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RESUMEN 

Evcrctt y colabor.ulorcs ( 1 Q4'J) d1crón J;a pn~ra CV1dcnc1a de que el s1stnna 
coJu¡¿rg1co esta involucrado en la rcgulac1on de l;t sccrcc1on de las gonadotrop1nas y la ovulación l...a 
fonna de part1c1pac1ón de este s1stcnt.."\ es d1stmta "' cada d1a del ciclo cstral y a d1fcn.!nl~ hol"a.s del 
di.a (Dom1ngucz y col • 198 l} Adcrnas. a la fc .. -cha :!i.abcOlOs que l.;1 part1c1pac1on de lo:<> rcccprorco;. 
muscarin1cos que se locah¿"Ul en el área prC'<"pt1c.;1 e l11pot;llasn1c.;1 .:uucnor (POA·AI l..A) en la 
regulación de los mcc.an1sn1os nc:urocudócnno'i que culnun.'1.n en l.i ovul;u:1on. es a.s1mctnc.a (Cniz ~ 
col. IQKQ. JQ•J2) l.rK resultados tic Ja acr1 ... 1d.u1 col1ncrg1c.a •le POA·Al-tA. por medio de la 
cuant1ficac1on de la act1\.1d."ld tic la Ct.1l1no-Acc11l-·rran~fCra.s~1 (C-AT cn.7u11.1 que .,;1ntct1z... 
acculcol1na). de la Cn.1:1ni.'1 Acct1l-c<•l1no-es1cras.a (/\Chl'. cn.t.1n1~1 que dc~'.t~u.i.t al ncurc1tran~n11<>01 ). 
a.si con10 la can1uJ.-¡d de receptores ;1 aceukolin.'1 (S;1nchc:.1: \ col . 1 r,.,..i. Cru.t. " col . 19<>0. Sá.nche.1:. 
19Qf>). lleva a pensar que el propio s1stc1n;1 cuhn.::1...:1co f1111c1ona de fun11.1 .l."ótmctr1c~"'I, '." que;.- dicha 
función c.lmb1a durante el ciclo cstral 

C'on la fin¡il1tL"ld de ai\.ad1r n1as J.ttn'i t¡uc .ipo\t.'11 la h1p••lc-;1~ Je que Ja .-1~lJ\1ti.""1d del 
sistana cohnérg1cu de POA-AI IA. rel."lClt.111.-uia con lo .. pr0<.:c,.us neun>e:nducnno-. que culn1111...-u1 con 
la ovulación es as1n1L"tnc.a '\ vana dur;1nlc el c1t:lo L-.lral. o;.c dcc1d1<> cu.u111fi,.:.ar el contcrudu de 
acculcohn."l (A Ch) en los Jad~s derecho e 1 .. ..qu1crdo 1k POA-AI IA .1 lo l:try.o del ciclo cstral 

La conccnuac1on Je A Ch (nl\t.L'g lCJldo) en J>(),,-;\J l,\ .... 1110 durante el ciclo e-;tral. 
los valores mas altos se obscn<arun en el d1.-1 del D1~1n:•- I (2 700 + O l l:\) '\' los m1n1mo~ en el d1a 
del D1cst10-2 (lndctcct.;1blcs) Adctn.a..'>. Ja corn;:l."Tltrac1on de ACh cu un••'." ul~o l.:ldo de PUA-AJl,.,. 
es as1nK-'1nc:i en los dias del D1cstro- l y del Procsuo En a1nb..>S "has.. d !;u.Jo derecho tiene un."l 
conccncrac1on m.'1)-0f Je ACh que el 1.r.qu1crdo\CD1csuo-I 1 772 • O 27•~ ... s O '~-~<.!..JE 

, Procstro O 751 -t o 179 ys o 3.:!lL± 0~.5K...p~.Q_0_'°!1.).J 
Durnntc el proc..."Stro. d1a del ciclo cstral en el que o•:une la sccrcc1on fa...'i1ca de 

cstrad1ol y de las g.onadotrop1nas. la conccntrnc1on de ACh vana entre las ()Q no. 1 3 00 :o- J 7 00 
horas pcnnanccc alta en las dos pnnlCr.L,. horas :lo cae a la... .. 1 7 00 En este n101ncn10 del d1~1. Ja 
conccntracaon de A Ch en uno y oll"o lado de l'OA-AJ IA cs. ~nn1lar (O 2h0 ~ O 05J '\S O 3<>3 t: 

O 138). En cambio. a las 09 00 h hay mas ACh del lado u.quu;rd .. > de POA-AJlA (O fl33 :t. O 155 
vs O 350 ± O 073. p<O 05). comporu.nucnto que se 1nv1crte a las 13 00 h (O J::!K .!: O 05K 

o 751 ± 0.179. p<0.05) 
Los resultados de este estudio nos llc"·an concluir que la conccntrac1ón de ACh en 

POA-AllA es a..">1mdnca y cambia durante el ciclo cstr:t.l. hechos que apoyan la h1potcs1s de que la 
acUVldad ncur.il de las aícn.:nc1as cohnCrg1c.as de POA-AJ IA lJUC regulan la secreción de las 
gon.adotrop1nas y la ovulación es as1m(.'1nca y varía durante el ciclo cstral 

Cons1dcr.:indo los rcsuJL-¡dos obtcmd~ hasta la ícch.a. (.-O este trabajo se plantcarón 
d1fc:rcnlcs modelos sobre el compon.am1ento del s1sten1a colmerg1co de PO A-Al lA en cada dia del 
ciclo cstral. asa como para el dia del proc:~tro a d1fercn1cs horas del dia 



INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

La ovulaoón es la culminación de una sene de evenlos neuroendóclinos 

en los que part1c1pan de manera smcr6rnca lres estructuras: el hipotálaino. la hipófisis y 

los ovanos. 

En el hipotálamo, especificamenle en el área proóptica e h1potalámica 

antenor (POA·AHA) se localizan las neuronas (GnRHérgicas) que sintel.lzan el 

decapéptido denominado hormona estimulante de la liberad6n de las gonadotrop1nas 

(GnRH de sus siglas en inglés Gonadotrop1n Releas1ng Honnone). el cual es 

responsable de la suc,-eción fas1ca do las dos gonadotrop1nas que regulan la ovu1aoón 

(Conn, 1 993) 

Las neuronas GnRHérg1cas se encuentran en d1forcnlí!'S arcas Oel 

sistema nervioso central como redes cx1ensas y difusas La red mas importante. por su 

part1c1paC1ón directa en la ,-egulac1ón de la secreoon de las gonadotrop1nas, está 

const1tu1da por neuronas que forman un continuo desde Ja banda diagonal de Broca 

hasta el área septal (que incluye el nUcleo septal tnangular y medial). el nUcleo de la 

estria terminal y las areas d1encefáhcas que abare.a al nuc/eo penventncular, las areas 

preóptica medial y lateral. al área h1potalám1ca antenor y la zona retroqu1asmát1ca 

También forman parte de este continuo, grupos de neuronas GnRHérg1cas del 

hipotálamo lateral y del núcleo supraóphco 

Las neuronas GnRHé,-g1cas proyectan sus fibras hacia la em1nenc1a 

media por la ruta septo-preóptica·1nfundibula,- y la del haz terminal septo-preóptJco 

(Silverman. 1988) (Esquema 1). 

2 



INJ"RODUCQÓN 

Esquema 1.- Locahzacaón de las neuronas GnRHérgicas y 
pnncipales proyecciones . Corte longitudinal del cerebro de cobaya 
Simbolo geométrico: neurona GnRHérg1ca 
Flechas: dirección de las fibras 
Asterisco: terminales nerviosas 
AC: comisura anterior; an: nücJeo arcuato, db: banda diagonal de broca 
fr: fasciculo retroflexo; 1pn: nücieo 1nterpend1cular: mb.cuerpos 
mamilares; me: eminencia media; mhn- habénula medial; npoa área 
preópt1ca medial; msn: septo medial; oc· qu1asma 6phco. ov1t: órg 
vasc. de la lámina terniinal; pacn: área tegmental ventral; 111 N. nervio 
oculomotor (Modificado de Sllverman, 1988). 



lNTR,OpUCCJÓN 

La síntesis y la hberacaón de la GnRH está modulada por: 

• Hormonas asteroides (estrad1ol. progesterona) 

• Aminoácidos (ac1do glutám1co. ac1do gama amino butirico o GABA) 

• lndolaminas (serotonana, melatonma) 

• Acetilcohna 

• Catecotaminas (noradrenal1na. dopamma, adrenalina) 

• Péphdos· substancia P. el péptido intestinal vasoactivo VIP. el neuropéptido 
V, la ang1otens1na 11, encefal1nas. opíoides. el neuropéptido K. entre otros 
(Crowley y Kalra, 1969. Conn. 1993) 

Las neuronas GnRHérg1cas no tienen receptores nucleares a 

estrógenos (Sh1vers y col ,1963); hecho que permite sugerir que los estrógenos 

no actúan directamente sobre las neuronas GnRHérg1cas. sino que estimulan la 

secreción fásica de la GnRH al actuar en otro tipo de neuronas, que hacen 

sinápsis con la neurona GnRHérg1ca y afectan su actividad (S1lverman, 1968) 

(Esquema 2). 

4 



iN·rRopucc1ÓN 

ESQUEMA 2 - Posibles 1nterncoones neurales por medio de las cuales los 
neurotransmisores podrian regular la llberac.a6n de la GnRH y las gonadotropinas. 
(Modificado de Brown. 1994) 



INTRODUCCIÓN 

Después de que Ja GnRH es sintetizada en el hipotálamo y es 

liberada al sistema adeno-porta-h1pofisiano, llega a la adenoh1pófisis donde 

estimula la secreción fás1ca de la hormona lute1nizante (LH; de sus siglas en 

inglés Luteinrzmg Hormona) y en menor proporción la de la hormona estimulante 

de los folículos (FSH: de sus siglas en inglés Foll1cular St1mulatmg Hormona) por 

los gonadotropos (Conn. 1993) 

La secreción fásrca o preovulatoria de dichas gonadotropmas es el 

resultado de dos eventos que ocurren simultáneamente. 

1) Aumento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos 

de secreción de las neuronas GnRHérg1cas, lo que provoca que aumente la 

concentración de Ja GnRH en la sangre del sistema portal 

2) Efecto de impnmación (impresión) de la GnRH. que 

es el aumento progresivo de la sens1b1lidad de los gonadotropos a dicha hormona 

(Conn. 1 993). 

La FSH y la LH son transportadas por el torrente sanguineo hacia 

el ovario. La unidad anátomo-func1onal de la gónada son los folículos. A partir de 

los cuales se originan sus tres compartimientos· el folicular, el luteal y el 

1nterst1cial 

En el folículo del ovario se secretan 17f}-estrad10J y estrena, en 

proporciones que varían durante el ciclo astral. En la síntesis de los estrógenos 

participan principalmente dos tipos de células foliculares y dos hormonas: 

6 



INTRODUCCIÓN 

1) las células de la teca interna, sobre las que la LH regula la 

s(ntesis de los estrógenos al estimular la producción de andrógenos a partir del 

colesterol y, al regular la acttv1dad de ta enzima aromatasa en las células de tas 

granulosa. y 

2) las células de la granulosa, en las que la FSH estimula la 

aromat1zact6n de los andrógenos a estrógenos al actuar sobre la actividad de la 

enzima aromatasa {la cual también es regulada por la LH) ( Conn, 1993; 

Oominguez y col. 1991 Enckson, 1982; Gore-Langton y Arrnstrong, 1968) 

tEsquema 3] 

Además de las hormonas esteroideas. el ovario sintetiza y secreta 

péptidos con act1v1dad hormonal como la mh1bma. el factor inh1b1dor del ovoc1to. el 

factor 1nh1b1dor de la unión de la FSH a sus r-eceptores. la hormona 1nh1b1dora de 

la lute1n1zac16n y la gonadocnn1na (GnRH ovánco) (Gore- Langton y Armstrong, 

1966) 

El crec1m1ento y la maduración de los folículos ováricos es regulado 

por gr-an cantidad de hormonas y péptidos como son: GnRH, ox1toc1na, factor de 

crecimiento epider-mal. vasopresina, corticoides. noradrenal1na. prostaglandina E 2 , 

prolactma. entre otros (Dominguez y col, 1991). 

7 
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ESQUEMA 3.- EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-GÓNADA 
(ver texto) (Modificado de Brown, 1994) 
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INTRODUCCJÓN 

Se ha demostrado que Jos estrógenos alcanzan su máxima 

concentración en la sangre antes de que ocurra la secreción fásica de la LH 

(Enckson. 1982); fenómeno que se conoce como sea-ación preovulatoria de 

estrógenos, que es el primer evento del proceso en "cascada" que culmina con Ja 

ovulación (Freeman. 1993 ). 

La secreción preovulatoria de los estrógenos es esencial para iniciar 

y mantener la respuesta de la h1pófis1s a la GnRH. la cual aumenta 

progresivamente hasta un momento dado. proceso en el que la progesterona 

actúa sinérg1camente (Enckson, 1982) 

La secreción preovulatona de estrógenos estimula la secreción 

fásica o preovulatona de la GnRH e incrementa la sens1b1hdad de la h1p6fis1s a 

esta hormona (Conn. 1993) 

En la rala, la secreción preovulatona de la FSH ocurre 

aproximadamente once horas después que la de la LH Esta d1sociac16n entre las 

dos gonadotrop1nas puede ser el resultado de los siguientes factores 

1) Que exista una hormona que estimule en forma 

especifica, la secreción de la FSH. 

2) Que los asteroides, la inhibina y otros factores alteren en 

forma diferencial la respuesta de los gonadotropos a la GnRH. 

9 



INTRQDIJCCJÓN 

3) Que la secreción de la LH, pero no la de FSH, dependa de que 

la hipófisis esté expuesta a la GnRH minuto a minuto, mientras que la secreción 

de la FSH sea iniciada por la GnRH y luego sea independiente de ella 

(Conn,1993). 

EL PAPEL DEL SISTEMA COLJNÉRGICO EN LA REGULACIÓN DE LA 

SECRECIÓN DE LAS GONADOTROPINAS. 

Desde la década de los cuarentas. Everett y colaboradores (1949), 

mostraron que el sistema cohnérg1co part1c1pa de manera estimulante, en la 

regulación de la secreción preovulatona de la LH que ocurre en el día del 

proestro, al observar que la 1nyecc1ón subcutánea de 700 mg/kg de sulfato de 

atropina, bloqueaba la ovulación esperada en la maf'iana del dia s1gu1ente 

Además, observaron que esta dosis de atropina sólo era efectiva cuando se 

administraba entre las 14.00 y 16"00 horas de este dia del c1clo. intervalo que 

denominaron "periodo critico" en la regulación de la secreción de la LH 

Se ha sugerido que la liberación fás1ca de la GnRH ocurre al 

estimular los receptores muscarin1cos, ya que al co1ncubar la hipófisis con 

fragmentos de hipotálamo. la adición de acelllcohna al medio, estimula la 

liberación de la FSH y de la LH. Efecto que es bloqueado por la atropína 

(Fiorindo y Martini, 1975; Simonovic y col., 1974) 

'º 



lNTRODIJCCIÓN 

En cambio. tos receprores nicotínicos regulan de manera 

inhibitoria la liberación preovutatoria de Ja LH, ya que ta administración 

subcutánea de nrcotina a ratas durante el .. periodo critico· def proestro, 

suspende ta hberac16n de fa LH pero no la de fa FSH. Bajo estas mismas 

condiciones experimentales, la administración de GnRH estimula la liberación de 

la LH pero no la de la FSH (Bfake, 1974). 

Tanto en POA-AHA como en la adenoh1pófis1s. la afinidad de los 

receprores muscarin1cos por la acet1lcolina varia durante el ciclo astral. siendo 

mayor en el dia del proestro (Av1ssar y col. 1981a. 1981b • Mukher1ee y COI 

1980). La estimulac1ón del sistema collnérg1co, por la adm1n1strac16n de fármacos 

coflnomimét1cos estimulan Ja d1v1s16n m1tót1ca de los gonadotropos que sintetizan 

LH (Ruiz de Galarreta y col . 1981) 

Domínguez y colaboradores (1982) mostraron que el grado de 

part1c1pac1ón del sistema collnér91co en la regulación de la secreción de Jas 

gonadotrop1nas es diferente en cada día del ciclo astral. ya que Ja dosis de 

atropina (antagonista muscarinico) necesaria para bloquear el 100ºA. de los 

animales tratados, también depende del día del ciclo astral. Asi, en el dia del 

estro se requiere de 300 mg/kg, en el diestro 1 y diestro 2, de 100 mg/kg y en el 

proestro de 700 mglkg Además, mostraron que la participación del sistema 

colinérgico no sólo depende del día del ciclo, sino de Ja hora del día. ya que la 

11 



INTROD\ICCIÓN 

administr-ación de la dosis mínima efectiva ( 1 00 mglkg) a diferentes horas de 

cada dla del ciclo astral. intenumpe la ovulación de los animales en diferente 

proporción, segUn la hora y ol día del ciclo que se considere. 

Se ha sugendo que el sistema cohné1"g1co esta involucrado en el 

contl"ol de la llbel"ación de la GnRH, ya que en estudios m v1tro . donde se incuba 

la eminencia media de l"Btas que fueron sacnflcadas en diferentes dias del ciclo 

astral, la adición de atropina. induce la hberac16n de GnRH al medio de cultivo. 

Este efecto varia du1"ante el ciclo astral. siendo mayor el efecto en el día del estro 

y menor en los dias del diestro (Koren y col. 1992) 

En cambio. en POA-AHA el sistema cohnérg1co parece iugar un 

papel estimulante en la secreción de la GnRH. el cual varia durante el ciclo 

estral y el lado afectado (1zqu1erdo o derecho de POA-AHA) (Cruz y col. 1989). 

En el día del estro, el implante de atropina en et lado dereCho de 

POA-AHA bloquea ta ovulación de todos los animales tratados, y no se afecta 

cuando el implante se coloca en el lado 1zqu1erdo. En et día del diestro 1, la 

mayoría de los animales no ovulan al colocarles el implante del lado izquiel"do o 

del lado derecho. En el dia del diestro 2, et implante del lado izquierdo bloquea 

la ovulación y no la afecta el implante del lado de1"echo. Los implantes colocados 

en el día del proestro no mod1f1caron la ovulación. 
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INTflODUCCJÓN 

La estimulación del sistema cohnérgico, por medio del implante de 

pilocarpina, del lado derecho de POA-AHA en el día del estro, no modifica la 

ovulación. en tanto que el del lado izquierdo la bloquea En los días de diestro, la 

estimulac16n unilateral del sistema cohnérg1co bloquea la ovulación en la mayoria 

de Jos animales tratados En el proestro, el implante de p1locarp1na del lado 

derecho bloquea la ovulación y no la afecta el implante del lado izquierdo 

(López, 1994) 

Es posible que esta respuesta o comportamiento asimétrico que 

tiene el sistema colrnérg1co sobre la función de las neuronas de POA-AHA. esté 

vinculado con diferencias anatómicas. morfológicas o b1oquim1cas del propio 

sistema colinérgico que se localrza en esta área. ya que se ha mostrado que la 

actividad de la enzima que sintetiza a la acet1lcohna llamada Cohno-Acetrl­

Transferasa (CAT) en el lado derecho de POA-AHA varía durante el ciclo astral y 

es signrficatrvamente diferente con respecto a la del lado opuesto. en los dias del 

estro y diestro 2 (Sánchez y col. 1994) 

La actividad funcional del sistema cohnérg1co (medida por la acti­

vidad de la CAT. por el contenido o la liberación de la ACh y par Ja densidad o la 

afinidad de sus receptores). está regulada por las hormonas estero1deas 

(Lapchak y col., 1990) La ovanectomía aumenla el número de receptores 

muscarinicos en POA-AHA. efecto que es revertido par la administración de 
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estradiol. Estos resultados llevan a sugerir que la actividad del sistema 

colinérgico de POA-AHA depende, en parte, de las concentraciones sanguíneas 

de estrógenos. De tal forma que este sistema partic1paria durante Jos primeros 

días del ciclo astral (estro. diestro-1 y diestro-2) estimulando la ovulación No 

participaría durante el proestro, ya que en la maf'lana de este día, las 

concentraciones plasmáticas de estrógenos alcanzan su máximo (Sánchez. 

1996) 

Considerando la información antes señalada, se plantea la s1gu1ente 

pregunta: ¿Existen d1ferenc1as anatómo-func1onales en POA-AHA que expliquen 

por qué el sistema cohnérg1co de esta región regula en forma asimétrica la 

secreción de las gonadotropinas y la ovulación? 

Una de las posibles 1nlerprelac1ones al respecto seria que la 

cantidad o el contenido del neurotransmisor. entre uno y otro lado de POA-AHA 

fuese diferente. 

Por lo que, en este proyeclo se dec1d1ó analizar s1 la función 

asimétrica que ejerce el sistema colinérg1co en POA-AHA sobre la ovulación, es 

consecuencia de diferencias intrínsecas del propio sistema neuromodufador. para 

lo cual se cuantificó la concentración de ACh en los lados derecho e izquierdo de 

POA-AHA durante el ciclo astral. 
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HIPÓTESIS 

Dado que la falta de ovulación al bloquear parte de los 

receptores colinérgicos en POA-AHA se correlaciona con cambios en la 

actividad de la col1no-acet1l-transferasa. entonces el contenido de ACh 

también vanará durante el ciclo astral Además, estas variaciones serán 

asimétricas y seme1antes a las observadas para la enzima. 

OBJETIVQS 

Cuantificar la concentración de ACh en los lados derecho e izquierdo 

de POA-AHA en diferentes horas del ciclo astral. 

Correlacionar los resultados obtenidos del contenido de ACh con los 

efectos del bloqueo o la estimulación de los receptores muscarínicos y Ja 

falta de ovulación. 



MA·r..:HIAl .. Y.S y MlTooos 

1 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa CllZ-V (190-230 g), 

mantenidas en condiciones controJadas de iluminación (Juces encendidas de 

os·oo a 19·00 horas). con Jibre acceso aJ alimento y al agua. 

Los animales se mantuvieron en grupos de seis por ca1a y se les 

reahzó el estudio del ciclo estraJ por la toma diaria de frotis vaginales Sólo se 

utilizaron aquellos animales que presentaron dos ciclos consecuuvos de cuatro 

días de duración. 

Procedimiento de autopsia 

Todos los animales fueron sacrificados por decapitación a las 13·00 

hrs de los días del estro. diestro-1 y diestro-2. y a las 9.00, 13:00 y 17:00 horas 

del día del proestro. Inmediatamente después de la decapitación, se extra10 el 

cerebro y se colocó en un horno de microondas, para ser e)(puesto a 6kW/4seg, 

con la finalidad de inhibir a la AChE (enzima de degradación de la ACh). 

Posteriormente, el cerebro se sumergió en una solución fría de 

fosfatos (0.02 M, pH 5.3) durante cinco minutos aproximadamente. y después se 

colocó en posición ventral sobre una cama fría (lámina de acero inoxidable con 

papel filtro, bajo la cual se colocó hielo seco), para disecar el fado derecho e 
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MAT!!KIAl~Y..S Y MítTODOS 

ízquierdo de POA-AHA por la técnica propuesta por Palkov1tz (1973) El 

procedimiento consistió de los siguientes pasos 

Con la ayuda de un sistema de navaias colocadas a una distancia 

que asegura un corte coronal del ancho de POA-AHA (según coordenadas de 

KOn1g y Klippel, 1963), se obtuvo el área de estudio, la cual se separó en sus 

porciones derecha e izquierda. con un sacabocado de 1 mm de diámetro 

El tejido se guardó en nitrógeno liquido durante aproximadamente 

1 5 minutos, para neutralizar cualquier remanente de la enzima AChE que no 

hubiese sido bloqueada por la irradiación con microondas 

Procesamiento del tendo fresco para la cuantific1ac1ón de ACh 

El tejido se pesó en una balanza analítica con prec1s1ón de O 1 rng. 

se homogeneizó en un m1hlttro de solución de fosfato de sodio al 0.02M, pH 5.3, 

y se centrifugó a 15000 rpm durante 15 minutos a -4" C El sobrenadante se 

colectó y se filtró en una membrana Milhpore con poro de 0.45 µm. el filtrado 

obtenido se mantuvo en un tubo eppendorf en frío. 
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Cuantificación de ACh 

La cuantificación de ACh se realizó por la técnica de Cromatografía 

Líquida de Alta Resolución (HPLC, por sus siglas en inglés: High Pressure Ltqu1d 

Chromatography)· método que permite separar y distribuir los componentes de 

una mezcla, en dos fases (una estacionaria y otra móvil} (McNam. 1991. Yost y 

col. 1980). 

Se utilizó un equipo (Perkin-Elmer) const1tu1do por una bomba 

isocrática d1g1tal. un graf1cador, un inyector con una capacidad de 20 µI de 

muestra y un detector electroquirn1co BAS LC--44 (a¡ustado a 10 nA) [Esquema 

4). 

El detector electroquímico estaba equipado con un electrodo de 

platino (electrodo de trabajo potencial de ox1dac16n =+ 0.5 V) y un electrodo de 

referencia de Ag/AgCI 

El sistema do columnas empleado estaba constituido por una 

columna pollménca que se ensambla a un reactor enzimático del mismo material 

que la columna. La función de este sistema fué la de separar a la ACh de su 

metabólito colina (Ch). AJ pasar la muestra por el reactor enzimático, se llevó a 

cabo una catálisis enzimática que conv1rt1ó a los compuestos (ACh y Ch) en 

peróxido de hidrógeno (H 2 0 2 ) y betaina. El H 7 0 2 es un compuesto que se oxida 

fácilmente así que este fue detectado rápidamente por el electrodo de platino. 
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ESQUEMA 4 - EQUIPO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE AL TA RESOLUCIÓN (Tomado del 

calal<>Qo BAS. 1994) 

ELECTROOUIMICO, 

5.- IMPRESORA 

COMPONENTES 1 - BOMBA rsocRA TICA, 2_- DETECTOR 

3 - RECPETACULO PARA FASE MÓVIL. 4.- INTEGRADOR. 
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Mt•,(fERIAI t:S y METODOS 

La fase móvil utilizada contenía tnsbase (O.OS M), fosfato de socho 

(O.OS M) y como agente antibactenano, reactivo de Kathon El pH de la fase 

móvil fue ajustado a é_s con hidróxido de sod_io concentrado. 

Los estándares utilizados se prepararon a partir de dos soluciones 

stock. una de ACh (2.00 mM) y otra de Ch ( 2.00 mM). empleándose ácido 

acético glacial (2.00 mM) corno diluyente 

De cada una de estas soluciones stock se tomaron 0.05 mi y se 

diluyeron en 1 O mi Por Ull1mo. de ésta segunda solución se tomaron 50µ1 para 

ser diluidos en 1 mi (2500 nM). esta soluc16n fué la empleada como estándar. La 

sensibilidad del método estuvo por encima de Jos fentomoles (fM) 

Después de que el equipo fue estab1hzado. la muestra filtrada se 

inyectó al detector e1ectroquim1co Los datos obtenidos se cons1derarón como la 

cantidad de ACh POA-AHA (nM de ACh). la concentración del 

neurotransmisor se obtuvo al considerar esa cantidad por gramo de tejido (nM I 

g de tejido) 

Anál1s1s estadístico 

Los resultados obtenidos del contenido de ACh en los diferentes 

días del ciclo astral se analizaron por medio de una ANDEVA, seguida de la 

prueba de tukey. Para los casos en que se comparó el contenido de ACh entre el 

lado derecho e izquierdo de POA-AHA. se utilizó la prueba de t de Student. Se 

aceptaron como válidas aquellas diferencias menores o iguales al 5º'°'· 
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RESULTADOS 

Concentración de A Ch en POA-AHA durante el ciclo estral. 

La concentración de ACh en POA-AHA varió durante el ciclo astral: los 

valores más altos se observaron en el dia del Diestro-1 y los mínimos en el 

diestro-2 (Tabla 1 ). 

Tabla l. l'vfedia ±e.e.rn. de la concentración de ACh en POA-AllA 
a las 13:00 h. de cada día del ciclo estral de la rata adulta. 

• p<O 05 vs los otros dias del ciclo, .a. p<O 01 vs el procstro 
( ANDEVA seguida de la prueba de Tukey ) 
0 concentraoones por debaJo de la sens1b1hdad del metodo 
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RY.SULTADOS 

Co11ce11tración de A Ch en los lados derecho e iz<1uierdo de POA­

AIIA durante el ciclo estraL 

En ambos lados de POA-AHA, la concentración de ACh varió durante el 

ciclo astral En el lado izquierdo de POA-AHA la concentración de ACh fue 

menor que en el derecho, siendo s1gn1ficatrva esra diferenCJa en los dia del 

d1estro-1 y del proestro ( Tabla 2 y Fig 1) 

Tabla 2. Media ±e.e.rn. de las concentraciones (m\I/g de tejido) de 
A Ch en los lados derecho e i=quierdo de 

POA-Af!A durante el ciclo estral a las 13:00 h. 

• p< O.OS vs los otros dias del ciclo 
~ concentraciones por deba¡o de la sens1b1hdad del método 
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Fig. I.- Diferencias en la concentraciótr de AClr en los lados 
derecho e izqllierdo tle POA-AHA tlllrante el ciclo estral a las 

13:00 ,,_ 
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• p<0.05 vs lado izquierdo de POA-AllA (prueba t de Student) 
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Concentración de A Cll en POA-AFIA a diferentes /toras del día 
del proestro. 

Durante el dia del proestro, no se observaron diferencias 

significativas en la concentración de ACh en ambos lados de POA-AHA (Tabla 

3). 

Tabla 3 Media ±e.e.m. de la concentración de ACh en POA-AllA 
durante el día del proestro. 

ANOEVA seguida de la prueba de Tukey 



BESUl "[ADOS 

Concentración de ACJr en el lacio derecho e izquierdo de POA­
AHA a diferentes /roras del día del proestro. 

Cuando se anahzó la concentrac16n de ACh en el día del proestro 

en función del lado de POA-AHA. observamos qua tanto en el lado izquierdo 

como en el derecho, ésta varia a lo largo del dia (Tabla 4). En el lado izquierdo, 

la máxima concentración de ACh se observó a las 09 00 y la mínima a las 17:00 

h. En tanto que en el lado der-echo. ta mayor concentración del neurotransmisor 

se observó a las 13:00 h 

Tabla./. Jl,fedia ± e.e.rn. de la concentración de A Ch (n!vflg tejido) 
en los lados derecho e i=quierdo de POA-AllA a diferentes horas 

del proestro. 

• p<0.05 vs 09 00 h (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey) 

Así que. a las 09 00 h del día del proestro. el lado 1zqu1erdo de 

POA-AHA tuvo mas ACh que el lado derecho~ a las 13.00, la mayor 

concentración se observó en el lado derecho, y a las 17:00 h la concentración 

del neurotransmisor fue semejante en uno y otro lado de POA-AHA (Fig 2). 
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Fig. 2.- Diferencias en la concentració,, de A Clt en los lados 

derecllo e izquierdo de POA-AIIA durante el dla del proestro 
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• p<O. OS vs lado izquieTdo de POA-,flIA (Pruebo t de Student) 
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DISCUSION 

DISCU$10N 

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan la hipótesis de que 

la actividad del sistema cohnérg1co aferente a POA-AHA varia durante el ocio 

astral y es diferente entre sus lados izquierdo y derecho 

As1m1smo. se correlacionan con los resultados obtenidos por 

Dominguez y col (1982) en cuanto a los efectos de la adm1nistrac1ón subcutánea 

de sulfato de atropina (antagonista collnérg1co) sobro la ovulación de la rata 

adulta 

S1 analizamos los resultados obtenidos en este estudio acerca de la 

concentración de ACh en POA-AHA a lo largo del ciclo estral, y los observados 

poi" otros 1nvest1gadores (Dorninguez y col. 1982. Cruz y col .1989. 1990, 1992, 

López. 1994. Sánchez y col. 1994. Sánchez. 1996) podemos plantear los 

siguientes modelos acerca del comportam1ento del sistema co1tnérg1co de POA­

AHA vinculado con los mecanismos neuroendócrinos que regulan la ovulación 

en la rata adulta. durante el ciclo astral 

1.- COl\1PORTA!'i-11t:1'tTO DEL SISTEf\.1A COLINt=.:RGICO AFERENTE A 

POA-AllA A LAS 13:00 llOR.A.S DE CADA DÍA DEL CICLO ESTRAL 

1-1 DlESTR0-1 (MODELO 1) 

En el día del diestro-1. las aferencias colinél"gicas vinculadas con 

los mecanismos neuroendócrinos que culminan con la ovulación. parecedan 

estar "estáticos". ya que tanto la inh1b1c1ón de los receptores muscarinicos (Cruz 
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y col, 1989) como su ostirnulación (López, 1994) provocan el bloqueo de la 

ovulación. Estos resultados llevan a sugerir que el sistema cohnérg1co no estada 

regulado por otros sistemas de neurornodulac16n 

En este día la concentración de ACh en POA-AHA es la máxima 

detectada durante el ciclo estral Sin embargo, la act1v1dad de la CAT (Sánchez y 

col., 1994) os baJa, por lo que podemos pensar que ol nourotransm1sor que se va 

sintetizando. estaria siendo almacenando y quizá estaria siendo liberado 

lentamente. Al respecto, Cruz y col . ( 1 990) mostraron que la actividad de la 

enzima AChE disminuye progresivamente desdo el dia del estro al proestro 

Por otra parte. Sánchez (1996) observó que la máxima capacidad 

de unión (Bma.) de la [ 3 H)-n-rnetilescopolam1na (agonista cohnérg1co) en 

membranas de POA-AHA se observa en el día del estro. mientras que la mínima 

ocurre en el proestro 

El modelo planteado para este dia del ciclo estaría apoyado por los 

resultados obtenidos por Dominguez y col. (1982), quienes mostraron que se 

requiere de sólo 100 mg/kg peso de sulfato de atropina para bloquear la 

ovulación de todos los animales tratados 
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MODELO 1.-
SINÁPSIS COLINÉRGICA 
EN POA-AHA A LAS 
13:00 h. Diestro-1 

CAT 
AChE 
!Hnax 
Kd 
A Ch • 

CANTIDAD 
57.9 nM/mg proteína/ h-1 
12.6 nM/mg te;do 
6.6 nMlmg proteína 
1.69 nM 
2-700 nM 

Bloqueo de la ovulación en el 100'4 de los anima-
les: 100 mglkg de sulfato de atropila. 
(Datos tomados dt Oomingutz y col.,1982; Cruz y col, 1990; 
Sinchn y col, 1!1!M,1996y lo> obttridos tn tstt tnl>ojo). 

PIS 

T 

29 



DI SI 

1.2 .- DIESTR0-2 (MODELO 2) 

En el dia del diestro-2. la actividad del sistema colinérgico 

parecería estar '"apagado 6 inactivo'", ya que· 

1) la concentración de ACh es casi nula (concentraciones por 

debajo de la sens1biltdad del método utilizado). 

2) la actividad de la CAT es la más baJa observada durante el ciclo 

astral (Sánchez y col., 1994), 

3) tanto la actividad do la AChE (Cruz y col .. 1990) como la B.._. de 

la ( 3 H]-n-metilescopolamina (Sánchez. 1 996). presentan valores más baJOS que 

los observados en el día del diestro 1 

4) se requiere inyectar la dosis minirna efectiva para bloquear la 

ovulación en el 1 00'%~ de los animales tratados con sulfato de atropina 

(Dominguez y col. (1962). 
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MODELO 2.-
SINÁPSIS COLINÉRGICA 
EN POA-AHA A LAS 
13:00 h. Diestro- 2 

CANTIDAD 
CAT ~ 49.0nM'mg proteína/ h·1 
AChE 11.1nf1Jmg tejdo 
B-max ~ 5.8 nli\'mg proteína 
Kd 1.08rlil 
ACh indetectable 
Bloqueo de la ovulación en el 100% de los anima· 
les: 100 mg1tg de sulfato de atropina. 
(Dll .. lomados de Dominguezy ool, 1982; Cruz yool, 1990; 
Sin<hez y ool, 19!M,1996 y los obteridos en oste trabajo). 
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J.3.- PROESTRO (MODELO 3) 

Segün Domínguez y col (1982), en el día del proeslro. el stslema 

colinérgico parecería participar de forma muy importante en Ja regulación de los 

mecanismos neuroendócnnos que regulan Ja ovulación. ya que necesitaron 

inyectar 700 mg/kg peso de sulfato de atropina para bloquear la ovulac1ón. 

Nuestros resultados apoYan esla idea 

En este dia del ciclo Ja acllvtdad de la CAT es alla, lo que se refle1a en una 

mayor concentrac16n de ACh (respecto al día anterior). la cual no estaría siendo 

liberada de forma activa. ya que tanto la actividad de la enzima de degradación 

(Cruz y col. 1990) como la Bm.&.11 de la ( 3 HJ-n-met1lescopolam1na (Sánchez, 1996) 

son fas más bajas detectadas dur-ante el ciclo astral. 

Luego entonces, surge la pregunta : ¿Por qué se requiere de una dosis tan 

alta de sulfalo de atropina para bloquear la ovulacrón? La respuesta se apoyaría 

en el hecho de que esos pocos receptores tuviesen una afinidad muy alta para el 

neurotransmisor. Se ha mostrado que la constante de d1soc1ac16n de Jos 

receptores muscarinicos en POA-AHA es muy baJa (Sánchez. 1996). ro que 

significaría que la constante de afunidad de dichos receplores sería muy alta. 
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MODEL03.-
SINÁPSIS COLINÉRGICA 
EN POA-AHA A LAS 
13:00 h. Proestro 

CANTIDAD 
CAT ~ 61.0nM/mgproteina/h-1 
AChE 10.3 nM/mg t9'do 
lknax ,_. 2. 1 rlo\'mg proteína 
Kd 0.46 nN 
ACh • 1.078 nM 
Bloqueo de la ovulación en el 100% de los anima­
les: 700 mg'kg de sulfato de atropina. 
(Dllottomados de Dorninguny col,1982; Cruz y col, 1990; 
Sine hez y col, 1994,1996 y los obteridos en este lrlbajol . 

DJSCUSION 
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1.4.- ESTRO (MODELO 4) 

En este día del ciclo, el sistema colinérgico de POA-AHA parecería 

estar muy activo, ya que la actividad de la CAT es la más alta respecto a los otros 

días del ciclo Sánchez y col, 1994). Sin embargo, la concentración del 

neurotransmisor es relativamente baja 

Estos hechos nos llevan a sugerir que la ACh que se sintetizaría. se 

liberaría y se degradaría rápidamente. por tanto, la que se cuant1f1ca. es la que 

aún se encuentra en las vés1culas de las terminales colinérg1cas Este modelo. 

respondería al hecho de cuant1f1car poca ACh respecto al día del diestro 1 

Otros resultados que apoyan nuestro modelo son los s1gu1entes 

1) tanto la actividad de la AChE (Cruz y col., 1990) como la e ...... de la 

[
3 HJ-n-metilescopolamina (Sánchez. 1996) son las más altas durante el ciclo 

astral. 

2). la constante de d1soc1ac16n de los receptores muscarinrcos en POA­

AHA es muy elevada (Sánchez, 1996), Jo que sugiere que la afinidad de dichos 

receptores seria considerable, lo que nos ayudaria a exphcar ta necesidad de 

inyectar 300 mg/kg peso de sulfato de atropina para bloquear la ovulación 

(Dominguez y col., 1962). 



MODEL04.-
SINÁPSIS COLINÉRGICA 
EN POA-AHA A LAS 
13:00 h. Estro 

CANTIDAD 
CA T az;> 76.3 nWmg proeeira' h-1 
AChE 1l9n!Wmgtljdo 
lknax aill 8.0 rM'rng proCeina 
Kd 1.99rM 
ACh • D.409 nM 
Bloqueo de la ovulación en 1110()0¡ de los anima­
les: 300 f119\g de sdlalo de alropina. 
(D11111-.c1o Dolningutzycal,19112; Cruz y col, 1990; 
SWhozycol, 1 .. ,1996ylos<*ltrillosen-tn1Jajo). 

DI 
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2.- AS/1'-IETRIA DEI. SISTEA-IA COl.INER<iJCO EN l"OA-AlfA DURANTE El­

CICLO ESTRAI_ 

Durante el día del proestro. la concentración de acetilcolina en 

POA-AHA parece co1nc1drr con el .. par-iodo crítico"" (14:00 a 16 00 h) en la 

secreción fás1ca de las gonadotrop1nas propuesto por- Ever-ett y col. (1949) A las 

13:00 h la concentración de ACh en POA-AHA es máxima, y d1sm1nuye en el 

momento de la secr-ecrón preovulatona de la LH (es decir-, a las 17.00 h 

(Dominguez-González y col. 1996)) Estos resultados nos llevan a corroborar- la 

idea que el sistema col1nérgico de POA-AHA tendría un papel estimulante en los 

mecanismos neur-oendócrinos que culminan con la ovulación, de tal forma que el 

bloqueo del mismo entre las 14 00 y 16 00 horas detiene estos mecanismos. Los 

resultados obtenidos en la presente tesis son semejantes a los previamente 

observados por Egozi y col (1966) 

Our-ante la ma"ª"ª y la tarde del dia del proestro, la participación del 

sistema colinérgico en la regulación de los mecanismos neuroendócrinos que 

culminan con la ovulación parece ser asimétnca y consecutiva: pnmero parece 

ser más activo el lado izquierdo de POA-AHA (09:00 h) y después el derecho 

(13;00 h). Pasado el "'periodo crítico", la concentración de ACh es semejante en 

ambos lados de POA-AHA (Fig. 3). 



,. 

F('lt 3.· A..--.cuic:Ain de Jus CJITnbla• en i. et>nerntnac~ Je .ACh en d i..Jv izqu~ y tkrrcho 
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pr'C?f(~crv11M .. tr4.J • d1ír.rente,, haraJ del d,.. ~~ro. 
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DISCUSION 

Tomando en consideración estos resultados. podemos sugerir que 

en el día del proestro. la act1v1dad col1nérg1ca de POA-AHA vinculada con los 

procesos neuroendócnnos que f1nahzan en la ovulación. seria una de las 

seriales escenciales en la secreción de la GnRH y las gonadotrop1nas. 



CONQ USION"f;S 

CONCLUSIONES 

La concentrac1ón de ACh en el área preóptica-hipotalámica anterior varia 

durante el ciclo estral y es diferente entre el lado 1zqu1erdo y derecho. 

La actividad neural de las aferenc1as collnérgicas de POA-AHA es 

asimétnca y varia durante el ciclo astral 
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