
    TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

AIC! 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 

DE mexico " / Ay 
   

  

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

ZARAGOZA 

UN ESTUDIO SOBRE LA PARTICIPACION DEL 

SISTEMA COLINERGICO EN LA REGULACION DE LA 

SECRECION OF GONADOTROPINAS Y HORMONAS 

OVARICAS Y SU INTERACCION CON LOS SISTEMAS 

MONOAMINERGICOS DE POA-AHA. LA RATA COMO 

MOOELO. 

T E Ss t S 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 

DOCTOR EN GIENCIAS EN BIOLOGIA 

     STOO 

DRA. REBECA CHAVEZ GENARO 

DRA, MARIA ESTHER CRUZ BELTRAN 

mexico. 0. F ABRIL DE 1999 

oe ; 
na A 
. \ 

a —_—



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



RESUMEN 

La inyeccién Gnica de sulfato de attopina a las 13:00 horas de los diferentes dias del ciclo esttal 

bloquea la liberacién preovulatoria de LH a las 17:00 horas del proestro, sin que se presenten 

cambios en las concentraciones séticas de FSH, 178-estradiol y progesterona. La inyeccién de este 

farmaco a las 13:00 horas del dia de diestto 1 induce la liberacién de progesterona y 17B-estradiol 

y el aumento de la actividad dopaminérgica de POA-AHA una hora después del tratamiento. Estos 

incrementos patecen ser un efecto ditecto sobre los ovarios, ya que el tratamiento no indujo 

modificaciones en las concentraciones plasmiticas de gonadotropinas. Los animales inyectados 

con sulfato de atropina mostraron un segundo inctemento de Ja actividad neural dopaminérgica de 

POA-AHA en la mafiana del dia de diestro 2. Los animales tratados con sulfato de atropina 

ptesentaron un rettaso en la ovulacidn espontanea de entre 15 y 24 horas, y las liberaciones 

pteovulatorias de 17B-estradiol y LH se presentaron el dia del estro esperado. 

Los resultados del estudio sobre los cambios dinamicos que se suceden en los actividades 

monoaminérgicas de POA-AHA e HMB durante el dia del proestro no mostraron una relacién 

temporal entre las actividades neurales monoaminérgicas de POA-AHA y la liberacién preovulatoria 

de LH. En el HMB se presentan incrementos de las actividades neutales noradrenérgicas y 

dopaminérgicas entre las 09:00 y 15:00 horas, cuando las concentraciones plasmaticas de 17B- 

estradiol se encuentran altas, lo que permite sugerir que estos sistemas de neurotransmisién modulen 

la liberacién de la GnRH de modo estimulante. 

La estimulacién unilateral del pediculo ovartico izquierdo en diestto 2 bloquea la ovulacién 

en todos los animales, sin alterar la tasa de cornificacién vaginal. La hemiovariectomia reduce las 

tasas ovulatoria y de cornificacién vaginal, cuando se realiza en los dias de diestro 1 y 2, 

independientemente del ovario extirpado. 

En suma, los resultados muestran que el bloqueo farmacolégico del sistema colinérgico 

disocia la secrecién de las gonadotropinas e induce alteraciones asimétricas en la actividad 

dopaminérgica del hipotalamo. Adernds, en los dias de diestro 1 y 2 la informacion neural de la 

inervacion ovatica es crucial pata el desattollo normal de la cascada de eventos neuroenddctinos 

que culminan con la ovulacién en el estro siguiente. 

vil



ABSTRACT 

The injection of atropine sulphate (ATR) at 13:00h of estrus 300mg/kg), diestrus 1 (100mg/ 

kg), diestrus 2 (100mg/kg) or proestrus (700mg/kg) blocks ovulation. In those animals the 

preovulatory sutge of LH was arrested, without changes in FSH, estradiol nor progesterone 

plasma levels. One hour after the injection of 100mg/kg of ATR at 13:00 h of diestrus 1 there was 

a subit increase of 178-esttadiol and progesterone plasma level and a significant increase in 

dopaminergic and serotoninergic neural activity in POA-AHA, without changes in gonadotropin 

setum levels nor in norepinephric activity, in comparison with saline injected group. Animals injected 

with 100 mg/kg of ATR showed an inctease in dopaminergic neural activity in the morning of 

diestrus 2 (attopine 0.471+0.7 vs. saline 0.24140.03, p<0.01). In this group of animals the time of 

spontaneous ovulation was delay 15-24 h and the preovulatory surge of 178-estradiol and LH 

does not occurs until the expected day of estrus. Present results suggest that during diestrus day 1 

there is a functional relationship between the cholinergic and dopaminergic systems in POA-AHA, 

which regulate the gonadotropin release resulting in ovulation. 

In POA-AHA there is not an evident temporal relationship between monoaminergic neural 

activity and LH preovulatory surge. In the MBH thete is an increase of NE and DA neural 

activity from 09.00 to 15.00, with high concentration of 178-oestradiol prior to LH peak. The 

increase in NE and DA neuronal activity in MBH previous to LH serum level peak, suggests that 

such monoamines could modulate GnRH release in a stimulatory way. 

The unilateral stimulation of the left ovarian pedicle on dioesttus 2 blocks ovulation in all 

the animals without altering the vaginal cornification rate. In these animals, the norepinephric 

neural activity in POA-AHA was below the sensitivity of the detection method. The 

hemiovatiectomy reduces both the ovulation as well as the vaginal cornification rate when performed 

on dioestrus 1 and dioestrus 2, despite the remaining ovary. Present results support the idea of the 

patticipation of ovarian innervation in the control of mechanisms that regulate the ovulation 

process. 

In sum, the results shows that pharmacological blockade of cholinergic system splits 

gonadotrophin sectetion and induce asymmetric alterations in hypothalamic dopaminergic activity. 

Also, neural information from the ovaries in diestrus 1 and 2 is important for the occurrence of 

normal neuroendocrine events that ends with ovulation. 
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RESUMEN 

La inyeccién unica de sulfato de atropina a las 13:00 horas de los diferentes dias del ciclo estral 

bloquea la liberacié6n preovulatoria de LH a las 17:00 horas del proestto, sin que se presenten 

cambios en las concentraciones séticas de FSH, 178-estradiol y progestetona. La inyeccién de este 

farmaco a las 13:00 hotas del dia de diestro 1 induce la liberacién de progesterona y 178-estradiol 

y el aurnento de la actividad dopaminérgica de POA-AHA una hota después del tratamiento. Estos 

inctementos patecen ser un efecto directo sobre los ovarios, ya que el tratamiento no indujo 

modificaciones en las concenttaciones plasmaticas de gonadotropinas. Los animales inyectados 

con sulfato de atropina mostraton un segundo incremento de la actividad neural dopaminérgica de 

POA-AHA en la mafiana del dia de diestro 2. Los animales tratados con sulfato de atropina 

presentaton un retraso en la ovulacién espontanea de entre 15 y 24 horas, y las liberaciones 

preovulatorias de 178-estradiol y LH se presentaton el dia del estro esperado. 

Los resultados del estudio sobre los cambios dinamicos que se suceden en los actividades 

monoaminérgicas de POA-AHA e HMB durante el dia del proestro no mostraron una relacién 

temporal entre las actividades neurales monoaminérgicas de POA-AHA y la liberacién preovulatoria 

de LH. En el HMB se presentan incrementos de las actividades neurales noradtenérgicas y 

dopaminérgicas entre las 09:00 y 15:00 horas, cuando las concentraciones plasmaticas de 178- 

estradiol se encuentran altas, lo que permite sugerir que estos sistemas de neurotransmisién modulen 

la liberacidn de la GnRH de modo estimulante. 

La estimulacidn unilateral del pediculo ovarico izquierdo en diestro 2 bloquea la ovulacién 

en todos los animales, sin alterar la tasa de cornificacién vaginal. La hemiovariectomia reduce las 

tasas ovulatoria y de cornificacién vaginal, cuando se realiza en los dias de diestro 1 y 2, 

independientemente del ovatio extirpado. . 

En suma, los resultados muestran que el bloqueo farmacoldégico del sistema colinérgico 

disocia la secrecién de las gonadottopinas e induce alteraciones asimétricas en la actividad 

dopaminérgica del hipotdlamo. Ademas, en los dias de diestro 1 y 2 la informacién neural de la 

inervacidn ovarica es crucial pata el desarrollo normal de la cascada de eventos neuroendécrinos 

que culminan con la ovulacién en el estro siguiente.



ABSTRACT 

The injection of atropine sulphate (ATR) at 13:00 h of estrus G00mg/kg), diestrus 1 (100mg/ 

kg), diestrus 2 (00mg/kg) or proestrus (700mg/kg) blocks ovulation. In those animals the 

preovulatory surge of LH was arrested, without changes in FSH, estradiol nor progesterone 

plasma levels. One hour after the injection of 100mg/kg of ATR at 13:00 h of diestrus 1 there was 

a subit increase of 17B-estradiol and progesterone plasma level and a significant increase in 

dopaminergic and serotoninergic neural activity in POA-AHA, without changes in gonadotropin 

serum levels nor in norepinephric activity, in compatison with saline injected group. Animals injected 

_ with 100 mg/kg of ATR showed an increase in dopaminergic neural activity in the morning of 

diestrus 2 (atropine 0.471£0.7 vs. saline 0.24140.03, p<0.01). In this group of animals the time of 

spontaneous ovulation was delay 15-24 h and the preovulatory surge of 17B-estradiol and LH 

does not occurs until the expected day of estrus. Present results suggest that duting diestrus day 1 

there is a functional relationship between the cholinergic and dopaminergic systems in POA-AHA, 

which regulate the gonadottopin release resulting in ovulation. 

In POA-AHA thete is not an evident temporal relationship between monoaminergic neural 

activity and LH preovulatory surge. In the MBH there is an increase of NE and DA neural 

activity from 09.00 to 15.00, with high concentration of 178-oestradiol prior to LH peak. The 

increase in NE and DA neutonal activity in MBH previous to LH serum level peak, suggests that 

such monoamines could modulate GnRH release in a stimulatory way. 

The unilateral stimulation of the left ovarian pedicle on dioestrus 2 blocks ovulation in all 

the animals without altering the vaginal cornification rate. In these animals, the norepinephric 

neural activity in POA-AHA was below the sensitivity of the detection method. The 

hemiovariectomy reduces both the ovulation as well as the vaginal cornification rate when performed 

on dioesttus 1 and dioestrus 2, despite the remaining ovary. Present results support the idea of the 

participation of ovarian innervation in the control of mechanisms that regulate the ovulation 

process. 

In sum, the results shows that pharmacological blockade of cholinergic systern splits 

gonadotrophin secretion and induce asymmetric alterations in hypothalamic dopaminergic activity. 

Also, neural information from the ovaties in diestrus 1 and 2 is important for the occurrence of 

normal neuroendocrine events that ends with ovulation. 
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PRESENTACION 

El «éxito» evolutivo de la organizacién de las células individuales en organismos pluricelulares 

btind6 la oportunidad de conquistat nuevos ambientes y una explosién de la diversidad bioldgica. 

Las células de los organismos pluricelulares se diferenciaron, especializaton y agruparon 

constituyendo tejidos, drganos, apatatos y sistemas, los cuales, al actuat de modo coordinado 

mantienen estables las condiciones del medio interno donde se desatrollan; lo que permitié adecuatse 

con mayor éxito al ambiente, ademés de la conquista de nuevos nichos ecoldgicos. 

El medio interno es el fluido donde estan presentes todos los nutrientes (iones, oxigeno, 

glucosa, agua, hormonas, etc.) que necesitan las células pata vivir y sitve de vertedero para el 

catabolismo celular (CO,, deshechos nittogenados). El concepto del medio interno lo definié 

Claude Bernard a mediados del siglo pasado como el milien intérieur, y el mantenimiento de las 

condiciones fisiolégicas del medio interno en un estado estabilizado lo definié Walter B. Cannon 

como homeostasis. 

Para que un organismo mantenga la homeostasis requiere de un sistema de comunicacién 

intercelular que garantice la estabilidad del medio extracelular. Actualmente se reconoce Ja existencia 

de un sistema de bioinformacién que integra y coordina, de modo ininterrumpido, todas las funciones 

del organismo, incluyendo las diferentes respuestas adaptativas que el organismo despliega frente a 

las fluctuaciones y demandas de su medio ambiente. Este sistema de bioinformacién, esta 

constituido por subsistemas interdependientes conocidos como sistemas nervioso, endoctino e 

inmune, los cuales regulan la estabilidad del ambiente interno por medio de ejes de informacién 

que se autoregulan. 

Los sistemas neuroendécrinos registran, traducen e integran efectivamente informaciones 

de tipo neural y humoral a partir de lo cual toman acciones fisiolégicas apropiadas, con base en el 

monitoteo y la evaluacin de estas sefiales fisiolégicas. En la mayoria de los sistemas neuroendécrinos, 

el mantenimiento de la homeostasis se realiza, predominantemente, a partir de sefiales de retro- 

regulacién negativa. Sin embargo, el eje hipotalamo-hipéfisis-6vario, que regula la fisiologia 

reptoductiva de Jas hembras, también posee un sistema de retto-regulacién positiva, que es el 

responsable de inducir la liberacién masiva de las gonadotropinas a la circulacién periférica y la 

ovulacién. 

La produccién de gametos fértiles esta regulada principalmente por lo que se conoce como 

el eje hipotdlamo - hipdfisis - génada (H-H-G). En el hipotalamo se localiza un grupo de neuronas 

especializadas, que integran una variedad de estimulos externos y propios del organismo y como 

tespuesta secreta la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés), la 

que estimula la secrecién de las gonadotropinas por la hip6fisis. Las gonadotropinas, la hormona



luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) y la hormona estimulante del foliculo (SH, por sus siglas 

en inglés), actian sobre el ovario estimulando el crecimiento y maduraci6n de los foliculos ovaticos 

y contribuyen a Ja maduracién de los gametos, asi como a la secrecién de las hormonas sexuales. A 

su vez, las hormonas sexuales regulan Ja actividad del eje reproductor y estimulan el comportamiento 

reproductivo. 

Aunque mucho se ha avanzado, son tareas pendientes conocer los mecanismos moleculares 

que se suceden en la integracidn de esta red neuronal que permite la secrecién periddica de la 

GnRH asi como desentrafiat el ensamblado de esta red, poniendo de manifiesto el origen de cada 

una de estas informaciones y establecer la jerarquia de cada una de ellas. 

ANTECEDENTES HISTORICOS 

La década de los afios treinta trajo consigo cambios en la interpretacién de los mecanismos que 

regulan las funciones endocrinas. Hasta estos momentos, el consenso entre los investigadores eta 

que la hip6fisis funcionaba como la «glindula maestra» y «conductota de la orquesta endocrina» 

del organismo. 

En 1932, Hohlweg y Junkmann encontraron las primeras evidencias de que las hormonas 

gonadales podrian estar actuando sobre un «centto sexual» del cerebro para inducir la ovulacién, y 

no sobte la hipdfisis, como se sostenia anteriormente. Basados en esta idea, Flerko y Szentagothai 

ubicaron, veinte afios més tarde, en las 4teas predptica y anterior del hipotdlamo este «centro 

sexual. 

Otro de los grandes avances de la década de los treinta fue el descubrimiento de la existencia 

de un sistema de pequefios vasos porta venoso que comunicaban al hipotdlamo con la hipéfisis 

por desPopa y Fielding. Mas tarde, otros investigadores demostraron la importancia de este sistema 

portal en la regulacién de la sectecién hormonal de la hipdfisis anterior. 

Ya para los afios 30 y 40 el numero de investigadores que sugerian que el hipotélamo regula 

la funcién de la hip6fisis anterior via una transmisién humoral iba en aumento, aunque la naturaleza 

de las sustancias humorales secretadas por el hipotaélamo exa desconocida. 

Dado que los principales agentes neurohumorales conocidos y disponibles para entonces 

etan la adrenalina, la noradrenalina y la acetilcolina buscaron en ellos la respuesta. 

Sawyer, en 1952, mostsd que la inyeccién intraventricular de estas sustancias era capaz de inducir la 

ovulacién y que la inyeccién de farmacos como Ja atropina, una droga anticolinérgica, o la 

dibenamina, droga antiadrenérgica, bloqueaban la ovulacién cuando se administraba en un momento 
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apropiado previo a la ovulacién. Hoy parece claro que tanto la noradrenalina como la acetilcolina 

tienen un papel importante en la induccidén de la ovulacién por sus efectos moduladores sobre la 

liberacidn de la hormona liberadora de las gonadottopinas por el hipotalamo. 

Las primeras evidencias del control hipotalamico sobre la liberacién de las gonadotropinas 

fueron los experimentos realizados pot McCann y otros en Ja década de los afios sesenta, quienes 

mostraron que extractos hipotalamicos inducen la liberacién de Ja hormona luteinizante. Sin 

embargo, la caracterizacién estructural de la hormona liberadora de la hormona luteinizante LHRH, 

por sus siglas en inglés) como un polipéptido de 10 aminodcidos fue realizada por el grupo de 

Matsuo al inicio de los 70. Por su parte, Schally, miembto del grupo de Matsuo, reporté que la 

LHRH no sélo estimulaba la secreci6n de LH sino también de la FSH, lo que constituyé la 

ptimera evidencia de una hormona hipotalamica que estimula la liberacién de mas de una hormona 

hipofisiaria. 

A partir de éstos y ottos hallazgos se establecié el concepto de que la regulacién de la 

fisiologia reproductiva esté basada en el eje H-H-G, donde el hipotélamo secteta una hormona que 

estimula a células de la hipdfisis, las cuales secretan otras hormonas Hamadas gonadotropinas, que 

actian sobre el ovario estimulando el crecimiento y la maduracién de los gametos, asi como la 

secrecion de las hormonas sexuales, las que a su vez actian sobre el hipotdlamo y la hipéfisis 

regulando su actividad, cerrando el citcuito de retro-regulacién negativa. 

MARCO TEORICO 

Ey. CICLO ESTRAL DE LA RATA 

La etapa fértil de la vida de las hembras se caracteriza por cambios periddicos en la intensidad de 

Ja sectecién de las hormonas ferneninas que resulta en el crecimiento, maduracién y liberacién de 

ovocitos fértiles, asi como cambios en la conducta sexual que aseguran Ja maxima receptividad de 

la hembra durante Ja etapa ovulatoria. Esta conducta ritmica que presentan las hembras se llama 

ciclo del estro o ciclo estral. 

El término «estro» proviene del latin oestrus y éste a su vez del griego oistros, que significa 

tabano, aguijén o frenesi. Este término lo acufid Heape en el afio 1900 para describir el periodo de 

deseo sexual de la hembra y distinguirlo del celo del macho.” 

La rata es un mamifero que presenta ciclos estrales durante todo el afio cuya duracién promedio 

es de cuatro o cinco dias. En el ciclo estral de la rata se reconocen cuatto etapas: diestro 1, diestro 
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2, proestto y estro; este ultimo, dia de la 

  

  

B 

ovulacién. La duracién promedio de cada una a Progesterona (ag/ml) 

de estas etapas es la siguiente: diestros 1 y 2 de “et 

61 a 65 horas, proestro de 12 a 14 horas y % 4 prolactina (ng/ml) 
73 4 

estto de 25 a 27 horas. : 

Durante los dias de estro, diestro 1, »4 

diestro 2 y la mafiana del proestro, las so 4 
. . 17G-estsadiol (pg/ml) 

concenttaciones plasmaticas de las “4 

gonadotropinas, LH y FSH se mantienen en 

concentraciones basales, ptincipalmente por 04 : 

las acciones de retro-regulacion negativa que »4 LH (ag/mal) 

ejetcen los estrégenos “— -y hormonas * 4 

proteicas, tales como la inhibina.” Las 

cantidades de LH y FSH circulantes, si bien 

son bajas, son suficientes para estimular el “4 FSH (ng/ml) 

crecimiento folicular y la secrecién de | I 

estrdégenos, los cuales aumentan conforme Ug tr aor 909 13 PanOU ty oy 1172 OOS 13173101 aS ons 
estro diestroi —diestro 2 proestro estro 

            crecen y maduran los foliculos en desarrollo 

(Figuta 1). Figura 1. Perfil de las concentraciones plasmaticas de 

Bajo la influencia delincremento de los _ progesterona, prolactina, 17B-estradiol, LH y FSH durante 
los cuatro dias del ciclo estral de la rata. Tomado de Freeman, 

1994 (adaptado de Smith y col. 1975). 

      

estrégenos citculantes secretados por los 

foliculos en maduracién, en la tarde del 

ptoestro se presenta una liberacién masiva de ambas gonadotropinas, que induce la ovulacidn en la 

mafiana del siguiente dia de estto. Posteriormente, se presenta una segunda liberacin de FSH que 

se prolonga hasta la mafiana del estro, que al parecer participa en el reclutamiento de los foliculos 

ov4ricos para el siguiente ciclo. 

Las acciones conjuntas de la retro-regulacién positiva de los estrégenos, junto con sefiales 

neurales circadianas,” son los eventos mas importantes en la estimulacién de la liberacién 

pteovulatoria de las gonadotropinas. 

Las liberaciones ténica y fasica de la LH presentan un patron de secrecién pulsatil. 

Estas pulsaciones se presentan cada 55 6 60 minutos y liberan entre 15 y 40 ng/ml/pulso. Durante 

la tarde del proestro aumenta la frecuencia de los pulsos, 6 pulsos en 3 horas, y la cantidad de LH 

liberada por pulso, alcanzando valores de 600 ng/ml/ pulso.” La secrecién de Ja FSH presenta 

pulsos similares a los descritos para la LH, pero con menor frecuencia (4 pulsos en 3 horas).



La secrecién puisatil de las gonadotropinas es el reflejo directo de los pulsos de liberacién 

que la neurona GnRHérgica vierte al sistema portahipofisiario. La pulsatilidad de la neurona 

GnRHergica parece ser una catacteristica intrinseca de estas células o las redes neuronales formadas 

pot éstas. El “centro generador de pulsos de GnRH” es la propia neutona GnRHergica, sin embargo, 

la amplitad y frecuencia de los pulsos de secrecién pueden set modulados por las aferencias sindpticas 

que inervan estas células. 

Las NEURONAS GNRHERGICAS 

Las neuronas GnRHeérgicas son células muy especializadas que representan la salida de una red 

neuronal integrada que el cerebro utiliza para generar la secrecion pulsatil de las gonadotropinas 

por Ja hipGfisis. 
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Figura 2. Plano sagital medial del cerebro de un cobayo que abatca desde el 

septum hasta el puente. Los diferentes tipos de neuronas GnRHétgicas 
estan indicades con simbolos geométricos, las rutas de las fibras estén 

indicadas por flechas y los campos terminales por asteriscos. La ruta 
subquiasmatica no esta indicada. Adaptado de Silverman y col., 1994. 

Localizacion 

Mediante técnicas de histofluorescencia e inmunocitoquimica se han identificado a los nicleos 

predptico medial, anterior y arcuato, asi como el septo y la estria terminal como las areas donde se 

concentran las neuronas secretoras de GnRH. Estas neuronas no forman agregados neuronales 

compactos, sino redes laxas y difusas. La red principal, por su participacion directa en el control de 
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la secrecién de las gonadotropinas, se extiende desde la banda diagonal de Broca hasta el area 

septal, atravesando el niicleo de la estria terminal y las areas predptica medial y lateral, hipotalamica 

anterior, el micleo periventricular y la zona retroquiasmatica del diencéfalo. También forman parte 

de este continuo las neuronas sectetotas de GnRH ubicadas en el hipotélamo lateral y el nicleo 

supradptico (Figura 2). 

Las neutonas GnRHérgicas de esta red principal proyectan sus axones hacia la eminencia 

media por las vias septo-preéptica infundibular y septo ptedptica. Las neuronas ubicadas en el 

4vea septal-predptica proyectan sus axones por el fasciculo retroflexo hacia areas extrahipotalamicas 

como la amigdala, el complejo mamilar, el rea tegmental ventral, el cerebro medio, el rafé y la 

regidn periacueductal. Al parecer, estas proyecciones participarian en la regulacién del 

comportamiento sexual de los roedores, ya que la administracién de GaRH directamente al area 

predptica (POA, por sus siglas en inglés) potencia el reflejo de lordosis. 

Citologia 

En la mayoria de las especies, las neuronas GnRHétgicas tienen forma de huso 0 fusiformes, con 

un didmetro maximo entre 10 y 20 um. El proceso dendritico se extiende sin ramificarse desde 

uno o ambos polos de la célula y los axones emetgen directamente del soma o de una dendrita.”” 

Estudios ultraestructutales de las neuronas GnRHérgicas de Ja rata muestran la existencia 

de dos tipos principales de neuronas; las de contorno liso, como las descritas anteriormente, y las 

espinosas, estas tltimas se subdividen a su vez por el mimero de espinas que presentan. °°" 

Se ha sugerido que las neuronas espinosas reciben mayor mimero de aferencias, pero Jos resultados 

de experimentos tendientes a cuantificar el ntimero de inervaciones no lo ha confirmado. 

Las neuronas GnRHeérgicas tienen el nticleo localizado en el centro del soma rodeado por 

un borde delgado de citoplasma, que se alatga y extiende dando origen a los conos de las dendritas 

principales. El nticleo contiene uno o dos nucleolos, y la membrana nuclear gencralmente esté 

indentada. El citoplasma tiene varios sdculos de reticulo endoplasmico rugoso y uno o dos saculos 

de Golgi y grinulos neurosectetores. En las terminales sinépticas, la GaRH se encuentra en granulos 

de 40 a 120 nm unidos a la membrana plasmatica. 

La morfologia de las neuronas GnRHérgicas es més compleja en animales estacionales 

como la oveja y el hamster, asi como en la mona Rhesus. En la oveja, durante la estacién reproductiva, 

las neutonas GnRHérgicas del 4rea preéptica reciben mas del doble de la media de aferencias 

sindpticas por unidad de membrana que durante el anaestro, Al parecer, este incremento en el 
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niimero de aferencias sinapticas no es debido a los cambios en las concentraciones plasmaticas de 

esttégenos, sino a cambios en el fotoperiodo, a la expresién de un ritmo circanual endégeno o 
222 

ambos. 

Origen ontogénico 

Las neuronas secretoras de GnRH, que controlan la liberacién de las gonadotropinas por la hipdfisis 

anterior, se originan del epitelio de Ja placa olfatoria y migran durante la vida fetal hasta llegar al 

cerebro anterior y el hipotalamo. En la rata, las primetas células GnRHérgicas se aprecian para el 

dia 15 de gestacién, asociadas al bulbo olfatorio ventral. Para el dia 17, las células GnRHeérgicas se 

encuentran en el sistema nasal, a lo largo del nervio olfatotio, en el ganglio terminal, el bulbo 

olfatorio, el complejo septo-banda diagonal, el tubérculo olfatorio y el hipotalamo ventro-lateral. 

Durante la migracién por log fasciculos olfatorio y vomeronasal, las neutonas GnRHeérgicas 

mantienen sus membtanas en aposicién cercana con los axones y la glia que recubre los fasciculos 

nerviosos, una vez en el cerebro antetiot estas asociaciones membranales se pierden y las neuronas 

GnRHeérgicas siguen su curso de modo independiente (Figura 3). 
roe : ‘ . . . . . . 242 

Junto con las neuronas GnRHeétrgicas migran células tirosina hidroxilasa inmunoreactivas  ; 
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Figura 3. Esquema donde se representa la migracién de las neuronas GnRHérgicas. Adaptado 

de Silverman y col., 1994, 
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neuronas que sintetizan Acido gama amino butirico (GABA, por sus siglas en inglés) y el neuropéptido 

Y (NPY). Todas estas células co-expresan el péptido GnRH durante las primeras fases de la 

migtacién y se ha propuesto que el GABA podria estar actuando como un factor tréfico que 
: : : 2 209 
influencie la migracién neuronal. 

BIOsiNTESIS DE LA GNRH 

La liberacién pulsdtil de GaRH al sistema portahipofisiatio es crucial para el mantenimiento de la 

funcién reproductiva. La concentracién del decapéptido GnRH disponible para este proceso es 

regulada, principalmente, a nivel transcripcional y postranscripcional y postraduccional. ” Durante 

el ciclo estral de la rata, la expresién del gen de GnRH, estudiado por !a cuantificacién de reaccién 

de la transcripcién reversa de la polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en inglés). La concentraci6én 

del RNA mensajero (RNAm) de GaRH no cambia entre diestro 1 y 2, después incrementa y 

alcanza el maximo a las 11:00h del proestto. En la tarde del proestro, el RNAm de GnRH disminuye 

répidamente, con el nadit a las 16:00h, después de lo cual vuelve a aumentar y alcanza un nuevo 

«pico» a las 11:00 h deb estro. 

En un estudio tealizado con el ensayo cuantitativo de la proteccién de la ribonucleasa, 

donde se midieron las concentraciones de RNAm de GnRH citoplasmico y nuclear se observé que 

las concentraciones citoplasmicas de RNAm presentan dos picos, uno en diestro 2 y otro a las 

14:00h del proestro, aunque las concentraciones de transctipcién primatia fueron altas sélo a las 

15:00h del proestro, por lo que al pico de RNAm en diestto 2 sea debido probablemente a 

mecanismos postransctipcionales.”” 

La sintesis de GaRH durante el ciclo estral de la rata se estudié con base en el anilisis 

celular del tiempo de traduccién del RNAm de GaRH en proteina, utilizando una tincién 

inmunoreactiva al antisuero especifico (Rb 1076) que teconoce tanto al pro-GnRH como al 

decapéptido. Sdlo en la mafiana del estro las neuronas de 5/6 animales estaban sintetizando el 

péptido, aunque la inmunotincién en muchas de las células fue muy débil, lo que permite sugerir 

una disminucién previa. A todas las demas horas hubo gran heterogeneidad entre los animales de 

un mismo grupo. A las 17.30 del proestro 50% eran positivas en la mitad de los animales, mientras 

que en la otra mitad fue de 16-45%.” 

La galanina es un polipéptido de 29 aminodcidos ampliamente distribuido en el sistema 

nervioso central. En el hipotilamo, el sitio de mayor sintesis de galanina es la porcién lateral del 
, . : . 138 

mucleo arcuato, la cual es coliberada junto con la GnRH, potenciando sus cfectos. 
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En la rata hembra, las neuronas GnRHérgicas incrementan la exptesién de fos y galanina 

conjuntamente con la liberacién preovulatoria de LH. Resultados de hibridizacién im sitw muestran 

que en las neuronas GnRHérgicas la concentracién de RNAm de c-fos es maxima al momento del 

«pico» preovulatorio de LH, mientras que la concentracién de RNAm de galanina presenta un 

inctemento dos horas después del «pico» preovulatorio de LH y que la concentracién de RNAm 
ae ier . 4 8 

de GnRH no presentaton cambios significativos durante este periodo. 

EVOLUCION DE LA MOLECULA GNRH 

La GoRH es biosintetizada como parte de un precursor de mayor tamafio que contiene 92 restos 

aminodcidos y un peso aptoximado de 10 kDa. Cuando el gen y el DNA complementario 

cottespondiente a la pro-GnRH fueron clonados y la secuencia de aminoacidos deducida, se 

encontré que, como en el caso de casi todas las proteinas de secrecién, la secuencia correspondiente 

a la GnRH, ubicada entre los aminoacidos 23-34, es precedida por un péptido de sefial. En la 

porcién carboxilo terminal de la pro-GnRH se localiza una secuencia que codifica pata un péptido 

de 56 restos aminodcidos, al que se le denominé proteina asociada a GnRH (GAP, del inglés 

Gonadotropin Associated Peptide). El precursor proteinico pro-GnRH es procesado y recortado 

en el reticulo endoplasmico, donde se separan los péptidos por una accién enzimatica posterior a 

la traduccién. La GnRH madura en el aparato de Golgi, donde se produce Ja ciclizacién enzimatica 

de Ja glutamina N-terminal y la amidacidn de la glicina C-terminal.” 

La GnRH pertenece a una familia de decapéptidos que se caracteriza por la conservacion 

de sus residuos aminoacidos 1, 2, 4,9 y 10.” Se han separado y caracterizado nueve diferentes 

formas de GnRH, que han conservado altamente su estructura,” BL origen filogenético de 

la GnRH se remonta a épocas anteriores al origen de los vertebrados. Se ha detectado la presencia 

de esta hormona en extractos del ganglio neural de la ascidia (Chelyosoma productum), un protocordado 

marino. 

En los mamiferos, la GnRH hipotalamica (GnRH-I) que estimula la secrecién de 

gonadotropinas por la hipdfisis tiene la secuencia de restos aminodcidos siguiente: 

pitoGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, 

En el cerebro medio de los vertebrados existe una segunda forma de la molécula de GaRH 

(GnRH-ID, cuya funcién se desconoce. A diferencia de la GnRH-I, la GnRH-II se encuentra en 

cantidades significativamente mayores fueta del cerebro, hasta 30 veces mas, y se ubica principalmente 
me e Z e 217 

en el ritién, la médula dsea y la prdstata. 
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La secuencia de aminodcidos de Ja GnRH-II es la siguiente: 

pitoGhi-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH,. 

Esta forma de GnRH fue aislada originalmente del cerebro de la gallina, y junto con la 

GnRH-I regulan la liberacién de Jas gonadotropinas en Jas aves. Al parecer, la GnRH-II es la 
: . : . . . , 175 
isoforma més antigua identificadas hasta hoy y la m4s comuin entre los vertebrados. 

  

  

Nombre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Animal 
  

mGnRH P-Glu His Trp Ser ‘Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-NH, }] Mamfiero 

cGnRH-I | P-Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Gin Pro Gily-NH, | Pollo 

sbGnRH P-Glu His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly-NH, { Brema 

efGnRH P-Giu His Trp Ser His Gly Lex Asn Pro Gly-NH, | Pez gato 

sGnRH P-Glu His Tr Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly-NH, | Salmén 

cGnRH-llj P-Glu His Typ Ser His Gly Trp Tyr Pro Gtly-NH, | Pollo-ti 

dfGaRH P-Glu His Trp Ser His Gly Trp Leu Pro  Gly-NH, | Pez perro 

(GaRH-M] P-Glu His Typ Ser His Asp Trp Lys Pro Gly-NH, | Lamprea 

1GnRH-I P-Giu His yr Ser Leu Glu Typ Lys Pro  Gly-NH, | Lamprea               

  

Cuadro 1. Secuencia de restos aminodcidos de las isoformas de GnRH conocidas. 

Los péptides de GnRH generalmente son nombrados por las especies de donde 

fueron originalmente purificados. 

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NEURONA GNRHERGICA POR LOS 

SISTEMAS COLINERGICO Y MONOAMINERGICOS 

Sistema colinérgico 

Los resultados experimentales sobre el papel del sistema colinérgico en la regulacién de la secrecién 

de las gonadotropinas no son concluyentes. Las primeras evidencias de la participacién del sistema 

colinérgico en la regulacién de la secrecin de las gonadotropinas fueron los experimentos realizados 

por Sawyer, Markee y Everett’ hace mas de 40 afios, quienes mostraton que el bloqueo de) 

sistema colinérgico, por la inyeccién subcuténea de atropina, interrumpe la ovulacién, cuando se 

administra inmediatamente después del coito, en el caso de la coneja, un animal de ovulacién 

refleja y en la rata, un animal de ovulacién espontinea, cuando se inyecta en la mafiana del proestro. 

En la rata, la inyeccién subcutanea de sulfato de atropina (70 mg/100 g de peso) o su 
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aplicacion directa al tercer ventriculo cerebral (250 ug) entre las 11 y 13 horas del proestro bloquea 

la secreci6n de LH, FSH y prolactina (PRL) horas mas tarde. En estos animales, la inyeccién de 

LHRH sintético restablece Ja liberacién preovulatoria de LH, por lo que se concluye que sus 

efectos son a nivel central, y que el bloqueo de los receptores colinérgicos muscatinicos altera la 
: 134 

. 

secrecién normal de GnRH. 

Aunque la acetilcolina fue la primera sustancia teconocida como mensajeto quimico, la falta 

de una técnica equivalente a 
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Figura 4. Esquema de un corte sagital de cerebro de rata donde se muestran 

involucrados en muchos . aa ~ : 
los nicleos colinérgicos principales y sus proyecciones, 

otros procesos metabdlicos, 

pot lo que se dificulta atin més la discriminacién entre los sitios colinérgicos especificos y los sitios 

metabélicos inespecificos. En Ja actualidad, el estudio de la neuroanatomia del sistema colinétgico 

se ha hecho con base en técnicas histoquimicas que revelan la presencia de enzimas de sintesis y 

desactivacién de la acetilcolina” y apoyados posteriormente con el desarrollo de técnicas 

inmunohistoquimicas con anticuerpos poli- y monoclonales, asi como con marcadotes 

tadioactivos (Figura 4). 

Las neutonas colinérgicas se organizan principalmente como cixcuitos locales y neuronas 

de proyeccién. En el cetebto anteriot de la rata se han identificado dos vias colinéxgicas principales. 

La via tegmental dorsal contiene los somas neuronales colinérgicos del nucleo cuneiforme de la 

formacién reticulada mesencefalica que proyectan sus fibras hacia el téctum, el drea pretectal, los 

cuetpos geniculados, el tilamo y el sistema limbico. En la sustancia nigta y el nicleo tegmental 

ventral del cerebro medio existen neuronas colinérgicas cuyas proyecciones viajan a lo largo del 

haz tegmental ventral y atcaviesan el hipotalamo y el subtélamo hasta llegar al tallo cerebral. 

En el nicleo submamilar del hipotdlamo se encuentra un aucleo denso de neuronas 

colinérgicas. Dispersas en las areas posterior y lateral del hipotalamo existen otras neuronas 
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acetilcolinesterasa-positivas. El 4rea predptica lateral es rica en células acetilcolinesterasa-positivas, 

y aquellas que se ubican en la porcién dorsal del rea predptica envia fibras hacia la amigdala, via la 

esttia terminal. 

El hecho de que después del aislamiento del hipotalamo medio basal no existan cambios 

significativos en la actividad de la colin-acetiltransferasa (CAT) abre la posibilidad de la existencia 

de una via colinérgica tuberoinfundibular semejante a la dopaminérgica. 

Pot otro lado, en el 4tea predptica existen diferencias sexuales en el nimeto de sitios de 

unidn de agonistas muscarinicos, siendo mayor en los machos que en las hembras. En ratas hembras 

ciclicas se obsetva que en el 4tea predptica la poblacién de sitios de unidn de alta afinidad a los 

agonistas muscarinicos es mucho mayor en el dia del proestro que en los demas dias del ciclo estral 

(66 15.38%). La lesion producida pot la inyeccién de 6-hidroxidopamina intracisternal produce un 

decremento de 1/6 del mimero total de zeceptotes en el hipotilamo, por lo que es posible pensar 

en la existencia de receptores muscatinicos presinaépticos ubicados en las terminales 

catecolaminérgicas del hipotilamo. 

Estudios in vitro muestran que en el Area predptica de la rata hembra el namero de receptores 

muscatinicos varia durante el ciclo estral. En el dia del proestro se observa un aumento en la 

ptoporcién de sitios de unién de alta afinidad a los agonistas muscarinicos (60%), comparado a lo 

observado en diestro 2 0 en la tarde del proestro (35%). Cuando porciones homogenadas de POA 

se exponen a la presencia de 17P-estradiol resulta en la conversién de los sitios de unién de alta 

afinidad a los agonistas muscarinicos a sitios de unién de baja afinidad. Este efecto de la hormona 

se observa tinicamente en muesttas de POA obtenidas en la maiiana del proestro y puede ser 

bloqueado por clomifeno (antiestrégeno) o prevenido por la ocupacién previa de los receptores 

muscatinicos por sus propios ligandos antes de la adicién de la hormona. Los cambios significativos 

en Jos receptotes muscarinicos de POA coinciden con el llamado »periodo critico», caracterizado 

por altas concentraciones de estrégenos y gran numero de receptotes a estrogénicos en POA.” 

En el hipotdlamo y la adenohipdfisis de la rata, las propiedades de los sitios de union a los 

agonistas muscatinicos, evaluado por ensayos de competencia con H?-N-medil-4-piperidil bencilato 

(antagonista muscarinico tritiado de alta afinidad ) muestran que Gnicamente las hormonas sexuales 

(17-estradiol y progesterona) afectan las propiedades de los sitios de unidn a los agonistas 

muscarinicos. Ambas hotmonas provocan decremento en la propotcién de sitios de unidn de alta 

afinidad y en la constante de disociacién. Esto permite sugetit una vinculacién entre el sistema 

colinérgico muscatinico y los mecanismos por los cuales los esteroides ovaticos inducen la liberacién 

de las gonadotropinas por la hipdfisis. 

Evidencias experimentales muestran que cl sistema colinérgico del area predptica 

hipotalamica anterior (POA-AHA, por sus siglas en inglés) presenta cambios ciclicos, durante el 
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ciclo esttal, en el contenido de acetilcolina, la actividad de las enzimas de sintesis (colin- 

acetiltransferasa) y degradacién (acetilcolinesterasa) y el namero y la afinidad de los receptores 

muscarinicos en POA-AHA.”” 

Dominguez y colaboradores mosttaron que la sensibilidad del sistema colinérgico al sulfato 

de atropina varia durante el ciclo estral y que la dosis necesaria para bloquear la ovulacién en el 100 

pot ciento de los casos depende del dia del ciclo y la hota en que se administre, siendo el diestro 1 

el dia mas sensible, ya que para ello se requiere Ja dosis menot. 

Durante el «periodo critico» en el dia de proestro la concentracién de acetilcolina en POA 

cae y luego incrementa de modo abrupto. 

Durante el ciclo estral de la rata hembra, en el area preéptica anterior del hipotdlamo existe 

un ritmo colinérgico endégeno. En el dia de diestro 1 se presentan las concentraciones miximas de 

acetilcolina y en diestro 2 las minimas. E] namero y la afinidad de receptores muscarinicos también 

varian durante el ciclo esttal. El marcaje con el agonista muscatinico PH]-~N-metil escopolamina 

muestra que la unién especifica B,__) y la constante de disociacién (K,) para dicho farmaco son 

maximas en el dia del estto y disminuyen progresivamente en los demas dias del ciclo esttal.” En 

los resultados obtenidos mediante el marcaje con el antagonista colinérgico muscarinico PH] 

bencilato de quinuclidina se obsetvan también cambios ciclicos en el marcaje, con un maximo en 

proestro y un minimo en los dias de diestro.”” La discrepancia apatente de estos resultados podria 

explicarse por el hecho de que los fatmacos usados en los experimentos posiblemente tengan 

diferente afinidad a los subgrupos de receptores muscatinicos en POA-AHA, y abre la puerta a la 

especulacidén sobte la importancia de cada uno de estos subgrupos de receptores en la regulacién 

del proceso reproductotr. 

El namero y la afinidad de los receptores muscarinicos en el hipotalamo son regulados por 

las hormonas esteroides ovaricas. Experimentos in vitro con el area predptica muestran que existe 

una relacion directa entre la concentracién de 17f-estradiol y la proporcién de receptores 

muscarinicos de alta y baja afinidad. Durante la mafiana del proestro se observa un inctemento 

significativo en la proporcién de receptores muscatinicos de alta afinidad (60%), comparado con el 

dia de diestro 2 0 la tarde del proestro (35%). Es posible que estos cambios en la afinidad de los 

receptores muscatinicos reflejen variaciones en la actividad colinérgica en POA durante el ciclo 

estral.” 

En la rata hembra ciclica, la actividad maxima de la enzima acetilcolinesterasa en el hipotélamo 

se presenta en los dias de estro y diestro 1 y la minima en proestro. 

En ratas ovariectomizadas, la administracién sistémica de benzoato de estradiol aumenta 

significativamente el marcaje de los receptores muscatinicos por [?H] bencilato de quinuclidina en 

el hipotélamo medio basal y lo disminuye en el area predptica medial de modo dosis dependiente.” 
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En el hipotdlamo y la hipéfisis, las progestinas y sus metabolitos inhiben el marcaje de los 

receptotes muscatinicos por PH] bencilato de quinuclidina.’® 

Por otto lado, el sistema colinérgico a su vez tegula la respuesta de las neuronas hipotalamicas 

alos estrégenos, ya que el tratamiento con betanecol, un agonista colinétgico muscarinico, inctrementa 

en 38% el numero de sitios de union al estradiol en el citosol de neuronas hipotalamicas de ratas 

hembtras ovariectomizadas y el pre-tratamiento con attopina bloquea los efectos del betanecol. En 

machos castrados, el betanecol no tuvo efectos sobre la concentracidn de sitios de unién al estradiol.” 

El sistema colinérgico interactda con otros sistemas de neurotransmisién que participan en 

Ja regulacién de la secrecién de la GnRH. El sistema colinérgico modula la actividad neural de las 

neuronas dopaminérgicas tubetoinfundibulates (TIDA, por sus en inglés). En la rata hembra, las 

neuronas TIDA presentan cambios citcddicos en su actividad, con alta actividad por las mafianas y 

bajas en las tardes. 

En ratas ovariectomizadas, con o sin reemplazo estrogénico, la aplicacién intra cerebro- 

ventticular de atropina o mecamilamina no tuvo efecto en la actividad de las neuronas TIDA 

cuando se realizd antes de las 12:00h, momento en el que la actividad endégena de las neuronas 

TIDA es alta. Sin embargo, arnbas drogas produjeron una estimulacién dosis dependiente en la 

actividad de las neuronas TIDA cuando se utilizaron en la tarde, petiodo de actividad endégena 

baja. 

En la rata, el «pico» de PRL inducido pot los estrégenos fue bloqueado pot la inyeccién de 

atropina o mecamilamina, un antagonista nicotinico, a las 13:00h. Los cambios diarios en Ja actividad 

de las neuronas colinérgicas pueden ser responsables de los cambios en la actividad de las neuronas 

TIDA de la rata hembra, prerrequisito para que se produzca el «pico» de PRL.” La administracion 

central de mecamilamina, aumenta la actividad de TIDA si se aplica en la tarde y no tiene efectos si 

se aplica en la noche o en machos. 

Existen evidencias de la interaccidn entre los sistemas monoaminérgicos y entre éstos y el 

sistema colinérgico en la regulacién de Ja liberacién de GnRH, asi como en otros ptocesos 

fisioldgicos. 

La liberacién de GnRH por la eminencia media en tatas ciclicas es estimulada 

significativamente por antagonistas muscatinicos 11[(2) (dietilamino) metil] [-1-piperidinil]-acetil- 

5, (AF-DX-116) y metoctramina. Dicha estimulacién depende del dia del ciclo estral en que se 

realice el tratamiento. Es posible que los efectos inducidos por la administracién de estos farmacos 

sean mediado por receptores muscatinicos del subtipo m4. El bloqueo de los efectos de los 

antagonistas muscatinicos sdlo fue posible en presencia de prazosin, un antagonista ot, -adrenérgico. 

Una posible explicacién para la estimulacién de la liberacién de GaRH por un antagonista



muscarinico es que los efectos son el resultado de un cross-ta/k o intercomunicacién, entre los 

yeceptoresm uscarin:cos y bs receptors o,-adrenérgicos. Asi, los agonistas muscarinicos inhiben 

la liberacion de GnRH inducida por los agonistas o,-adrenérgico y los antagonistas muscarinicos, 

al cancelat este efecto inhibitorio permite los agentes a,- endégenos (noradrenalina) induzcan la 

liberacién de GoRH.”” 
En ratas ovariectomizadas, la inyeccién en el tetcer ventriculo de 20 a 100 ug de sulfato de 

attopina (2 1) redujo significativamente las concentraciones plasmaticas de LH y PRL. La inyecci6n 

intraventricular de 20 ig de acetilcolina indujo un incremento significativo de la concentracién de 

LH y tedujo la de PRL durante los 5 minutos siguientes a la inyeccién, mientras que la concentracién 

de FSH se elevé 30 minutos después de la inyeccidn. El bloqueo de los receptores dopaminérgicos 

con pimozide previene los incrementos en las concentraciones plasmaticas de LH y FSH asi como 

la disminucién de PRL inducidos por la inyeccién intraventricular de acetilcolina. La supresién de 

la libetacién de LH inducida por la ateopina fue revertida y ocurtié una elevacién en los animales 

que fueron pretratados con el bloqueadot de los receptores dopaminérgicos. La inyeccién de atropina 

no tuvo efectos sobre las altas concentraciones de PRL en los animales tratados con pimozide. 

Estos resultados apoyan la idea de los papeles estimulante de 1a acetilcolina sobre la liberacién de 

las gonadotropinas e inhibitorio sobre la liberacin de PRL e indican que el control colinérgico 

podria ser mediado por las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares. 

EI bloqueo de los receptores notadrenérgicos (fenoxibenzamina 20 mg/kg de peso), 

dopaminérgicos (pimozide 1 mg/kg de peso) o colinétgicos muscarinicos (atropina 700 mg/kg de 

peso) impide la liberacién de gonadotropinas inducida por la inyeccién de 2 mg de progesterona a 

animales ovatiectomizados tratados con estrégenos. El implante unilateral de dopamina o acetilcolina 

en el area predptica medial (mPOA, por sus siglas en inglés) indujo un incremento significativo de 

las concentraciones plasmaticas de LH, 5 horas después, mientras que la noradrenalina redujo la 

concentracién de LH. 

Los implantes de noradrenalina o acetilcolina en la cama del micleo de la estria terminal o 

en la amigdala medial incrementé la concentracién sética de LH, aunque en el caso de la 

noradrenalina este incremento no fue estadisticamente significativo. Sdlo el implante de noradrenalina 

en el septo lateral indujo liberacién de Ly 

En mPOA, la noradrenalina y la acetilcolina regulan ténicamente el ciclo suefio-vigilia y la 

temperatura corporal. Las inyecciones combinadas de prazosin (antagonista 01) y carbacol (agonista 

colinérgico) o de escopolamina (antagonista colinérgico) y metoxamina (agonista a1) resultan en la 

sumatoria de los efectos de cada una de Jas drogas por separado, por lo que se sugiere una interacci6n 

e integracién de las aferencias noradrenérgicas y colinérgicas en mPOA para la regulacién del ciclo 
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suefio-vigilia y la temperatura corporal.” Ademiés, existen evidencias que los receptores presinapticos 

0.2-adrenérgico de mPOA participan en la relacién suefio-vigilia, via los receptores &1-adrenérgico 

(postsinépticos), y dado que la inyeccién de clonidina (agonista 02) no afecta la temperatura corporal 

es posible que existan grupos separados de terminales noradrenérgicas que controlen el suefio y la 
: . 178 

temperatura corporal de modo independiente. 

Sistemas monoaminérgicos - ubicacién 

Como se menciondé anteriormente, en las células GnRH se integra la informacién de una red 

neutonal compleja usada por el cerebro para generat la sectecién pulsatil de las gonadotropinas 

pot la hipdfisis. Entre los sistemas de neurotransmisién que integran esta ted neuronal, los sistemas 

monoaminétgicos son unos de los que mayor atencién han recibido. Sin embargo, a pesar de la 

gran cantidad de literatura escrita sobre el tema, atin no es claro el papel preciso de su participacién, 

ya que la diversidad de modelos estudiados, el uso de drogas inespecificas y la complejidad de la 

organizacién neuroanatémica ha hecho dificil la interpretacién de resultados contradictorios. 

Las monoaminas derivan de aminoacidos y también se les conoce como aminas biogénicas. 

Desde el punto de vista de su estructura quimica, las aminas biogénicas mds importantes en el 

sistema nervioso se clasifican en dos grupos: las catecolaminas, llamadas asi porque la base de su 

estructura es el micleo catecol y las indolaminas cuya base es el indol.” 

Las catecolaminas se sintetizan a partir del aminodcido titosina y son la dopamina, la 

noradrenalina y la adrenalina. En el cerebro existen 19 grupos celulares que contienen catecolaminas, 

de los cuales siete son de naturaleza noradrenérgica (A1-A7), nueve dopaminérgicos (A8-A16) y 

los tres restantes adrenérgicos (C1-C3).""" 

Los grupos noradrenérgicos y adrenérgicos se localizan en la porcién caudal del cerebro y 

ptesentan fibras ascendentes que inetvan el diencéfalo y el cerebro anterior y fibras descendentes 

que proyectan hacia la médula Figura 5)" 

Las neuronas noradrenérgicas del grupo A1 estan situadas en la porcién ventrolateral de la 

médula oblongata y emiten proyecciones ascendentes que viajan por el tracto tegmental ventral, 

desde la médula (VLMO, por sus siglas en inglés) y el puente, ¢ inervan POA-AHA."” Se ha 

mostrado que neuronas vecinas a las del grupo Ai, entre las que probablemente haya 

intercomunicacién, también son de naturaleza catecolaminérgica, principalmente, y proyectan sus 

fibras hacia todos los niveles de la médula espinal. Los cuerpos celulares de las neuronas del 

grupo A2 se ubican en el nucleo caudal del tracto solitario, los cuerpos celulares de A5 en la 

24



  

  

porcién ventrolateral del puente, los 

cuerpos celulares de AG en el locus 

coetuleus y los cuerpos celulares A7 en 

la formacién reticulada 
a 120 ; 

mesencefalica. cea septal 

     
   

La inervacién noradrenérgica de emnencia “ hen dorsal 

mPOA, donde se concentran los somas media haa ventral 

neuronales GnRHérgicos, proviene           ptincipalmente de los grupos 

medulares Al y A2. La inyeccién Figura 5. Esquema de un corte sagital de cerebro de rata donde se 

muestran los nicleos noradrenérgicos y sus proyecciones. 

  

unilateral de peroxidasa del rabano 

(HRP, por sus siglas en inglés), un 

trazador retrégrado, en mPOA trevela Ja presencia de células HRP-positivas en ambos lados de Ja 

medula oblongata.” Si bien, las neuronas del grupo Ai proyectan a ambos lados del étea predptica, 

expetimentos con estimulaciones eléctricas de mPOA y Al muestran que las aferencias 

contralaterales son més eficaces para estimular la liberacién de LH que las afetencias ipsilaterales.” 

Los somas neuronales del grupo adrenérgico Cise ubican en la porcién rostro ventral de la 

médula, el grupo C2 en la porcién rostromedial del nicleo del tracto solitatio y el grupo C3 en la 

porcién rostto medial de la médula. ” 

Los grupos neuronales doparninérgicos que inervan el hipotilamo son A11, A12, A13 y 

" A14.” Las neuronas del grupo A12 o neuronas tuberoinfundibulares conforman el grupo de 

mayor tamafio y proyectan sus axones a la eminencia media, donde se encuentran en aposicién con 

los capilares del sistema portahipofisiario. Estas neuronas liberan grandes cantidades de dopamina 

al sistema portal’. y tegulan la liberacién de prolactina al actuar directamente sobre los lactotropos 

hipofisiarios (Figura 6). 
Los grupos A11, A13 y A14 conforman el sistema incertohipotalémico. Las neuronas del 

grupo A11 se ubican en el hipotdlamo posterior y el tdlamo ventral; son Ja fuente principal de 

inervacién dopaminétgica espinal. Los somas dopaminérgicos de los grupos A13 y A14, localizados 

en la zona incerta medial y la porcién rostral del nucleo periventricular proyectan sus axones hacia 

las areas hipotalamicas que contienen somas de neuronas GnRHeérgicas, por lo que podrian estat 

involucradas en el conttol de la secrecién de las gonadotropinas. 

Existen nueve grupos neuronales serotoninérgicos (B)-B9). Los grupos B1-B5 se encuentran 

situados caudalmente, en la porcién del puente. Los grupos B6-B9 se distribuyen en el micleo del 

tafé, el cual se subdivide en las potciones dorsal y medial. En el rafe dorsal, situado en la porcién 
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ventral de la sustancia gris 

petiacueductal, se encuentran los 

grupos B6 y B7 y en la porcién medial 

el grupo B8 y parte del B9. Las 

neuronas serotoninérgicas de las 

porciones dorsal y medial del rafé 

  

ptoyectan sus fibras hacia el 

hipotalamo, la corteza cerebral, el     hipocampo, la amigdala, areas rostrales   
Figura 6. Esquema de un corte sagital de cerebro de rata donde 

del sistema limbico, el érgano vasculoso i oe : 
se muestran los micleos dopaminérgicos y sus proyecciones. 

de la ldmina terminalis y la eminencia 
  

  

media. Las neuronas del puente, envian. 

sus fibtas hacia regiones caudales como 

el bulbo raquideo y la médula 

espinal.” Al parecer, existe una 

fuente de serotonina dentro del 

hipotélamo, en el nacleo dorsomedial, 

ya que la deaferentacién hipotalémica 

  

reduce sdlo parcialmente la                 

  concentracion de serotonina (Figura 
7 173 Figura 7. Esquema de un corte sagital de cerebro de rata donde se 

) muestran los nicleos serotoninéxgicos y sus proyecciones. 

Sistema noradrenérgico 

La regulacién de la secrecién de GaRH se realiza principalmente en POA-AHA, donde se localizan 

la mayoria de los somas neuronales GnRHérgicos y de la eminencia media, donde se ubican las 

terminales peptidérgicas que descargan sus productos de secrecién a la citculacion portal. 

La patticipacién del sistema noradrenérgico en la tegulacién de la liberacién de las 

gonadotropinas ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, la interpretacién de los resultados ha 

sido dificil, dado que la diversidad de modelos experimentales y la complejidad intrinseca de la 

otganizacién neuroanatémica en el hipotalamo han generado resultados, al parecer, contradictorios. 

Los estudios sobre los cambios temporales de la concentracién y la tasa de recambio de las 

catecolaminas en el hipotilamo permiten visualizar el perfil de liberacién fisiolégico y la participacion 
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temporal de los diferentes sistemas catecolaminérgicos en la regulacién de la liberacién de las 

gonadotropinas que sucede en el animal. 

Las tasas de recambio de las catecolaminas en las 4teas ptedptica, hipotalamica antetior y 

nucleo supraquiasmatico incrementan significativamente entte las 15:00 y 17:00 del proestto, junto 

con las concentraciones plasmaticas de LH, FSH y prolactina.. En particular, el recambio de 

notadrenalina se inctementa de modo matcado en aquellas dreas donde se localizan los somas 

(mPOA) 0 las tetminales (eminencia media, EM) de las neutonas GnRH”? 

Estudios realizados con la técnica de push-pull cannula muesttan que en los animales 

ovariectomizados, el ambiente neuroendécrino en el area predéptica se caracteriza por la liberaci6n 

pulsatil de noradrenalina, adtenalina y dopamina y que Ja liberacién masiva de la LH, inducida por 

el reemplazo hormonal con estrégenos, es precedida por un aumento abrupto en la secrecién de 

estas aminas, entre 10 y 100 veces mayor a la tasa de liberacién basal.” Estudios tealizados en 

animales enteros con esta misma técnica en el hipotalamo medio basal (HMB) muestran que la 

tarde del proestro se catacteriza por un incremento gradual de la liberacién de noradrenalina y 

simultaneamente un decremento gradual de la liberacién de dopamina, y el cenit de la liberacién de 

noradrenalina y el nadir de dopamina se presentan alrededor del momento en que se presentan los 

“picos” preovulatorios de LH y PRL.” 

La lesién bilateral de la VLMO, donde se ubican los somas del grupo neuronal Ai, bloquea 

la liberacién de FSH, LH y PRL, mientras que el implante de dietil carbamato de sodio, un inhibidor 

de la dopamina B-hidroxilasa, en la misma zona bloquea la liberaci6n preovulatoria de gonadotropinas 

y, en muchos de los casos, también la ovulacién. Este bloqueo de Ja secrecién de gonadotropinas se 

acompafia de un aumento en la concentracién de dopamina en el hipotalamo medio posterior. Es 

posible que este incremento en la concentracién de dopamina contribuya al bloqueo de la secrecién 

preovulatoria de gonadotropinas. Los animales con lesion bilateral del VLMO pueden recuperar 

la capacidad ovulatoria con la inyeccién intraventricular de noradrenalina o estimulando el nucleo 

supraquiasmatico, por lo que se ha planteado que la liberacidn preovulatoria de gonadotropinas 

esta mediada por el efecto estimulante de la noradrenalina de las células Al que inervan POA- 

AHA.” 
El estudio de la participacién de los diferentes nicleos noradrenérgicos en la regulacion de 

la liberacién de las gonadotropinas incluye el empleo de modelos experimentales basados en la 

estimulacién eléctrica o electroquimica de aquellos nicleos noradrenérgicos cuyas neuronas 

proyectan sus fibras a las areas de regulacidn de la secreci6n de GnRH. 

Los resultados de la estimulacidn eléctrica de los grupos neuronales noradrenérgicos o de 

sus vias muestran que en animales ovariectomizados con reemplazo hormonal de estrégenos, la 
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estimulacién electroquimica del micleo A5 disminuye la secreci6n de LH evocada pot la estimulacién 

elécttica previa de POA, disminucién que es propotcional a la cantidad de cortiente aplicada. El 

mismo tratamiento realizado en ptoestro provoca bloqueo de la ovulacién, cuando se estimula el 

locus coeruleus, A5 o AL 

En animales ovatiectomizados, la estimulacién eléctrica del haz ventral noradrenérgico no 

altera el patrén pulsatil de LH en sangte, tipico de estos animales, mientras que la estimnulacion del 

haz dorsal ptovoca inhibicién de la liberacion pulsatil de LH por 1 hora. En animales 

ovariectomizados con teemplazo hormonal, la estimulacién de los haces ventral o dorsal no afecta 

o altera minimamente las concentraciones plasmaticas no pulsatiles de LH.” Cuando la estimulaciéa 

de los haces dorsal o ventral se realiza en la tarde provoca un decremento en la concentracién de 

LH a las 17:00 horas.” 

En animales ovatiectomizados con reemplazo hormonal de estrégenos, la estimulacién 

eléctrica de Al amplifica la secrecién de LH evocada pot la estimulacién electroquimica previa de 

POA.” La administracién intra peritoneal de dietilditiocarbamato (nhibidor de la dopamina-B- 

hidroxilasa) y fenoxibenzamina (antagonista a-adrenétgico) bloquean completamente la 

amplificaci6n del pico de LH inducido por la estimulacién eléctrica de AL 

La estimulaci6n ipsilateral de mPOA y Ai no provoca incremento en la liberacién de LH. 

Cuando se estimmulan las proyecciones A1 contralaterales hay incremento en laliberacion de GaRH.” 

Al parecer, la inervacién cruzada que llega a POA desde A1 es més importante que las aferencias 

ipsilaterales en el control de la secrecién de GnRH. 

Los efectos inhibitotios sobre la liberacién de LH por la estimulacién electroquimica del 

locus coeruleus pueden ser suptimidos pot antagonistas B-adrenérgicos y no por antagonistas a- 

adrenétgicos. También pueden ser suptimidos pot la destruccién ipsilateral del haz noradrenérgico 

dorsal. Al patecer, la inervacién ipsilateral del haz dorsal que inerva POA participa de modo 

preponderante en el efecto inhibitorio de la notadtenalina sobre la liberacién de LH. 

La informacién presentada pone de manifiesto que en muchos casos, diferencias en los 

modelos experimentales causa resultados antagénicos, y la dificultad de precisar un modelo que 

explique la vatiedad de resultados. 

Una hipotesis que explique esta diferencia en los resultados es que los efectos inhibitorios 

de la noradrenalina son consecuencia de una sobre estimulacién del sistema que revierte su papel 

fisiolégico estimulante, al actuar sobre receptores tipo B-adrenérgicos, ya que el efecto de altas 

dosis de noradrenalina se revierte con un antagonista B-adrenérgico, mientras que los efectos 

excitatorios se bloquean con un antagonista a-1-adrenergico, como la fenoxibenzamina. 

Existen pocos resultados sobre el ntimero y la afinidad de los diferentes tipos de receptores 

adrenérgicos en POA. Al parecer, el mamero de receptores G-adrenérgicos en el hipotalamo es 
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jos autores, la dopamina no estaria siendo capturada por las terminales noradrenérgicas y 

transformada en noradrenalina, ya que el trabajo se llevé en presencia de un inhibidor de la sintesis 

noradtenérgica. Al parecer, el tratamiento induce la liberacién de noradrenalina pot las terrminales 
eos . . . 101 

noradrenérgicas de la eminencia media. 

Sistema serotoninérgico 

Existen evidencias experimentales que apoyan la idea de la participacién del sistema serotoninérgico 

en la regulacién de la liberacién de las gonadottopinas, y que los efectos de la serotonina sobre la 

sectecién de LH y la ovulacién se expresan por cambios en la liberacién de GnRH por las neutonas 

neurosectetoras del hipotélamo, mas que por una accién directa de la serotonina sobre la hipéfisis. 

Al parecer, las acciones estimulante 0 inhibitoria de la serotonina sobre la actividad de la neurona 

GnRHérgica dependen de la zona de estudio, el origen de las aferencias y del ambiente hormonal 

del animal. 

Johnson y Crowley’ obsetvaton que la microinyeccién de 5,7-DHT, un inhibidor de la 

sintesis de serotonina (5-HT), en el HMB aumenta la concentracidn de LH, mientras que el mismo 

tratamiento en el 4tea predptica la disminuye, lo que apoyaria la idea propuesta por Kordon y 

Glowinski'” sobre la existencia de un centro serotoninérgico inhibitorio, ubicado en el HMB y 

otro estimulante o permisivo en la regidn preéptica-~supraquiasmatico, 

Las acciones opuestas de la 5-HT en Ia liberacién de LH pueden ser explicadas también con 

base en la participacién de las diferentes vias que inetvan el hipotdlamo. La estimulacién 

electroquimica del rafe medial o la lesién del nicleo dorsal del rafe bloquean Ja liberacion 

preovulatoria de LH, lo que permite sugerir que el rafe medial juega un papel inhibitorio mientras 

que el rafe dorsal es estimulatorio. ~ 

E] bloqueo de la ovulacién por la lesién del rafe dorsal puede ser revertido por la inyeccién 

sistémica de propanolol (antagonista @-adrenétgico) o la microinyeccién de 5-HT en el locus 

coeruleus, mientras que el bloqueo de la ovulacién inducido por la estinulacién del rafe medial 

puede ser prevenidos por la inyeccién de antagonistas GABA, como picrotoxina y bicuculina. 

Los esteroides sexuales parecen ser un factor critico en la expresién de la actividad de las 

neuronas serotoninérgicas sobre la sectecin de las gonadotropinas. En el nucleo suptaquiasmético 

y cn la eminencia media se presenta un “pico” serotoninérgico transitorio concomitante con el 

“pico” preovulatorio de LH, el cual no se expresa en ratas macho y tatas hembras ovariectomizadas. 

El tratamiento secuencial con hormonas sexuales produce un incremento significativo en la sintesis 
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y la concentracién de serotonina en el nucleo dorsal del tafe, " donde se ubican somas 
32,161 14 , 

setotoninérgicos, y en Ja concentracién de setotonina en la EM,” POA-AHA  y otras areas 

hipotalamicas relacionadas.” 

En ratas ovatiectomizadas, la inyeccién de estrégenos también aumenta la densidad de los 

teceptores setotoninérgicos en POA-AHA, el sepio lateral y la eminencia media.” La densidad de 

teceptores a setotonina en el hipotilamo y el drea ptedptica presentan cambios durante el ciclo 

: 1 

estral, con la menor densidad en proestro y estto. 

INERVACION DEL OVARIO 

Eleje hipotalamo-hipdfisis-génada es regulado no sdlo pot hormonas, sino también pot influencias 

neurales que al parecet proporcionan un control fino de su funcionamiento. ” En el ovatio se ha 

desctito la presencia de componentes neurales simpdticos, parasimpaticos y peptidérgicos que 

participan en la regulacién de su actividad. 

Las fibras del sistema simpatico Negan al ovatio por el plexo ovatico, cuyas fibras inervan la 

vasculatuta ovarica y pot el netvio ovatico superior (NOS), las que inetvan el tejido estetoidogénico. 

‘Técnicas inmunocitoquimicas han tevelado la presencia de fibtas peptidérgicas reactivas a la sustancia 

P (SP), NPY y al péptido relacionado con el gen de Ja calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés) 

en el plexo ovarico; mientras que en el Nos se encuentran fibras que contienen el péptido intestinal 

vasoactivo (VIP, por sus siglas en inglés). * Betas fibras peptidérgicas inervan la vasculatura ovatica 

y el tejido intersticial, y estan asociadas con las capas de Ja teca de los foliculos en crecimiento. m 

La inervacién parasimpatica que recibe el ovario proviene del nervio vago, mee cuyos somas 

se localizan en el ganglio nodoso y en las células ganglionares de la raiz dorsal de los segmentos 

T10 a L2 y de las fibtas otiginadas en los niveles $2-S4 de la médula espinal 2 través del plexo 

hipogastrico, aunque existen autores que mencionan que este plexo no contribuye a la inervacién 

del ovario. “Las fibras del nervio vago ptesentan también fibras peptidérgicas, principalmente SP, 

ademas de VIP y somatostatina. 

Existen numerosas evidencias que muestran la participacién de los sistemas neutales en la 

modulacién de los efectos de las gonadotropinas sobre la secreci6n hormonal. 

Aunque ain falta por establecer la importancia fisiolégica de los nervios ovaricos, la mayoria 

de los estudios se han enfocado al posible papel de los neurotransmisores adrenérgicos en el control 

de la funcién folicular.” 
Estudios de Bhar y Ben-Johnathan han mostrado que la estimulacion del ovario de rata con 

gonadotropinas reduce significativamente la cantidad de catecolaminas en el ovatio”” y que la 

 



FSH, més que la LH 0 la PRL es la hormona hipofisiatia responsable de Ja reduccién de la cantidad 

de nortadrenalina de los foliculos."” 

Existen evidencias de la posible participacién de la inervacién gonadal en la regulacién de 

actividad estero idea de bs ovarios.La inyeccién nt-ovarica de agonistas B-adrenérgicos, pero 

no de los a-adrenérgicos, inctementa la secrecién de progesterona, sin modificar la tasa de secreci6n 

de estrégenos.. Estudios iz vitro donde se cultivan células luteales y de la granulosa han confirmado 

los efectos estimulantes de las catecolaminas sobre la secrecién de ptogesterona,” y que estos 

efectos pueden ser bloqueados con propanolol, un antagonista B-adrenétgico. Experimentos i 

vitro e in vivo muestran que el pre-ttatamiento con FSH aumenta la respuesta esteroidogénica de los 

ovatios al tratamiento con noradrenalina e isoproterenol.’ Existen evidencias que muestran que la 

sensibilidad de las células de la granulosa de foliculos preovulatorios de la rata a las catecolaminas 

se desarrolla s6lo después del “pico” preovulatorio de LH.” 

E] autoinjerto de ovario en la rata o la cobaya hemiovariectomizada no presenta signos de 

ovulacién, lo que si sucede con el ovario ix situ. En cambio, si se castta al animal y se le autoinjertan 

los ovatios, éstos presentan signos de ovulacién de modo espontaneo. Ademas, si a una tata 

hemiovatiectomizada con autoinjerto de ovario se le extirpa el ovatio situ, el autoinjerto crece 

rapidamente y muestra signos de ovulacion. 

En a rata prepuber, los resultados de expetimentos similares al anterior dependen de cual 

sea el ovario que petmanece én sitv. Cuando el ovario derecho permanece con todas sus conexiones 

y el ovario izquierdo se extirpa y autoinjerta, el ovario injertado no ovula, resultados similares a los 

observados en el animal adulto. En cambio, cuando el ovario derecho es el que se extitpa y autoinjerta, 

presenta signos de ovulacién; lo que indica diferencias en la capacidad de autorregulacién de los 

ovatios izquierdo y derecho.” Estos resultados han sido interpretados como una manifestacién de 

la existencia de vias de conexién entre el ovatio y el sistema netvioso central, por medio de las 

cuales el ovario envia informacién sobre su funcionamiento a los centros neuronales que reguian la 

secrecion de las gonadotropinas. 

La desnetvacidn simpatica periférica provocada por la administracién de guanetidina (GTD) 

en la rata hemiovariectomizada con autoinjerto de ovario no modifica la falta de crecimiento folicular 

y ovulacién observada en los autoinjertos de animales hemiovariectomizados. Cuando a estos 

animales se les inyecta de modo secuencial FSH y LH se observan signos de ovulacién en el 

autoinjerto, tal como cuerpos hiteos de formacién reciente, con caracteristicas morfoldgicas 

semejantes a la de los cuerpos liteos de los ovatios i situ,’ Estos resultados indican que la inervacién 

noradrenérgica del ovatio juega un papel importante en la modulacién de !a respuesta del ovario a 

las gonadotropinas. 

32



En la rata adulta, la secci6n bilateral de los nervios vagos tesulta en el aumento del nimeto 

de ovocitos liberados. En cambio, cuando se tealiza la seccién unilateral del netvio vago, los 

resultados dependen del nervio seccionado. La seccién del nervio vago izquierdo produce una 

disminucién significativa de la tasa de animales ovulantes, sin que se observen diferencias 

significativas en el nimeto de ovocitos liberados por animal ovulante. Por otta parte, la seccién del 

nervio ovarico derecho no modifica de modo significative ninguno de estos patimetros. 

La vagotomia en el dia del proestro disminuye la concentracién sética de LH 48 horas y 8 

dias después y provoca el aumento de la concentracién de FSH a las 24 horas, sin que se observen 

cambios en la concentracién estradiol y testosterona.” 

Los efectos de la desnervacién noradrenérgica de los ovarios por la inyecci6n de GTD se 

evaluaron en dos diferentes cepas de ratas. En ambos casos, los efectos de la desnervacién dependen 

de la edad del animal. En ratas ciclicas, el tratamiento con GTD provoca altetaciones en el ciclo 

estral. Cuando se interrumpe el tratamiento, los animales reanudan el ciclo estral, pero el nimero 

de ovocitos libetado por animal ovulante disminuye significativamente. En cambio, cuando se 

inyectaron ratas recién nacidas con el mismo farmaco y en la misma dosis (20 mg/kg) de lunes a 

viernes hasta el dia del primer estro vaginal, el nimero de ovocitos liberados por animal ovulante 

fue significativamente mayor al normal. 

La anestesia de los ovarios a las 13:00 horas del dia del proestro, producida por la inyeccién 

intrabursal de Xilocaina provoca altetaciones en Ja tasa de animales ovulantes y el ntimero de 

ovocitos liberados por animal ovulante. Cuando se anestesia el ovario izquierdo y se inyecta salina 

en el derecho disminuye el némero de ovocitos liberados por ambos ovarios. Las diferencias se 

hacen ms notables cuando se anestesia un ovatio y dos minutos después se extirpa el ovario no 

ttatado. Cuando se anestesia el ovatio izquierdo y se extirpa el derecho, ningiin animal ovula. 

Cuando se anestesia el ovario derecho y se extirpa el izquierdo, o cuando se anestesian ambos 

ovarios no se observan cambios en los parametros de estudio. Estos resultados permiten suponer 

que al comienzo de la tarde dia del proestro se ofigina una sefial nerviosa, al parecer en el ovario 

izquierdo, que acnia de modo sinérgico o que refuerza los mecanismos hormonales que regulan la 

libetacién preovulatoria de la LH, ya que cuando el tratamiento se realiza después del llamado 

“periodo critico” no produce cambios. 

La ovariectomia unilateral es un procedimiento experimental util para elucidar la cinética 

folicular en una variedad de especies. El desarrollo foliculat compensatorio (y por tanto, el 

mantenimiento del nimero de ovulaciones caracteristico de la especie) depende del rapido 

reclutamiento de los foliculos pequefios como respuesta rapida a la hemiovatiectomia (Hovx). Hoy 

se ha establecido que la Hovx trae consigo un incremento temporal de la concentracién de FSH y 
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otro menor, no tan evidente de LH. 
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El incremento de FSH después de la Hovx es andlogo al incremento preovulatoric que 

ocurte en la mayoria de los mamiferos y, al parecer, setia el que recluta a los foliculos pequefios 

para el siguiente ciclo. Inmediatamente después de la Hovx no hay cambios en las concentraciones 

plasmiticas de estradiol en cricetos. o ratas. ” Por tanto, la remocién del feedback de los estrdgenos 

parece no ser el factor principal que induzca el inctemento transitorio de la concentracién de FSH. 

En tatas casttadas en diestro 2-cuando los foliculos anttales estan presentes, los efectos de la Hovx 

son revertidos por la administracién de inhibina, por lo que esta puede ser el ingrediente clave 

removido pot la Hovx. Siesto fuera asf, por qué se inhibe la liberacién de inhibina cuando se hace 

la Hovx? Puede ser ademas de que se altere la secreci6n de GnRH, y que el tratamiento con 

inhibina sea la que abata la liberaciéa de GnRH al internalizar los receptores a GnRH inducidos 

por la propia GnRH. 

En mona thesis (Macaca mulatia), las fibtas que contienen SP o CGRP tepresentan la 

inervacién sensorial. Las fibtas sensoriales son de diémetto pequefio y no mielinizadas, sus 

teceptotes son del tipo polimodal y se disttibuyen alrededor del tejido conectivo y penetran al 

ovatio. 

Existen evidencias de la ptesencia de receptores a CGRP en el nucleo del tracto 

solitatio. "En esta zona, donde se ubica el grupo catecolaminérgico A2, las fibras CGRP 

inmunoreactivas hacen contactos sin4pticos con neuronas tirosina hidroxilasa inmunoreactivas, lo 

que indica que estas fibras, las cuales acatrean sefiales sensoriales, podrian influenciar los mecanismos 

de regulacién en el nucleo del tracto solitario mediante su accidn sobre las neuronas del grupo A2.” 

Las neutonas catecolaminérgicas del grupo A2 teciben sinapsis de netvio vago, el cual, 

ademas de acetilcolina presentan CGRP, como lo revelan estudios con técnicas inmunohistequimicas 

y de hibridizacion in situ.” 
En el ovario de la mona se ha encontrado dentto de la médula ovarica y en la corteza una 

ted de células semejantes a neutonas. Estas células presentan neurofilamentos y son inmunoreactivas 

a la enolasa especifica de las neutonas. Al parecer, estén densamente interconectadas y se ha visto 

que inervan la vasculatura ovarica, la capa celular de la teca de los foliculos y ocasionalmente a los 

foliculos primordiales. Entre estas células existe una subpoblacién de naturaleza catecolaminérgica. ” 

En el ovario de Ja rata se ha descrito la presencia de cuatto microganglios y de «neuronas» 

aisladas.” La funcién de estas células con caracteristicas de neuronas atin esta por definirse. 

Los humanos y ottos primates alternan la ovulacidn entre los ovarios izquierdo y derecho; 

se ha visto que la lagartija verde (Anolis carolinensis) también presenta esta alternancia en la ovulacion 

y se ha mostrado que esta asimetsia ovdrica puede set correlacionada con asimetrias en las 
: . . oe 106 

concentraciones de catecolaminas hipotalamicas. 
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La actividad neural ({metabolito]/[neurotransmisor}) de las monoaminas en el diencéfalo 

de a Anoks es significativamente mayor en el lado ipsilateral al ovario quiescente que en el lado del 

ovatio activo." Las asimettias en las concentraciones hipotalamicas de 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol 

(MHPG, por sus siglas en inglés) y 3,4-dihidtofenilglicol (OHPG, por sus siglas en inglés) parecen 

invertirse entre un lado y otro durante el ciclo ovarico, mientras que no se observan cambios 

asimétricos significativos en las concentraciones de dopamina o su metabolito 4cido 3,4- 

dihidroxifenilacético (DOPAC, por sus siglas en inglés). 
La hemiovariectomia de cualquieta de los ovarios aumenta la asimetria en Ja concentracién 

de DOPAC del lado ipsilateral a la Hovx y aumenta la asimettia de la concentraci6n de MHPG a 

favor del lado del ovatio activo. La hemiovariectomia del ovario activo provoca que la asimetria 

hipotalamica de noradrenalina se invierta desde el lado ipsilateral del lado del ovario inactivo hacia 

el otro.” 

La inervacién ovarica no sdlo regula la reactividad del ovatio a las gonadotropinas sino 

también la actividad monoaminérgica del hipotdlamo. Es posible pensar que las fibras sensoriales 

que inervan el ovario envien informacién del estado funcional de este érgano al sisterna nervioso 

central via espino-talamica o por el nervio vago. Tanto las fibras de la via espino-hipotalamico 

como las del vago inervan el micleo del tracto solitario, donde se podria dar un telais de la informacién 

ovarica por las neuronas noradrenétgicas del grupo A2, las cuales proyectan sus axones hacia el 

hipotdlamo y regulan la secrecién de la GnRH. 

ASIMETRIA 

La ptimer evidencia acerca de la existencia de una asimetria cerebral fue dada por Paul Broca, al 

informar que las afasias cerebrales eran provocadas pot malformaciones o lesiones en el lado 

izquierdo del cerebro. Postetiormente se mostrd que la regién temporal de la corteza del lado 

izquierdo (area de Wernike) es mas grande que la del lado derecho.” Estas observaciones llevaron 

a plantcar el concepto de lateralizacién cerebral y posteriormente el de dominancia cerebral. Este 

concepto fue también modificado con base en el hecho de que ambos hemisferios tienen la misma 

complejidad con funciones diferentes, es decir que cada hemisferio era dominante en funciones 

especificas. 

En el hombre, el hemisferio izquierdo se especializa en la organizacién de la informacién 

en forma analitica, como el lenguaje y las habilidades matematicas, mientras que el hemisferio 

derecho se especializa en procesar la informacién en forma holistica, como la relacionada con el 
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reconocimiento espacial y las emociones. 

El concepto de lateralizacién cerebral se extendid a otras especies, al mosttarse en algunas 

especies de aves, que ciertas conductas del canto son conttoladas por el lado izquierdo del cerebro 

y por el nervio hipogloso del mismo lado” y que en la rata, aspectos emocionales y de orientacién 

espacial son conttolados por el hemisferio derecho,” semejante a lo que ocutte en los humanos. 

Estas asimetrias funcionales estin relacionadas con asimettias quimicas y bioquimicas; por 

ejemplo, en la rata Ja conducta de giro producida por lesién unilateral de la substancia negra o por 

la inyeccién de anfetamina, provoca un desbalance neuroquimico en el lado opuesto al que gira el 

animal.” E] entrenamiento del uso de una de las patas conduce a un incremento en la concentracién 

de la enzima acetilcolinesterasa y alteraciones del 4tbol dendritico en Ja corteza sensorio motora 

contralateral ala pata usada, asi como a cambios asimétricos en el metabolismo de la dopamina. 

Ademas, se mosttd que sélo el receptor D1 dopaminétgico esta asociado al control asiméttico de 

la actividad locomototra regulada por el micleo acumbens. ° 

Algunas de estas asimetrias fisiolégicas y conductuales varian con el sexo, lo que hace 

suponet que las hormonas sexuales establecen dichas diferencias. En la rata de cuatro dias de vida, 

fa asimetria en el contenido de receptores a esteégenos en la corteza cerebral depende del sexo: en 

el macho hay mds receptotes del lado izquierdo, mientras que en la hembra sucede lo contrario. 

La asimetria en la concentracién de receptores y los efectos de Jas hormonas gonadales en 

la etapa perinatal podrian repercutir en el establecimiento de patrones fisiolégicos y de conducta 

en la etapa adulta. Nordeen y Yahr”” mostraron que los implantes de estrégenos en el hipot4lamo 

de la rata hembra recién nacida, inducen cambios conductuales diferentes en la edad adulta; estos 

cambios dependen del lado y del nicleo hipotalamico en el que se coloque el implante. Asi, la 

implantacién de estrégenos en el lado izquierdo del nucleo ventromedial disminuye la conducta 

sexual femenina (expresada como disminucidn del coeficiente de lordosis); mientras que el implante 

del lado derecho del érea predptica incrementa la conducta sexual masculina, la que se evidencia 

por la aparicion de la conducta de monta. 

Neuroendéctinas 

La primer observacién que supirié la existencia de asimetrias en Ja regulacién de las funciones 

neuroendécrinas fue dada por Gerendai,” al indicar que en la rata hembra, la concentracidn de la 

GnRH cra el doble en el hipotdlamo medio basal del lado detecho respecto al izquierdo. Dicha 

asimetria también se presenta en la rata macho, pero ademas, ésta se observa en horas especificas 

del dia.” 

36



En el raton macho, el ntimero de células inmunoreactivas a GnRH es mayor del lado derecho 

del cerebro que del lado izquierdo. La orquidectomia bilatetal o la extirpacién del testiculo izquierdo 

disminuye el numero de células GnRHérzgicas, en tanto que la extirpacién de la g6nada derecha no 

cambia este hecho.” En la rata macho, la deaferentacién del lado detecho del hipotélamo y la 

extirpacion del testiculo derecho, bloquea el incternento en la concentracién plasmatica de FSH 

que normalmente ocurte después de la hemicastraciéa. 

Diferentes estudios llevan a considerar que el hipotalamo regula en forma asimétrica la 

funcidn de los ovatios. En la tata hemiovariectomizada, la lesién del lado derecho del hipotalamo 

anterbr porradb frecuencia) nhbe la hpertin fs com pensadora delovarh in situ, mientras que la 

lesion del lado izquierdo no la modifica.” La falta de una gdénada inctementa el contenido de 

GnRH en el hipotalamo medio basal del mismo lado que se extirpa la génada: la Hovx derecha 

incrementa el contenido de GnRH del lado derecho del hipotdlamo (haciendo mds matcada la 

asimetria), mientras que la extirpacién del ovario izquierdo aumenta el contenido del decapéptido 

en el lado izquietdo del hipotalamo (anulando la asimettia).” La lesién del lado derecho del area 

retoquiasmatica con acido kainico, bloquea el desarrollo de hipertrofia compensadora cuando se 

extirpa el ovatio del mismo lado de la lesién. La lesién del Jado derecho de POA en el dia del 

estro, disminuye el namero de animales ovulantes. 

Los receptores muscarinicos localizados en POA-AHA regulan en forma asimétrica la 

secrecién de la GnRH y la ovulacién. Dicha asimetria cambia durante el ciclo estral. ” El implante 

de atropina del lado derecho POA-AHA (colocado a las 13:00 horas del dia del estro) bloquea la 

ovulacién, mientras que el implante del lado izquierdo no Io hace. Cuando el implante se tealiza en 

el dia del diestro 1, ambos implantes bloquean la ovulacién; en el dia del diestro 2, sdlo los 

implantes del lado izquierdo bloquean Ja ovulacién. En el dia del proestro los implantes en uno u 

otto lado POA-AHA no la alteran.” 

La falta de ovulacién en animales con implante unilateral de atropina en POA-AHA resulta 

de modificaciones en la secrecidn fasica de la GnRH en la tarde del proestro, ya que la inyeccién 

subcuténea de LHRH sintético a las 14:00 horas de este dia, induce la ovulacion.” 

Esta modificacién en la sectecion fasica de la GnRH parece set el resultado de una alteraci6n 

en el efecto de feed-back estimulante de los estrégenos, ya que al testablecer la sefial ovarica en el dia 

del diestro 2, sélo ovulan aquellos animales con el implante de atropina en el lado izquierdo de 

POA-AHA.” 
Los resultados experimentales de los que disponemos permiten sugerir que en el dia del 

estro, los receptores muscarinicos del lado derecho de POA-AHA tienen un efecto estimulante en 

la secrecién de las gonadotropinas y la ovulacién, ya que Ja estimulacién del sistema (por medio 

del implante de pilocarpina) no modifica Ja ovulacion, mientras que el bloqueo (por el implante de 
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atropina) la interrumpe. En cambio, los receptores del lado izquierdo de POA-AHA inhiben la 

secrecién de las gonadottopinas y la ovulacién, ya que su estimulacién inhibe Ja ovulacién, mientras 

que su bloqueo no la modifica.” 

La funcidn asimétrica que ejetce el sistema colinérgico de POA-AHA, sobte la secrecién de 

las gonadotropinas y la ovulacién seria consecuencia de una actividad intrinseca y asimétrica del 

ptopio sistema. La actividad de la enzima de sintesis de acetilcolina, la colino-acetil-transferasa 

(CAT) del lado derecho de POA-AHA varia durante el ciclo estral; sus valores maximos se observan 

en el dia del estro y sus minimos en el dia del diestro 2. En cambio, la actividad de la CAT del lado 

izquierdo no varia. En el dia del estro, la actividad de la CAT en la POA-AHA derecha fue 

significativamente mayor que en el lado izquierdo. En el dia del diestro 2, esta telacién se invierte. 

La actividad de la enzima CAT del lado derecho de POA-AHA varia durante el ciclo estral; sus 

valores m4ximos se observan en el dia del estro y sus minimos en el dia del diestro 2. En cambio, 

la actividad de la CAT del lado izquietdo no varia. En el dia del estro, la actividad de la CAT en la 

POA-AHA derecha fue significativamente mayor que en el lado izquierdo. En el dia del diestro 2, 

esta telacién se invierte."” La concentracién de acetilcolina en POA-AHA varia durante ciclo 

estral: la concentracién maxima se detectd en el dia del diestro-1 y la menor en diestto-2. Solamente 

en los dias del diestro-1 y del proestro, se observaron diferencias asimétricas; es decir, el lado 

derecho de POA-AHA tiene més acetilcolina que el izquierdo. La cantidad de sitios de unién 

@,,,.) pata la [ HJN-metilescopolamina en membtanas de tejido de POA-AHA cambia durante el 

ciclo estral. La mayor cantidad se midié en el dia del estro y la menor en el ptoestro.” En los dias 

del diestro-2 y proestro existe asimetria en la cantidad de sitios de unidn entte los lados izquierdo 

y derecho de POA-AHA. En diestro 2,la BB. del lado derecho fue menor que la del izquierdo y en 

ptoestro es indetectables. La actividad funcional del sistema colinéxgico (medida por la actividad 

dela CAT, por el contenido o Ja liberacién de la acetilcolina y por la densidad 0 la afinidad de sus 

receptotes), esta regulada por las hormonas esteroideas ONO” 

La administracién de estradiol incrementa la actividad de la CAT en la via colinérgica septo- 

hipocampo y el sistema baso-cortical,” la concentracién de Ja CAT en POA,” Ja densidad de 

receptores muscarinicos en el hipotélamo medio basal y los sitios de unidn a la a-bungarotoxina en 

el nucleo supraquiasmatico. 

MORFOLOGICAS Y FUNCIONALES EN 1.08 OVARIOS 

Es bien conocido que en. las aves sdlo cl ovatio izquierdo es funcional; la gonada derecha se reduce 

a una capa de tejido localizado por debajo de la vena cava. La ovariectomia provoca que la génada 
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detecha se diferencie en una glandula semejante a un testiculo, en la cual se pueden observar 
3 . 44 ae we 

en un ovario o en un ovotestes. En los murciélagos, la ovulacién ocurre espermatozoides, 

ptedominantemente en la génada derecha; el ovario contralateral tiene la capacidad de funcionar, 

sdlo si se extitpa el ovario dominante.” En la cerda se han observado diferencias bioquimicas entre 

el ovario derecho e izquierdo. La sangre venosa del ovatio derecho llega a la vena cava inferior, 

mientras que la vena del ovario izquietdo entra en la vena renal izquierda.” El ovario derecho se 

desarrolla mAs tetmprano que el izquierdo. 

En cuanto a la inervacién del ovario, se ha mostrado por estudios histolégicos que el ovario 

derecho es mis tico en inervacién simpatica que el izquierdo. En ratas hemiovariectomizadas del 

lado derecho, la seccin del nervio vago izquierdo incrementa la proporcién de animales ovulantes, 

Ja hipertrofia compensadota del ovario y el ntimero de ovocitos liberados; la secci6n de este nervio 
. . oo ae . 7 39 

vago en ratas hemiovariectomizadas del lado izquierdo disminuye los parametros antes indicados. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En el hipotdlamo, la interaccién entre los sistemas colinérgico y monoaminérgico que patticipan 

en la regulacion de la secrecién de las gonadotropinas durante el ciclo estral no se encuentra bien 

documentada; ni tampoco la participacién de la informacion neuroenddcrina eferente del ovario 

en este mecanismo. 

Con el propésito de ampliar la informacién existente y de profundizar en la comprensién 

de la patticipacién de los sistemas monoaminérgico y colinérgico en la regulacién de la secrecién 

de las gonadotropinas se estudiaron los efectos del bloqueo sistémico del sistema colinérgico 

muscatinico, provocado por la inyeccién de sulfato de atropina en los diferentes dias del ciclo 

estral sobre la sectecién de gonadotropinas y las hormonas ovaticas y la actividad del sistema 

monoaminétgico de] hipotalamo a las 17:horas del proestro. 

Dado que el dia de diestro 1 parece ser clave para que se presente la ovulacién de ese ciclo 

se estudiaron los efectos del bloqueo del sistema colinérgico a las 13:00 horas del diestro 1, sobre 

la sectecién de gonadotropinas y las hormonas ovaricas y la actividad del sistema monoaminérgico 

del hipotalamo a la hora de la inyeccién, asi como en los dias posteriores del ciclo estral, hasta que 

se ptesentara la ovulacidn de modo espontaneo. 

A partir de evidencias farmacolégicas y de estudios sobre cambios en la tasa de recambio 

de las monoaminas entre la majfiana y la tarde del dia del proestro se afirman que el sistema 

monoaminérgico interviene de manera sustancial en los mecanismos de regulacién de la liberacién 

preovulatoria de la GnRH y por ende de las gonadotropinas. Con el fin de estudiar el papel temporal 

que juegan estos sistemas de neurotransmisién se analizaron las modificaciones de Ja actividad 

neutal de los sistemas monoaminérgicos del hipotalario durante el dia del proestro. 

La participacién de la informacién neuroendécrina eferente del ovario en la regulacién de 

la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-ovario se analizé por los efectos de la castracién, 

hemicastracién (pérdida parcial de la informacién proveniente de un ovario) o estimulacién mec4nica 

de los pediculos ovaticos en cada uno de los dias del ciclo estral sobre la actividad del sistema 

monoaminérgico del hipotdlamo y la ovulacién por parte del ovario remanente. 

Dada la existencia de numerosos reportes de nuestro y ottos laboratorios acerca de la 

presencia de mecanismos de regulacién asimétricos en la modulacién de Ja actividad neural 

hipotal4mica, asi como en la inervacién ovarica, la cuantificacién de las monoaminas se hizo por 

separado entre las porciones izquierda y derecha del hipotalamo.



HIPOTESIS 

Dada la posible existencia de una vinculacién funcional directa entre los sistemas colinérgico y 

monoaminérgico del hipotilamo que regule de la secrecién de las gonadotropinas, el bloqueo de 

los receptores muscatinicos modificaré la actividad de los sistemas monoaminérgicos hipotalamicos 

que participan en la regulacién de la secrecién de GnRH y por ende la secrecién preovulatoria de 

gonadotropinas y la ovulacién. 

Sila informacién neuroenddctina eferente del ovatio tegula la actividad neural hipotalélamica 

que participa en el proceso ovulatotio, la manipulacién de los ovatios provocara alteraciones en la 

tespuesta ovulatoria, por sus efectos sobre la actividad neural hipotalamica y la secreci6n de 

gonadotropinas, 
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OBJETIVOS 

1. Conocer la vinculacién funcional entre los sistemas colinérgico y monoaminérgicos que regulan 

la actividad del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario. 

2. Estudiar si existe una organizacién asimétrica en los sistemas colinétgico y monoaminétgicos 

vinculados con la tegulacién de la actividad del eje hipotalamo-hipsfisis-ovario. 

3. Conocer la relevancia de la inervacién periférica ovarica en la regulacién de la actividad del eje 

hipotdlamo-hipéfisis-ovatio. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Estudiar los efectos de la inyeccién tnica de la dosis minima efectiva de sulfato de atropina en 

cada dia del ciclo estral sobre las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas y hormonas 

sexuales, y la actividad monoaminérgica en el 4tea predptica hipotalamica anterior en la tarde 

del dia de proesto. 

2. Estudiat los efectos de la inyeccién tnica de la dosis minima efectiva de sulfato de atropina en 

el dia de diestro 1 sobte las concentraciones plasmaticas de gonadotropinas y hormonas sexuales, 

y la actividad monoaminérgica en el drea predptica hipotalamica anterior en los dias subsiguientes 

del ciclo estral. 

3. Cuantificar la concentracién y la actividad de las monoaminas en el area preéptica hipotalamica 

anterior y en el hipotalamo medio basal en el dia del proestro. 

4. Estudiar los efectos de la castracién y de la hemicastracién derecha e izquierda en los diferentes 

dias del ciclo estral sobre la ovulaci6n compensadora (excepto en los animales castrados) y la 

actividad monoaminérgica en el area predptica hipotalamica anterior en la mafiana del estro 

espertado siguiente. 
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MATERIALES Y METODOS 

ANIMALES 

Se utilizaron ratas hembras adultas virgenes de la cepa C 1 Z-V, de 90 a 120 dias de edad 

(200-250 ) mantenidas en grupos de seis animales pot caja, bajo condiciones controladas 

de biotetio, con fotoperiodo constante de 14 horas de luz (luces encendidas de 05:00 a 

19:00 hotas) y con agua y alimento (Purina tat chow) ad kbitum. Bl ciclo estral de los 

animales se estudié por medio de la toma diaria de frotis vaginal y sdlo se utilizaron 

aquellos animales que presentaron, al menos, dos ciclos consecutivos de cuatro dias. 

INTERVENCIONES QUIRURGICAS 

Las intervenciones quirérgicas, hemicastracién y castracién, fueron realizadas bajo anestesia 

con éter, entre las 9:00 y 10:00 am. 

AUTOPSIA Y OBTENCION DE MUESTYRAS 

Los animales fueron sactificados por decapitacidn, se colecté la sangre del tronco, la que 

se dejé coagular a temperatura ambiente durante 1 hora, se centrifugs 2 3000 t.p.m. durante 

45 minutos y ef suero se guardé a -20 °C hasta Ja cuantificacién de hormonas por 

radioinmunoanilisis (RLA). El cerebto fue removido rapidamente y colocado en soluci6n 

salina helada por un minuto. Con base en el atlas estereotaxico de la rata de K6ning y 

Klippel" y con ayuda de un juego de navajas paralelas se obtuvieron un par de rebanadas 

coronales del cerebro, la primera que incluia a POA-AHA (A7190 a A6360) (Figura 8) y la 

segunda al hipotalamo medio basal (A4890 a A3390) (Figura 9). Las areas de estudio 

fueron extraidas con un sacabocados de acero inoxidable con diémetro interno de 0.8 mm 

y guardadas en papel aluminio a -70°C. La diseccién del cerebro y la extraccién de las 

muestras tomaron entre 60 y 120 segundos.
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Figura 9. Esquema de un corte coronal de cerebro 

de rata donde se ubica HMB. 

CUANTIFICACION HORMONAL 

Figura 8. Esquema de un corte coronal de cerebro 

de rata donde se ubica POA-AHA. 
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Las concentraciones séricas de LH y FSH se cuantificaron por radioinmunoanalisis 

especificos, con la técnica de doble anticuerpo. Los reactivos y el protocolo usados nos 

fueron proporcionados por el National Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD). Los 

coeficientes de variacién inter e intra ensayo fueron de 5.1% y 6.5% para LH y 4% y 7.9% 

para FSH, respectivamente. Los resultados se expresaton como ng/ml de los estandares 

internacionales de referencia NIH LH-RP3 y FSH-RP2. 

Las concentraciones séricas de progesterona y 17{-estradiol fueron cuantificados 

por RIA, utilizado estuches comerciales suministrados por Diagnostic Products (Los Angeles, 

CA). Los coeficientes de variacién inter e intra ensayo fueron de 2.0% y 5.4% para 

progesterona y 6.1% y 7.4% para 178-estradiol, respectivamente. 
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PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE ‘TEJIDO ENCEFALICO 

Las muestras de tejido hipotalamico fueron pesadas en una balanza de precision (0.01 mg) 

y colocadas en tubos Eppendorf. A los tubos con la muestra de tejido se les afiadieron 

300ml de acido perclérico (HCIO, 0.1N) y se homogeneizs el tejido (en frio) por sonicacién, 

después se centrifugaron las muesttas a -4°C, 13000 xp.m., por 30 minutos. Se inyectaron 

50ml del sobrenadante al sistema de cromatografia. 

CUANTIFICACION DE MONOAMINAS 

La cuantificacin de monoaminas se realizé mediante la técnica de cromatogtafia liquida 

de alta presién acoplada a un detector electtoquimico. 

El equipo utilizado se compone de una bomba isoctatica (modelo L-250, Perkin 

Elmer Co., Norwalk, CT, USA); una valvula de inyeccidn de seis puettos (modelo 7125, 

Rheodyne, Cotati, CA, USA) con un 4op de 20ml; una columna de fase revetsa C,, con 

telleno de Pecosil de 10mm (Perkin Elmer Co.) y un detector ampetométrico (LC-4C, 

Bioanalytical systems Inc., USA) con un electrodo de trabajo de carbén vidriado y un 

electtodo de referencia de plata-cloruro de plata (Ag/AgC). El potencial del electrodo de 

trabajo se ajusté a 0.85V y la ganancia del detector a 5nA. Para mantener alta la sensibilidad 

del equipo, el electrodo de catbdn vidriado se pulié cuando se considerd necesatio. 

La fase mévil se prepatd a partir de agua quimicamente pura (>10MW/cm). Se 

prepardé una solucién tampén de citratos (Merck-México, SA., Art.244) 0.15M, a Ja que se 

le ajusté el pH=3.0 con solucidn saturada de hidtéxido de sodio, después de lo cual se 

adicionaton 0.46mM de detergente (1-octane-sulfonic acid, Sigma Chemical Co. USA O- 

8380). La solucién tampén se filtré a través de una membrana con diametro de poro de 

0.22mm (Millipore, Bedford, MA,USA) y se burbujed con helio durante 10 minutos y se 

degaseé por vacio por una hora. Pinalmente, se adicionaton los solventes organicos (4% 

de acetonitrilo y 2% de tetrahidrofurano para cromatografia, E. Merck, Darmstadt, FR. 

Germany). La fase movil se bombed a través del sistema de cromatografia a un flujo de 

1.0 ml/min.) 

Elequipo se calibré utilizando el método de esténdar externo, para lo cual se construy6 

una curva de concentracidn de tres puntos (2, 1 y 0.5 ng) y el origen para cada una de las 
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sustancias analizadas. En todos los casos, el coeficiente de regresién de las cutvas de 

calibracién fue mayor de r=0.97. El limite de sensibilidad del equipo se ubics en los 100 pg. 

Las soluciones estindares utilizadas para la calibracién del equipo fueron 

notadrenalina ((-)-Artenerol free base), MHPG (4-Hydroxy-3-Metoxyphenyl Glycol), 

dopamina (3-Hydroxy Titamine Hidrochloride), DOPAC (3-4-Dihydroxy-phenylacetic 

Acid), serotonina (5-Hydroxyiryptamine) y 5-HIAA (5-Hydroxyindole-3-acetic Acid). 

Todas las sustancias fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). 

Las soluciones esténdar se prepataban diariamente y en todos los casos las sustancias 

fueron disueltos en acido perclético (HCIO,) 0.1N. 

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 

La tasa de cornificacién vaginal se calculé utilizando la siguiente f6rmula:*” 

numero de animales con cornificacién vaginal / nimero de animales usados 

La actividad neural se calculd utilizando Ja siguiente ecuacién:" 

actividad neural=[metabolito] /{amina] 

Los datos de concentracién de monoaminas, actividad neural y concentracién hormonal 

fueron analizados por el anilisis de vatianzas multivariado (ANOVA), seguido por la prueba 

de Tukey. 

El mimero de ovocitos liberados fue analizado por las pruebas no-paramétricas de 

Kruskal-Wallis, seguida de la “U"de Mann-Whitney. 

Las tasas ovulatotia y de cornificacidn vaginal por la prueba de probabilidad exacta 

de Fisher. 

En todos los casos, un valor de P<0.05 fue comsiderado como significativo. 
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EFECTOS DE LA DOSIS EFECTIVA DE SULFATO DE ATROPINA 

INYECTADA A LAS 13:00 HORAS DE CADA DiA DEL CICLO 

ESTRAL SOBRE LA LIBERACION PREOVULATORIA DE 

GONADOTROPINAS. 
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Efectos de la dosis efectiva de sulfato de atropina inyectada a las 13:00h de cada dia del 

ciclo estral sobre la liberacién preovulatoria de gonadotropinas 

INTRODUCCION 

Las ptimeras evidencias sobre el papel del sistema colinétgico central en la regulacién de la 

ovulacién fueron los expetimentos realizados por Sawyer, Everett and Markee en la década del 50, 

quienes mosttaron que la ovulacién refleja de la coneja puede set bloqueada cuando se inyecta pot 

via intravenosa attopina u otto antagonista colinérgico muscarinico dentro del minuto posterior al 

coito. En la rata, un ovulador espontaneo, la inyeccién de atropina en el dia del proestro, previo al 

“periodo critico”, también bloquea la ovulacién. 

El papel del sistema colinérgico muscarinico en la regulacién de la ovulacién varia durante 

el ciclo estral, Dominguez y col. mosttaron que se puede bloquear la ovulacién con una inyeccién 

(nica de sulfato de atropina en los diferentes dias del ciclo esteal y que los resultados dependen de 

la hora y la dosis aplicada. 

Hoy se reconoce que tanto en los ovuladotes esponténeos como los ovuladotes teflejos 

ptesentan un incremento abrupto en las concentraciones circulantes de LH y FSH que inducen la 

ovulacién. La liberacién masiva de ambas gonadotropinas patece ser el resultado de la estimulacién 

de la hipéfisis por el inctemento en la frecuencia y amplitud de los pulsos de secrecién de la 

GnRH. 

En el presente estudio se evalian los efectos de la inyeccién Unica de la dosis minima 

efectiva de sulfato de atropina en los diferentes dias del ciclo estral sobre Ja ovulacién, las 

concentraciones séricas de LH, FSH, 178-estradiol y progesterona, asi como las concentraciones 

hipotalamicas de monoaminas y la actividad neural de estos sistemas de neurotransmisién. 

MATERIALES Y METODOS 

A las 13:00 horas de cada dia del ciclo estral, grupos de 10-12 ratas ciclicas fueron inyectadas 

con sulfato de atropina (estro y diestro 2, 300mg/kg de peso; diestro 1, 100 mg/kg; proestro 700 

mg/kg) o solucién salina y sacrificadas a las 17:00 horas del dia del proestro. Como testigos absolutos 

se utilizé un grupo de ratas sin tratamiento que fueron sacrificadas a las mismmas horas que los 

animales tracados. 

A la autopsia se colecté la sangre del tronco y se disecd el drea predptica hipotalamica 

anterior pata la cuantificacién de monoaminas y sus metabolitos. Detalles en el método general. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

En el cuadro se muestran las concenttaciones plasmaticas de LH, FSH, 17B-estradiol y 

ptogesterona de los grupos de animales tratados con solucién salina fueron similares a las del 

grupo testigo absoluto. 

    
  

  

Tratamiento N FSH LH 178-estradiol progesterona 

Testigo absoluto 12 33.84.2.1 19.6144.68 64.1846.9 8.7941.2 

Ss-P 12 30.745.0 13.4745.98 T2A0L4.7 TIZND 

ATR- P 1 31.342.9 3.7443.27* 62.3343.7 4.8640.6 

SS-E 11 31.242.6 17.39+4.83 55.6542.7 10.76£1.0 

ATR- E 9 23.7423 2.3341.49* 44.5043.0 10.4442.5 

SS-D1 11 30.843.7 14.48+5.09 66.3944.9 5.0740.5 

ATR-D} 1 22.7431 0.36+0.07* 46.1843.9 6.8641.9 

SS-D2 Wo 47.2201 11.2643.5 63.7945.4 74520.7 

ATR- D2 10 $1.0£23.9 — 4.49+1.64* 54.5143.6 7.2040.6             
  

Cuadzo. Concentraciones séricas de FSH, LH, 178-estradiol y progesterona de animales testigo e inyectados con. 
la dosis efectiva de sulfato de atropina (ATR) © solucién salina (SS) en los diferentes dias del ciclo estral (P, 
proestro; E, esteo; D1, diestro 1, D2, diestro 2), sacrificados a las 13:00 horas del proestro. * p<0.05 vs. solucién 

salina. 

La inyeccién de la dosis efectiva de sulfato de atropina, aplicada a las 13:00h de los diferentes 

dias del ciclo esttal, bloqued, en todos los casos, la liberacidén preovulatoria de LH observada a las 

17:00h del proestro en los grupos tratados con solucién salina o testigo absoluto. 

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de FSH entre 

los grupos tratados con sulfato de atropina y el grupo testigo absoluto. 

Las concentraciones plasmaticas de 176-estradiol de los animales tratados con sulfato de 

atropina en estro o diestro 1 fucron significativamente menores a las de los grupos tratados con 
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solucién salina, en los mismos dias, y a las del grupo testigo absoluto. 

No se observaron diferencias significativas en las concenttaciones plasmaticas de 178- 

esttadiol entre los grupos de animales inyectados con sulfato de atropina en diestro 2 y proestro y 

el grupo testigo absoluto. 

Los animales tratados con sulfato de atropina en el dia de proestro presentaron 

concentraciones plasmaticas de progesterona menores a la de los animales tratados con solucién 

salina el mismo dia. No se observaron diferencias significativas entte los grupos de animales tratados 

con sulfato de atropina en estro, diestro 1 y diestto 2 y los grupos de animales tratados con solucién 

salina cortespondientes y el grupo de testigo absoluto. 

El tratamiento con sulfato de attopina no modificé las actividades neurales noradrenérgica, 

dopaminézgica y serotoninérgica de POA-AHA ni del HMB. 

Los resultados de este estudio confirman interpretaciones previas de que el bloqueo 

colinérgico en los diferentes dias del ciclo estral resultan en el arresto de la secrecién masiva 

preovulatoria de LH, y por ende de la ovulacién. Al parecer estos efectos no tienen una relacién 

directa con cambios globales en las actividades de los sistemas monoaminérgicos, aunque se presentan 

variaciones significativas en los lados izquierdo y derecho que podtian estar vinculadas con la 

liberacién preovulatoria de las gonadotropinas (ver apéndice). 
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Abstract. 

One hour after the injection of 100 mg/kg of atropine sulphate at 1300 h of dioestrus 1, 

there was an abrupt increase of 17B-oestradiol plasma level and a significant increase in 

dopaminergic neural activity in preoptic anterior hypothalamic area, without changes in 

luteinizing hormone serum level, in comparison with the saline injected group. Animals injected 

with atropine sulphate showed an increase in dopaminergic neural activity on the morning of 

dioestrus 2 (atropine sulphate 0.471:0.7 vs. saline 0.241+0.03, p<0.01). In this group of animals, 

the time of spontaneous ovulation was delayed 15-24 h and the preovulatory surge of 176- 

oestradiol and luteinizing hormone did not occur until the expected day of oestrus. Present results 

suggest that during dioestrus day 1, there is a functional relationship between the cholinergic and 

dopaminergic systems in preoptic anterior-hypothalamic area which regulate the LH release 

resulting in ovulation. 

Keywords: atropine sulphate; luteinizing horome;17B-estradiol; oestrous cycle.



Introduction 

There is evidence that in the rabbit (a reflex ovulator) and the rat (a spontaneous ovulator), the 

cholinergic system plays a stimulatory role in the regulation of the secretion of the luteinizing 

hormone (LH) leading to ovulation [3, 9, 10, 11]. 

Gonadotropin secretion is controlled by the hypothalamic neurohormone gonadotrophin 

releasing hormone (GnRH). In turn, the activity of GnRHergic neurones is modulated by several 

neurotransmitters [7]. 

There is pharmacological evidence of the participation of dopaminergic and cholinergic 

systems in the regulation of gonadotropin and GnRH secretion [2, 7}. Anatomical data indicates 

that the dopaminergic fibres makes synaptic contact with GnRH containing neurones, but there is 

no evidence on the existence of direct communication between GnRH neurones and cholinergic 

fibres [15]. There is biochemical evidence supporting a functional relationship between 

cholinergic and the tuberoinfundibular dopaminergic (TIDA) neurones [13, 14]. There is also 

structural evidence of cholinergic and dopaminergic interactions in other regions of the central 

nervous system [8]. Therefore, the mechanisms triggered by the cholinergic system modulating 

the gonadotropin release necessary for ovulation, could be mediated by its interaction with the 

dopaminergic neurones that have direct contacts with the GnRH neurones. 

The aim of the present study was to assess the effects of blocking the cholinergic system 

at 1300 h dioestrus 1, on the activity of dopamine neurones in the preoptic-anterior hypothalamic 

area (POA-AHA), luteinizing hormone (LH) and 17B-cestradiol throughout the oestrous cycle. 

 



Materials and methods 

Animals 

Virgin adult female rats, 195-225 ¢ body weight, of the CIIZ-V strain from our own stock, 

kept under controlled lighting conditions (lights on from 0500 to 1900 h), with free access to food 

(Purina S.A., Mexico) and tap water were used. Oestrous cycles were monitored by daily vaginal 

smears, and only those rats showing at least two consecutive 4-day cycles were used. 

At 1300 h of dioestrus-1, groups of 8-10 rats were injected with saline or atropine sulphate (100 

mg/kg body weight, sc.). Groups of animals were killed at 1400 and 1700 h of the day of 

treatment; at 1100 and 1700 h of dioestrus-2, proestrus and oestrus; and at 1100 h of the next 

dioestrus-1 day. For comparison, groups of 8-10 untouched control animals were sacrificed at the 

same hours. 

The animals were killed by decapitation. The blood of the trunk was collected, allowed to 

coagulate at room temperature for 30 min., centrifuged at 3000 r.p.m. for 15 min. and the serum 

stored at -20°C, until 17-6 estradiol and LH were measured by radio immunoassay (RIA). 

Dopamine measurement 

After decapitation, the brain was quickly removed and placed on a dry ice-cooled plate. A 

slice was cut (0.8 to 1.0 mm) following the Kénig y Klippel [6] rat’s stereotaxic atlas (A-7190 to 

4-6360) parameters, and the POA-AHA region was punched out. The samples were stored at - 

70°C. On the day of analysis, the samples were placed in a centrifuge tube and weighed on a 

precision balance (Mettler AT 261-0.01 mg). The samples were diluted in 150 ul of cold 

perchloric acid (0.01 N), homogenised by sonication and centrifuged (12,500 r.p.m.) at -4°C for 
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30 min. The supernatants were collected and 50 ul injected into the high performance liquid 

chromatography (HPLC) system for analysis. 

HPLC was carried out using a isocratic pump (L-250 model, Perkin-Elmer Co., Norwalk, 

CT, USA), a six-pot injection valve (7125 model, Rheodyne, Cotati CA, USA) with a 20 ul loop, 

a 10 pm C18 Pecosil reverse phase column (Perkin-Elmer Co.) and an amperometric detector 

(LC-4C, Bioanalytical System Inc., West Lafayette, IN, USA) with a dual glassy carbon working 

electrode set to a potential of 0.85V versus an Ag/AgCl reference electrode. The glassy carbon 

electrode was polished when necessary to ensure high sensitivity. The detector gain was set at 5.0 

nA. 

The mobile phase was prepared with highly purified water (>10MQ/cm). A citrate buffer 

(Merck-México, S.A., Art. 244) 0.15 M, pH=3.0 was prepared and 0.46 mM of L-octane-sulfonic 

acid (Sigma Chemical Co., USA, O-8380) was added. Before the addition of organic compounds 

(4% acetonitrile and 2% tetrahydrofuran for chromatography, E. Merck, Darmstadt, F.R. 

Germany), the buffer was filtered (0.22 jum gauze, Millipore, Bedford, MA, USA) and degassed 

for 1 h under vacuum. The mobile phase was pumped at a flow rate of 1.0 mi/min. 

Standard solutions of 3-hydroxy tiramine hydrochloride (Dopamine) and 3-4-dihydroxy- 

phenylacetic-acid (DOPAC) were prepared the day of the experiment in 0.1 N-perchloric acid. 

Drugs were purchased from Sigma. The sensitivity of the assay was 100 pg. 

The dopaminergic neural activity was calculated following Shannon, er. al. [12] and 

Kerdelhué, et. al. [5] criteria, using the formula: 

neural activity = [DOPAC] + [Dopamine]



Hormone Assay 

The serum luteinizing hormone (tLH-!*5]-RP3) concentration was measured by specific 

RIA, using the double antibody technique with reagents and protocol supplied by the National 

Hormone and Pituitary Program (Baltimore, MD). The intra- and inter-assay coefficients of 

variations were 5.1% and 6.5%. The results were expressed in ng/ml, based on the NIH 

international reference standards for LH-RP-3. Serum concentrations of 17B-oestradiol were 

measured by RIA, using a kit purchased from Diagnostic Products (Los Angeles, CA). The intra- 

and inter-assay coefficients of variations were 6.1% and 7.4%. 

Statistical analysis 

The hormonal serum levels and dopaminergic activity data were analysed using the 

multivariate analysis of variance (MANOVA) followed by Tukey’s test. The number of ova shed 

was analysed by the Kruskall Wallis test, followed by the Mann-Whitney U-test. Ovulation rate 

(number of ovulating animals + number of treated ones), was analysed using Fisher’s exact 

probability test or the chi square test. A probability value of less than 5% was considered 

significant. 

Results 

Ovulation rate 

In comparison with untouched control animals, saline injection at 1300 h of dioestrus 1 

did not modify the ovulation rate occurring at the expected day of oestrus (12/16 vs. 14/15, non- 

significant, n.s.).



Only one out of eight rats injected with atropine sulphate on dioestrus 1 ovulated at 1100 

h of the expected day of oestrus, with a single ova shed. Three out of 11 rats sacrificed at 1700 h 

of the same day ovulated, with a normal quota of ova shed. When the animals were killed on the 

morning of the expected day of dioestrus 1, four out of seven animals ovulated. When the 

atropine-treated animals were killed on the morning of the expected day of dioestrus 1, the 

number of ova recovered was similar to those in untouched-control rats sacrificed on the moming 

of the expected day of oestrus (13.2 + 1.9 vs. 12.0 + 0.6). Al ovulating animals had oestrous 

vaginal smears. 

Luteinizing hormone and 17f-estradiol plasma levels and dopaminergic neural activity in POA- 

AHA 

The peak of LH observed at 1700 h of proestrus in the untouched group of animals was 

not affected by saline injection. In atropine sulphate treated animals the LH preovulatory surge 

presented a 2400 h delay (Fig. 1). 

One hour after atropine sulphate injection, there is a three-fold increase in 178-oestradiol 

plasma level (Fig. 2). The preovulatory 178-oestradiol peak normally occurring at 1100 h of 

proestrus was not observed in atropine sulphate treated animals, such an increase was observed 

30 h later (1700 h of oestrus) (Fig. 2). 

In the untouched group, there is a spontaneous high dopaminergic neural activity at 1300 

hours of dioestrus 1, time of the treatment (Fig.3). 

The dopaminergic neural activity in atropine sulphate treated animals sacrificed one hour 

after injection was significantly higher than in saline injected and control animals. A second



increase in the dopaminergic neural activity was also observed at 1100 h of dioestrus 2 which is 

similar in magnitude to the one observed at 1300 hours of the untouched group (Fig. 3). 

Discussion 

Experimental manipulations on dioestrus 1 have pronounced effects on the ovulatory 

process on the oestrous cycle. The present results shows how the temporal blockade of 

muscarinic receptors, by a single injection of atropine sulphate at 1300 h of dioestrus 1, affects 

the normal profile of 178-oestradiol secretion along the oestrous cycle, and the preovulatory LH 

surge, resulting in a 24 hour delay in the time of ovulation, and confirms the importance of the 

functional integrity of the hypothalamic-pituitary-ovarian axis. 

Present results suggest that the cholinergic system directly regulates the secretion of 17B- 

oestradiol in an inhibitory way, since the systemic blockade of muscarinic receptors on the day of 

dioestrus-1 resulted in an increase of 17B-oestradiol serum levels one hour later, without changes 

in LH serum levels. Results obtained by in vitro studies indicate that in the male rat, the 

steroidogenesis by Leydig cells is regulated in an inhibitory way by the cholinergic system [4]. 

The increase in 17B-oestradiol plasma concentration could be related to the rise in 

dopaminergic neural activity in POA-AHA observed one hour after the injection of atropine 

sulphate. and the subsequent increase at 1100 h of dioestrus 2. These changes in dopaminergic 

neural activity could explain the subsequent alterations in normal gonadotropin profiles that 

arrest ovulation. 

The spontaneous increase in dopaminergic neural activity in POA-AHA observed at 1300 

hours of dioestrus | could be a signal that triggers the cascade events ending in the preovulatory 
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secretion of gonadotropins and ovulation. There is evidence that the blockade of dopaminergic 

receptors induced by haloperidol injection at 1300 h of dioestrus 1, results in the blockade of FSH 

and LH secretion in the afternoon of the expected day of proestrus and ovulation [1]. Then, the 

peak in dopaminergic activity observed at dioestrus 2 in atropine sulphate-injected rats could be 

the signal necessary for restart the neuroendocrine mechanisms resulting in a 24 hour-delay of 

ovulation. These results suggest that the cholinergic system could regulate the dopaminergic 

system in an inhibitory way, at least at 1300 h of dioestrus 1. The increase in TIDA activity 

induced by the blockade of cholinergic muscarinic and nicotinic receptors, supports such 

interpretation. [13, 14] 

In summary, the present results suggest that during dioestrus 1 there is a functional 

relationship between the cholinergic and dopaminergic systems in POA-AHA, regulating the 

release of gonadotropin resulting in ovulation. 
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Fig. 1. The effect of atropine sulphate injection at 1100 h of dioestrus 1 on LH serum level 

during oestrous cycle. Values expressed as mean + SEM (n = 8-10 rats/group). * Difference 

significant versus saline (p<0.01). 
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Fig. 2. The effect atropine sulphate injection at 1100 h of dioestrus 1 on 17B-cestradiol serum 

level during oestrous cycle. Values expressed as mean + SEM (n = 8-10 rats/group). * Difference 

significant versus saline (p<0.01). 
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Fig. 3. The effect atropine sulphate injection at 1100 h of dioestrus 1 on dopaminergic activity in 

POA-AHA. Values expressed as mean + SEM (n = 8-10 rats/group). * Difference significant 

versus saline (p<0.01). 
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Abstract: We have investigated the dynamic changes in 

monoamine concentration and monoaminergic neural activ- 

ity in the preoptic-anterior hypothalamic area (POA-AHA) 
and medial basal hypothalamus (MBH) in rats during the 

day of pro-oestrus and their relationship with serum levels of 
luteinizing hormone, follicle stimulating hormones, oestra- 

diol and progesterone. In the POA-AHA there was no evi- 
dent temporal relationship between monoaminergic neural 
activity and the LH pre-ovulatory surge. In the MBH NE and 
DA neural activity increased from 09.00 to 15.00, with high 
concentrations of 17B-oestradiol prior to the LH peak. The 
rise in NE and DA neuronal activity in the MBH prior to the 
LH serum level peak suggests that such monoamines could 
modulate gonadotrophin releasing hormone release in 2 
stimulatory way. 
Med Sci Res 26:275~278 © 1998 Lippincott-Raven Publishers 

Keywords: monoamine, hypothalamus, 
pro-oestrus, luteinizing hormone 

oestrogen, 

Introduction: The pre-ovulatory surge of gonadotrophins in 
the day of pro-cestrus is preceded by an increase in the 
plasma level of oestrogen. This triggers the massive release 
of gonadotrophin releasing hormone (GnRH) from the hypo- 
thalamus, which in turn stimulates the secretion of 
gonadotrophins by the pituitary gland to act on ovarian fol- 
licles to induce ovulation [1]. This steroid ovarian signal 
apparently cannot be achieved directly by the GnRH ceils. 
Very few GnRH neurones with nuclear localization of either 
‘H-oestradiol [2] or oestrogen receptors [3.4], have been 
identified. 

The pre-ovulatory luteinizing hormone (LH) surge in the 
aftemoon of pro-oestrus is the result of a GnRH pre-ovula- 
tory surge. This is released from GnRH neuronal axon ter- 
minals in the median eminence [5] as a result of 
neurotransmitters acting either at the perikaryal and/or the 
terminal levels of the GnRH neurones (6). 

According to Honma and Wuttke [7], at 16:00-17:00 h of 
the pro-oestrus day, the turnover rate of norepinephrine (NE) 
in the preoptic area (POA-AHA) and in the posterior medial 

0269-8951 © 1998 Lippincott-Raven Publishers 

basal hypothalamus (MBH) increases in comparison to ani- 
mals in dioestrus NE turnover in the POA-AHA and median 
eminence rises in the afternoon or the pro-oestrus day [7]. 

Tn order to understand the dynamic changes in the hypo- 
thalamic-pituitary-gonadal axis occurring in the pro-oestrus 
day that leads to the pre-ovulatory surge in gonadotrophins, 
we assessed, every 2h, the temporal relationship between 

sexual steroid and gonadotrophin serum levels and 
monoamine activity in the POA-AHA and MBH. 

Materials and methods: Adult (190-225 g body weight) 
virgin rats of the CHZ-V strain from our own stock were 

kept under controlled lighting conditions (lights on from 
05:00 to 19:00 h), with free access to food and tap water. 
Oestrous cycles were monitored by daily examination of 

vaginal smears, and only those animals with three consecu- 
tive 4-day cycles were used. 

Groups of 6-8 animals that showed pro-oestrus vaginal 
smears were killed by decapitation every 2 h from 09:00 to 
23:00. Blood was then collected from the trunk and the brain 
rapidly removed and placed on an ice-cooled plate and 
frozen in liquid nitrogen. Two slices were cut. The first one 
included the POA-AHA (A7190 to A6360) and the second, 

the. medial basal hypothalamus (A4890 to A3390) [8]. The 
areas of study were punched out with sharpened needles 
(inner diameter 0.8 mm). Brain removal and dissection took 
1-2 min. The tissue samples taken for monoamine determi- 
nation were stored at -70°C, 

The serum luteinizing hormone (LH) and follicle-stimu- 
lating hormone (FSH) were measured by specific radioim- 
munoassay (RIA) using the double antibody technique with 
reagents and protocol supplied by the National Hormone and 
Pituitary Program (Baltimore, MD, USA). The intra- and 
inter-assay coefficients of variations were 5.1% and 6.5% 
for LH and 4% and 7.9% for FSH, respectively. The results 
were expressed in ng/ml as the international references stan- 
dards NIH LH-RP3 and FSH-RP-2. 

Serum concentrations of progesterone (P4) (ng/ml) and 
oestradiol (E2) (pg/ml) were measured by RIA, using kits 
purchased from Diagnostic Products (Los Angeles, CA, 
USA), The intra- and inter-assay coefficients of variation 
were 2.0% and 5.4% for P4 and 6.1% and 7.4% for E2, 
respectively, 

High performance liquid chromatography (HPLC) was 
carried out using a LC-4C system (Bioanalytical Systems 
Inc, West Lafayette, IN, USA). It was equipped with an
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Table 1. Serum levels of 17B-oestradiol (pgiml), progesterone (ngiml), LH {ngiml) and FSH (ngiml) during the pro-oestrus day 
(means + SEM) 
  

  

9:00 (12) 11:00 (10) 13.00 (10) 15:00 (8) 17:00 (10) 19:00 (12) 21:00 (12) 23:00 (10) 

17B-oestradiol 40.09 44.9 54.683 45.4 41.698 44.4 60.90 £16.6  35.36744.0 14,74 # 4.5 0.002 + 0.01 22.1 £2.77 
Progesterone 6.64£2.28 5.578 + 1.47 3.423 £2.46 4.778 £131 30144518 63524109 48.0544.46 33.013 42.7 
LH 0.108 £0.03 0.153 40.04 0.052 + 0.01 0.938 + 0.47 136.6£35.6 57.7549.77  12.31£15 1.220,44 
FSH 14334049 11.9140.77 12.79 + 0.43 12.43 £ 1.17 15.5441.26 20.95£162 17424051 20.4041.09 
  

isocratic pump (L-250 model Perkin Elmer Co., Norwalk, 
CT, USA) and a six-port injection valve (7125 model, 
Rheodyne, Cotati, CA, USA) with a 20 pl loop, a 10 pm C18 

Pecosil reverse phase column (Perkin Elmer Co.) and an 

amperometric detector (LC-4C, Bioanalytical Systems Inc.) 
with a dual glassy carbon working electrode set to a poten- 
tial of 0.85V versus an Ag/AgCl reference electrode. The 
gain of the detector was set to 5.0 nA V. 

The mobile phase was prepared with high purity water 
(> LOM). A citrate buffer (Merck-México, SA.) 0.15M, and 

after adjusting with NaOH solution to pH = 3.0, 0.46mM of 
l-octane-sulfonic acid (Sigma Chemical Company, St. 
Louis, Mo. USA) was added. Before the addition of organic 

compounds (4% acetonitrile and 2% tetrahydrofuran for 
chromatography, E. Merck, Darmstadt, Germany) the buffer 
was filtered (0.22 m gauze, Millipore, Bedford, MA, USA) 
and degassed for 1 h under vacuum. The mobile phase was 
pumped at a flow rate of 1.0 ml/min. 

Standard solutions of NE ((-)-artenerol free base), 

4-hydroxy-3-metoxyphenyl glycol (MHPG), 3-hydroxy 
tiramine hydrochloride (DA), 3-4-dihydroxy-phenylacetic 
acid (DOPAC), serotonin and 5-hydroxyindole-3-acetic acid 
(S-HIAA) were prepared the day of the experiment in 0.1N- 

perchloric acid. Drugs were purchased from Sigma. The 
assay sensitivity for each compound was 100 pg. 

Neural activity was calculated using the following 
equation: 

neuronal activity = {metabolite]/[amine] [9,10]. 

Data for monoamine concentration, neural activity and 

hormonal concentrations were analysed by multivariate 
analysis of variance (MANOVA) followed by Tukey's test. A 
P value < 0.05 was considered to be significant. 

Results and discussion: Table | shows the FSH, LH, E2 and 
P4 serum levels and monoamine concentrations. The highest 
concentration of FSH was observed at 19:00 and 23:00 h. 
LH levels were basal from 9:00 to 13:00 h, at 15:00h there 

was a small increase and the pre-ovulatory surge occurred at 
17:00 h. The LH concentration then diminished gradually, 

and at 23:00 h returned to basal levels. The E2 concentration 
was high during the morning with two peaks at 11:00 and 
15:00 h. P4 levels were low during the morning and early 
afternoon, began to rise at 17:00 h, reached a maximum at 
19:00 h and decreased thereafter. 

In the POA-AHA region, the concentration of NE dimin- 
ished from 09.00 to 15.00 when the minimum level 
occurred, and increased thereafter, reaching the highest 
point at 23.00. The NE concentration in the MBH did not 
change significantly during the pro-oestrus day. The concen- 
tration of DA in the MBH was higher than in the POA-AHA; 

in both regions, the highest concentration occurred at 
19.00 h, coincident with the peak in P4, The level of 

serotonin was higher in the POA-AHA than in the MBH. In 
both regions, the lowest values were observed at 15.00. In 
the POA-AHA, the highest value occurred at 23.00 h and in 
the MBH at 21.00 h (Tables 2 and 3). 

Figure 1 shows the monoaminergic activity in the POA- 
AHA and MBH and the changes in E2 and LH levels during 
pro-oestrus. NE activity was higher in the MBH than in the 
POA-AHA. In the POA-AHA, the highest activity was 
observed at 11.00 h, and in the MBH at 15.00 h; both were 

coincident with the highest E2 levels (Figure 1A). 

The activity of DA neurones in the POA-AHA showed a 

very discrete increase from 09.00 to 15,00 h. In the MBH it 
decreased significantly from 09.00 to 13.00 h, with a sharp 
increase at 15.00. This rise was coincident with the highest 
E2 level (Figure 1C). 

Serotoninergic activity in the POA-AHA and MBH pre- 
sented an inverse pattern. While it increased from 09.00 to 

- 15.00 h in the MBH and then decreased in the POA-AHA it 
decreased from 09.00 to 15.00 h, with a posterior rise from 
17.00 to 23.00. The second peak in oestradiol level coin- 
cided with the highest serotoninergic activity in the MBH 
(Figure 1E). 

The increase in P4 levels was preceded by an increase in 

the activity of NE and DA neurones in the MBH, while the 
peak of P4 coincided with the highest value for serotoniner- 
gic activity observed in the POA-AHA. The pre-ovulatory 

Table 2, Norepinephrine (ng/mg), MHPG (ngimg), norepinephrine neural activity, dopamine (ngimg). DOPAC (ngimg). dopamine 
neural activity, serotonin (ngimg}, 5-HIAA and serotonin neural activity in the medial basal hypothalamus during the pro-oestrus day 

(means + SEM) . 
  

  

9:00 (15) 11:00 (8) 13:00 (6) 15:00 (6) 17:00 (7) 19:00 (8) 21:00 (4) 23:00 (7) 

Norepinephrine 2,711 £0.27 1,867 40.33 2.62 £0.53 1.2974 0.05 2.43203 2,047 £0.38 2.233 40.6 2.457 £0.49 
MHPG 0.584401! 0.472£0.09 0,683 20.16 0.75540.11 0.272011 0.60820.12 0.704022 0.33740.12 
NE-neural activity 0.241£0.05 0.302 £0.07 0.376 20.13 0.58 £0.06 0.14220.06 0,32840.07 0.3244007 0.214401 

Dopamine 1,023 + 0.2 LOGE SO.1S 0.34840,21 0.54940.36 O0.82820.18 LIST O11 0,99520.28 0.805202 
DOPAC 0.093 £0.02 0.089 + 0.3 0.029 £0.02 0.044 40.04 0.051 £0.03 0,099 20.06 0.091 0.06 = 0.071 + 0.03 
DA-neural activity 0.16820.05 0.082£0.03 0.032£0.02 0.232 40.232 0,06540.04 0,06820.04 0.08340.04 0,109 +0.05 
Serotonin 18634031 1.997205  1.59720,3 1.086 £0.27 142420143 2.08720.45 2.197204 1871 £0.16 
S-HIAA 0.993 £0.12 0,99440.08 10974027 1.42640.7 1.027 0.23 0.994031 1,533 £0.62 1.13 £0.22 
$-HT-neural activity 0.42140.06 0.48620.05 0.78520.19 1575211 DIALOG O55540.22 O.6284013 66154012 
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Figure 1. Noradrenergic. dopaminergic and serotoninergic neural activity in the POA-AHA and MBH and their relationship with oestradiol 
and LH serum levels during pro-oestrus day (means + SEM). 

LH peak at 17.00 h was preceded by the highest activity of 
NE and DA neuronal systems in the MBH (Figure | B,D). 
No clear relationship with serotoninergic activity was evi- 
dent in either region (Figure IF), There was also no clear 
relationship between the changes in FSH levels during the 
day of pro-oestrus and monoaminergic activity in the 
POA-AHA or MBH. : 
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Our results show that in the POA-AHA there was no tem- 
poral relation between the monoaminergic neural activity, 
while in the MBH it teached its maximum at 15.00h, 2h 
prior to the LH peak. There was also a clear difference in 
catecholaminergic activity in the POA-AHA and MBH 
regions in comparison with 5-HTergic activity, serotoniner- 
gic activity being higher in both regions.
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Table 3. Norepinephrine (ngimg), MHPG (ng/mg), norepinephrine neural activity, dopamine (ngimg), DOPAC (ng/mg), dopamine 
neural activity, serotonin (ngimg), 5-HIAA (ng/mg) and serotonin neural activity in the preoptic anterior hypothalamic area 

(POA-AHA), during the pro-oestrus day (means + SEM) 
  

  

9:00 (12) 11:00 (10) 13:00 (10) 15:00 (8) 17:00 (10) 19:00 (12) 21:00 (12) 23:00 (10) 

Norepinephrine 2.921$0.3 2,27640.25 2.233£0.2 1.67740.36 2.515 40.13 2.63940.34 2.23640.21 5.93740.54 
MHPG 0.064 +0.03 0.205 + 0.03 0 0 0 0.024 + 0.01 0 0 
NE-neural activity 0.023+0.01 0.09+0.01 0 0 9 0.01 +0.01 0 0 
Dopamine 0.41240.05 027140.04 0.363£0.05 0.19740.07 0.387 40.04 0.582+0.08 0.18140.04 0.413 40.06 
DOPAC 0.03840.01 0.04740.01 0.055 40.01 0.0440.02 0.01440.01 0.04540.01 0.02140.01 00224001 
DA-neural activity 0.094001 O.17140.04 0.15740.02 0.17440.09 0.028 + 0.02 0.083 £0.01 0.15340.04 0,052 + 0.02 
Serotonin 2.71920.21 247540.29  2.22420.18 0.998 40.22 2.37 £0.18 2.976£0.34 1.586 £0.2 3.185 £0.34 
5-HIAA 0.657 £0.05 0,530£0.07 0.66840.09 0.32940.15 0.537 40.06 0.80620.12 0.275 £0.04 0.54 £0.06 
5-HT-neural activity 0.245£0.01 0.215£0.02 0.29320.02 0.38640.16 0.229 £0.01 0.257 £0.02 0.184+0.03 0.17246.01 
  

The rise in neural activity of the NE system observed in 
the MBH from 09.00 to 15.00 h, with a high concentration 

of E2 followed two hours later by the LH peak, suggests that 

the E2 could be acting on those NE-neural nucleous 
innervating the MBH to trigger GnRH release. The relative 
unresponsiveness of the POA-AHA-GnRH neurones in their 
normal resting state to norepinephrine [11] supports such 

interpretation. The higher NE-activity in the POA-AHA 
observed at 11.00 h, coincident with the first “peak” in E2 
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EFFECTS OF HEMIOVARIECTOMY AND UNILATERAL 

MECHANICAL STIMULATION OF THE RAT OVARIAN PEDICLE 

ON OVULATION RATE AND MONOAMINE NEURAL ACTIVITY 

IN THE PREOPTIC-ANTERIOR HYPOTHALAMIC AREA.



APENDICE: ASIMETRIA 

EFECTOS DE LA DOSIS EFECTIVA DE SULFATO DE ATROPINA, INYECTADA A LAS 13:00H DE CADA DiA DEL 

CICLO ESTRAJ SOBRE LA LIBERACION PREOVULATORIA DE GONADOTROPINAS Y DE LA ACTIVIDAD 

MONOAMINERGICA EN POA-AHA. 

En las figuras 1-4 se muestran los efectos de la inyeccién de sulfato de atropina sobte el sistema 

dopaminérgico de POA-AHA, de ratas tratadas a las 13:00 horas de los diferentes dias del ciclo 

esttal, sactificadas a las 17:00 horas del dia del proestro. 

La concentracién de dopamina en los lados izquierdo y derecho de POA-AFLA no es alterada 

pot el bloqueo de los receptores colinérgicos muscatinicos, ni presenta diferencias significativas 

entre los lados izquierdo y derecho. 

La inyeccién de sulfato de atropina en los dias de proestro, estro y diestto 1 incrementé la 

concentracién de DOPAC en el lado izquierdo de POA-AHA , y la disminuyé en el lado derecho 

avalores por debajo de la sensibilidad del método utilizado (50 pg). Es importante aclarar que pata 

el dia del proestro el aumento en la concentraci6n de DOPAC en la porcidn izquierda de POA- 

AHA se encuentra en el limite de significancia (p=0.052). 

Como consecuencia de los resultados anteriores, los cambios en la actividad dopaminérgica, 

en los dias de proestro, estro y diestro 1 son semejantes a los obsetvados en la concentracién de 

DOPAC; alta en el lado izquierdo de POA-AHA y ausente en el lado derecho. 

La inyeccidn se sulfato de atropina en el dia del diestro 2 no induce cambios asimétricos en 

ninguna de las variables estudiadas. 
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CHARACTERISATION OF MONOAMINE NEURAL ACTIVITY IN THE PREOPTIC ANTERIOR HYPOTHALAMIC AREA 

AND MEDIAL BASAL HYPOTHALAMUS IN RATS DURING ‘THE DAY OF PRO-OESTRUS AND ITS RELATION TO 

GONADOTROPHIN AND SEXUAL STEROID HORMONE PLASMA LEVELS. 

El anico sistema monoaminérgico que presenta un pattén de actividad asimétrico espontaneo en 

POA-AHA es el dopaminésgico. 

A excepcion de las 9:00 hotas, la concentracién de dopamina en uno y otro lado es semejante 

durante el dia del proestro (figura 5). En cambio, durante la mafiana y el medio dia, la concentracién 

de DOPAC es més alta en el lado izquierdo que en el lado detecho de POA-AHA. De tal forma 

que a las 11:00 y 15:00 horas la actividad de este sisterna es significativamente mayor en el lado 

izquietdo que en el derecho. 
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DISCUSION GENERAL 

En este estudio se presentan evidencias de la interacciédn entre los sistemas colinérgico y 

dopaminérgico en el area predptica hipotalémica anterior en la regulacién neuroenddctina de la 

fisiologia reproductiva durante el ciclo estral. Aporta pruebas indirectas que apoyan la hipstesis 

planteada por Blake sobre la posible existencia de dos factores liberadores de las gonadotropinas. 

Muestra la importancia de la inetvacién periférica ovatica en la regulacién de la actividad del eje 

hipotélamo-hipdfisis-ovatio y proporciona evidencias que indican la presencia de componentes 

asimétricos en la regulacién de la secrecién de las gonadotropinas. 

Los tesultados obtenidos por la inyeccién de sulfato de atropina en los diferentes dias del 

ciclo estral muestran claramente que Ja falta de activacién de los receptores muscatinicos, a las 

13:00 horas de cualquier dia del ciclo estral, resulta en el bloqueo de la sectecién fasica de LH y no 

de FSH, lo que explica la falta de ovulacién en animales con el mismo tratamiento. 

Estudios realizados por ottos investigadores 

descubren que existen citcunstancias donde la 

liberacién de FSH y LH se encuentran disociadas: 1) 

La estimulacién electroquimica de mPOA estimula 

tnicamente la liberacibn de LH, mientras que la 

estimulacién puntual del area hipotalamica anterior 

dorsal estimula Gnicamente la liberaci6n de FSH;'™ 

2) La inyeccién de sueto de ovino anti-LHRH a ratas 

castradas suprime los pulsos de LH, sin afectar la 

amplitud nila frecuencia de los pulsos de FSH.** 3) 

La inyeccién de un antagonista LHRH provoca una 

supresién rapida y marcada de la concentracida de 

LH, sin afectar la concentracién sética de FSH, tanto 

en animales ovariectomizados como en ratas ciclicas 

normales; en estas ultimas, ademas, se interrumpe el 

ciclo ovarico y la ovulacién.'? 

El hecho que la inyecciédn de sulfato de 

atropina haya bloqueado tinicamente la liberacién de 

LH permite pensar que el sistema colinérgico regula 

exclusivamente la liberacién del factor LHRH (Figura 

1) y apoya la hipdtesis propuesta por Blake” sobre la 

existencia de dos diferentes factores liberadores de 

    

    

  

     

neurona colinérgica 

nevsona LH-RET 

neurona PSH-RH 

        

    
Figura 1. Esquema donde se muestra la 

interaccion acetilcolina~LHRH 
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las gonadottopinas, uno para la LH (LH-RH) y otto para la FSH © SH-RH). Sin embargo, la 

elucién de extractos hipotalémicos a través de una columna de Sephadex G-25 si bien muestra la 

presencia de una sustancia FSH-RH bioactiva, previa a la salida de Ja LHRH," atin no ha 

sido posible aislarla.”* 

El sistema colinétgico hipotaldmico presenta un ritmo citcadiano, donde la mayor sensibilidad 

al sulfato de atropina ocurte a las 13:00 horas de cada dia y un ritmo infradiano que se repite en 

cada ciclo estral, caracterizado por cambios del contenido de acetilcolina en POA-AHA; Ia actividad 

de las enzimas de sintesis y degradacién; y el niimero y afinidad de los receptores muscarinicos 

colinétgicos.77. si 

La existencia de estos ritmos en la actividad colinérgica hipotalémica podrian explicar las 

diferencias en la actividad del sistema dopaminérgico de POA-AHA como respuesta a Ja inyeccién 

de sulfato de attopina, La presencia de una relacién funcional entre ambos sistemas se ha descrito 

con anterioridad para el complejo nigto-estriatal de los ganglios basales"** y en los mecanismos 

que regulan la secrecién de PRL por las neutonas TIDA. Sin embargo, segtin la informacién 

tevisada, no existen antecedentes sobre la vinculaciéa de estos sistemas de neurotransmisién con 

la liberacién de las gonadotropinas. 

Elandlisis de los efectos del bloqueo colinérgico sobre el sistema dopaminérgico de 

las porciones izquierda y detecha de POA-AHA muesta que el bloqueo sistémico de los teceptores 

colinérgicos muscatinicos en los dias de proestro, estto y diestro-1 modifica de modo asimeétrico la 

actividad del sistema dopaminérgico de POA-AHA. A las 17:00 horas del proestto, es decir a Ja 

hora en que ocurre la secrecién preovulatoria de LH y FSH (ver apéndice). En el dia de diestro-2, 

el tratamiento no produjo cambios en la actividad dopaminérgica de POA-AHA, si bien bloqueé la 

liberacién preovulatoria de LH. Es posible que estas diferencias estén vinculadas a las 

concentraciones de estrégenos citculantes, ya que se ha desctito una relacién funcional entre el 

sistema dopaminérgico y los estrégenos”y que la castracidn en la tarde del diestro 2 no impide la 

cornificacién vaginal, la cual es dependiente de estrégenos. La importancia fisiolégica de la 

vinculacién entre los sistemas colinérgico y dopaminérgico en las potciones izquierda y derecha de 

POA-AHA parece variar durante el ciclo estral. 

Resultados de implantes realizados en el dia del estro muestran que el implante unilateral de 

haloperidol (antagonista dopaminérgico) en la porcién derecha de POA-AHA bloquea la ovulacién, 

como resultado de la alteracién de la secteci6n de GnRH; mientras que el mismo tratamiento, 

realizado en el lado izquierdo, sdlo es efectivo cuando se aplican dosis muy altas del farmaco.' De 

modo semejante, el implante de atropina en el lado derecho de POA-AHA bloquea la ovulacién, 

en tanto que el implante izquierdo no la modifica. Ademis, la estimulacién del sistema muscarinico 
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por el implante de pilocatpina en el lado derecho no altera la ovulacién, mientras que el implante 

izquierdo la bloquea.'” 

Tomando en conjunto, los resultados obtenidos en este estudio y aquellos de implantes de 

agonistas y antagonistas de los sistemas colinétgico y dopaminérgico (Figuta 2A) realizados en el 

dia del estro, patece evidente que la vinculacién funcional entre estos sistemas es diferente para las 

potciones izquierda y derecha de POA-AHA y que la importancia fisiolégica de esta asimetria 

radica en la necesidad de un tono dopaminérgico en el lado derecho de POA-AHA pata que se 

produzca la libetacién preovulatoria de LH. 

El dia del diestro 1 es muy sensible a las manipulaciones de estos sistemas de 

neutottansmisién, dado que los implantes unilaterales de haloperidol, atropina o pilocarpina, en 

uria u otta potcién de POA-AHA bloquean la ovulacién. Para este dia, los cambios de actividad de 

cualquiera de los sistemas y en cualquiera de las porciones de POA-AHA alteta el proceso ovulatorio. 

Si bien se mantiene la respuesta asimétrica del sistema dopaminérgico al bloqueo inducido por el 

sulfato de atropina, parece no haber una prepondetancia entre uno y otro lado de POA-AHA en el 

control de la ovulacién, lo que significaria la necesidad de que ambas porciones mantengan su 

propio tono dopaminérgico (Figura 2B). 

: Lainyeccién de sulfato de attopina en diestro 2 produjo bloqueo de la liberacién preovulatotia 

de LH sin que se altere la actividad dopaminérgica de POA-AHA. En este dia, el papel del sistema 

dopaminétgico pareceria no ser determinante en dicho proceso. Al parecer, la sefial colinérgica 

necesaria para que se produzca la ovulacién se origina en el lado izquierdo de POA-AHA, que 

presenta la mayor actividad CAT y que sdlo el implante izquierdo de atropina en el lado izquietdo 

de POA-AHA bloquea la ovulaciéa (Figura 2C). 

En el dia del proestro, el bloqueo unilateral de los sistemas colinérgico o dopaminétgico de 

POA-AHA no afecta el proceso ovulatotio, ya que los implantes derecho 0 izquietdo de attopina 

o halpoeridol son incapaces de bloquear la ovulacidn. Sin embargo, en este dia el implante derecho 

de pilocarpina es capaz de bloqueat la ovulacién (Figura 2D). 

En suma, al parecer la dominancia que los lados izquierdo y derecho de POA-AHA ejercen 

en el control de los mecanismos neuroenddcrinos que segulan la ovulacidn se alternan durante el 

ciclo estral y los sistemas colinérgico y dopaminérgico actian en paralelo. 

El dia de diestro 1 es clave en la cascada de eventos que culminan con la ovulacién 72 horas 

més tarde. En este dia, la inyeccién de la dosis minima de sulfato de atropina a las 13:00 h causa un 

retraso de 24 horas" en la ovulacién espontanea. Este rettaso podria ser explicado, en parte, por 

el incremento transitorio de las concenttaciones plasmiticas de progesterona y 17B-esteadiol que 

se observan una hora después de Ia inyeccién, dado que se ha mosttado que la inyeccién de 
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ptogesterona en el dia de diestro 1 retrasa la ovulacién por 24 horas, aunque la dosis de progesterona 

inyectada en esos estudios fueron farmacoldgicamente elevadas. Por otto lado, el incremento casi 

inmediato en la actividad dopaminérgica de POA-AHA obsetvado en los animales tratados con 

sulfato de atropina permite sugetit que este incremento temporal podria estar relacionado con el 

bloqueo de la secrecién preovulatotia de LH y el rettaso en la ovulacién; ademés de evidenciar una 

interrelacién entte los sistemas colinétgico y dopaminérgico, donde el sistema colinérgico podria 

estat regulando de modo directo e inhibitorio la actividad del sistema dopaminérgico, al menos a 

las 14:00 horas del dia de diestro 1. Este efecto se observa en ambos lados, y cuando se evahia a 

largo plazo se establece el efecto asimétrico sefialado en partafos antetiotes. 

El papel del sistema dopaminétgico en la regulacién de la sectecién de gonadottopinas es 

controversial;“" estudios é# vitro donde co-incuban fragmentos de hipéfisis e hipotélamo medio 

basal de ratas sacrificadas a las 8:00 horas del dia de diestro 1 mostraron que Ja incorporacién de 

dopamina al medio de perfusién resulta en el bloqueo de la liberaci6n de LH, efecto que puede ser 

prevenido por la incorporacién previa de haloperidol al sistema de perfusidn, lo que permite sugetir 

que el sistema dopaminérgico tiene un papel inhibitorio en la regulacién de la secrecién de las 

gonadotropinas.”” Asimismo, existen otros resultados que apoyan la idea del papel estimulante del 

sistema dopaminérgico en la regulacién de Ja secrecidn de las gonadottopinas, como es el hecho de 

que la inyeccién de haloperidol a animales entetos a las 13:00 horas del dia de diestro 1 resulta en 

el bloqueo de la liberaci6n preovulatoria de FSH y LH en la tarde del proestro.™ Clemens y 

colaboradores” propusieron que en Ja rata ciclica hay cuando menos dos subpoblaciones de neutonas 

dopaminérgicas que controlan la liberacién de LH, una que actuatia de modo estimulante y la otra 

de modo inhibitorio. En el dia del diestro 1 de la rata ciclica, el sistema colinérgico en POA-AHA 

suspenderia la actividad de las neuronas dopaminérgicas que actian de modo inhibitorio en la 

regulacién de la liberacién de gonadotropinas. 

BJ dia del proestro se catacteriza por grandes cambios nevuroenddcrinos. Bajo la influencia 

de concentraciones plasmaticas ctecientes de estrdgenos, secretados por los foliculos en maduracidn, 

se ptesenta la liberacién masiva de las gonadottopinas que inducird la ovulacién a la mafiana siguiente. 

La liberacién preovulatoria de las gonadotropinas depende de Ja activacién de las neuronas que 

secretan los factores liberadores de las gonadotropinas, y las monoaminas tienen un papel clave en 

este evento critico. 

Los tesultados obtenidos en ratas intactas sacrificadas a diferentes horas del proestro 

muesttan que en la regidn donde se localizan los somas de las células GnRHérgicas (POA-AHA) 

no existe una telacién temporal entre la actividad neural noradrenérgica y la secrecién preovulatoria 

de LH que se produce en la tarde del proestro. Estos resultados se contraponen a lo mostrado por 

87 

 



Barraclough, quien evalta la actividad noradrenérgica en funcién de la tasa de tecambio de 

noradtenalina y no como el cociente de las concentraciones del metabolito (MHPG) y la 

noradrenalina. 

El incremento en Ja actividad neural del sistema noradrenérgico observado en el HMB 

entre las 9:00 y Jas 15:00 horas, cuando las concentraciones de 178-estradiol se encuentran elevadas 

y el hecho de que dos horas después se presente el pico preovulatorio de LH permiten sugerir que 

los estrégenos podrian estar actuando sobre los neuronas noradrenérgicas que inervan el HMB y 

estimular asi la liberacion preovulatoria de GnRH. 

En los animales intactos sacrificados a Jas 17:00 h del diestro 2 (grupo testigo de ratas 

inyectadas con sulfato de atropina en el dia del diestro 1) la maxima actividad noradrenérgica en 

POA-AHA ocutte a esta hora. En el dia del proestro, la maxima actividad neural se presenta a las 

11:00 h y coincide con un pico de concentracién de estrégenos. Este incremento en la actividad 

noradrenérgica podria estar vinculado con la sintesis de GnRH necesaria para el mantenimiento 

de la liberacién ténica de las gonadotropinas durante el siguiente ciclo, mas que con su liberacién 

pteovulatoria del ciclo en estudio. La ovulacién observada en las ratas tratadas con solucién salina 

en el dia del diestro 1, que no presentaron aumento en la actividad noradrenérgica a las 17:00 del 

diestro 2, apoyaria nuestra interpretaci6n. 

Los perfiles de actividad dopaminérgica y serotoninérgica en el HMB son semejantes a los 

desctitos pot Kerdelhué y col. (1989)'" quienes obsetvaton que la actividad neural dopaminérgica 

en eminencia media disminuye significativamente desde la mafiana hasta la tarde del proestro y que 

la actividad serotoninérgica aumenta durante ese lapso. También se obseva un incremento en la 

actividad noradrenérgica entre las 9:00 y las 15:00 horas. Los incrementos en las actividades neurales 

notadrenérgicas y serotoninérgicas en el HMB, previo a la liberacién preovulatoria de LH nos 

permite sugeric que estas monoaminas regulan de modo estimulante la liberacidn de GaRH. 

La concentraci6n de GaRH en el HMB de la rata hembra es el doble en el lado derecho 

respecto al izquierdo y la extirpacién de una de las génadas o la destruccién de su inervacién con 

6-hidroxidopamina incrementa el contenido de GnRH en el HMB ipsilateral al lado del tratamiento. 

Los resultados de éste y otros experimentos donde se manipula la inervaci6n ovarica resaltan el 

papel de la inetvacidn ovatica en el control fino de la actividad del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario, 

tanto a nivel gonadal, donde regula su reactividad a las gonadotropinas, como a nivel hipotalamico 

regulando no sélo el contenido de GnRH, sino también la actividad neural de los sisternas 

monoaminérgicos diencefalicos. 

La estimulacidn unilateral de los pediculos ovaticos de la rata hembra ciclica produce cambios 

en Ja actividad monoaminérgica de POA-AHA, los que dependen del dia del ciclo estral y del lado 
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en que se fealice la manipulacién. Los dias de diestro 1 y 2 son los mas sensibles a dichas 

manipulaciones y las estimulaciones de los pediculos ovaticos del lado izquierdo tiene efectos mas 

pronunciados sobte el eje hipotélamo-hip6fisis-génada que las manipulaciones del pediculo derecho. 

El hecho de que las estimulaciones de los pediculos ovaricos no provoquen cambios en la 

tasa de cornificacién vaginal muestra de modo indirecto que la secrecién de estrogenos se mantuvo 

dentro de los rangos normales y permite pensar que los cambios observados en la actividad 

monoaminérgica de POA-AHA son consecuencia de la activacidn de una via neural que vincula a 

los ovarios con nticleos hipotalémicos relacionados con el conttol neuroendéctino de la ovulacién, 

alterando la actividad neural noradtenétgica de POA-AHA, la que a su vez modifica la secrecién de 

GnRH. 

Se ha reportado que en la tata ciclica la hemiovariectomia a largo plazo no afecta la tasa 

ovulatoria, independientemente del dia en que se realice la opetacién." En el presente estudio se 

muestta que los efectos a corto plazo de Ja hemiovariectomia varian dependiendo del dia del ciclo 

estral y del Jado en que se realice la operacién. Dicha manipulacion afecta de modo significativo la 

tasa ovulatoria cuando se tealiza en diestro 1 y 2. Flores y colaboradores® también observaron una 

reduccin significativa en la tasa de animales ovulantes cuando extirparon el ovario derecho a las 

7:00 horas de estos mismos dias del ciclo estral. 

La reduccién en la tasa de cornificacién vaginal de los animales Hovx en diestto 1 0 diestro 

2 permite sugerir que hubo una disminucidn en la liberacidn de estrdgenos por los ovarios, 

aumentando asi los efectos neurales observados por la estimulacién del pediculo ovatico. 

La magnitud de los cambios en las concentraciones de Jas monoaminas y sus metabolitos, asi 

como de la actividad neural monoaminérgica en POA-AFIA, observados en ratas hemiovariectomizadas 

no permiten clarifican el papel de estos sistemas de neurotransmisién en respuesta al tratamiento. Sin 

embargo, en ottos modelos animales, caracterizados pot la alternanicia de la ovulacién entre los ovarios 

izquierdo y derecho, la hemniovariectoria modifica la actividad neural de los sisternas monoaminérgicos 

hipotalamicos de modo asimétrico. Estos cambios en la actividad monoaminérgica podrian set el resultado 

de la interrupcién unilateral de informacién neural originada en el ovario. Al parecer, la inervacién 

ovarica transmite informacion al hipotdlamo por el tracto espino talamico o a través del nervio vago, el 

cual inerva el nticleo del tracto solitario, donde se encuentra el micleo A2, cuyas neuronas, de naturaleza 

noradrenérgica, proyectan sus fibras al hipotélamo y regulan de la actividad de las neuronas GaRHeétgicas. 

En suma, los resultados obtenidos muestran que el bloqueo farmacolégico del sisterna colinérgico 

disocia la secrecion de las gonadottopinas e induce alteraciones asimétricas en la actividad dopaminérgica 

del hipotilamo. Ademas, que en los dias de diestro 1 y 2 la informacidn neural de la inervacién ovarica 

es crucial para el desarrollo normal de la cascada de eventos que culminan con la ovulacién en el estro 

siguiente. 
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Figura 2. Modelo teérico donde se muestra la alternancia de las porciones izquierda y derecha de POA-AHA 

de los sisternas colinérgico y dopaminérgico en el control de los mecanismos neutoendécrinos que regulan la 
ovulacién. El tamaiio de la figuras indica la dominancis; el signo, el efecto. En los dias de proestro y estro el 

lado derecho es dominante; en diestro-1, ambos son equivalentes y en diestro-2, el lado izquierdo es dominante. 
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