la secrecién de la GnRE

En la rata, la GnRH es sintetizada por neuronas
(neuronas GnRHérgicas) que se localizan en la banda diagonal
de Broca, en el drea septal, el niicleo de la estria terminal
y en algunas &4reas del diencéfalo, que incluyen el nficleo
periventricular, &rea preSptica anterior (POA), media y
lateral, &rea hipotaldmica anterior (AHA) y 1la zona
retroquiasmitica. Algunos grupos de neuronag GnRHérgicas se
localizan en el hipotdlamo lateral y en la parte dorsal del
niicleo supradéptico. No existen neuronas GnRHérgicas en el
nficleo arcuato, s6lo se encuentran pocas de ellas en la
zona que separa a este ndGcleo de la regiém ventromedial, y
en el nGcleo ventromedial (84, 85).

En otras especies como el cobayo, si existen neuronas
GnRHérgicas en el nGcleo arcuato y ventromedial, zona que
algunos autores han denominado hipotdlamo medio basal, en
la eminencia media dorsal y los niicleos premamilares (56).

Las neurcnas que se localizan en el septum proyectan

sus fibras hacia el epitdlamo y la estria medular y desde




FACTORES EXTERNOS
Nedio Ambiente

RETROALIMENTACION
(negativa y pos:ltiva)

Esquema 2. Diagrama esquemitico que muestra el control
del ciclo ovdrico por las gonadotropinas. La liberacién de
la GnRH por las neuronas hipotaldmicas es influenciada por
factores del medio externo. La participacion de mecanismos
de retroalimentacién estimulante e inhibitoria por parte de
los estrégenos secretados por el ovario, que actfan sobre el
Gtero (35).




aqui al niGcleo interpeduncular del cerebro medio. Las
células GnRHérgicas de la regién preSptica/pericomisural
envian sus axones a la regi6n del o6rgano vasculoso de la

lamina terminal, al ©6rgano subfornigal, 1la amigdala, 1la

. eminencia media y el 1l6bulo neural a la hip6fisis. Estos

axones también se proyectan hacia el pediinculc mamilar y de
aqui al cerebro medio, el nicleo del rafe y la regién
periacueductal (51, 56, 84, 85) [Esquema 3].

En el cobayo, las neuronas del niicleo arcuato proyectan
un gran nimero de axones a la eminencia media (26, 34, 56).

En la mayoria de las especies, la l&mina terminal es la
segunda estructura mids inervada por neuronas GnRHérgicas y
contiene pocos cuerpos neuronales de este tipo (26, 85).

Existen neuronas GnRHérgicas en otras regiones del
sistema nervioso central como el hipocampo, las cortezas
prepiriforme y cingulada, los bulbos olfatorios accesorios,
la amigdala y estructuras del sistema limbico (56).

La principal via de neuronas GnRHé&rgicas es la septo-
prebptico-infundibular (comin en 1la mayoria de las
especies). Este se origina en la parte rostral del &rea
septal y de la banda diagonal de Broca y se proyecta hacia
el quiasma Sptico (26, 56, 85).

Las neuronas GnRHérgicas del 4&drea prefptica e
hipotal&mica anterior est&n involucradas en la regulacién de
la 1liberaci6n f&sica de 1las gonadotropinas (5, 6, 7).
Mientras que las neuronas GnRHérgicas del nflcleo arcuato y

del niGcleo ventromedial participan en la regulacién de 1la



Esquema 3. Localizacién de las neuronas GnRHérgicas y
Sus principales proyecciones. Corte sagital del cerebro de
la cobaya que muestra la localizacién de los diferentes
grupos de neuronas GnRHérgicas (representadas por simbolos
geométricos), la direccién de sus fibras (indicadas por
flechas) y las terminaciones nerviosas (simbolizadas por
asteriscos) . AC: comisura anterior; an: nficlec arcuato; CC:
cuerpo calloso; db: banda diagonal de Broca; F: fornix; FR:
fasciculo retroflexo; ipm: nficleo interpeduncular; LV:
ventriculo lateral; mb: cuerpos mamilares; me: eminencia
media; mhn: habénula wedial; mpoa: &4rea prefptica medial;
msn: septo medial; OC: quiasma ©6ptico; ovlt: ©6rgano
vasculoso de la l4mina terminal; pscn: nlGcleo
supraquiasmitico prebptico; rm: nGcleo rojo; sem: nGcleo
supraquiasméiitico; vmm: nGcleo ventromedial; vta: &rea
tegmental ventral; IIIV: tercer ventriculo; IIIN: nervio
oculomotor (85).




liberacién ténica de las gonadotropinas (5, 6, 7).

Estudios de microscopia electrénica han mostrado la
existencia de varios tipos de interacciones entre las
neuronas GnRHérgicas y los de diversos neurotransmisores.

Las neuronas GnRHérgicas de la parte wmedia de POA
reciben sinapsis axosomiticas o axodentriticas de terminales
colinérgicas, noradrenérgicas, dopaminérgicas,
serotoninérgicas, histaminérgicas, &cido gama aminobutirico
(GABAérgicas); de péptidos como substancia P, somatostatina,
neurotensina, neuropéptido Y, péptido YY, péptido
pancredtico, galanina, oxitocina, vasopresina, TRH, CRF,
colecistoquinina, angiotensina II, bradiquinina, bombesina,
polipéptido vasoactivo intestinal (VIP), GRH y opioides (13,
14, 26, 53, 73, 85, 88).

Las neuronas GnRHérgicas también forman sinapsis entre
ellas. Por ejemplo, en la regi6n de POA de la rata y en el
cobayo se han observado sinapsis axodentriticas entre
neuronas GnRHérgicas (34). En el cobayo se han observado
interacciones locales de tipo dendrodentriticas Y
somatodentriticas (85, 88).

La sintesis y liberacién de la GnRH, también es
modulada por las hormonas esteroides oviricas.

Las hormonas ovdricas actan directamente sobre las
neuronas GnRHérgicas o sobre otras neuronas que modulan la
actividad de ellas (26, 51). Aunque la mayorfia de las
neuronas GnRHérgicas no tienen receptores nucleares a

estrégenos (83), se ha sugerido que los estrégenos estimulan




la secrecién preovulatoria de la GnRH al actuar en otro tipo
de neuronas que hacen sinapsis con la neurona GnRHérgica y
afectan su actividad (85) [Esquema 4).

La GnRH es liberada del sistema portahipofisiario, y
trangsportada a la sangre. También puede ser 1liberada al
liquido cefalorraquideo y de esta manera actuar sobre otras
neuronas del SNC donde funcionaria como un neuromodulador y
no como una neurohormona (57).

Control de la Secreciln de Gonadotropinas durante el Ciclo
estral de la rata

La GnRH estimula la secreciétn de la LH y en menor
proporcién la de la FSH. La secrecién preovulatoria de los
estrégenos es esencial para iniciar y mantener una respuesta
mayor de la hip6fisis a la GnRH, procesc en el que la
progesterona actia sinérgicamente (31).

La secrecifn preovulatoria de las dos gonadotropinas es
el resultado de dos eventos que ocurren simult&neamente:

1) el aumento en la frecuencia y la amplitud de los
pulsos de secrecién de las neuronas GnRH&rgicas, lo que
provoca que aumente la concentracién de la GnRH en la sangre
del sistema portal y,

2) el aumento progresivo de la sensibilidad de 1los
gonadotropos a dicha hormona (llamado efecto de imprimacién
de la GnRH) (35).

En la rata, la secrecién preovulatoria de la FSH ocurre
aproximadamente once horas después que el de la LH. Esta

digociaci6n entre las dQos gonadotropinas puede ser el
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regsultado de los siguientes factores:

1) Que exista una hormona que estimule en forma
especifica, la secrecién de la FSH.

2) Que los esteroides, la inhibina y otros factores
alteren en forma diferencial 1la respuesta de los
gonadotropos a la GnRH.

3) Que la secreci6n de la LH, pero no la de FSH,
dependa de que la hipéfisis este expuesta a la GnRH minuto a
minuto, mientras que la secrecién de la FSH sea iniciada por
la GnRH y luego sea independiente de ella (31).

La FSH estimula la aromatizacién de los andrégenos a
estrSgenos en las células de la granulosa, por sus efectos
sobre la actividad de la enzima aromatasa. La LH regula la
sintesis de los estr6genos al estimular la produccién de
andrégenos en las células de la teca y la actividad de la
aromatasa en las células de la granulosa. La prolactina, la
GnRH, la oxitocina, el factor de crecimiento epidermal, 1la
vasopresina y 1los corticoides suprarrenales inhiben 1la
produccién de estrdgenos por sus efectos primordiales sobre
la sintesis de andrdgenos, mientras que la noradrenalina y
la prostaglandina E, la estimulan (26, 50).

En las células de la granulosa de los foliculos
antrales grandes y preovulatorios pequefiogs, la FSH estimula
la sintesis de progesterona, efecto que es reforzado por la
prolactina y los andrégenos, e inhibido por 1la
prostaglandina F,. En el foliculo preovulatorio grande, la

sintesis de progesterona es estimulada por la LH, la
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‘prolactina y la noradrenalina (26, 50).

Ademis de las hormonas esteroideas, el ovario sintetiza
y secreta péptidos con actividad hormonal tales como la
inhibina, el factor inhibidor del ovocito, el €factor
inhibidor de la unién de la FSH a sus receptores, la hormona
inhibidora de la luteinizacién y la gonadocrinina (GnRH de
origen ovarico) (50).

Se ha mostrado que en el antro de los foliculos
antrales grandes la concentracién de estrégenos es mucho més
alta que en la sangre; y que ésta alcanza un maximo
inmediatamente antes de la secrecién preovulatoria de la LH.
Estos estrbgenos al pasar a la circulacién provocan gue su
concentracién aumente en la sangre, fenfmeno que se .conoce
como secrecidédn preovulatoria de estrégenos (50). Segln Fink
(31), la secrecibn preovulatoria de estrfgenos es el primer
evento del fenémeno en "cascada".

La sintesis de 1los estrfgenos es regulada por varias
hormonas, cada una de ellas estimula o inhibe pasos
especificos de la biosintesis (26, 28, 50).

En la rata, los mecanismos neuroendécrinos que culminan
con la ovulacién siguen un patrén circéddico. Los cambios
peribdicos (conducta sexual y citologia vaginal) que se
suceden durante el ciclo estral son utilizados como
indicadores biolégicos de las fluctuaciones en la liberacién
de las hormonas ovédricas como reflejo de las variaciones de
la secrecién de gonadotropinas (Esquema 5).

La duracién del ciclo estral de la rata es de 4 &6 5
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dias y se han denominado como los dias de estro, diestro 1,
diestro 2 y proestro; en el caso de los ciclos de 5 dias
existe un dia mis de diestro.

Las concentraciones plasmidticas de las gonadotropinas y
las hormonas ovAricas varian durante el ciclo estral. Cada
uno de los diferentes dias del ciclo se caracterizan para su
estudio, de la siguiente manera:

En el dia del estro disminuye la concentracién
plasmitica de los estrégenos, respecto a la tarde o noche
del dia anterior; entre las 4:00-5:00 horas del dia del
estro, la FSH circulante se eleva bruscamente, para luego
disminuir gradualmente. La LH en el plasma es muy baja (7).
En el frotis vaginal predominan células cornificadas
(escamas sin nGcleo) y en el ovario ha ocurrido 1la
ovulacién.

Durante el diestro 1 las concentraciones circulantes de
estr6genos se mantienen bajos al igual que los de FSH y LH
(7). En la citologia vaginal predominan los leucocitos y las
células nucleadas. En el ovario se observan foliculos en
crecimiento.

En la tarde del diestro 2, aumenta la secrecibn de
estrégenos, mientras que los niveles de FSH y LH se
mantienen como en el diestro 1 (7). El frotis wvaginal
muestra un mayor niGmero de leucocitos que el de células
epiteliales. Los foliculos ovAaricos siguen en proceso de
desarrollo.

En el dia del proestro ocurre el primer evento en 1la

i3




cascada, que es la secrecién preovulatoria de estrégenos por
parte del ovario, el cual se observa en la mafiana de este
dfa. Durante la tarde del proestro ocurre la liberacién
preovulatoria de la LH (35). La citologfia vaginal es
representada por un gran nGmero de células epiteliales

nucleadas.

Esquema 4. Posibles mecanismos de la accidén de los
estrégenos sobre la secrecién preovulatoria de la GnRH. 1:
Estimulacién de 1las neuronas noradrenérgicas (NA) o
inhibicién de las neuronas sintetizadoras de opioides; 2:
desinhibicién de las neuronas NA por la inhibicién de las
neuronas opioides; 3: inhibicién de 1las neuronas
dopaminérgicas y opioides en la eminencia media (35).
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LH ¢ PROGESTERONA (ng/ml)

Esquema 5. Representaciém de la "cascada" de eventos
neuroendfécrinos del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario, durante
los dias del ciclo estral de la rata adulta (35).
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ANATOMIA DE LAS NEUROMAS COLINERGICAS DEL SISTEMA NERVIOSO
CEMTRAL Y SU RELACION CON EL HIPOTALAMO

En el cerebro de la rata se ha descrito la presencia de
cuerpos celulares colinérgicos en la banda diagonal de
Broca, el septo medial, el tubérculo olfatorio, las islas de
Calleja, la amigdala, el Thipocampo, la substancia
innominada, el globo p&dlido y la neocorteza. En el
diencéfalo se les ha identificado en la habénula, el ndcleo
arcuato y en el hipotdlamo lateral. En el tallo cerebral, en
el nicleo pérasimpatético, el sigtema reticular, el nicleo
pontopeduncular, la parte dorsal del rafé&, el nicleo
dorsotegmental , el ;ggug coeruleus, el nGcleo solitario y
el niGcleo ambiguo (66, 67).

En el hipotdlamo también se han identificado cé&lulas
colinérgicas en el nicleo supraéptico, el 4rea preéptica
lateral y el niGcleo supramamilar, las Que envian sus fibras
hacia la estria terminal y de ahi a la amigdala (66, 67).

En el cerebro de 1la rata se describen dos vias
colinérgicas: la via tegmental dorsal formada por fibras que
contienen las enzimas colinesterasa y acetilcolinesterasa,
que provienen del nicleo cuneiforme (situado en la parte
dorsolateral de la formacién reticular mesencefdlica) y se
proyectan al tectum, al &rea pretectal, a los cuerpos
geniculadog, al t&lamo y al sistema limbico. La via
tegmental ventral se origina en la sustancia negra y el &rea
tegmental véntral del cerebro medio, s86lo contiene

acetilcolinesterasa, y atraviesa el hipotdlamo y el
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subt&lamo, y 1llega al cerebro posterior basal. Algunas
fibras de esta via que contienen acetilcolinesterasa, llegan
a corteza cerebral y al bulbo olfatorio (66, 67) [Esquema 6] .
El papel del Sistema Colinérgico en la Regulacién del Eje
Hipotélamo-HipSfisis-Ovario

El sistema colinérgico es uno de 1los sistemas de
neurotransmisién que Tregula la secreciédn de las
gonadotropinas y en consecuencia la ovulacién. Desde la
década de los aflos cuarentas, Everett y colaboradores (32)
mostraron que el sistema colinérgico regula de manera
estimulatoria la secrecibn preovulatoria de la LH que ocurre
en el dia del proestro. Estos autores observaron que la
inyeccién subcuténea de 700 mg/kg de sulfato de atropina
bloqueaba 1la ovulacién esperada en la maflana del dia
siguiente. Ademas, observaron que esta dosis era efectiva de
las 14:00 a las 16:00 horas de este dia del ciclo, intervalo
que denominaron "perfiodo critico".

Posteriormente, Dominguez b' colaboradores (31)
mostraron que el grado de participacién del sistema
colinérgico en la regulacién de la secrecién de 1las
gonadotropinas es diferente en cada dia del ciclo estral,
ya que la dosis de atropina necesaria para bloquear 1la
ovulacién también depende del dia del ciclo estral en el que
se realiza el tratamiento. Asi, en el dia del estro se
requiere de 300 mg/kg; en el diestro 1 y diestro 2, de 100
mg/kg y en el proestro de 700 mg/kg. Adem&s, mostraron que

la participacién del sistema colinérgico no sélo varia con
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Esquema 6. Representacién de algunas de las vias
colinérgicas propuestas. Las rutas ya establecidas estén
indicadas con flechas continuas; rutas supuestas con flechas
discontinuas; interneuronas doble flecha. Am: amigdala; BC:
conjuntiva braquial; G@i: divisién gigantocelular de 1la
formacién reticular; Ha: habénula; Hi: hipocampo; IC:
coliculo inferior; IC: nGcleo interpeduncular; LRe: nlcleo
reticular lateral; LVe: nficleo vestibular lateral; Ma:
divigsién magnocelular de 1la formacién reticular; PB:
complejo parabraquial; R: nticleo rojo; SM: sustancia negra;

80: olivo superior.
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el dfa del ciclo, sino con la hora del dfa, ya que la
administracién de la dosis minima efectiva (100 ma/kg) a
diferentes horas de cada dia del ciclo estral, interrumpe la
ovulacién de los animales en diferente proporcién segiin la
hora y el dia del ciclo que se considere.

En ratas ovariectomizadas tratadas con altas dosis de
estrbégenos la administracién de atropina directamente en el
ventriculo inhibe la liberacién de LH, en tanto que la
inyeccién de pilocarpina o de fisostigmina (ambos agonistas
colinérgicos), inicialmente inhiben y m&s tarde estimulan la
liberacién de LH (59).

La liberacién de la GnRH ocurre en respuesta a la
estimulacién de 1los receptores muscarinicos, ya que en
estudios jin vitro se ha mostrado que 1la acetilcolina
estimula la liberacién de la FSH y de la LH, s6lo cuando la
hip6fisis es co-incubada con fragmentos de hipotdlamo,
efecto que es blogqueado por la atropina (36, 86).

Por el contrario, la liberacifn preovulatoria de la LH
que ocurre en el dia del proestro es blogqueada por la
estimulacién de 1los receptores nicotinicos, ya que 1la
administracién de nicotina durante el "perfodo critico" del
proestro, suspende la liberacifén de la LH, pero no la de la
FSH. Bajo estas mismas condiciones experimentales, 1la
administracién de GnRH estimula la liberacién de la LH, pero
no la de la FSH (8).

Tanto en POA-AHA como en la adenchipSfisis, la afinidad

de 1los receptores muscarinicos varia durante el ciclo
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estral, siéndo mayor en el dia del proestro (2, 3, 65). lLa
estimulacién del sistema colinérgico por la administracién
de farmacos colinomiméticos, estimula la divisién mitética
de los gonadotropos que sintetizan LH (78).

Agimismo, la actividad del sistema colinérgico, medida
por la actividad de la enzima colino-acetil-transferasa
(CAT), por el contenido o la liberacién de la acetilcolina,
por la densidad o la afinidad de sus receptores, estéd
regulada por las hormonas esteroideas (18, 58). La actividad
de la CAT de POA-AHA varia durante el ciclo estral (14) y se
ha mostrado que la acetilcolina se encuentra en
concentraciones relativamente altas. en el hipot&lamo (52,
68) .

En la rata macho, la castracién provoca aumento de la
actividad de la CAT y la concentracién de écetilcoiina en el
area tegmental, por lo que se considera que estd relacionada
con los mecanismos colinérgicos que estimulan la secrecién
de LH (68).

En el animal hemiovariectomizado, 1la informacién
neuroend6crina generada por 1los recéptores colinérgicos de
la zona anterior del hipot&lamo participa en la regulacién
del proceso de hipertrofia compensadora del ovario in gitu,
vya que el implante bilateral de sulfato de atropina inhibe

este proceso (63).
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Los Aspectos Asimétricos del Sistema Colinérgico y la
Funcién Reproductora.

Resultados experimentales de varios autores han
mostrado que la regulacién neurocendécrina que ejerce el
hipotdlamo, sobre la funcién de uno y otro ovario, es
asimétrica (1, 12, 19, 20, 29, 40, 41, 42, 45, 46, 62, 69,
70, 71, 72). A la fecha, no se cuenta con datos que indiquen
que esta asimetrfia funcional se acompafia de asimetrias
anatémicas. Al respecto sabemos que la concentracién de
GnRH es diferente entre el lado derecho e izquierdo del
hipotdlamo wmedio basal (4, 46). Es posible que estas
diferencias bioguimicas entre un lado y otro del hipotdlamo,
estén relacionadas con diferencias anatfémicas, morfolégicas
o ain bioquimicas de los diversos sistemas de
neurotransmisién gue regulan la sintesis y la liberacién de
la GnRH entre uno y otro lado del hipot&lamo o de las &reas
extrahipotalamicas que se relacionan funcionalmente con €1.
Por ejemplo, se ha mostrado que la extirpacién de uno de los
ovarios aumenta significativamente el contenido de GnRH en
el hipotdlamo del mismo lado que se extrajo el ovario (46).
La hemiovariectomia del lado derecho aumenta la asimetria
en el contenido de GnRH, mientras que la del lado izquierdo
la disminuye (42, 46).

La regién prefSptica responde de manera asimétrica a las
hormonas esteroides. El implante de estradiol en el lado
derecho de POA o el nGcleo ventromedial de ratas hembras

recién nacidas provoca masculinizacién cuando los animales
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llegan a la edad adulta (estas hembras prefieran sexualmente
a otras hembras). En cambio, cuando el estradiol se implanta
en el lado izquierdo, ocurre defeminizacién (los animales no
tienen ciclos estrales) (72).

En el hipotdlamo de la rata adulta, la gctividad de 1la
enzima acetilcolinesterasa (AChE), varia durante el ciclo
estral; y es mayor en el lado derecho que en el izquierdo
(18) .

De igual manera, la actividad de la CAT del lado
derecho de POA-AHA varia durante el ciclo estral, la
actividad miAs alta ocurre en el dia del estr& Y la menor
durante el dia el diestro 2 (82).

La participacién de los receptores muscarinicos de POA-
AHA en la regulacién de la secrecién de la GnRH y la
ovulacién varia durante el ciclo estral y es asimétrica (15,
16, 19); esta conclusién se desprende de los siguientes
hechos experimentales: '

1.- En el dia del estro, el implante de atropina en el
lado derecho de POA-AHA bloquea la ovulacién en todos los
animales. En cambio, todos ovulan si el implante se coloca
del lado izquierdo. Cuando el implante se realiza en el dia
del diestro 1 , el nimero de animales que ovulan disminuye
significativamente, independientemente del lado de POA-AHA
en que se coloque la atropina. Cuando el implante se realiza
en el dia del diestro 2, casi ninglin animal ovula cuando el
implante esti del lado izquierdo, mientras gque la mayoria lo

hace si el implante esti del lado derecho. Los implantes
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realizados en el dia del proestro no bloquean la ovulacién.
2.- En los animales con implante unilateral de atropina

que no ovulan, la administracién de GnRH o de 1la _

' gonadotropina coriénica humana (hCG), a las 13:00 horas del

dia del proestro esperado, induce la ovulacién en la méyoria
de los animales.

3.- En este mismo modelo de animales, la administracién
de benzoato de estradiol en el segundo dia del diestro,

restaura la ovulacién en la mayoria de los animales con

“implante de atropina del lado izquierdo de POA-AHA, pero no

lo hace en los gue fueron iwmplantados del lado derecho.

‘4.- La inyecci6n de la gonadotropina de suero de yegua
prefiada (PMSG) una hora después de realizar el implante de
atropina en el dia del diestro 1, provoca la ovulacién
solamente en los animales con implante del lado izquierdo de
POA-AHA.

Los resultados antes descritos llevaron a sugerir que:
el bloqueo unilateral de los receptores muscarinicos de POA-
AHA, realizado en los dias previos de ese ciclo, blogueé la
sefial ovulatoria de la secrecién de la LH. Por lo que, el
sistema colinérgico participa de manera estimulante vy
asimétrica en la regulacién de la secrecién de la GnRH
durante el proestro (16).

La falta de ovulacién provocada por la ausencia de las
seflales hipotaldmica e hipofisaria, es el resultado de 1la
ausencia del estimulo estrogénico. Ademis, que dicha sefial

ovirica es efectiva s6lo cuando el lado derecho de POA-AHA
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no es alterado (16).

Con base en eétos resultados, los autores plantean que
aGn cuando existan estrbgenos suficientes como para disparar
la secrecifén preovulatoria de GnRH, la falta del estimulo
colinérgico del lado derecho de POA-AHA en los dias previos
al proestro, impide que se cierre el circuito de regulacién
estimulante de la secrecién preovulatoria de la GnRH y de la

LH (15, 16).

~

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la regulacién de la funcién del eje hipotdlamo-
hip6fisis-ovario intervienen sefiales neuroendécrinas
generadas por los tres.componentes del eje, asi como por
estructuras de zonas extrahipotélémicas.

¢Cudles son los hechos andtomo-funcionales que explican
que el eje hipotdlamo-hip6fisis-ovario, especificamente el
hipotdlamo y ef'ovario; funcionen en forma asimétrica? Las
posibles interpretaciones al respecto serian:

1) Bxisten diferencias anat6micas, funcionales, o
ambas, entre las neuronas GnRHérgicas de uno y otro lado del
hipotdlamo lo que explicaria la concentracién asimétrica del
péptido (4, 46).

2) Las diferencias funéionales de los sistemas de
neurotransmisién o de los péptidos de uno y otro lado del
sistema nervioso central que regulan directa o

indirectamente la actividad de la neurona GnRHérgica. Esto

24




explicaria el efecto asimétrico del implante de atropina
sobre la secrecién preovulatoria de la GnRH y la ovulacién.

3) Las diferencias anat6micas, funcionales, o ambas,
entre uno y otro ovaridg, 1as‘ que serian a su vez
reguladas por el "tipo", '"cantidad" y "calidad" de 1la
informacién nerviosa aferente a cada una de las gbnadas.

4) Las diferencias en la informacién neuroendécrina
que intercambia el hipotdlamo con cada g6nada.

Con base en lo anterior y con el fin de continuar con
el estudio del papel regulador del sistema colinérgico, en
este trﬁbajo se estudiaron los efectos, asi como las
implicaciones neuroendfcrinas, del estimulo del sistema
colinérgico de POA-AHA sobre la ovulacién de la rata adulta.

Para ello se analizaron los efectos de la estimulacién
unilateral del sistema colinérgico de POA-AHA realizado en
cada uno de los dias del ciclo estral, sobre la ovulacién
egsperada en el dia del estro. Asimismo, se estudiaron los
efectos del reemplazo de las hormona secretada por el
hipoté&lamo 6 el ovario, cuya secreciédn pudo ser alterada por

la estimulacién del sistema colinérgico.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La participacién del sistema colinérgico de POA-AHA en
la regulacién de la ovulacién es asimétrica y varia durante

el ciclo estral.
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OBJETIVOS

I. Estudiar los efectos de la estimulacién del sistema
colinérgico del lado derecho o izquierdo de POA-AHA, durante
el ciclo estral, sobre la ovulacién dé la rata adulta.

II. Analizar los mecanismos por los que la estimulacién
unilateral de 1los receptores muscarinicos de POA-AHA,
inducido por el implante de Pilocarpina, provocaria

asimetria en la respuesta ovulatoria y funcional del ovario.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas (190 - 230 g) de la
cepa CIIZ-V, mantenidas en condiciones controladas de
iluminacién (luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con
libre acceso al alimento y al agua. Los animales fueron
mantenidos en grupos de seis ratas por caja y se les realizé
el estudio del ciclo estral por la toma diaria de frotis
vaginales. S6lo se utilizaron aquellos animales que
presentaron al menos dos ciclos consecutivos de 4 dias de
duracifn. A todos los animales que fueron sometidos a alguna
de las intervenciones quirlrgicas, se les reanud6 la toma de
frotis vaginales 24 horas después de la cirugfa. Para las
intervenciones quiriirgicas, los animales fueron anestesgiados
con pentobarbital sédico (Anestesal: 30 mg/kg) y todos se
realizaron entre las 08.00 y 11.30 h.

Como grupo testigo absoluto, se utilizaron animales sin
tratamiento, sacrificados en el dia del estro, después que

presentaron al menos dos ciclos consecutivos de cuatro dias.
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Intervencién quirdrgica:

Implante unilateral de pilocarpina

El implante se realizé siguiendo 1la wmetodologia
previamente descrita (16, 19). Los animales fueron
anestesiados, colocados en el aparato estereotfixico con 1la
barra incigsora a 5 mm por debajo de las barras auditivas.
Las coordenadas antero-posterior seleccionadas para las
&reas hipotal&micas en estudio fueron las siguientes:
antero-posterior: 64 um y lateral: 40 um.

A ratas en los diferentes dias del ciclo eatral se les
implanté en el lado izquierdo o derecho (ie POA-AHA, una
aguja de acero inoxidable del No. 20 (cénula directriz)
cuya longitud promedioc es de 4 mm la que se f£ij6 a la calota
con cemento acrilico. Una vez que los animales presentaron 2
ciclos consecutivos de 4 dfas, a las 13:00 horas del dia del
estro, © del diestro 1, o del diestro 2 o del proestro, en
la cénula directriz se introdujo la cénmula interna (aguja de
acero inoxidable del No. 25), cuya punta Bse cargd
previamente con 105+8 ug de pilocarpina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MS, EE. UU).

El farmaco fue expulsado hacia la regi6n POA-AHA con la
ayuda de un alambre de acero inoxidable. Como grupovcontrol
se utilizaron animales a los que se les implanté colesterol
(1), a 1las mismas horas. Todos los animales fueron

sacrificados en el dia del estro esperado.
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Procedimiento de Autopsia:

Los animales se sacrificaron por decapitacién. Se
disecaron y pesaron los ovarios y el dtero. Bn los gviductos
se buscdé la presencia de ovocitos. Cuando esto oqprrié se
les conté con 1; ayuda'de un wmicroscopio estereoscépico. El
. peso de los Organos se expresé en mg por 100 gramos de peso
corporal (mg/100 gr p.c.}.

El cerebro de los animales con implante de pilocarpina
o0 colesterol se fij6 en solucién de formol al 10 & y se
corté6 a 80 um. Los cortes se tifleron con violeta de cresilo
para localizar la zona del implante. Los diagramas de la
‘localizacién de 1los implantes, asi como la nomenclatura
utilizada, fueron tomados directamente del atlas de Kdnig y
Klippel (52). Solamente se utilizaron los datos de los

animales cuyo implante se localizé en el 4rea de estudio.

Anflisis Estadistico

Los resultados obtenidos del nfmero de ovocitos
liberados se analizaron por la prueba de Kruskall-Wallis,
seguido de la prueba de U-de Mann-Whitney; los del peso de
los ovarios y del Gtero, se analizaron por la prueba de
An4lisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA), seguida de 1la
prueba de Duncan. La tasa de los animales ovulantes (nimero
de ratas que ovulan/niimero de animales tratados x 100), la
frecuencia relativa de animales con f(tero distendido
(nGmero de animales con presencia de liquido en la luz del

itero/nGmero de animales tratados x 100) y la frecuencia de
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animales que preséntan estro vaginal al dia del sacrificio
(nGmero de animales en estro vaginal/nGmero de animales
tratados x 100) fueron analizados por 1la prueba de

probabilidad exacta de Fisher o por Chi-cuadrada.
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EXPERIMENTOS REALIZADOS:

Estudio de los efectos del iqpuanue de pilocarpina en la
regién izguierda o derecha POA-AHA sobre la ovulacién de
la rata adulta.

Para analizar s8i la estimulacién del sistema
colinérgico de POA-AHA modifica de forma asimétrica 1la

funcién del ovario, se realizé el siguiente experimento:

Bxperimento 1. A animales adultos a los que se les
colocé la cédnula directriz dirigida a POA-AHA, una vez Que
presentaron por lo menos 2 ciclos consecutivos de 4 dias, se
les implant6 pilocarpina a las 13:00 horas del dia del
estro, o del diestro 1, o del diestro 2 o del proestro. Los
animales se sacrificaron en el dfa del estro esperado

inmediato.

RESULTADOS

Cuando se comparan con el grupo de animales 'sin
tratamiento sacrificados en el dia del estro vaginal no se
observaron diferencias significativas en el nGmero de
ovocitos liberados, en el peso de los ovarios y del fitero de
los animales implantados con colesterol en los diferentes

dias del ciclo estral (Tabla 1).
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Tabla 1. Media : e.e.m. del nimero de ovocitos liberados,
peso de ambos ovarios y el fitero de animales intactos o con
implante de colesterol en POA-AHA en los diferentes dias del

ciclo estral.

Peso (mg/100 g)

Grupo n  Ovocitos totales Ovarios Utero
Intactos 17 10.7 £ 0.7 28.7 ¢ 0.9 168 ¢+ 6.8
Colesterol

Estro: 10 11.2 + 0.7 30.7 £ 1.2 195 + 12.0
Diestro 1: 10 9.1 £ 0.9 32.1 £ 1.7 185 ¢ 15.0
Diestro 2: 10 8.0 £ 1.7 29.1 ¢+ 1.2 185 ¢ 10.0
Proestro: 11 11.3 £ 0.7 30,3 £+ 1.0 180 + 7.2

(ANDEVA -seguido de la prueba de Tukey)

Tampoco se observaron diferencias

animales con implante de colesterol en

derecho de POA-AHA (Tabla 2).

entre los grupos de

el lado izquierdo o

Tabla 2. Media t e.e.m. del nGmero de ovocitos, del peso de

los ovarios y del fdtero,

en los animales intactos o con

implante de colesterol del lado izquierdo o derecho de POA-
AHA,

Peso (mg/100 g)

Grupo n Ovocitos Ovarios Utexo
Intactos 17 10.7 ¢+ 0.7 28.7 £ 0.9 170 + 6.8
Colesterol 20 10.1 + 0.8 31.0 + 6.6 188 + 6.6
Izquierdo

Colesterol 19 9.8 + 0.7 30.0 £+ 0.8 185 t 9.1
Derecho

(ANDEVA seguido de la prueba de Tukey)
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Dado qué® no se observaron diferencias significativas en
los efectos del implante de colesterol del lado izquierdo o
del lado derecho de POA-AHA, los resultados se agruparon en
un s6lo grupo denominado testigo.

En los animales con implante unilateral de pilocarpina
(lado izquierdo o derecho) disminuyé la tasa de animales
ovulantes, y no se modificaron 1la tasa de cornificacién

vaginal ni la de Gtero distendido (Tabla 3).

Tabla 3. Tasa de animales ovulantes, de animales con
cornificacién vaginal y de animales con fGtero distendido,
después de implantar pilocarpina en el lado izquierdo o
derecho de POA-AHA.

Tasa de animales
Grupo Ovulantes Corniticacién Utero
Vaginal Distendido

Testigo 56/58 56/5_8 2/58
Pilocarpina 19/37+ 32/37 6/37
Izquiexrda

Pilocarpina 7/26* 22/26 9/26
Derecha

*P<0.05 comparado con el grupo control testigo (Prueba de
Ji2) '

En la Figura 1 se muestra la taéa de animales ovulantes
de los grupos con implante unilateral de colesterol o de
pilocarpina realizado en el lado izquierdoc o derecho de POA-

AHA. Como se puede cbservar la proporcifén de animales que
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ovulan en el dia del estro esperado disminuye
significativamente cuando se implanta la pilocarpina en el
lado derecho de POA-AHA y las diferencias no fueron
significativas cuando el implahte se realizé del 1lado
izquierdo. i

En los animales con implante de pilocarpind, el nGmero
de ovocitos liberados por animal ovulante, asi como el peso
de los ovarios fueron semejantes al del grupo de animales
testigo (Tabla 4).
Tabla 4. Media + e.e.m. del nlGmero de ovocitos liberados y
del peso (mg/100g) de los ovarios y del Gtero de animales

con implante de pilocarpina del lado izquierdo o derecho de
POA-AHA, que ovularon 0 no en el dia del estro esperado.

Peso (mg/100 @)
Grupo n Ovocitos Ovarios Utero

ANIMALES QUE OVULARON

Testigo 56 10.5 + 0.4 29.7 £ 0.6 184 + 4.8
Pilocarpina 19 9.5 ¢+ 0.6 26.6 + 1.4 183 + 4.9
Izquierda

Pilocarpina 7 9.9 + 0.6 27.8 + 2.0 208 + 12.2*
Derecha

ANIMALES QUE NO OVULARON

Testigo 2 34.2 t 4.2 190 + 4.0
Pilocarpina 18 27.0 + 1.3 178 + 5.2
Izquierda

Pilocarpina 19 32.9 £+ 1.7 208 ¢+ 10.5*
Dexrecha

* P<0.05 vs testigo (ANDEVA, seguida de la Prueba de Tukey) .
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Cuando se considera el dia del ciclo en que se implantd
la pilocarpina, observamos que la tasa de animales ovulantes
en el estro inmediato, disminuye significativamente cuando
el implante se realiz6 en los dias de estro, diestro 1 y
diestro 2 (Figura 2).

Analizando los resultados en funcién del lado en que se
realiz6 el implante, encontramos una disminucién en el peso
de los ovarios cuando el implante se realizé del lado

izquierdo en el dia del proestro (Tabla 5).

Tabla 5. Media : e.e.m. del nGmero de ovocitos liberados y
del peso (mg/100g) de los ovarios y del (tero de ratas
testigo o con implante unilateral de pilocarpina en POA-AHA,
colocado en 1los diferentes dias del ciclo estral, que
ovularon en el dia del estro esperado.

Peso (mg/100 g)

Grupo n Ovocitos Ovarios Utero
Testigo 56 10.7 ¢+ 0.7 28.7 ¢+ 0.9 170 ¢+ 6.8
Pilocarpina

ESTRO:

Derecho 4 9.8 + 0.9 25.9 + 2.7 210 ¢+ 20.4
DIESTRO 1: :
Izquierdo 4 8.8 + 1.3 28.8 ¢ 2.1 188 ¢+ 14.9
DIESTRO 2:

Izquierdo 5 10.0 £ 0.7 28.1 ¢+ 2.8 174 + 2.5
Dexrecho 3 10.0 + 1.2 30.2 + 2.8 206 + 14.5
PROESTRO:

Izquierdo 10 9.6 £ 0.9 25.1 ¢ 2.0 187 ¢+ 7.3 -

* P<0.05 vs testigo (ANDEVA seguido de la prueba de Tukey).
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Cuando se analizan los resultados en funcién del dia y
del lado en que se colocé la pilocarpina, observamos que en
el dia del estro, el implante del lado izquierdo bloqueé la
ovulacién en todos los casos (0/5 ovularon), mientras que no
la afectd cuando se implantd del lado derecho (4/4). La
proporcién de animales ovulantes disminuyé
significativamente cuando los animales se implantaron en el
dia del diestro 1 (implante izquierdo 4/10 ovularon,
implante derecho 0/8) o del diestro 2 (implante izquierdo
5/10, implante derecho 3/8). Cuando el implante se realiz6
en el lado derecho del dia del proestro la ovulacién fue
bloqueada en la mayoria de los animales (1/6 ovuld) y no fue
afectada cuando el implante se realizé en el lado izquierdo

(10/12 ovularon), (Tabla 6) [Figura 3].

Los resultados de este primer experimento muestran gque
la estimulacidén del sistema colinérgico afecta la ovulacién.
Los efectos varian con el dia del ciclo estral y se presenté

lateralizacién, la cual también varia con el ciclo.
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Tabla 6. Media :+ e.e.m. del peso (mg/100g) de los ovarios y
del Gtero de ratas testigo o con implante unilateral de
pilocarpina en POA-AHA, colocado en los diferentes dias del
ciclo estral, que no ovularon en el dfa del estro esperado.

. : Peso (m»g/100g)
Grupo n - Ovarios Utero

Testigo 2 34.2 t+ 4.2 190 + 4.0
pPilocarpina

RESTRO:

Izquierxdo 5 24.6 1+ 3.1* 164 + 11.1*
DIRSTRO 1:

Izquierdo 6 27.6 ¢t 1.5 180 + 6.9
Derecho 8 34.6 + 2.5 211 + 19.3
DIESTRO 2:

Izquierdo 5 30.2 ¢ 2.5 180 + 7.9
Dexrecho 5 29.1 + 4.5 192 + 24.7
PROESTRO:

Izquiexdo 2 23.4 ¢ 3.1%* 205 ¢ 25.0
Derecho 6 33.7 + 1.9 215 + 11.8

*P<0.05 vs Testigo (ANDEVA seguido de la prueba de Tukey).

37




FIG. 2 PROPORCION DE ANIMALES OVULANTES
CON IMPLANTE DE COLESTEROL O PILOCARPINA

EN CADA DIA DEL CICLO ESTRAL
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FIG. 3 PROPORCION DE ANIMALES OVULANTES
CON IMPLANTE UNILATERAL DE COLESTEROL O
PILOCARPINA EN POA-AHA, DURANTE EL CICLO ESTRAL
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ANALISIS DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL BLOQUEO DE
OVULACION POR EL IMPLANTE UNILATERAL DE PILOCARPINA EN POA-
AHA

Con el fin de analizar si 1la falta de ovulacién
provocada por el implante unilateral de pilocarpina en POA-
AHA, es consecuencia de la alteracién de la secrecién fésica
de la GnRH y de las gonadotropinas o por la alteracién de la

capacidad de respuesta del ovario a las mismas se realizaron

los siguientes experimentos.

Experimento 2

Ratas adultas ciclicas en las que la ovulacién fue
bloqueada por el implante unilateral de pilocarpina: Estro
del lado izquierdo, Diestro 1 lado izquierdo o derecho,
Diestro 2 lado izquierdo o derecho y Proestro lado derecho,
fueron inyectados por via subcut&nea a las 14:00 horas del
dia del proestro esperado o del ciclo en estudio con 3.7
ug/kg de (Gly-OH)-LHRH sintética (Sigma), y se autopsiaron

en el dia del estro esperado.

RESULTADOS

EFECTOS DEL REEMPLAZO DE LA SERAL HIPOTALAMICA

En las ratas con el implante unilateral de pilocarpina
que no ovularon, el reemplazo de la hormona hipotalémica
(LH-RH) a las 14:00 horas del dia del proestro, indujo 1la

ovulacién en el 86 ¥ (Figura 4).
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El nGmerc de ovocitos liberados por animal ovulante y
el peso de los ovarios no se modificaron, en tanto que el

peso del {tero disminuyé significativamente (Tabla 7).

Tabla 7. Media i+ e.e.m. del n(mero de ovocitos liberados y
del peso (mg/100g) de los ovarios y del Gtero de ratas con
implante wunilateral de pilocarpina (estro: izquierdo;
diestro 1: izquierdo y derecho; diestro 2: izquierdo y
derecho; proestro: izquierdo), tratadas con GnRH.

Peso (mg/100g)

Grupo n Ovocitos Ovarios Utexo
Testigo 17 10.7 £ 0.7 28.7 £+ 0.9 168 + 6.8
Pilocarpina:
Izquiexrda 19 9.5 + 0.6 26.6 + 1.4 183 + 4.9
Derecha 7 9.9 £ 0.6 27.8 + 2.0 208 1 12.2
Pilocarpina
+GnRH

36 9.6 £ 0.5 29.5 £ 0.9 170 + 4.3*

*P<0.05 vs pilocarpina (ANDEVA seguido de la prueba de Tukey).

Dado que los animales inyectados con GnRH ovularon, se
puede afirmar que el blogqueo unilateral de los receptores
muscarinicos de POA-AHA, realizado en los dfas previos de
ese ciclo, bloqueé la seflal ovulatoria de la LH. Por 1lo
tanto, el sistema colinérgico participarfa de manera
lateralizada en la regulacién de la secrecién de la GnoRH

durante los dfas previos al proestro.
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FiIG. 4 PROPORCION DE ANIMALES OVULANTES
CON IMPLANTE DE PILOCARPINA, TRATADOS CON GnRH
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Experimento 3

Para analizar cuales podrian ser 1los factores que
condicionan la falta de la secrecibén preovulatoria (en el
dia del proestro) de la GnRH y en consecuencia la de LH, a
las 14:00 horas del dfa del diestro 2 a cada rata con
implante unilateral de pilocarpina se les administré por via
subcuténea, 10 ug de benzoato de estradiol (Sigma) y fueron

autopsiados en el dia del estro esperado.

RESULTADOS .

EFECTOS DEL REEMPLAZO DE LA SENAL OVARICA

La administracién de benzoato de estradiol restauré la
ovulacién en el 44% de los animales con implante unilateral
de pilocarpina (Figura 5). Cuando se analizaron 1los
resultados en funcién del lado en que se realizd el implante
se observé que la tasa de animales ovulantes fue mayor del
lado izquierdo que del derecho (12/22 vs 4/14 p 0.05). La
tasa de animales ovulantes con fitero distendido aumenté
(15/63 vs 34/36, P<0.05) y no se wmodificé 1la de
cornificacién vaginal (54/63 vs 36/36, P<0.05).

El nGmero de ovocitos liberados y el peso de los
ovarios fueron similares al de los animales con implante sin
tratamiento hormonal. El peso del Gtero aumentd degpués del

tratamiento (Tabla 8).
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Tabla 8. Media :+ e.e.m. del nimero de ovocitos liberados y
del peso (mg/100g) de los ovarios y del (itero de ratas con
implante wunilateral de pilocarpina (estro: izquierdo;
diestro 1: 1izquierdo y derecho; diestroc 2: izquierdo ¥y
derecho), tratadas con benzoato de estradiol (BE) a las
14:00 horas del diestro 2 esperado.

Peso mg/100g

Grupo n Ovocitos Ovarios Utexo
Testigo 17 10.7 £ 0.7 28.7 £+ 0.9 168 + 6.8
pilocarpina:
Izquierda 19 9.5 + 0.6 26.6 £+ 1.4 183 ¢+ 4.9
Derecha 7 9.9 + 0.6 27.8 + 2.0 208 ¢ 12.2
Pilocarpina
+BE

16 8.5 + 0.8 30.1 £ 1.4 213 + 6.6*

*P<0.05 vs pilocarpina (ANDEVA seguido de la prueba de Tukey).

Dado que 1los animales inyectados con benzoato de
estradiol ovularon, podemos sugerir que la falta de
ovulacién, que resulta de la ausencia de las sefiales
hipotaldmica e hipofisiaria, es el resultado de la falta del

estimulo estrogénico.
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FIG. 5 PROPORCION DE ANIMALES OVULANTES
CON IMPLANTE DE PILOCARPINA,

TRATADOS CON ESTROGENOS
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio permiten apoyar la
hipétesis de que el sistema colinérgico de POA-AHA participa
de manera asimétrica en la regqulacién de los mecanismos
neuroendécrinos que culminan con la owvulacién y que su
participacién varia durante el ciclo estral.

La estimulacién o el blogqueo unilateral de 1los
receptores muscarinicos de POA-AHA, mediante el implante
unilateral de pilocarpina o atropina interrumpieron 1la
ovulacién. En ambos casos los efectos dependieron tanto del
dia del ciclo en que se tratd a los animales, como del lado
afectado.

Al igual que lo observado en los animales con implante
de atropina, el bloqueo de la ovulacién provocado por el
implante unilateral de pilocarpina es el resultado de la
alteracién de la liberaci6n f&sica de la GnRH que ocurre en
el dia del proestro, ya que su reemplazo restablecid 1la
ovulacién de 1a mayoria de los animales implantados (Cuadro
1.

A partir de estos resultados, podemos sgugerir que la
regién de POA-AHA regula de manera asimétrica y lateralizada
la secrecién "f&sica" de la GnRH. Esta asimetria funcional
de POA-AHA podria ser resultado de diferencias anatémicas
entre el lado izquierdo y derecho de POA-AHA.

La comparacién de 1los resultados de estimular o
bloquear los receptores muscarinicos del sistema colinérgico

durante el ciclo estral permiten sugerir que en el dia del
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estro este sistema del lado derecho de POA-AHA tendria un
papel estimulador de Vlds eventos gque culminan con 1la
liberacién f&sica de la GnRH en el dia del proestro,
mientras que del lado izquierdo seria inhibitorio.

Al parecer para gue ocurra la ovulacién es fundamental
mantener el tono colinérgico de POA-AHA durante el diestro
1. Durante los dias del diestro 2 y proestro el sistema
colinérgico del lado derecho de POA-AHA tendria un efecto
inhibitorio sobre la ovulacién.

El hecho de que en el dia del estro la actividad de 1la
colino-acetil transferasa (CAT) del lado derecho de POA-AHA
sea mayor que en el izquierdo (82), implica que existe mayor
liberacién de acetilcolina que desencadena los eventos due
culminan con la ovulacién. Bsta interpretacién es apoyada
por el hecho de que el implante de atropina del mismo lado
bloquea la ovulacién (16), lo que no se observa con el
implante de pilocarpina.

Existen evidencias que indican que la concentracién de
esta enzima en el &rea preSptica se modifica por efecto de
los estrSgenos y el tiempo de exposicién a los mismos (61).
Las diferencias de la actividad de la CAT , y su dependencia
de los estrbfgenos, podrian explicar los resultados de falta
de ovulacién al estimulo por estrdSgenos en la mayoria de los
animales con implante de atropina o pilocarpina (presente
estudio) en el lado derecho de POA-AHA. Estos resultados
permiten sugerir que para que los estrfgenos ejerzan su

papel estimulante de la secrecién de las gonadotropinas, es
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imprescindible el funcionamiento normal del sistema
colinérgico del lado derecho de POA-AHA, lo que indica que
dicha respuesta es asimétrica (Figura 6).

Ya que en los somas de las neuronas GnRHérgicas de 1la
rata no existen receptores nucleares a estrégenos (81), es
posible pensar que los estrdgenos actGen sobre la neurona
colinérgica (5, 6, 26, 35, 88).

Con base en los resultados obtenidos en el presente
estudio, es posible suponer gque ain cuando existan
estrégenos suficientes como para disparar la secrecidn
preovulatoria de GnRH, es imprescindible que el sistema
colinérgico del lado derecho de POA-AHA no se modifique en
los dias previos al proestro para gue se cierre el circuito
que regula de manera estimulante la secrecibén preovulatoria
de GnRH y de LH (15, 16).

Es posible que la respuesta asimétrica a dicho estimulo
se deba a diferencias en la cantidad de receptores a
estrSgenos en las neuronas de un lado y otro de POA-AHA.

Los resultados de este estudio son diferentes a los
observados en animales con lesién del &rea hipotalémica
anterior, en donde el reemplazo hormonal con benzoato de
estradiol restableci6 la ovulacién en 1los animales con
lesién en el lado derecho y no en aquellos con lesién de
lado izquierdo. Una posible explicacién para esta diferencia
es que 1la 1lesién destruye irreversiblemente 1los somas
neuronales y fibras que llegan o pasan por la zona, mientras

que en este modelo s88lo se afectan 1los receptoreg, otra
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diferencia es el tiempo de evolucién entre los tratamientos
y confirmacién de la ovulacidén (92 horas este estudio y 20 a
35 dfias en el modelo de lesiones).

El aumento en la tasa de animales con (tero distendido,
en aqguellos que recibieron un implante de pilocarpina y
tratados con benzoato de estradiol en la tarde del diestro
2, puede deberse a la falta oportuna de la secrecién de
progesterona por el ovario (33). Este hecho podria indicar
que paia su liberacifn, en la tarde del diestro 2, se
requiere del "apagado" del sistema colinérgico de POA-AHA y

el arribo de la seflal al ovario por via neural (29).
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FIG. 6 PROPORCION DE ANIMALES OVULANTES
CON IMPLANTE UNILATERAL DE PILOCARPINA,
TRATADOS CON ESTROGENOS
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CONCLUSIONES

Los resultados de 1la estimulacién o el blogueo
unilateral de los receptores muscarinicos indican que el
sistema colinérgico regula de manera diferente (estimulador
o inhibidor) y lateralizados los eventos que culminan con la
liberacién fédsica de GnRH y en consecuencia de la ovulacién

y varia segin el dia del ciclo estral.

Para que los estrdgenos ejerzan su papel estimulante
sobre la secrecién preovulatoria de la LH es imprescindible
que el sistema colinérgico del lado derecho de POA-AHA no se

modifique en los dias previos al estro.

Los mecanismos que regulan la accién estimulante de los
estrégenos sobre la secrecién preovulatoria de las
gonadotropinas que culminan con la ovulacién, presentan

asimetria.

El sistema colinérgico de POA-AHA participa en 1los
mecanismos neuroenddcrinos de la ovulacién y varia de manera

asimétrica.
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Cuadro 1. Resumen de los Efectos del Implante Unilateral de
Pilocarpina y la Respuesta del Eje Hipot&lamo-

Hip6figis-Ovario al Reemplazo Hormonal.

Dia del Ciclo

IZQUIERDO DERECHO

REENPLAZO HORMONAL

ESTRO

DIESTRO 1

DIESTRO 2

PROESTRO

CERO

NORMAL

CERO

I-

D-NO

I-NO

D-NO

I: izquierdo

D: derecho
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El modelo de trabajo que se propone para explicar los
mecanismos neuroendécrinos que participan en la regulacién

de la ovulacién de la rata adulta es el siguiente:

SENALES DEL MEDIO AMBIENTE
_—__—I {Externas o internes) r___
»

—{ SISTEMA NERVIOSO CENTRAL H

HIPOTALAMO
4
[ |
POA-AHA POA-AHA m
Derecha lzquierda

GABA, OPIOIDES

gEEEEEE HIPOFISIS |—

l

Gonadotropinas

l

e —— ovARIOS | - —E. P

| l [ [weow

Viss neursles [
OVULACION
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253 BASAL AND AQONIST: AND
IN RELEASABLE POOLS OF ONRH, LH AND
FSH DURING THE ESTABLISHMENT OF

INHIBITION OF
L.A.C. Sesti and J.H. Brin
Dept. of Anism. Sci.. North Cwveling State Univ.., Raleigh, NC - 276957621
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255 BLOCKADE OF SPOMTANEOUS OVULATION INDUCED BY A UNTLATERAL

IMPLANT OF PILOCARPINE IN THE PREOPTIC-ANTERIOR HYPOTHA-
LAMIC AREA«(POA-AHA) OF THE ADULT RAT. Lopez,E.*, Cruz,M.E.*and
Domingucz,R. Bioloy of Reproduction Research Unit. ENEP-Zarago~
za. AP 9-020, CP 15000, México OF.

It was previously shown that the unilateral blockade
of the POA-AHA cholinergic system provoked by an implant
of atropine, blocked ovulation; the effects of atropine
depends on the sidc of POA-AHA affected and the day of
the estrous cycle (J.Endocrinol.123:437-9,1989). To follow
with the analysis of Lhe participation of the cholinergic
system in the regulation of ovulation, the implant of
pilocarpine in the right or left side of the POA-AHA at
13:00h on each day of the estrous cycle, on spontaneous
ovulation, were studied. For comparison, a group of
the rats were implanted with cholesterol.

The stimulation of the hypothalamic cholinergic system
reduced significantly the ovulation rate (27/61 vs 27/29
P<0.01). No differences in the blockade of the ovulation
by the pilocarpine implant in the right or left side
of POA-AHA were observed (8/24 vs 19/32). The effectiveness
of cholinergic stimulation to modify ovulation varied
with the day of the estrous cycle. The results of the
ovulation rate observed in rats treated on each day of
the estrous cycle were: Control 27/29; Oestrous right 4/4,
left 0/5*;Dioestrusl right 0/6,left 4/10;Dioestrus2 right 3/8,
left 5/10; Proestrous right 1/6*,left 10/12 (#P<0.05 vs control).
No differences in the number of ova shed in those
animals how ovulated were observed,neither in the rate
of vaginal cornification nor in balloned uterus.
Presents results show that the unilateral stimulation
of the POA-AHA cholinergic system affects spontaneous
ovulation in a similar way than its blockade. The eff}
ciency of pilocarpine implants during estrous cyle
seems to be a3 mirror than that obtained when the
atropine was implanted in the same area.

Supported by DGAPA and PUIS-UNAM.and CONACYT.
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254 EFFECTS OF LESION OF THE DORSAL RAPHE NRUCLEUS (DRN) O

THE OVULATORY RESPONSE 1N PREPUBERTAL RATS. M.E. Ayelae,
P. Rosas® and R. Dominguez. Bio of Reproduct fon

Resesrch Unit. ENEP Zaragozs WM NP , México DF, México.

The direct injection of 5,7-dihydroxytryptamine to the DRN on
omature rats blocked PMSG induced ovulation (Endocr inology 103;
1067; 1078), meamvhile the serum levels of LW decreased in adult
rats with an electrolitic lesion of the DRN made the first day
of diestrus, whithout affecting evulation (Newroendocr inology 46;
252;1987). To stwdy if puberty smd first spontaneous owvulat ion
on the functionsl integrity of serotoninergic inputs from
the DRN to the hypothalamus, the effects of electrolytic lesion
in right side (RDRN), left side (LOAN) of the DAN or afectt
both sides of DR (BDRN) in 30 day old rats, autopsied the first
day of vaginal estrus, were amalized. Table 1 shows the resuits
abtained.

CONTROL RORN LDRN BORN

Roe of

Vaoginal opening  42.1:0.4 44.040.5* 43.840.5 41.640.9

First estrus 42.740.5 46.640.8+ 44.9+0.6* 42.640.8
Ovulation rate 12715 7 078+
Number of ova shed

Both ovaries 7.7¢0.4  0.11.0¢ 10.340.6 0

Left ovary 4.230.4 4.640.5  6.440.3* 0

Right ovary 4.540.4  6.540.5* 3.940.7 0
Ovarian weight 30.041.9 28.7¢42.6 32.4:1.9 17.940.9+

%0p<0.05 vs control group.

The injection of 10 u.i. of WG to rats with bilateral lesion of
DRN restored owulation (3/5) and weight of the ovaries (32.0+2.5)
Present results suggest that serotoriinergic hypothalamus input
from the DRN emerts a facilitatory influences in the control of
LH release during puberty essential for ovulation. The response
of the ipsilateral overy on the unilateral lesion shows thatl the
existence of the neural connection between the DRN and the ovaries.

Supported by DGAPA, PUIS-UNAW and CONACYT

256 EFFECTS OF SUPERIOR OVARIAR NERVE (SON) SECTION ON

EACH DAY OF ESTROUS CYCLE ON THE COMPENSATORY OVARIAN
HYPERTROPHY {COM) IN VHE HEMIOVARIECTOMIZED ADUL RAT. Chdvez,R.
Biology of Reproduction Research Unit  EMEP-Zaragoza, UNAM
AP 9-020, México, D.F. 15000

Removal of one ovary is followed by hypertrophy of the
remaining ovary, and a possible role of a neural noradrenergic
mechanism involved in the development of COM has been postulated.
Since SON is considered the principa) pathway of noradrenergic
innervation in the rat, the participation of this nerve on the
regulation of COH was studied.

Adult female rats of C112-¥ strain, hemiovariectomized of
the left (OvxL) or right (OvxR) ovary on each day of the estrous
cycle were used. In other growps, the section of the SON of the
in situ ovary was performed at the same moment. Six or 20 days
after treatment the rats were sacrified. The body and ovarian
weight were recorded at the time of the operation and autopsy.
The results are expressed in the next table as percent.

SHCO
© days t ] ['H4
Ovxt 1.2 9.3 N3 £3.0°
OvxL+SON sect ion 33.4¢ 21.2 10.0 23.7
OvxR 35.3 9.2 4.1 20.7
OvxR+Son section 52.0* 38.7 6.8 20.7
20 days )
Ovxl 318 37.2 26.5 27.8
OvxL +SON sect fon 33.4 35.4 57.9** 105.9%°
OvxR 25.5 20.5 19.2 17.7
OvxR+SON sect fon 25.5 51.6* 46.7% 65.9*°
%P <0.05 vs. ot '3 cycle, Whitney test

© P«0.05 vs. Ovx same group, U-Mann Whitney test

Qur results show that the CON depended of the day of the cxle
when the ovary was removed, the ovary extirpated, the postopera
tory time and that the inforwstion that arrives to the ovary by
thelsm have a modulatory pathmay on this event along the estros
cycle.

Supported by DGAPA, PUIS-UNAN and CONACYT.
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con el fin de estudiar si el sistema colindrgico del &res
ica e hipotalimica anterior (POA-AA) regula en formm asi-
métrica 1a owlacién de 1a reta adulta, se implantd pilocarpiss
en el lado derecho o en el izquierdo de esta &rea, a las 13:00%
de uno de 108 dias del ciclo estral. Oomwo grupo testigo se utili-~
zaron ratas implantadas con colesterol.

El implante unilateral de colesterol no modificd el nimeyo
de animales owulantes (27/29 vs 22/22). la estimulacién del sis~
tema colinérgico de FOA-AHA redujo la proporcidn de animales owr-
Jantes (27/63 vs 27/29, P<0.01). No se observaran diferencias en
€1 nimero de animales ovulantes isplantados con pilocarpina del
jado derecho o del izquierdo de POA-AMA (8726 vs 19/37). La esti-
mulacién del sistema colinfrgico modificd la ovulacidn segim e
dfa del ciclo y del lado de POA~AHA estudiado (Tabla 1).

j

Qren,

Tabla 1. Mmero de animales que ovularon respecto al total de re-
tas implantadas con pilocarpina o atropina* en el ladk derecho o
jzquierdo de POA-AHA en uno de oS dias del ciclo estral.

ESTRO  DIESTID 1 DIESTNO 2  PROESTID

Pilocarpina:
POA-AHA izquierda 0O/5 4/10 5/10 012
POA-AHA derecha 4/4%* 0/6 /8 1/60
Atropina:
POA-AHA izquierda 10/10 N3 1/8 &7
FOA-AHA derecha  0/15%* 3/ 8/11s &7

# (] Endocrinol.123: 43-9, 1989)
*# Pe 0.01 camparado con POA-AHA izquierda

Estos resultados nos muestran que la estimulacién del siste-
ma colinérgico de POA-AHA afecta la ovulaciém de la rata depen-
diendo del lado de POA-AHA y del dia del ciclo estral. La compara
cibn de los resultados obtenidos por el implante de atropina y pi
locarpina nos permiten sugerir que durante los dias de diestro,
mantener el tono colinérgico de POA-AHA es fundamental para que
ocurra la ovulacitn, ya que cualquier desplazamiento en mis o en
menos la inhibe. En 10s dias del estro y e! proestro, la partici-
pacién del sistema colinérgico derecho o izquierdo POA-NIA,
parece ser en espejo.

Apoyado por CONACYT, DGAPA y PUIS
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RESPUESTAS DE LA FRECUENCIA CARDIACA Y PRESION ARTERIAL AL ORFOSTA
TISMO ACTIVO DIABETICOS, AERMRYCAMENTE ACONMTCTONADOS Y COIFTRO-
LES. ':iv;;‘»‘.., F.:hbl::. mm M., ME Cabrera, VC Carredn, L Re-
MO8 a, M B, . S5/Trabe,
InsCituto de Investigsciones nwas‘,' sty ~ =3 Mﬁm".
Las respuestas de 1 Frecusncis Cardisce (FC), Presiler Arie--
rial Sistélica (PAS), Disstélica (PAD) y Media (PAM) al ortosiatis
w activo, son indicadores aceptados de la funcidn sutondmica ol
corazén. Con el objeto de T gsta resp a entre 1 grupos
m—m que curssn con , s¢ contujo el presents es-
(1%
MATERIAL Y METODO
Participeron 16 individuos con edsdes de 3§ & §5 afos de edad, que
pertenecieron a ] grupos: GPOID (n=6) portadores de Diabetes Melli
tus no Insulino Dependientes (IMNID), sin manifestaciones clinicas
de dissutonomia, con més de 5 afios de evolucidn; GPOLIC (meS), stle
tas corredores de medio y gran fondo, con un 902 max superior al -
Mdbp-uummncundem“ y con wis de S alos -
de prictica ininternmpida de ejercicio; GPOXIIS individuos seden-
tarios de similar edad (CTRL) y en aparente buen estado de salud.
Durante el estudio las participsntes perwmsmecieron durante 10 mimu
Los en posicién supine, a1 término de los cuales se les pidid que
adoptaran 1a posicién ortostitica en 3-5°. Lla FC fue obtenide por
EXC en posicidn V4-VS modificade y 1a PA por sscultacién. Les de
terminacionss fusron efectuadss al final del periodo supino, (8} y
al primer minuto del ortostatismo, :
RESULTADOS(Los valores son X y + = EEM * « P<0.05)

GRUPOS (R'.s) ( PLST ma:) (M‘ 8}:) APAS OPAD APt
—ilg —tly) (mitg (omitg ) G
n 5o 13045 &;A geb be2 -5;5 ( -4:!

a3 ! & -3s!
TIC 5524 11134 68:3 82+3 134 052 0e2 -1s2

oIS 633 12254 82 4 1 s
L 3§6 2as > 95%4 z%z -6%3 3_}1 2

DESCUSION ¥ COMENTARIOS. "
Los resultados meestran cifras menores de FC y PA del Grupo IKC en
Mimtmmm,ymmuﬁdmﬂnthn
en ID a pesar de uns caids en 1a PAD y PAM. Los detos indicam —
dependientes presentan evidencia de dti
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NEUROFARMCOLOGIA Y FARMACODEPENDENCIA BE LA INSEBTION
ESPONTANEA DE ALCOMOL . Suzesn-Flores,C. Alcersz M.,
BGarcis-Castells E., Ervin F. R. ¢ y Palmiur R.¢. Ing
tituto de Investigacionss Biomédicas, UMMM, Centro
de Prisstes San Antrés Totoltepec, Wnico D.F. ¥y
Universidad de McBill, Montreal, Canadé.

Las drogss depresoras del sistema nervioso central
producen & dosis crecientes una ia de sintosas
consistente en hipersctividad indiscriainada (etaps
1), encitabilidad tetaps 11) con 3 fasen: s) ataxia,
b} alucinacionss comn conducta esterectipada y )
cstatoniay en la etapa 111 se induce ansstesia y en la
IV 1s suerte. Anmstdsicos cCOmo ») neabutsl, a dosis
subanwatésics, slcanzan rapidamente la etapa 11 msan
teniéndose estables por un tiempoj su accion desapa-
rece siguiendo la sscuencis sintasitics en orden
decreciente. En ¢l eonp sislado, cuando se adainistra
alcohol s dosis suticientes para producir ls stapas 11,
se presenta cualquiera de 1as 3 fases, oscilando 1la
sintomatologis indistintasente de una 8 otra depen-
diendo de los estimulos externos. Cuando se administra
1s dosis necesaria para producir 1a @atapa 11l @l wmono
no responde a ningun estisulo extermn. En grupos
sociales, el sona verde bebe esponténessente en canti-
dades que varian de un sujeto a otro y de una sesion 3
otra, sin embargo las oscilaciones se santienen dentro
de niveles relativaemnts constantes, asi, asungque la
dosis nO puede controlarse es posible estimar los
efectos de distintas dosis y evaluar la sintosstologia
de distintas etapas y fases. Las respuestas inducidas
se modifican en intensidad y duracion por las condi-
ciones sociales y asbientales en que se desarrollian,
y en cada sesion se observa una gama de dosis y res-
puestas que en ningdn csso alcanzan el nivel de 1la
etapa III. En la etaps 11, las ‘respuestas de las
distintas fases estin expresadas por cualquiera de los
individuos que beben a cierto nivel, y =1 se considera
al grupo comd un todo, se produce principalmente 1la
cintomatologia de 1la etapa 11b (conducta birarra y
agresividad) y en esenor grado staxia y catatonia
(fases a ¥ b). En comclunion, la ing-stien ecpantdnea
de alcohol sigue la relacion dosis—respuesta de lss
drogas depresoras del sistems nervioso central vy
permite el estudic de fendmenos sociales de la farma-
codependencia como es &) desarrollo de la conducta
antisocial.

€105
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WIDOS MIFOYIMICOS et/et ¥ SCRMALES, Y RESPUESTA FODERAL DEL TDMO
A LA CASIRACYON Y LA MNGERSERACION. De Paz, R.*, Rosas, Pt y ID-
M,I.wabquh&hw
E.N.E.P. Saragoms, U.N.AN.
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Diversos estudios muestran que los mecanismos
hipotalémicos que participan en la regulaciébn de la
secrecién de 1las gonadotropinas y de la hipertrofia
compensadora del ovario est&n lateralizados. Los efectos de
lesiones unilaterales en el hipot&lamo anterior varian segin
el dia en que se realisan, la edad del animal y si se trata
de un animal hemiovariectomizado o con ambos ovarios (7, 8,
13, 16, 17, 18, 19). Ademés, la concentracién de la hormona
hipotal&mica que estimula la secrecibn de las gonadotropinas
(GnRH) es diferente entre el lado derecho e izquierdo del
hipot&lamo medio basal (1, 14).

A la fecha no existen datos experimentales que muestren
que esta asimetria se relaciona con diferencias anatémicas,
morfolégicas o bioquimicas entre cada lado del hipoté&lamo o
de las 4&reas extrahipotal&micas que se relacionan
funcionalmente con é1, o en la participacién de los diversos
sistemas de neurotransmisién que regulan la sintesis y la
liberacién de la GnRH.

Uno de los sistemas de neurotransmisién que regula la
secreciébn de las gonadotropinas y, en consecuencia la
ovulacién, es el sistema colinérgico. Desde la década de
los cuarentas, Everett y colaboradores (11) mostraron que
éste sistema modula de manera estimulante la secrecidn
preovulatoria de la LH que ocurre en el dia del proestro.
Posteriormente, Dominguez y colaboradores (10) mostraron que
su grado de participacién varia durante el ciclo estral y
las horas del dia.

El1 sistema colinérgico de las 4&reas predptica e
hipotal&mica anterior (POA-AHA) regula en forma asimétrica
la secrecibn de las gonadotropinas y por ende, la
ovulacién y que dicha participaciébn varia durante el ciclo
estral, que la falta de ovulacién es consecuencia del
bloqueo de l1la liberacién f&sica de GnRH en el dia del
proestro y que los mecanismos hipotal&micos que responden al
efecto estimulante de 1los estrSgenos y que provocan la
secrecién de las gonadotropinas, son asimétricos (5, 6).

con el propbdbsito de continuar con el an&lisis de la
participaciébn del sistema colinérgico de POA-AHA, en la
regulacién de la ovulacibén, se estudiaron los efectos de la
estimulacidén farmacolbébgica unilateral de los receptores
muscarinicos de POA-AHA en los diferentes dias del ciclo
estral.

MNATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembra adultas (190-230 g) de la
cepa CIIZ~V, mantenidas en condiciones controladas de
iluminaciébn (luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con
libre acceso al alimento (Purina) y al agua. Los animales
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fueron anestesiados con pentobarbital sbdico (Anestesal,
Smith Kline Norden de MNéxico) (35 wmg/kg p.c.) 1i.p., se
colocaron en un aparato estereotéxico y a cada animal se le
implanté una c&nula directriz (aguja de acero inoxidable del
No. 20), dirigida hacia el lado derecho o izquierdo de POA-
AHA, siguiendo las coordenadas del atlas del cerebro de la
rata de K&nig y Klippel (15). La c&nula fue sujetada a la
calota con cemento acrilico.

Veinticuatro horas después de colocada la cénula se
inici6 la toma de frotis vaginales Yy, una vez que
presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro dias de
duracién, fueron asignados a alguno de los grupos
experimentales. Todos los animales fueron sacrificados en la
mafiana (09:00-10:00 h) del dia del estro esperado del ciclo
en estudio.

A las 13:00 horas del dia del estro, del diestro 1, del
diestro 2 &6 del proestro, en la cénula directriz se
introdujo otra cé&nula (chnula interna: aguja de acero
inoxidable del No. 25), en cuya punta se colocds la
pilocarpina en cristales (Sigma Chemical Co., St. Louis, NS,
EE.UU). La cantidad promedio de pilocarpina implantada fue
de 110113 pg. E1 f&rmaco fue expulsado hacia la regién POA-
AHA con la ayuda de un alambre de acero inoxidable. En el
grupo testigo se implanté colesterol en lugar del f&rmaco.

Grupos de animales con el mismo tratamiento que en
aquellos grupos experimentales en los que el implante
‘unilateral de pilocarpina bloqued 1la ovulaciébn fueron
tratados de la siguiente forma y sacrificados en el dia del
estro esperado:

1. a las 13:00 h del dia del proestro esperado del
ciclo en estudio, los animales fueron inyectados con 3.7
ug/kg de [Gly-OH)-LHRH sintética (Sigma Chemical, cCo., St.
Louis, MS, EE.UU.), s.c.

2. a las 14.00 h del dia del diestro 2, animales con
implante de pilocarpina inyectados con 10 pg de benzoato de
estradiol (Sigma).

Procedimiento de autopsia

Los animales fueron sacrificados por decapitacién. A la
autopsia se disecaron las trompas uterinas, los ovarios y el
Gtero. En las trompas se buscd la presencia de ovocitos, los
que en su caso fueron contados con la ayuda de un
microscopio estereoscépico. Los ovarios y el Gtero fueron
pesados en una balanza de precisién. Al disecar el ltero se
anoté la presencia o ausencia de liquido en l1la luz del mismo
(Gtero distendido). El peso de los brganos se expresb en
mg/100 g de peso corporal.

El cerebro se fijé en formol al 10% y se cortd en un
cribstato a 80 um. Los cortes fueron tefiidos con violeta de
cresilo. La zona del implante se localizé utilizando como
referencia los esquemas del atlas de K&nig y Klippel (15).
Solamente se utilizaron los datos de los animales cuyo
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implante se localizb en el &rea de estudio.
Anglisis estadistico

Los resultados del nGmero.de ovocitos liberados, peso.
de los ovarios y tGtero, fueron analizados por la prueba de
Andlisis de variansa NMultifactorial (ANDEVA), seguida de la
prueba de Tukey. Los resultados de la tasa de animales
ovulantes (nGmero de ratas que ovulan/nGmero de animales
tratados x 100), la tasa de cornificacién vaginal (nGmero de
animales que presentaron cornificacidn vaginal en el dia del
sacrificio/ntmero de animales tratados x 100), la tasa de
animales con Gtero distendido (nGmero de ratas que tuvieron
el Gtero distendido el dia del sacrificio/ntmero de ratas
tratadas x 100), se analizaron por la prueba de probabilidad
exacta de Fisher o la de ji°. En todos los casos se
aceptaron como vélidas aquellas diferencias en las que la
probabilidad fue igual o menor al cinco por ciento.

RESULTADOS

No se observaron diferencias significativas en la tasa
de animales ovulantes, de cornificacién vaginal, de animales
con Gtero distendido, en el ntmero de ovocitos liberados, en
el peso de los ovarios y del Gtero, entre los animales con
implante de colesterol del lado derecho o del lado izquierdo
de POA-AHA, ni entre los grupos de animales con implante de
colesterol y los del testigo absoluto (Tablas 1 y 2).

Dado que no se presentaron diferencias significativas
en los efectos del implante de colesterol del lado isquierdo
o del lado derecho, los resultados se agruparon en un grupo
testigo.

Tabla 1. Media t e.e.m. del ntimero de ovocitos liberados por
el ovario izquierdo, el derecho o por ambos, en los animales
intactos o con implante de colesterol del lado derecho o
izquierdo de POA-AHA.

Ovario Ambos
Grupo n izquierdo derecho ovarios
Intactos 10 6.4 + 0.5 4.9 + 0.5 » 11.2 £ 0.6
Colesterol
Izquierdo 17 5.7 £ 0.7 5.2 + 0.8 10.9 + 0.6
Colesterol '
Derecho 12 4.5 £ 0.4 4.2 + 0.7 8.7 + 0.8

* P<0.05 comparado con el ovario izquierdo (prueba *t" de
_ Student) .
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Tabla 2. Media % e.e.m. del peso (mg/100 g) de los ovarios y
del (Gtero de animales intactos o con implante de colesterol
del lado derecho o izquierdo de POA-AHA.

Grupo n peso ovarios peso Gtero
Intactos 10 26.6 + 1.1 1%0 ¢+ 3.3
Colesterol
Izquierdo 17 29.9 ¢ 1.6 198 ¢ 10.2
Colesterol
Derecho 12 30.¢4 £ 1.3 192 + 11.4

La tasa de animales ovulantes fue menor en los animales
con implante unilateral de pilocarpina, mientras que no se
modificaron la tasa de cornificacién vaginal y la de
animales con Gtero distendido (Tabla 3).

Tabla 3. Tasa de animales ovulantes, de animales con
cornificacién vaginal y de animales con tGtero distendido,
después de implantar pilocarpina en el lado derecho o
izquierdo de POA-AHA.

T asa de animales
Grupo ovulantes corniticacién Gtero
vaginal distendido

Testigo 32/39 37/39 7/39
Pilocarpina N

Derecha 8/26 24/26 8/26
Pilocarpina .

Izquierda 19/37 32/37 6/37

* P<0.05 comparado con el grupo testigo (Prueba de Jgit )

El nGmero de ovocitos liberados por animal ovulante con
implante de pilocarpina, asi como el peso de los ovarios,
fue similar al del grupo testigo con implante de colesterol.
El peso del Gtero de los animales con implante del lado
derecho fue mayor que el de los testigos (Tabla 4).
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Tabla 4. Media + e.e.m. del nGmero de ovocitos liberados y
del peso (mg/100 g) de los ovarios y del 1Utero de animales
con implante de pilocarpina del lado derecho o izquierdo de
POA-AHA, que ovularon o no en el dia del estro esperado.

Grupo n ovocitos peso ovarios peso f(tero

ANTNALES QUE OVULARON

Testigo 32 10.3 0.4 25.8 + 2.0 176 + 4.9
Pilocarpina

Izquierda 19 9.5 £ 0.6 26.6 + 1.3 175 £ 6.6
Pilocarpina -
Derecha 7 9.9 £ 0.6 27.8 + 2.0 209 t 12.5

ANINALES QUE NO OVULARON

Testigo 7 29.2 £ 1.7 236 + 18.8¥
Pilocarpina -
Izquierda 18 27.0 £ 1.3 179 + 5.4
Pilocarpina .

Derecha 19 32.9 + 1.3 209 * 10.6

¥ P<0.05 comparado con el grupo de animales testigo que
ovularon; ® P<0.05 comparado con su testigo; %% P<0.05
comparado con el grupo de pilocarpina izquierda (ANDEVA
segquido de la prueba de Tukey)

En los animales gue fueron implantados con colesterol
Yy que no ovularon, el peso del fitero fue significativamente
mayor que el de los que ovularon. En cinco de los siete
animales que no ovularon, el frotis vaginal en el dia del
estro esperado fue de proestro y el peso del Gtero fue
semejante al que se observa en los animales sin tratamiento
sacrificados al proestro vaginal (236%9.2 vs. 202%30.1). Los
otros dos animales tuvieron el frotis caracteristico del dia
del estro, el peso del tGtero fue semejante al de los
animales intactos que ovularon en el dia del estro.

En los animales que no ovularon y que fueron
implantados del lado izquierdo disminuyd el peso del Gtero
(Tabla 4).

En los animales tratados en el dia del estro, el
implante de pilocarpina en el lado izquierdo blogqueb 1la
ovulacién en todos los casos (0/5 ovularon), mientras que no
la afectd cuando el implante se colocd del lado derecho
(4/4). La proporcién de animales ovulantes disminuyd
significativamente cuando se realizé el implante en el dia
del diestro i (izquierdo 4/10, derecho 0/8) y del diestro 2
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(izquierdo 5/10, derecho 3/8). Cuando el implante se realizd
en el lado derscho del d4fa del proestro la ovulacidn fue
blogqueada en la mayoria de los animales (1/6 ovuld) y no fue
afectada cuando el implante se realizd en el lado izquierdo
(10/12 ovularon).

E1 nCmero de ovocitos liberados y el peso de los
ovarios y del titero de los animales con implante unilateral
de pilocarpina que ovularon o no fue semejante al del grupo
testigo (Tabla 5). '

Tabla S. Media %+ e.e.m. del nGmero de ovocitos liberados y
del peso (mg/100 g) de los ovarios y del Gtero de ratas
.testigo o con implante unilateral de pilocarpina en POA-AHA,
colocado en los diferentes dias del ciclo estral, que
ovularon © no en el dia del estro esperado.

Grupo n ovocitos ovarios tGtero
ANIMALES QUE OVULARON

Testigo 32 10.3 £ 0.4 25.8 £+ 0.7 176 + 4.9

Pilocarpina:

ESTRO:

Izquierdo 4 9.8 £ 0.9 26.0 £ 2.7 210 % 20.8

DIESTRO 1:

Izquierdo 4 8.8 £ 1.3 28.8 t 2.1 187 £ 14.7

DIESTRO 2:

Derecho 3 10.0 = 1.2 30.2 + 2.8 206 * 15.1

Izquierdo 5 10.0 = 0.7 28.0 2.8 173 £ 3.2

PROESTRO:

Derecho 1 8 34.2 183
Izquierdo 10 9.6 £+ 0.9 25.1 £ 2.0 171 + 11.1
ANIMALES QUE NO OVULARON
Testigo 7 29.2 £ 1.7 236 * 18.8

pil :

ESTRO:

Izquierdo 5 24.6 £ 3.1 164 t 11.2
DIESTRO 1:

Derecho 8 34.6 t 2.5 212 + 19.3
Izquierdo 6 27.6 £ 1.5 179 + 6.9
DIESTRO 2:

Derecho ) 29.1 + 4.5 193 + 24.7
Izquierdo 5 30.1 ¢ 2.5 183 + 7.9
PROESTRO:

Derecho 5 33.7 + 1.9 218 * 11.2
Izquierdo 2 20.3, 26.5 230, 183

(ANDEVA seguido de la prueba de Tukey)
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ANALISIS DE LOS MECANISNOS INVOLUCRADOS EN KL BLOQUNO DE LA
OVULACION FPOR KL INPLANYTE UNILATERAL DE PILOCARPINA EN FOA-
ARA.

Debido a gque no se observaron diferencias
signiticativas en los resultados obtenidos por el reemplazo
hormonal en los animales con implante unilateral de
pllocarpina, los resultados fueron -agrupados segln el
tratamiento hormonal. .

En las ratas con implante unilateral de pilocarpina,
el reemplazo de la hormona hipotalémica a las 13:00 horas
del dia del proestro, indujo la ovulacibn en el 86% (32/37)
de los animales. Bl ntmero de ovocitos liberados por animal
ovulante y el peso de los ovarios no se modificaron, pero el
peso del Gtero auments (Tabla 6).

Tabla 6. Media t e.e.m. del niGmero de ovocitos liberados y
del peso (mg/100 g) de los ovarios y del dtero de ratas con
implante wunilateral de pilocarpina (estro: izquierdo;
diestro 1: izquierdo y derecho; diestro 2: izquierdo y
derecho; proestro: derecho) tratadas con GnRH a las 13:00
horas del dia del proestro esperado (GnRH-P) o con
benzoato de estradiol (BE) a las 14:00 horas del diestro 2,
sacrificadas en el dia del estro esperado.

Grupo n ovocitos peso ovarios peso tdtero
Testigo 32 10.3 £ 0.4 25.8 * 0.7 176 t 4.9
Pilocarpina 37 o 30.0 * 1.1 194 t 6.5
Pilocarpina .
+GnRH-P 32 9.4 £ 0.5 28.6 * 0.9 172 * 4.9
Pilocarpina

+BE 18 9.6 £ 1.0 28.2 * 1.2 206 * 5.8

® P<0.05 comparado con el grupo de pilocarpina (ANDEVA
seguido de la Prueba de Duncan).

La administracidén de benzoato de estradiol restaurd la
ovulacién en el 42% de los animales con implante unilateral
de pilocarpina. Cuando se analizan los resultados en
funcién del lado en gue se colocé el implante observamos que
el 60% de los animales con implante izquierdo ovularon
(6/10), mientras que el 25% lo hacen con el implante del
lado derecho (2/8). El1 ntmero de ovocitos liberados y el
peso de 1los ovarios y del Gtero fueron similares a los
animales con implante sin tratamiento hormonal (Tabla 6).
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Los resultados de este estudio confirman que la
participacién del sistema colinérgico de POA-AHA en la
regulacién de la secreciébn de las gonadotropinas que culmina
con la ovulacién es asimétrica y varia durante el ciclo
estral (5, 6).

Con base en los resultados de la estimulacién y el
bloqueo de los receptores muscarinicos dJde POA-AHA, se
sugiere que estos receptores led de manera asimétrica
en la regulacién de la secrecién fhsica de la GnRH.

En el dia del estro, el sistema colinérgico del lado
derecho de POA-AHA tiene un papel estimulante o disparador
de los procesos neurcendébcrinos que culminan con la
ovulaciébn del siguiente ciclo, ya que el blogqueo de los
receptores muscarinicos (5, 6) inhibe la ovulacién, en tanto
que su estimulacidn no la modifica. En cambio, el sistema
colinérgico del lado izquierdo de POA-AHA tendria un papel
inhibidor, debido a que la estimulacidén de los receptores
muscarinicos inhibe la ovulacién, mientras que su blogqueo no
la modifica.

En el dia del diestro 1, la participacién del sistema
colinérgico en los mecanismos de regulacién de la ovulacién
no es asimétrica. Ya que la estimulacién o la inhibicién de
este sistema resulta en el blogueo de la ovulacién, su
participacién en los mecanismos neurcenddcrinos que regulan
la ovulacidn carece de latitud, por lo que podemos pensar
que su participacidn es fundamental para la culminacidén del
proceso.

En el dia del diestro 2, la intervencidn del sistema
colinérgico es asimétrica y el lado izquierdo de POA-AHA
parece tener un papel estimulante. En el dia del proestro,
el sistema también muestra asimetria y el lado derecho
parece tener un papel inhibidor, ya que su estimulacidn
bloquea la ovulacibén, mientras que su blogqueo no la afecta
(5, 6). Esta asimetria funcional de POA-AHA parece estar
relacionada con diferencias en la actividad de la enzima
colinacetil~transferasa (CAT) (21).

La estimulacién o el blogqueo (6) de los receptores
muscarinicos siempre resulta en la alteracién de 1la
secrecidn nt&sica® de la GnRH que ocurre en el dia del
proestro, ya que su administracién en la tarde del proestro
esperado, restablece la ovulacién.

Para que los estrbgenos ejerzan su papel estimulante de
la secrecién de las gonadotropinas es imprescindible el
funcionamiento normal del sistema colinérgico del lado
derecho de POA-AHA, ya que la administracién de benzoato de
estradiol a animales con implante de pilocarpina o atropina
(6) en el lado izquierdo induce la ovulacién y no lo hace
cuando se modifican los receptores muscarinicos del lado
derecho. E1 hecho de que en la rata no existan receptores
nucleares a estrébgenos en el soma de las neuronas
GnRHérgicas (22), permite sugerir que los estrbgenos no
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actuarian directamente sobre esas neuronas, sino que su
papel disparador que culmina con la secrecién preovulatoria
de la GnRH, seria sobre otro tipo de neurcnas o
»interneuronas®” gue cuentan con receptores a estrbgenos y
que afectan directamente la actividad de las neuronas
GnRHérgicas (2,73, 12, 20).

Con base en estos resultados, es posible suponer que
agdn cuando existan estrbgenos suficientes como para disparar
la secrecidn preovulatoria de GnRH, la falta del estimulo
colinérgico del lado derecho de POA-AHA en los dias previos
al proestro, impide que se cierre el circuito de regulacién
estimulante de la secrecidén preovulatoria de la GnRH.

Es posible gque la respuesta asimétrica a dicho estimulo
se deba, en parte, a diferencias en la capacidad de enlace
de los estrbgenos en algunas regiones del sistema nervioso
central, como se ha planteado en el caso del dimorfismo
sexual, o que exista asimetria en la cantidad de receptores
a estrbgenos o, de neuronas y glia por unidad de &rea, como
ocurre en la corteza de los animales prepitberes (4, 9%9), lo
que daria como consecuencia modificaciones diferenciales en
la densidad de espinas y en la longitud de las dendritas,
entre el lado derecho e izquierdo de POA-AHA.
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