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RESUMEN

RESUMEN

Everett vy colaboradores (1949) dicron la pnmera evidencia de que el sistema
colinérgico esta involucrado cn la regulacion de la secrecion de las Hr v la 1 La
forma de participacion de este sistema es distinta en cada dia del ciclo estral v a diferentes horas det
dia {Domingucz y col , 19¥81) Adcmas, a la fecha b quc la par n de los
muscarimicos que se localizan en el area preopuca © hipotalanuca antenior (POA-AHA) en la

de los os neuroendocnnos que cul en la ovulacion, es asimétnca (Cruz »
col.. 1989, 1992) Los resultados de la activadad colinérgica de POA-AHA. por medio de la
cuantificacion de la achivadad de la Colino-Acctil-Transferasa (CAT  cnzima que  sintetiza
acetleohna). de la enzima Acctul-colino-esterasa (AChE  enzuna que degrada al ocurotransnusot),
asi come la cantidad de receptores i accttlcolina (Sanchez v col . 1993, Cruz v col . 1990, Sanches.
1996). llcva a pensar que ¢ propo sistema colinenueo funciona de forma asimetnica, » que dicha
funcion cambia durante ¢l ciclo estral

Con la finabdad de aiadir mas datos que apoyen la hipotesss de que la acusadad del
sistema colinérgico de POA-ALIA. relacionada con los procesos neuroendocrinos que culminan con
lIa ovulacion o5 asimdétnca » vana durante ¢l ciclo estral, se decidio cuantificar ¢l conterndo de
acctilcolina (ACh) cn los lados derecho ¢ wzquicrda de POA-ALIA a o larpo det ciclo estral

La concentiacion de ACh (nMg tepdoy en POA-AHA vano durante of ciclo estral.
los valores mas altos sc obscrvaron e¢n cb dia del Diestro-§ (2 700 + 0 335) v los mumimos en el dia
del Diestio-2 (indetectables)  Ademas, ia concentracion de ACh en uno v otro lado de POA-AHAL
cs asimétnca en los dias del Diestro-1 v del Proestro Es ambos dias. ¢l lado derecho tienc una
concentracion mayor de ACh que cl izquicrdoyDigstro-t _1 772+ 0279 vs 0929 3 (132,
Procstro 0.751 + 0 179 2K + .0 0SE pr.0.05))

Durante ¢f proestro. dia del aiclo estral en el que ocurte la scerecion fasica de
estradiol y de las gonadotropinas, la concentracian de ACh varnia entre las 09 00, 13 00 v 17 00
horas: pcrmancee alta  on las dos pnimcras horas y cac a las 17 00 En estc momento del dia, la
concentracion de ACh cn uno y otro lado de POA-AMA es simatar (0260 =+ 0053 vs 0393 ¢
0.138). En cambio, a las 09 00 h hay mas ACh del 1ado 1zquicrdo de POA-AHA (0633 2 0155
vs. 0350 = 0.073, p<0.05), comportanuento que se mvicrte a las 13 00 h (0 328 » 0 058 vs
0.751 £ 0.179, p<0.05)

Los resultados de este estudio nos Hevan concluar que a concentracion de ACh cn
POA-AHA cs asimétnca y cambia durante el ciclo estral, hechos que apoyan ia hipotests dc que la
;\:uv:dad ncural dc las aferencias colinérgicas dx. POA-AHA quc repulan Ia secrccion de las

P y la ovulacion es étrica v varia di cl eiclo estral
(onsndumndo los resultados obtemidos hasta 1a fecha, en cste trabajo se planicaréon
diferenics delos sobre cl del colinérgico de POA-AHA cn cada dia del

ciclo estral, asi como para ¢l dia dcl procstro a diferentes horas del dia
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INTRODUCCION

La ovulacion es la culminacion de una sene de evenl!os neurcendocrinos

en los que participan de manera sincrénica tres estructuras: el hipotalamo, 1a hipofisis y

tos ovanos.
En el hipotalamo, especificamente en el area predptica e hipotalamica

amenor (POA-AHA) se localizan las neuronas (GnRHérgicas) que sintetizan el

decapéptida denarminado hormona estimulante de la liberacion de ias gonadotropinas

(GNRH. de sus siglas en wmglés: Gonadotropin Releasing Hormone), el cual es

responsable de la secrecidn fasica de las dos gonadotropinas que regulan la ovulacon
(Conn, 1993)

Las neuronas GnRMHérgicas se encuentran en diferentes areas del

sistema nervioso central como redes extensas y difusas La red mas importante, por su

participacion directa en la regulacidén de la secrecion de las gonadotropinas, esta

constituida por neuronas que forman un continuo desde la banda diagonal de Broca

hasta el area septal (gue incluye el nucleo septal triangular y medial), el nucleo de la
estria terminal y las areas diencefalicas que abarca al nucleo penventncular, las areas
predptica medial y lateral, al area hipotalAmica anterior y la zona retroquiasmatca

También forman parte de este contnuo, grupos de neuronas GnRHérgicas del

hipotalarno lateral y del nuclieo supraoptico
Las neuronas GnRHergicas proyectan sus fibras hacia la eminencia
media por la ruta septo-predptica-infundibular y la del haz terminal septo-predptico

(Silverman, 1988) [Esquema 1]).
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Esquema 1.- Localizacion de las neuronas GnRHérgicas y sus
principales proyecciones . Corte longitudinal del cerebro de cobaya
Simbolo geometrico. neurona GnRHérgica

Flechas: direccion de las fibras

Asterisco: terminales nerviosas

AC: comisura anterior; an; nucleo arcuato; db: banda diagonal de broca
fr. fasciculo retrofilexo, ipn: nucleo  interpendicular; mb.cuerpos
mamilares; me: eminencia media; mhn: habénula medial, npoa: area
pretptica medial, msn: septo medial; OC: quiasma Optico; ovit: 6rg
vasc. de 1a lamina terminal, pacn: area tegmental ventral, Ill N: nervio
oculomotor (Modificado de Silverman, 1988).
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La sintesis y la liberacion de la GnRH esta modulada por:

Hormonas esteroides (estradiol, progesterona)

Aminodcidos (acido glutamico, acido gama amino butirico o GABA)
indotaminas (serotornina, melatonina)

= Acetilcolina

Catecolaminas (noradrenalina. dopamina, adrenalina)
- Péptidos:

substancia P, el péptido intestinal vasoactivo VIP, el neuropéptido

Y, la angiotensina Il, encefalinas, opioides, el neuropéptido K, entre otros
(Crowley y Kalra, 1989, Conn, 1993)

Las neuronas GnRHeérgicas no tienen receptores nucleares a

estrogenos (Shivers y col ,1983); hecho que permite sugerir que los estrogenos
no actuan directamente sobre las neuronas GnRHeérgicas, sino que estimulan 1a
secreciéon fasica de la GnRH al actuar en otro tipo de neuronas, que hacen
sindpsis con la neurona GnRHeérgica y afectan su actividad (Silverman,

1988)
(Esquema 2].
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ESQUEMA 2.- Posibles nteracciones neurales por medio de las cuales los
neurotransmisores podrian regular la liberacion de la GnRH y las gonadotropinas.
{(Modificado de Brown, 1994)
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Después de que la GnRH es sintetizada en el hipotalamo y es

liberada al sistema adeno-porta-hipofisiario, llega a la adenohipdfisis donde

estimula la secrecion fasica de la hormona luteinizante (LH, de sus siglas en
inglés Luteinizing Hormone) y en menor proporcion la de la hormona estimulante
de los foliculos (FSH: de sus siglas en inglés: Follicular Stimulating Hormone) por
los gonadotropos (Conn, 1993)

La secrecion fasica o preovulatoria de dichas gonadotropinas es el
resuitado de dos eventos gue ocurren simultaneamente:

1) Aumento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos
de secrecién de las neuronas GnRHérgicas, [0 que provoca que aumente la
concentracidon de la GnRH en la sangre de!l sistema portai

2) Efecto de imprimacion (impresion) de la GnRH: que
es el aumento progresivo de la sensibilidad de los gonadotropos a dicha hormona
(Conn, 1993).

La FSH y la LH son transportadas por el torrente sanguineo hacia
el ovario. La unidad anatomo-funcional de la génada son los foliculos. A partir de

los cuales se originan sus tres compartimientos: el fohcular, el luteal y el

intersticial.
En el foliculo del ovario se secretan 17-estradiol y estrona, en

proporciones que varian durante el ciclo estral. En la sintesis de los estrégenos

participan principalmente dos tipos de céluilas foliculares y dos hormonas:
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1) las células de la teca interna, sobre las que la LH regula la
sintesis de los estrogenos al esttimular ia produccién de androgenos a partir del
colesterol y, al regular la actividad de la enzima aromatasa en las células de ias
granulosa, y

2) las ceélulas de la granulosa, en las que la FSH estimula la
aromatizacion de los andrégenos a estrogenos al actuar sobre ia actividad de 1a
enzima aromatasa (la cual también es regulada por la LH) ( Conn,1993;
Dominguez y col, 1991, Enckson, 1982, Gore-Langton y Armstrong, 1988)
{Esquema 3]

Ademas de las hormonas esteroideas, el ovario sintetiza y secreta
péptidos con actividad hormonal como 1a inhibina, el factor inhubidor del ovocito, el
factor inhibidor de la unidn de ta FSH a sus receptores, |Ia hormona inhibidora de
la luteinizacidén y la gonadocrimina (GNRH ovarico) (Gore- Langton y Armstrong,
1988)

El crecimiento y 1a maduracidn de los foliculos ovaricos es regulado
por gran cantidad de hormonas y péptidos como son: GnRH, oxitocina, factor de
crecimiento epidermal. vasopresina, corticoides. noradrenalina, prostaglandina Ea,

prolactina, entre otros (Dominguez y col, 1991).
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ESQUEMA 3.- EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA
( ver texto) (Modificado de Brown, 1994)
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Se ha demostrado que los estrégenos alcanzan su maxima
concentracion en la sangre antes de que ocurra la secrecion fasica de la LH
(Erickson, 1982); fendmeno que se conoce como secrecidn preowvulatoria de
estrogenos, que es el primer evento del proceso en "cascada” que culmina con la
ovulacion (Freeman, 1993 ).

La secrecion preovulatoria de los estrégenos es esencial para iniciar
y mantener la respuesta de la hipdfisis a la GnRH, la cual aumenta
progresivamente hasta un momento dado, proceso en el que la progesterona
actua sinérgicamente (Erickson, 1982)

La secrecion preovulatornia de estrégenos estimula la secrecion
fasica o preovulatoria de la GNRH e incrementa la sensibilidad de [a hipdfisis a
esta hormona (Conn, 1993)

En la rata, la secrecidn preovulatoria de la FSH ocurre
aproximadamente once horas después que la de la LH. Esta disociacton entre las
dos gonadotropinas puede ser el resultado de los siguientas factores

1) Que exista una hormona que estimule en forma
especifica, la secrecién de la FSH.
2) Que los esteroides, la inhibina y otros factores alteren en

forma diferencial la respuesta de los gonadotropos a la GnRH.




3) Que la secrecidn de la LH, pero no la de FSH, dependa de que
ta hipdfisis esté expuesta a la GnRH minuto a minuto, mientras que la secrecion
de la FSH sea iniciada por la GnRH y tuego sea independiente de efla

{Conn,1993).

El. PAPEL DEL SISTEMA COLINERGICO EN LA REGULACION DE LA
SECRECION DE LAS GONADOTROPINAS.

Desde la década de los cuarentas, Everett y colaboradores (13849),
mostraron que el sistema colinérgico participa de manera estimulante, en la
regutacion de la secrecidén precovulatoria de la LH que ocurre en el dia del
proestro, al observar que la inyeccion subcutanea de 700 mg/kg de sulfato de
atropina, bloqueaba la ovulacidon esperada en la mafana del dia siguiente
Ademas, observaron que esta dosis de atropina solo era efectiva cuando se
administraba entre las 14:00 y 16 00 horas de este dia del ciclo, intervalo que
denominaron “periodo critico” en la regulacién de la secrecion de ta LH

Se ha sugerido que la iberacién fasica de la GnRH ocurre al
estimular los receptores muscarinicos, ya que al coincubar ta hipofisis con
fragmentos de hipotalamo, ta adicién de acetilcolina al medio, estimula la
liberacién de la FSH y de la LH. Efecto que es bloqueado por la atropina

(Fiorindo y Martini,1975; Simonovic y col., 1974).
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En cambio, los receptores nicotinicos regulan de manera
inhibitoria la liberacidn preovulatoria de la LLH, ya que la administracion
subcutanea de nicotina a ratas durante el “periodo critico® del proestro,

suspende la liberacion de la LH pero no la de la FSH. Bajo estas mismas

condiciones experimentales, la administracion de GnRH estimula la liberacién de

ia LH pero no la de la FSH (Blake, 1974).
Tanto en POA-AHA como en la adenohipdfisis, la afinidad de Jjos

receplores muscarinicos por la aceticolina varia durante el ciclo estral, siendo
mayor en el dia del proestro (Avissar y col., 1981a, 1981b ;| Mukherjee y cal.

1980). La estimulacidn del sistema colinérgico, por la administracion de farmacos

cohinomiméticos esbimulan la division mitdtica de los gonadotropos que sintetizan

LH (Ruiz de Galarreta y col ,1981)

Dominguez y colaboradores (1982) mostraron que el grado de

participacién del sistema colinérgico en la regulacidn de la secrecion de Jjas
ya que la dosis de

gonadotropinas es diferente en cada dia del ciclo estral,
el 100% de los

(antagonista muscarinico) neceasaria para bloquear

atropina
Asi, en el dia dei

animales tratados, también depende del! dia de! ciclo estral.

estro se requiere de 300 mg/kg; en el diestro 1 y diestro 2, de 100 mg/kg y en el
proestro de 700 mg/kg. Ademas, mostraron que la participacién del sistema

colinérgico no séio depende del dia del ciclo, sino de la hora del dia, ya que la
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administracién de la dosis minima efectiva (100 mg/kg) a diferentes horas de

cada dia del ciclo estral, interrumpe la ovulacion de los animales en diferente

proporcion, segun la hora y e! dia del ciclo que se considere.

Se ha sugerndo que el sistema colinérgico esta involucrado en el
control de la liberacion de la GnRH, ya que en estudhos 11 vifro . donde se incuba

la eminencia media de ratas que fueron sacrificadas en diferentes dias del ciclo

estral, la adicidn de atropina, induce la hberacion de GNRH al medio de cuitivo.

Este efecto varia durante el ciclo estral, siendo mayor el efecto en el dia del estro

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

En cambio, en POA-AHA el sistema colinérgico parece jugar un
papel estimulante en la secrecidn de la GnRH, el cual varia durante el ciclo

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

En el dia del estro, el implante de atropina en el 1ado derecho de

POA-AHA bloquea la ovulacion de todos los arumales tratados, y no se afecta
cuando el implante se coloca en el lado 1zquierdo. En el dia del diestro 1, 1a
mayoria de los animales no ovulan al colocarles el implante de!l lado izquierdo o

del lado derecho. En el dia del diestro 2, el /mplante del lado izquierdo bloquea

la ovulacion y no la afecta el implante del lado derecho. Los implantes colocados

en e\ dia del proestro no modificaron la ovulacién.
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La estimulacidn del sistema colinérgico, por medio del implante de
pilocarpina, detl lado derecho de POA-AHA en el dia del estro, no modifica Ia
ovulacién, en tanto que el del lado izquierdo la bloquea En los dias de diestro, la
estimulaciéon unilateral del sistema colinérgico bloquea la ovulacién en la mayoria
proestro, el implante de pilocarpina del lado

de los animales tratados En el

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

(Lopez,1994)
Es posible que esta respuesta o comportamiento asimeétrico que
tiene el sistema colinérgico sobre la funcion de las neuronas de POA-AHA, esté

vinculado con diferencias anatoémicas, morfolégicas o bioquimicas del propio

sistema colinérgico que se locahza en esta area, ya que se ha mostrado que [a

actividad de la enzima que sintetiza a la aceticolna llamada Colino-Aceti-

Transferasa (CAT) en el lado derecho de POA-AHA varia durante el ciclo estral y
es significativamente diferente con respecto a la del lado opuesto, en los dias del
estro y diestro 2 (Sanchez y col., 1994)

La actividad funcional del sistema cohnérgico (medida por la acti-
vidad de la CAT, por el contenido o la liberacion de la ACh y por la densidad o la
afinidad de sus receptores), esta regulada por las hormonas esteroideas
numero de receptores

{Lapchak y col., 1990) La ovarnectomia aumenta el

muscarinicos en POA-AHA, efecto que es revertido por la administracion de
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estradiol. Estos resuitados llevan a sugerir que la actividad del sistema
colinérgico de POA-AHA depende, en parte, de las concenlraciones sanguineas
de estrégenos. De tal forma que este sistema participaria durante los primeros
dias del ciclo estral (estro, diestro-1 y diestro-2) estimulando la ovulacidon No
participaria durante el proestro, ya que en ia mafhana de este dia, las
concentraciones plasmalicas de estrogenos alcanzan su maximo (Sanchez,
1996).

Considerando la informacidn antes sefialada, se plantea la siguiente
pregunta: ¢ Existen diferencias anatomo-funcionales en POA-AHA que exphquen
por qué el sisterna colinérgico de esta regidn regula en forma asimétrica la
secrecion de las gonadotropinas y la ovulacion?

Una de las posibles interpretaciones 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 proyecio se decidid analizar si la funcion
asimétrica que ejerce el sistema colinérgico en POA-AHA sobre la ovulacion, es
consecuencia de diferencias intrinsecas del propio sistema neuromodulador, para
{o cual se cuantificd la concentracidn de ACh en los lados derecho e izquierdo de

POA-AHA durante el ciclo estral.




HIPOTESIS ¥V OBIETIV!

Hi TESI:

Dado que la faita de ovuiacion al bloquear parte de los
receptores colinérgicos en POA-AHA se correlaciona con cambios en la
actividad de la colino-acetil-transferasa. entonces el contenido de ACh
también variard durante el ciclo estral Ademas, estas variaciones seran

asimeétricas y semejantes a las observadas para la enzima.

Oo8BJi

- Cuantificar la concentracién de ACh en los lados derecho e izquierdo
de POA-AHA en diferentes horas del cicio estral.

- Correlacionar los resultados obtenidos del contenido de ACh con los
efectos del bloqueo o la estimulacion de 10s receptores muscarinicos y la

falta de ovulacién.
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1

IATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa CHZ-V (190-230 g).
mantenidas en condiciones controladas de iluminacion (luces encendidas de
05:00 a 19:00 horas), con libre acceso al alimento y al agua.

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

realizd el estudio de! ciclo estral por fa toma diaria de frotis vaginales. Sdlo se

utilizaron aquellos anmmales que presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro

dias de duracion.

Procedimiento de autopsia
Todos los animales fueron sacrificados por decapitacién a las 13:00
13:00 y 17:00 horas

hrs de los dias del estro, diestro-1 y diestro-2, y a las 9:00,
se extrajo el

del! dia del proestro. Inmediatamente después de la decapitacion,
cerebro y se colocd en un horno de microondas, para ser expuesto a 6kVW/d4seg,
con la finalidad de inhibir a la AChE (enzima de degradacién de la ACh).
Posteriormente, el cerebro se sumergié en una solucién fria de
fosfatos (0.02 M, pH 5.3) durante cinco sminutos aproximadamente, y después se
colocd en posicion ventral sobre una cama fria (lamina de acero inoxidable con

papel filtro, bajo la cual se colocd hielo seco), para disecar el tado derecho e
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izquierdo de POA-AHA por la técnica propuesta por Palkovitz (1973). Et
procedimiento consistié de los siguientes pasos

Con la ayuda de un sistema de navajas colocadas a una distancia
que asegura un corte coronal del ancho de POA-AHA (segun coordenadas de
Konig y Klippel, 1963), se obtuvo el area de estudio, la cual se separd en sus
porciones derecha e izquierda, con un sacabocado de T mm de diametro.

El tejido se guardd en nitrédgeno liquido durante aproximadamente
15 minutos, para neutralizar cualquier remanente de la enzima AChE que no

hubiese sido bloqueada por la irradiacién con microondas

Procesamiento del tejido fresco para la cuantficiacidn de ACh

El tejido se pesd en una balanza analitica con precision de 0.1 mg,
se homogeneizd en un mililitro de solucidn de fosfato de sodio al 0.02M, pH 5.3,
y se centrifugd a 15000 rpm durante 15 minutos a -4° C. El sobrenadante se
colectd y se filtré en una membrana Milipore con poro de 0.45 um, el filtrado

obtenido se mantuvo en un tubo eppendorf en frio.
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antifi ion de ACh

La cuantificacién de ACh se realizd por la técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés: High Pressure Liquid
Chromatography): método que permite separar y distribuir los componentes de
una mezcla, en dos fases (una estacionaria y otra mowvil) (McNain, 1991, Yost y
col, 1980).

Se utilizé un equipo (Perkin-Elmer) constituido por una bomba
isocratica digital, un graficador, un inyector con una capacidad de 20 ul de
muestra y un detector electroquimico BAS LC-44 (ajustado a 10 nA ) [Esquema
4] .

El detector electroquimico estaba equipado con un electrodo de
platino (electrodo de trabajo’ potencial de oxidacidn =+ 0.5 V) y un electrodo de
referencia de Ag/AgCIl.

El sistema de columnas empleado estaba constituido por una
cotumna polimérica que se ensambla a un reactor enzimatico del mismo matenal
que la columna. La funcion de este sistema fué la de separar a la AC;‘I de su
metabdlito colina (Ch). Al pasar la muestra por el reactor enzimiatico, se llevd a
cabo una catalisis enzimatica que convintid a los compuestos (ACh y Ch) en
peréxido de hidrégeno (H:O: ) y betaina. El H,O; es un compuesto que se oxida

facilmente asi que este fue detectado rapidamente por el electrodo de platino.
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ESQUEMA 4 - EQUIPO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (Tomado del
catalogo BAS, 1994) COMPONENTES 1- BOMBA ISOCRATICA, 2Z- DETECTOR
ELECTROQUIMICO, 3- RECPETACULO PARA FASE MOVIL, 4.- INTEGRADOR,
5.- IMPRESORA
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ta fase moévil utilizada contenia trisbase (0.05 M), fosfato de sodio
(0.05 M) y como agente antibacterniano, reactivo de Kathon. E! pH de 1a fase
mdvil fue ajustado a 8.5 con hidroxido de sod.io concentrado.

Los estandares utilizados se prepararon a partir de dos soluciones
stock, una de ACh (2.00 mM) y otra de Ch ( 2.00 mM), empledndose acido
acético glacial {2.00 mM) como diluyente

De cada una de estas soluciones stock se tomaron 005ml y se
diluyeron en 10 ml. Por uitimo, de ésta segunda solucidon se tomaron 5S0ul para
ser diluidos en 1 ml (2500 NnM), esta sclucion tué |la empleada como estandar. La
sensibilidad del método estuvo por encima de los fentomoles (M)

Después de que el equipo fue estabilizado, la muestra filtrada se
inyectéd al detector electroquimico. Los datos obterndos se considerardon como la
cantidad de ACh en POA-AHA (nM de ACH), la concentracion del
neurotransmisor se obtuvo al considerar esa cantidad por gramo de tejido (nrM 7
g de tejido).

Andilisis estadistico

Los resultados obtenidos del contenido de ACh en los diferentes
dias del ciclo estral se analizaron por medio de una ANDEVA, seguida de la
prueba de tukey. Para los casos en que se compard el contenido de ACh entre el
f{ado derecho e izquierdo de POA-AHA, se utilizd la prueba de t de Student. Se

aceptaron como vdlidas aquellas diferencias menores o iguales al 5%.
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RESULTADOS

RESULTADOS

Concentracion de ACh en POA-AHA durante el ciclo estral.

La concentracién de ACh en POA-AHA varié durante el ciclo estral: los
valores mas altos se observaron en el dia del Diestro-1 y los minimos en el
diestro-2 (Tabla 1).

Tabla 1. Media +e.e.m. de la concentracion de ACh en POA-AF{A
alas 13:00 h. de cada dia del ciclo estral de la rata adulta.

* p<0 05 vs los otros dias del ciclo, 4 p<0 01 vs el proestro
{ ANDEVA seguida de ia prueba de Tukey )
@3 concentraciones por debajo de la sensibilidad del metodo
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RESULTADOS

Concentraciort de ACH en los lados derecho e izquierdo de POA-

AHA duranee el ciclo estral.

En ambos lados de POA-AHMHA, la concentracidn de ACh varié durante ef

ciclo estral En el lado 1izquierdo de POA-AHA la concentracion de ACh fue

menor que en el derecho, siendo significativa esta diferencia en los dia del

diestro-1 y del proestro ( Tabla 2y Fig. 1).

Tabla 2. Media +e.e.m. de las concentraciones (nM/g de tejido) de
ACH en los lados derecho e izquicrdo de
POA-AHA durante el ciclo estral a lus 13:00 h.

* p< 0.05 vs los otros dias del ciclo
& concentraciones por debajo de la sensibilidad del meatodo
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Fig. 1.- Diferencias en la concentracion de ACh en los lados
derecho e izquierdo de POA-AHA durante el ciclo estral a las
13:00 h.

ACh [u/g de tefido]

dicstro-2

T POATAFIA
O teguierdo @D derecho

* p<0.05 vs lado izquierdo de POA-AHA ( prueba t de Student)




RESULTADOS

Concentracion de ACh en POA-AHA a diferentes horas del dia
del proestro.

Durante el dia del proestro, no se observaron diferencias
significativas en la concentracidén de ACh en ambos lados de POA-AHA (Tabla
3).

Tabla 3 Media £ e.e.m. de la concentracién de ACh en POA-AFIA
durante el dia del proestro.

ANDEVA seguida de la prueba de Tukey
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Concentracion de ACh en el lado derecho e izquierdo de POA-
AHAA adiferentes horas del dia del proestro.

Cuando se analizd la concentracion de ACh en el dia del proestro

en funcidn del lado de POA-AHA, observamos que tanto en el lado izquierdo
como en el derecho, ésta varia a lo largo del dia (Tabla 4). En el lado izquierdo,
la maxima concentracion de ACh se observéd a las 09:00 y la minima a las 17:00

h. En tanto que en el lado derecho, la mayor concentraciéon del neurotransmisor
se observo a tas 13:00 h,

Tabla 4. Media *e.e.m. de la concentracion de ACh (nM/g tejido)
en los lados derecho e izquierdo de POA-AHA a diferentes horas
del proestro.

* p<0.05 vs 09 00 h (ANDEVA seguida de |a prueba de Tukey)

Asi que. a las 0900 h del dia del proestro, el lado izquierdo de
POA-AHA tuvo mas ACh que el lado derecho, a las 13:00, la mayor
concentracion se observo en el lado derecho, y a las 17:00 h 1a concentraciéon

del neurotransmisor fue semejante en UNo y otro lado de POA-AHA (Fig 2).
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Fig. 2.- Diferencias ern la concentracion de ACh ern los lados
derecho ¢ izquierdo de POA-AHA duranre el dia del proestro

ACk (/g de tefido)

EDltqulord. I dorecha }

* p<0.05 vs lado izquierdo de POA-AHA (Prueba t de Studert)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio apoyan la hipOtesis de que
la actividad del sistema colnérgico aferente a POA-AHA varia durante el ciclo
astral y es diferente entre sus lados 1izquierdo y derecho

Asimismo. se correlacionan con los resultados obtenidos por
Dominguez y col. (1982) en cuanto a los efectos de la administracion subcutanea

de sultato de atropina (antagonista colinérgico) sobre la ovulacion de la rata

aduha

St anahzamos los resultados obtenidos en este estudio acerca de la
concentracion de ACh en POA-AHA a lo largo del ciclo estral, y los observados
por otros investigadores (Dominguez y col , 1982, Cruz y col .1989, 1990, 1992,
Lopez, 1994, Sanchez y col, 1994, Sanchez, 1996 ) podemos plantear los
siguientes modelos acerca del comportamiento del sistema colinérgico de POA-
AHA vinculado con los mecanismos neuroendocrinos que regulan la ovulaciéon
en la rata adulta. durante el ciclo estral

1.- COMPORTAMIENTO DEL SISTEMA COLINERGICO AFERENTE A
POA-AIIA A LLAS 13:00 HORAS DE CADA DiA DEL CICLO ESTRAL.

1.1 DIESTRO-1 (MODELO 1)
En el dia del diestro-1, las aferencias colinérgicas vinculadas con

fos mecanismos neurcendocrinos que culminan con la ovulacion, parecerian

estar "estaticos”, ya que tanto la inhibicidn de los receptores muscarinicos (Cruz
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y col, 1989) como su estimulacidén (Lopez, 1994) provocan el bloqueo de la
ovulacién. Estos resultados llevan a sugernir que el sistema colinérgico no estaria
regulado por otros sistemas de neuromodulacidn

En este dia la concentracidon de ACh en POA-AHA es la maxma
detectada durante el ciclo estral  Sin embargo, ia actividad de la CAT (Sanchez y
col., 1994) es baja, por lo que podemos pensar que el neurotransmisor que se va
sintetizando, estaria siendo almacenando y quiza estaria siendo liberado
tentamente. Al respecto, Cruz y col, (1990) mostraron que la achvidad de la
enzima AChE disminuye progresivamente desde el dia del estro al proestro

Por otra parte, Sanchez (1996) observd que la maxima capacidad
de unién (B...) de la [*H]-n-metlescopolamina (agonista colinérgico) en
membranas de POA-AHA se cbserva en el dia del estro, mientras que la minima
ocurre en el proestro.

£} modelo planteado para este dia del ciclo estaria apoyado por los
resultados obtenidos por Dominguez y col. (1982), quienes mostraron que se

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

ovulacidn de todos los animales tratados
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MOQELO 1.-

SINAPSIS COLINERGICA

EN POA-AHA A LAS

13:00 h. Diestro- 1

CANTIDAD

CAT &= 57.9nMimg proteina/ h-1
AChE 12.6 nWmg tejido
B-max wEa 6.6 nMmg proteina
Kd 1.69 M

ACh - 2.700 nM

Bloqueo de la ovulacion en el 100% de los anima-
les: 100 mg/kg de sulfato de atropina.

{ Datos tomados de Dominguez y col 1382; Cruz y col,, 19%0;
Sinchezy col, 1994,1996 y fos obtenidos en este trabajo).
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1.2 .- DIESTRO-2 (MODELO 2)

En el dia del diestro-2. ia actividad del sistema colinérgico
pareceria estar "apagado ¢ inactivo™, ya que :

1) la concentracion de ACh es casi nula (concentraciones por
debajo de la sensibilidad del método utilizado),

2) la actividad de la CAT es la mas baja observada durante el ciclo
astral (Sanchez y col., 1994),

3) tanto la actividad de la AChE (Cruz y col., 1990) como la B... de
Ia [’H]-n-metilescopolamina (Sanchez, 1996). presentan valores mas bajos que
los observados en el dia del diestro 1.

4) se requiere inyectar la dosis minima efectiva para bloquear |la
ovulaciédn en el 100% de los animales tratados con sulfato de atropina

(Dominguez y col. (1982).
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MODELO 2.-

SINAPSIS COLINERGICA

EN POA-AHA A LAS

13:00 h. Diestro- 2

CANTIDAD

CAT 3>  49.0nWmg proteina h-A
AChE 11.4nWmg tejdo
Bmax w58 nWmg proteina
Kd 1.08nM
ACh - indetectable

Bloqueo de la ovulacion en el 100% de los anima-
les: 100 mg/kg de sutfato de atropina.

{Datos tomados de Dominguez 'y col,1962; Cruz y col, 1990;
Sinchezy col, 1934,1996 y los obtenidos en este trabajo).
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1.3.- PROESTRO (MODEILO 3)

Segun Dominguez y col. (1982), en el dia del proestro, el sistema
colinérgico pareceria participar de forma muy importante en la regulacién de los
mecanismos neuroendocrinos que reguian la ovulackdn, ya que necesitaron
inyectar 700 mg/kg peso de suifato de atropina para bioquear la ovulacion.
Nuestros resultados apoian esta idea

En este dia del ciclo la actividad de la CAT es alta, io que se refleja en una
mayor concentraciéon de ACh (respecto al dia anterior), la cual no estaria stendo
liberada de forma activa, ya que tanto la actividad de la enzima de degradacion
{(Cruz y col., 1990) como la B... de la (’H]-n-menlescopolamma (Sanchez, 1996)
son las mas bajas detectadas durante el ciclo estral.

Luego entonces, surge la pregunta : ;i Por qué se requiere de una dosis tan
alta de sulfato de atropina para bloquear la ovulacién?. La respuesta se apoyaria

en el hecho de que esos pocos receptores tuviesen una afinidad muy alta para el
la constante de disociacion de los

1996), 1o que

neurotransmisor. Se ha mostrado que
receptores muscarinicos en POA-AHA es muy baja (Sanchez,

significaria que la constante de afunidad de dichos receptores seria muy alta.
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MODELO 3.-

SINAPSIS COLINERGICA

EN POA-AHA A LAS

13:00 h. Proestro

CANTIDAD

CAT &= §1.0nMmg proteina/ h-1
AChE 10.3 nW/mg tefido
Bmax g 2.1 nMmg proteina
Kd 0.46 nM

ACh [ ] 1.078 nM

Bloqueo de la ovulacion en el 100% de los anima-
les: 700 mg/kg de sulfato de atropina.

{Datos tomados de Dominguez y col1962; Cruzy col, 1990;
Sdnchez y col., 1934,1386 y los obtenidos en este trabajo).
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1.4.- ESTRO (MODELO 4)

En este dia del ciclo, el sistema colinérgico de POA-AHA pareceria
estar muy activo, ya que la actividad de la CAT es ia mas alta respecto a los otros
dias del ciclo Sanchez y col, 1994). Sin embargo, la concentracidn del
neurotransmisor es relativamente baja

Estos hechos nos llevan a sugerir que la ACh que se sintetizaria, se
liberaria y se degradaria rapidamente, por tanto, la que se cuantufica, es la que
aun se encuentra en las vésiculas de las terminales colinérgicas. Este modelo,
responderia al hecho de cuantificar poca ACh respecto al dia del diestro 1.

Otros resuitados que apoyan nuestro modelo son los siguientes:

1). tanto la actividad de la AChE (Cruz y col., 1990) como |a B,.. de 13
[’H]-n-metilescopolamina (Sanchez, 1996) son las mas altas durante el ciclo
estral.

2). la constante de disociacion de los receptores muscarinicos en POA-
AHA es muy elevada (Sanchez, 1996), lo que sugiere que la afinidad de dichos
receptores seria considerable, lo que nos ayudaria a explicar la necesidad de
inyectar 300 mg/kg peso de sulfato de atropina para bloquear la ovulacion

(Dominguez y col., 1982).
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MODELO 4.-

SINAPSIS COLINERGICA

EN POA-AHA A LAS

13:00 h. Estro

CANTIDAD

CAT & 76.3nM/mg proteina/ h-1
AChE 12.9 nlVmg tejido
Bmax ege 8.0 nii¥mg proteina
Kd 1.99nM

ACh L 0.409 nM

Bloqueo de [a ovulacion en el 100% de los anima-
fes: 300 mg/kg de sulfato de atropina.

(Datos tomados de Dominguez y col.1982; Cruz y col, 1990;
Sénchez y col, 1984,1996 y los obtenidos en este trabgjo) .
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2.~ ASIMETRIA DEIL SISTEMA COLINERGICO EN POA-ANHA DURANTE EL
CICI.O ESTRAL.
Durante el dia del proestro, la concentracién de acetilcolina en
POA-AHA parece coincidir con el “"periodo critico™ (14:00 a 1600 h) en la
secrecion fasica de las gonadotroptnas propuesto por Everett y col. (1949) A las
13:00 h la concentracidn de ACh en POA-AHA es maxima, y dismmuye en el
momento de la secrecidn preovulatoria de la LH (es decir, a las 17:00 h
[Dominguez-Gonzalez y col., 1996]) Estos resultados nos llevan a corroborar la
idea que el sistema colinérgico de POA-AHA tendria un papel estimulante en los
mecanismos neuroenddcrinos que culminan con la ovulacidn, 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 (1986)

Durante la mafana y la tarde del dia del proestro, la participacién del
sistema colinérgico en la regulacidn de los mecanismos neuroendocrinos que
culminan con la ovulacidén parece ser asimétrica y consecutiva: primero parece
ser mas activo el lado izquierdo de POA-AHA (09:00 h) y después el derecho

{13:00 h). Pasado el "periodo critico™, la concentracion de ACh es semejante en

ambos lados de POA-AHA (Fig. 3).
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Tomando en consideracidon estos resultados, podemos sugerir que
en el dia del proestro, la actividad colinérgica de POA-AHA vinculada con los
procesos neuroendécrinos que finalizan en la ovulacion, seria una de las

sefiales escenciales en la secrecion de la GnRH y las gonadotropinas.




CONCLUSIONES |

CONCLUSIONES

- La concentracién de ACh en el area predptica-hipotaldmica anterior varia

durante el ciclo estral y es diferente entre el lado izquierdo y derechao.

- La actividad neural de tas aferencias colinérgicas de POA-AHA es

asimétrica y varia durante el ciclo estral

ESTA TESIS W8 IERE
SALIR DE LA
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