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RESUMEN

En la rata la acetilcolina (ACh) , al unirse a los receptores muscarinicos regula de
manera estimulante la secrecion de las gonadotropinas y la ovulacidn, su participacion como
regulador es diferente en cada dia del ciclo estral, ya que a las 13:00 h para bloquear la
ovulacién en el 100% de las ratas se requiere inyectar en estro 300 mg/kg de sulfato de
atropina (antagonista de los receptores muscarinicos), en diestro-1, 100 mg/kg, en diestro-2
300 mg/kgy en proestro 700 mg/kg. La potencia reguladora de la ACh en los procesos de la
ovulacién también cambia con la hora del dia, ya que la administracién de 100 mg/kg de
sulfato de atropina (ATR) a las 09:00, 13:00, 17:00 y 21:00 h de cada fase del ciclo estral

altera la frecuencia de ovulacion en diferente magnitud.

Con el propésito de estudiar si el grado de participacion del sistema colinérgico sobre
la ovulacidn es diferente a las 09:00 del estro con respecto a las 13:00 h, en el presente
estudio se decidié conocer la dosis efectiva de sulfato de ATR requerida para bloquear la
ovulacidn de todos los animales tratados. Con esta dosis se procedid a analizar los efectos
del sulfato de atropina, sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario, mediante la cuantificacion
de la expresion del ARNm (4cido ribonucleico mensajero) de la GnRH (hormona liberadora
de las gonadotropinas), de los receptores a estrégenos (REa y REB) en la porcién izquierda
y derecha del drea predptica hipotaldmica anterior (POA-AHA) y de la concentracidn sérica

de progesterona y estradiol.

Con la finalidad de conocer cudl de las sefiales enddcrinas del eje hipotdlamo-
hipdfisis-ovario fue alterada, ratas inyectadas con la dosis efectiva de sulfato de ATR fueron
inyectadas con 3.7 pyg de GnRH sintética o de 25 u.i. de gonadotropina coriénica humana
(hCQ) a las 14:00 del proestro; otro grupo de ratas fueron inyectadas con 10 pg de benzoato

de estradiol a las 14:00 h del diestro-2.

La dosis efectiva de sulfato de para bloquear la ovulacién a las 9:00 h del dia del
estro es de 400 mg/kg mds que a las 13:00 h. La administracién de los 700 mg/kg peso de
sulfato de ATR no provocd cambios en el peso de los ovarios y del Gtero; incrementd la
concentracion sérica de P, y disminuyd la de 17B-estradiol a las 13:00 h del diestro-2 y a las

11:00 h del proestro con respecto a lo observado en el grupo inyectado con el vehiculo.
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Ademas, el sulfato de ATR disminuyd la expresidon del ARNm del REa en ambos lados de
POA-AHA en las horas estudiadas. Con respecto a la expresién del ARNm del RE, el sulfato
de ATR la disminuyd en el lado izquierdo de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2, pero la
incrementd a las 11:00h del proestro en ambos lados de POA-AHA. La expresidon del ARNm

de la GnRH en POA-AHA izquierda aumentd a las 11:00 horas del proestro.

El reemplazo de la sefial hipotaldmica, por la inyeccion subcutanea de LHRH 6 GnRH,
no indujo la ovulacién en los animales inyectados con 700 mg/kg de sulfato de atropina. En
cambio, el reemplazo de la sefial hipofisaria, por la inyeccidon de hCG, indujo la ovulacién en
el 75% de los animales tratados con 700 mg/kg de sulfato de ATR. El reemplazo de la sefial
ovdrica por la inyeccidon de benzoato de estradiol, provocd la ovulacién solo en el 14 % de los

animales.

La falta de ovulacién por la ausencia del estimulo generado por la ACh es resultado
de: 1) la disminucién de la expresion del ARNm del REa y el aumento del mensajero del RE
en ambas porciones de POA-AHA, 2) el aumento en la concentracidn sérica de progesterona
y la disminucidn de la concentracidn sérica de estradiol y 3) el bloqueo en la respuesta de la

hipdfisis a la GhRH y como consecuencia la ovulacidn.
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INTRODUCCION

El sistema colinérgico es uno de los sistemas de neurotransmision que regula la
secrecion de las gonadotropinas y en consecuencia la ovulaciéon. Desde la década de los 40,
Everett et al. (1949) mostraron que este sistema estimula la secrecién de las gonadotropinas
en el dia del proestro. La acetilcolina, neurotransmisor liberado por las neuronas que
conforman el sistema colinérgico, tiene un papel estimulante en la ovulacidn, efecto que
aumenta o disminuye durante el ciclo estral y presenta un ritmo circadico (Dominguez et al.
1982). A su vez, la capacidad de la ACh para regular la ovulacién cambia con la hora y la etapa
del ciclo estral. A las 13:00 h de cada etapa del ciclo se requieren diferentes dosis de sulfato

de atropina, para bloquear, la ovulacién en el 100% de las ratas inyectadas.

Con la finalidad de proseguir con el analisis de la participacion del sistema colinérgico
en los mecanismo que regulan la ovulacidn, se estudiaron los efectos del bloqueo de los
receptores muscarinicos a las 9:00 h en el dia del estro, por medio de la inyeccidn
subcutanea de sulfato de atropina, sobre la expresidn relativa de ARNm de la GnRH, del
receptor a estrégenos alfa (REa), del beta (REB) en el drea hipotalamica-anterior, de la
concentracién sérica de progesterona (P4) y estradiol (E>) ; asi como en la ovulacién de la

rata.

Inicialmente se determind la dosis efectiva (DEf) que bloqueara la ovulacién en todos

los animales tratados con sulfato de atropina.

Con el propdsito de comprender los mecanismos endocrinos involucrados en la falta
de ovulacion por el bloqueo de los receptores muscarinicos, grupos de animales inyectados
con la DEf de sulfato de ATR se les reemplazé la sefial hipotaldmica (mediante la inyeccién
de 3.7 ug de GnRH sintética), la sefal hipofisaria (por la inyeccién de 25 u.i de hCG a las 14:00

h del proestro) y la sefial ovdrica (al inyectar 10 pg de BE alas 14:00 h del ~ diestro-2).
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MARCO TEORICO

CICLO ESTRAL
Los ciclos reproductivos de las hembras adultas, estan regulados por factores tanto

externos (temperatura, foto periodos, disponibilidad de alimento, etc.) como internos
(ritmos enddgenos de la actividad neuronal, liberacién de hormonas, etc.). En estos ciclos
intervienen el hipotdlamo, la hipdfisis, los ovarios, el Utero, las trompas uterinas y las
glandulas mamarias. Estos ciclos preparan al aparato reproductor para la gestacién (Moore y

Persaud, 2008).

En los mamiferos, cuando la hembra alcanza la adultez, manifiesta cambios ritmicos
en su conducta sexual, que se repiten periédicamente denominada celo o estro, un tiempo
Unico en el que la hembra permite la cdpula. El ciclo estral se define como el tiempo que
transcurre entre un periodo de celo y el comienzo del siguiente, su duracién es variable con
la especie, en el caso de la rata consta de 4 6 5 dias segun la cepa (Freeman, 1994). El ciclo

estral de la rata se divide en cuatro fases (Tabla 1): estro, diestro-1, diestro-2 y proestro.

En ratas con ciclos estrales de 4 dias, el perfil de secrecién de progesterona (P,), 17-B-
estradiol (E,), de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH)

cambia en cada etapa del ciclo (Fig. 1).

En la madrugada del dia del estro (entre las 1:00 y 3:00 h), ocurre la ovulacién, las
concentraciones de P4, E, y LH se mantienen basales. En cambio, las concentraciones de

FSH alcanzan un maximo en la manana de este dia.

En el dia del diestro-1 comienza a aumentar las concentraciones de P4, mientras que

las de E2, LH y FSH siguen siendo basales.
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Tabla 1. Resumen de caracteristicas celulares en las diferentes fases del ciclo estral de la

rata (Freeman, 1994).

Metaestro 0 | Durante el diestro-1 el tipo de célula

diestro-1 dominante en el frotis vaginal son los

(Dura de 6 - 8 |leucocitos, los cuales se presentan
horas) alrededor de un significativo niumero de

células nucleadas epiteliales.

Diestro-2 Se caracteriza por la presencia de tres —
‘ e A
H 7 . ra . . ~ .—.-‘{..' LR ‘
(Dura de 55-57 tipos de células; células epiteliales f t. Pergg e
horas) nucleadas, células epiteliales escamadasy '« & wft;’.-. 2
P kY . &
. -~ * .
leucocitos. 'tf? ‘Ra A
R

| ™

Proestro Se caracteriza por el predominio de células

(Dura epiteliales nucleadas, estas células son

aproximadamen | redondas, el nicleo es visible y aparecen
te12-14horas) | o racimos. En algunas ocasiones se
podrian observar células epiteliales

escamosas cornificadas

Estro Las células que abundan en el frotis vaginal
(Dura de 25-27 son del tipo epitelial, escamosa y
horas) cornificada, dichas células no presentan

nucleo.

En el dia de diestro-2 la P4, LH y FSH, se mantienen en concentraciones basales, pero

en la tarde de este dia, la secrecidon de E2 comienza a aumentar paulatinamente.
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En el dia del proestro, se observan las maximas concentraciones de P4, E2, LH y FSH,
denominados como “picos” o secreciones pre-ovulatorias. Entre la mafiana y el medio dia,
las concentraciones plasmaticas de E2 alcanzan su valor maximo, el cual disminuye
drasticamente hacia las 14: 00 h. Este cambio en la secrecién de E2 induce la secrecién de la

GnRH, la que a su vez, estimula la secrecién pre-ovulatoria de FSH y LH hacia las 17:00 h de

este dia (Freeman, 2006).

38 & 8

PROGESTERONA (ng/ml)

ESTRADIOL (pg/ml)

LH (ng/ml)

FSH (ng/ml)
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ESTRO DIESTRO-1 DIESTRO-2 PROESTRO ESTRO

Fig. 1. Perfil de las concentraciones plasmdticas de Progesterona, Estradiol, LH y FSH
durante el ciclo estral de la rata (Tomado de Freeman 2006).
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EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

La funcidn del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario es regular los procesos reproductivos
(Welsh et al., 1998). La ovulacidén es el evento final de una serie de mecanismos regulados

por este eje.

EL HIPOTALAMO
El hipotalamo es una estructura del diencéfalo en el que se localizan las neuronas

productoras de la GnRH, denominadas neuronas GnRHérgicas. La GnRH es liberada en
forma pulsatil a los capilares del sistema hipofisario y de ahi es transportada a las células de
la adenohipdfisis. Al unirse este

decapéptido a sus receptores

_» Hipotalamo membranales en la célula

gonadotropa, produce cambios
moleculares que inducen la
secrecion de la LH y FSH, las

5 cuales regulan las funciones del

Hip6fisis
teri . . .
— ovario, es decir, la sintesis de

hormonas esteroides, el

Feedback crecimiento de los foliculos y la

+ -

ovulacién (Fig. 2) (Levy et al.,

Estradiol 2006).

Fig. 2. Eje-Hipotdlamo-Hipdfisis-Ovario. 1- El hipotdlamo libera la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). 2-Estd actuia sobre el [6bulo anterior de la hipdfisis, estimulando la liberacion
de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). 3-Estas hormonas viajan al
ovario donde la LH estimula la ovulacion y el desarrollo del cuerpo liiteo y la FSH estimula el desarrollo
folicular y la secrecion de estrégenos. 4- La LH y la FSH estimula la produccién de estradiol y
progesterona. 5-Parte del estradiol producido se dirige al hipotdlamo y a la hipdfisis donde tiene un
efecto estimulante o inhibitorio sobre la secrecion de la GnRH y las gonadotropinas, completdndose asi
un circuito de retroalimentacién llamado “Feedback Positivo o Negativo” (Tomada y modificada
http://www.vi.cl/foro/topic/7194-sistema-endocrino-apuntes/)
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El hipotdlamo es una estructura, que se localiza en la base del diencéfalo, por debajo

del tdlamo y esta dividido por el tercer ventriculo en hipotdlamo derecho e izquierdo

(McGeer et al., 1987), lateralmente estd rodeado por el subtdlamo, centralmente por la

ldmina terminal y en la parte dorsal por la comisura anterior. (Silverman, 1994).

El hipotdlamo desempefia funciones nerviosas, endocrinas y vegetativas. Esta

constituido de células nerviosas con sus prolongaciones (axones o dendritas), células gliales

o de sostén y una rica red vascular (Norris, 1996).

El hipotdlamo estd constituido por ntcleos y dreas (Tabla 2). Los ntcleos son zonas

donde las neuronas estan apifiadas; mientras que en las dreas las neuronas estan menos

agrupadas y no tan bien demarcadas dentro del hipotdlamo (Yenn et al., 2001). Segin

Palkovits (2000). Se divide en cuatro regiones organizadas rostro-caudalmente: el drea

predptica (POA), el hipotdlamo anterior, el medio y el posterior (Fig.3).

Fig. 3.Corte sagital de cerebro de rata, que muestra las diferentes zonas del hipotdlamo, drea
predptica (POA), drea hipotaldmica anterior (AHA), hipotdlamo medio basal (HMB),

hipotdlamo posterior (HP)(Tomada y modificada de Paxinos y Watson, 2007).
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Tabla 2. Resumen de la organizacién del hipotdlamo (Silveran, 1994; Palkovits, 2000).

Area preoptica Desde el punto de vista funcional se le considera parte del
hipotalamo aunque su origen embrioldgico es diferente. En la
(POA) rata esta area ocupa una cuarta parte del total del hipotalamo
e incluye el nucleo predptico medial, el nucleo preéptico
periventricular y el 6rgano vasculoso de la lamina terminal.
Hipotalamo:

Anterior | Es una continuacién del area predptica. La parte medial esta
formada por los nucleos periventricular, supraquiasmatico,
hipotdlamo anterior y paraventricular; la parte lateral
contiene el ndcleo supraéptico.

Medio En el hipotdlamo medio se reconocen tres zonas: media basal,
dorsal y lateral. La zona media basal incluye la eminencia
media y los nucleos arcuato y ventromedial; lo zona dorsal es
ocupada completamente por el ndcleo dorsomedial; el borde
de la zona medial y lateral se localiza el nucleo perifornical.

Posterior | Representa una pequefia parte del hipotdlamo y también se le
conoce como regién premamilar. Incluye los ncleos:
Premamilar dorsal y ventral, tuberomamilar, supramamilar,
hipotalamo posterior y nucleo arcuato.

El hipotalamo realiza varias funciones, algunas de las cuales son: regular la secrecién
de hormonas por la hipdfisis, modula los mecanismos que regulan la temperatura corporal,
los ritmos bioldgicos, el balance electrolitico, controlar las conductas emocionales y regular

el hambre, la sed, la agresién y la motivacién sexual (Brown, 1994).

Las neurohormonas liberadas por las neuronas del hipotalamo son: la GnRH, la
hormona liberadora de la corticotropina (CRH), la hormona liberadora de la tirotropina
(TRH), la hormona liberadora de la prolactina (PRH), la hormona liberadora de la hormona
de crecimiento (GHRH), la hormona inhibidora de la liberacién de la hormona de crecimiento

(GHIH) y el factor inhibidor de la liberacién de prolactina (PIF), (Lerner y Urbina, 2008).

Existe una estrecha correlacién funcional entre el hipotdlamo y la hipdfisis que resulta

ser esencial en el correcto funcionamiento reproductivo. Los nucleos hipotaldmicos se

UNAM | Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

20



encuentran en contacto con la adenohipéfisis a través de la comunicacidén del sistema portal
y con la neurohipdfisis mediante una comunicacion neuronal (Caravaca et al., 2003). Las
hormonas hipotdlamicas son transportadas a lo largo de los axones y liberadas en las
terminales nerviosas dentro del plexo primario de los capilares del sistema de vasos portal

hipofisarios (Lerner y Urbina, 2008).

Los estimulos procedentes del medio ambiente (olfativos, visuales, auditivos y
tactiles), son recibidos por el sistema nervioso periférico y, al ser transmitidos al hipotdlamo,
provocan que sus neuronas elaboren hormonas liberadoras o inhibidoras (también llamadas

“Releasing Factors” RF 6 “Inhibition Factors” IF) (Caravaca et al., 2003).

LA HIPOFISIS

La hipdfisis se encuentra localizada encima del hueso esfenoides y esta cubierta por
un diafragma meningeo muy rigido. A pesar de que posee un tamafio muy pequefio, esta
glandula es muy importante en el organismo, ya que secreta diversas hormonas que

mantienen la homeostasis funcional del cuerpo (Caravaca et al., 2003).

La hipdfisis estd constituida por dos Iébulos, estructural y funcionalmente diferentes.
Ademas difieren de su origen embrioldgico: la neurohipdfisis o I6bulo posterior se origina de
un crecimiento del piso del diencéfalo; mientras que la adenohipdfisis o I6bulo anterior se
desarrolla a partir de la bolsa de Rathke, una evaginacion dorsal del techo de la cavidad oral

(Sanders, 2004).

La neurohipdfisis se divide en tres regiones: el proceso infundibular, el tallo

infundibular y, por ultimo, la eminencia media. La adenohipdfisis incluye a la pars intermedia,

la pars tuberulis y la pars distalis. La pars distalis es la mayor porcién de la hipdfisis (90%) y
posee cuando menos cinco tipos de células que secretan hormonas en respuesta a estimulos
hipotalamicos y periféricos. Las células de importancia funcional para la presente tesis son
los gonadotropos, que constituyen alrededor del 10% del total de la poblacién glandular de
la adenohipdfisis, lugar donde se sintetizan las gonadotropinas (Tabla 3) (Lerner y Urbina,

2008).
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Tabla 3. Descripcidn de las diferentes hormonas secretadas por la hipdfisis, siglas o
abreviaturas correspondientes y su funcién en la hembra (Brow, 1994; Alcaraz, 2001).

Hormona Sigla | Funcién
Adenohipofisis | Hormona del Crecimiento  GH Estimula el crecimiento del soma

Hormona ACTH | Estimula la producciéon de hormonas

Adenocorticotropica de la corteza suprarrenal.

Hormona Foliculo FSH Estimula el crecimiento de folicular

Estimulante

Hormona Luteinizante LH Estimula la produccién de hormonas
(progesterona, estradiol,
testosterona) y la ovulacion.

Prolactina PRL | Estimulalas glandulas mamarias.

Hormona Estimulante de TSH Estimula la produccién de hormonas

la Tiroides. tiroideas.

Hormona Estimulante de MSH | Estimula la produccién de

los Melanocitos. melanocitos.

Neurohipo6fisis | Oxitocina Estimulacién de contracciones en el
Gtero durante el parto y produccion
de leche.

Hormona Antidiurética ADH | Reduce la orina producida

EL OVARIO

En los mamiferos los ovarios se presentan como dérganos pares, que se localizan
contra la pared pélvica a cada lado de la cavidad abdominal. Es el érgano primario del
sistema reproductor, cuyas funciones son la secrecidon de hormonas esteroides y la
liberacién de gametos viables para ser fecundados; son regulados por un conjunto de
sefiales hormonales que proceden de la hipd&fisis, los propios ovarios, las adrenales y el timo.
En el proceso de regulacidn de las funciones ovaricas también participan sefiales nerviosas y

neuroendocrinas que se originan en diversas zonas del sistema nervioso central y periférico

(Yeh et al., 2001).

El ovario produce estradiol y progesterona, aunque también produce pequefias

cantidades de estrona, androsterona, testosterona, 17a-hidroxiprogesterona y varias
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hormonas no esteroideas, como la inhibina, la relaxina, la activina, la folistatina y algunos
factores de crecimiento locales. Todos los esteroides ovaricos se producen
fundamentalmente en los foliculos en dos tipos de células (la célula de la teca interna y las
células de la granulosa) y en el cuerpo ltteo, derivan del colesterol que se obtiene de tres
fuentes principales: el colesterol que circula en la sangre, el que se sintetiza de novo dentro
del ovario a partir de la acetilcoenzima-A y el que se libera de los ésteres del colesterol

almacenados en las gotas lipidicas (Tresguerras y Castillo, 1999).

Esteroidogénesis

La fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva de la captacién de colesterol
unido a lipo-proteinas de baja densidad (LDL) que entra a la célula por endocitosis,
formando gotitas lipidicas de ésteres de colesterol que se hidroliza formando colesterol
libre, el cual es transportado de la membrana mitocondrial externa a la interna. La etapa
inicial en la biosintesis de los esteroides es la transferencia del colesterol al interior de la
mitocondria, que es realizada por la StAR (proteina reguladora de la estereidogénesis
aguda). En las membranas miticondriales el colesterol es convertido en pregnenolona por
la enzima citocromo Pas0 (20, 22 desmolasa) (Botella, 1995; Yen et al., 2001). Una vez en el
reticulo citoplasmatico, la pregnenolona puede ser transformada a progesterona por dos
rutas, la A4 6 A5. En la ruta A4 (Fig. 4), la pregnenolona es transformada a progesterona
por la enzima 3-B-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (3B3-HSD). La progesterona es
convertida a 17a-hidroxi-progesterona P4s0. La desmolasa (17, 20- esteroide liasa) la
convierte a androstenediona. Este metabolito es transformado en testosterona por la
enzima 17-B-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (17(3-HSD). Las células teco-intersticiales
de los foliculos son la primera fuente de andrégenos ovaricos. Tanto la androstenediona
como la testosterona pueden ser transformados en las células de la granulosa a estrégenos
por la enzima Pa4so. En el sistema nervioso central algunas células poseen al complejo
enzimdtico de aromatizacion, por lo que convierte a los andrégenos en estrégenos (Yao y

Bahr, 1990; Liteack y Schmidt, 2000).
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Fig. 4. Esquema de la esteroidogénesis en el foliculo ovdrico, célula tecal y célula de la
granulosa (Tomado de Botella, 1995).

En la ruta A5 la pregnenolona es transformada 17 a-hidroxi-pregnenolona por la
enzima 17 a-hidrolasa. Después, la C17, 20- liasa transforma 17 a-hidroxi-pregnenolona en
dehidro-epiandrosterona (DHEA), estd a su vez es transformada a androstenediona por la

enzima 17B3-HSD. A partir de aqui la androsteniona sigue la ruta A4 (Yao y Bahr, 1990).

Foliculogénesis

La unidad anatémica y funcional del ovario es el foliculo, el cual estd formado
principalmente por el ovocito, las células de la granulosa, las células de la teca y una

membrana basal. El crecimiento de los foliculos y la diferenciacion ocurre durante la
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foliculogénesis (Fig.5). Este proceso finaliza al alcanzar el tamafio y la maduracién funcional

caracteristico de un foliculo preovulatorio (Fig. 6) (Spicer y Echternkemp, 1986).

(Baker, 1982).

Fig. 5. Descripcion de los cambios en la estructura de un foliculo durante su desarrollo

| Foliculo Primordial: estan formados por el ovocito, rodeado de una
o p capade células planas llamadas células pregranulosa.

Foliculo Primario: se observa a partir de un incremento en el tamano

del ovocito, un cambio en la forma de las células de la granulosas, que

pasan de planas a ctibicas y finalmente se comienza a formar la zona
pelucida.

Foliculo Secundario: las células cabicas se multiplican y aparecen
dos 0 mas capas de estas células. En este momento una red de
capilares invade la trama fibrosa ubicada entre las células que rodean
al foliculo y constituyen la capa vascular de la teca interna, la cual
aporta los nutrientes a la membrana granulosa y al ovocito. Por fuera
de esta capa se encuentra la teca externa rica en tejido conectivo y
fibroblastos.

Conforme el foliculo secundario va creciendo y diferenciandose,
aparecen espacios entre las células granulosas, consecuencia de la
secrecion liquida por parte de dichas células, llamados cuerpos de

call-exner. Estos espacios se van uniendo hasta constituir una cavidad
denominada antro folicular, el cual ira aumentando de tamano, el
liquido presente en esta cavidad se le denomina licor folicular.
Aparece las células de la teca interna y externa.

Foliculo Preovulatorio: aparece el camulo ovoforo que suspende al
OVOCito.
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Fig. 6. Cortes histoldgicos del desarrollo de un
foliculo ovdrico de rata. A, C.-Foliculo
primordial. E.- Foliculo primario en el que
empiezan a distinguirse mds capas de células.
B.- Foliculo primario multilaminar. D.-
Foliculo secundario o antral. F.- Foliculo

preovulatorio (Tomado y modificado de
http://www.uam.es/departamentos/ciencias/biologia/
citologia/practica4.htm).
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GnRH y NEURONAS GnRHERGICAS
En todo el hipotdlamo hay células nerviosas peptidérgicas llamadas neuronas

GnRHérgicas las cuales son células muy especializadas que secretan a la GnRH (Jennes y

Stumpf, 1980; Gore, 2002).

Bioquimica y evolucién
La GnRH es un decapéptido cuya secuencia lineal de aminoacidos es la siguiente:

pElu-His-Trp-Ser-Tyr-Glv-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2

Fig. 7. Secuencia de aminodcidos de la molécula GnRH, en letras rojas se sefialan la posicidn de los
aminodcidos que no cambian en las diferentes moléculas de GnRH (Gore, 2002).

La GnRH se sintetiza como parte de una molécula precursora de mayor peso
molecular, la que después de acciones enzimdticas, se elimina un péptido (sefal) en el grupo
N-terminal denominado péptido asociado a la GnRH (GAP). Todas las formas del
decapéptido presentan un pGlu en el grupo N-terminal y una Gly-amida en el grupo C-
terminal, lo que indica la importancia funcional que han tenido las regiones terminales alo

largo de la linea evolutiva (Kronenberg et al., 2009).

En los mamiferos se han identificado dos genes que codifican para la sintesis de la
GnRH (Sherwood et al, 1993; Urbanski et al, 1999). El primer gen codifica una proteina
precursora de 92 aminoacidos, conocida como GnRH-I; ésta es la que se encuentra en las
neuronas hipotaldmicas (Urbanski et al., 1999). El segundo gen de la GnRH, codifica para la
GnRH-II, este decapéptido difiere del primero en tres aminoacidos (el nimero 5, 7 y 8): pGlu-
His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr--Pro-Gly-NH2 (Pawson et al., 2003). Esta ultima forma de GnRH se
encuentra en el mesencéfalo, y actia mas como neurotransmisor que como factor de

liberacién hipotalamico (Pawson et al., 2003).

Estudios filogenéticos indican que la GnRH es una molécula muy antigua y que
durante la evolucidn, a partir de un gen ancestral comun, se derivaron distintas formas
moleculares. Hasta hoy se han descubierto 15 formas moleculares de la GhRH (Montaner et

al., 2001)
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Tanto la GnRH-I como la GnRH-Il se encuentran en especies filogenéticamente
diferentes, desde los peces hasta los mamiferos, lo que sugiere que estas formas multiples
de la GnRH se separaron desde las primitivas fases de la evolucién de los vertebrados

(Fernald y White, 1999).

El gen que codifica la GnRH-I ha sido aislado originalmente en mamiferos y presente
en los humanos. La forma de GnRH-II fue aislada originalmente del cerebro de gallina y junto
con la GnRH-I regulan la liberacién de las gonadotropinas en las aves. Al parecer, la GnRH-I
es la isoforma mds antigua identificada hasta hoy y la mas comun entre los vertebrados

(Montaner et al., 2001).

La informacién obtenida de cDNAs clonados del hipotdlamo y de la placenta indica
cuatro exones. El primer exdn consiste de una region 5’- no transcrita que difiere de los DNA
codificados de la placenta y el hipotdlamo. El segundo exdn codifica para el péptido sefial, la
GnRH (10 aa) y los primeros 11 residuos de aminodacidos de GAP. El tercer exdn codifica para
los residuos 12-43 de GAP. El cuarto exdon codifica para los 13 residuos de aminoacidos

terminales del GAP y la restante RNAmM no se traduce (Kronenberg et al., 2009).

Distribucién anatémica de las neuronas GnRHERGICAS

Las neuronas que producen la GnRH, tienen su origen embrionario fuera del sistema
nervioso central, derivan de la placoda olfatoria durante la gestacién temprana; dichas
neuronas migran hacia el hipotalamo junto con o como parte del nervio terminal a través de
la ldmina cribiforme (Prieto y Veldzquez, 2002).

Las neuronas GnRHérgicas son células pequefas, de forma bipolar y fusiforme, con
finos axones que se proyectan predominantemente a la eminencia media y al tallo

infundibular (Phoenix y Chambers, 1990).

Las principales vias de neuronas que sintetizan la GnRH en el sistema nervioso son: la
septo-predptico infundibular, la de la regién pericomisural, las vias procedente de los

drganos circunventriculares y las que proyectan a zonas extra hipotaldmicas (Gore, 2002).

En todas las especies, la via mds importante de fibras GnRHérgicas es la
septopredptica-infundibular, la cual es una via comun que participa en la regulacién de la

funcién secretora de la hipdfisis. Esta via se conforma de las neuronas GnRH que se localizan
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en zonas rostrales a la Banda Diagonal de Broca. Este paquete de axones GnRHérgicos se
bifurca cerca del drea predptica (POA), donde principia el tercer ventriculo. Ambos paquetes
viajan en la linea media: uno dorsal y el otro ventral a lo largo de la superficie del quiasma
optico (Jennes et al., 1985; Silverman, 1994). Los axones de las neuronas GnRH de las zonas
mas caudales y laterales a POA y al hipotdlamo anterior viajan cerca del haz medial del
cerebro anterior, cerca de la eminencia media, este haz se desvia hacia la zona medial del
hipotdlamo. Estas fibras periventriculares contribuyen a la inervacién de la eminencia medial

del hipotdlamo y quizd a la de estructuras mas caudales (Prieto y Veldzquez, 2002).

En la rata, las neuronas GnRHérgicas hipotdlamicas se concentran en el drea
predptica medial, la banda diagonal de Broca, las dreas septales y el hipotalamo anterior

(Phoenix y Chambers, 1990).

Los Receptores a la GnRH (RGnRH)

Efectos de la GnRH en la hipdfisis

Los RGnRH se encuentran exclusivamente en las membranas citoplasmaticas. El
principal sitio blanco de esta hormona es el gonadotropo de la adenohipdfisis. Sin embargo,
receptores para el decapéptido se han observado en las génadas de la rata y del humano, en
la placenta, en el tejido adrenal, en algunos tejidos cancerigenos de mama y en el sistema

nervioso central (SNC) (Kronenberg et al., 2009).

El RGnRH es un receptor de siete dominios transmembranales acoplado a la proteina G
(Cheng y Lung, 2005). Existen considerables evidencias in vivo e in vitro de que el nimero de
receptores de GnRH presentes en la superficie celular de los gonadotropos esta regulado
por variaciones de la frecuencia de los pulsos GnRH (Katt et al., 1985). La GnRH al unirse a su
receptor de membrana en los gonadotropos, estimula la sintesis y secrecién tanto de la FSH
como de la LH. Las concentraciones de GnRH estan reguladas por neurotransmisores
(acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina), aminodacidos (4cido gama amino
butirico [GABA], 4cido glutamico, aspartato, glicina), opidides, péptidos y hormonas
esteroides (el estradiol puede provocar tanto supresién como estimulacion) las
gonadotropinas (que provocan supresion) y el calcio y la proteina cinasa C (que provocan la

estimulacién) (Norris, 1996; Cheng y Lung, 2005).
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Patroén de secrecion.

En una serie de experimentos llevados a cabo en el mono Rhesus, Knobil (1980)
establecid que en el hipotdlamo medio basal, el sistema neuronal donde interactda la
neurona GnRH, se comporta de manera ritmica con pulsos agudos y breves de actividad

eléctrica.

El conjunto de neuronas GnRHérgicas del hipotdlamo que envian sus axones al
sistema portal de la eminencia media descargan el decapéptido de manera coordinada,
repetitiva y episddica, por lo que en la circulacién sanguinea portal aparecen pulsos
diferenciados de GnRH (Carmel et al., 1976). El cardcter pulsatil de la GnRH ocasiona en la
hipdfisis, la liberacidn de la LH en pulsos. Animales de experimentacion, en los que es posible
recoger muestras de sangre portal y periférica simultdneamente, se ha demostrado que la
velocidad de secrecién entre los pulsos de GnRH y de LH son 1:1 (Phelps y Hurley, 1999). En
estudios in vivo o in vitro descubrieron que una frecuencia de pulsos elevada de GnRH
(intervalo de 30 min), estimula preferentemente la biosintesis y secrecién de la LH, mientras

que una menor frecuencia de pulsos de GnRH (intervalo de 2 h) estimula a la FSH (Dalkin et

al., 1989).
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RECEPTORES A ESTROGENOS

Los estrégenos realizan sus efectos por medio de la unién con sus respectivos
receptores. Estos receptores se encuentran localizados en el nicleo y citoplasma de tejido

mamario, Utero, vagina, ovario, testiculos, epididimo, préstata y el encéfalo. (Korach, 1994).

El sistema de sefalizacién de los receptores a estrégenos (RE), juegan un papel
crucial en el desarrollo normal de las funciones de la hembra, en las caracteristicas sexuales
secundarias y en la reproducciéon (Muramatsu e Inove, 2000). También estan implicados en

funciones del sistema nervioso central, esquelético y sistema cardiovascular (Wantanabe et

al., 1997).

La unidn del estrégeno a su receptor provoca la activacion de este, mediante
cambios conformacionales en su estructura terciaria y cuaternaria. Estos cambios permiten
que el estradiol unido a su receptor adquiera una alta afinidad a secuencias especificas del
acido desoxirribonucleico (ADN). Esta unidn regula la transcripciéon de uno o varios genes

minutos después de que el estrégeno entre a la célula blanco (Falkenstein et al., 2000).

Los factores de transcripcion son proteinas que participan en la regulacion de la
transcripcion del ADN, las cuales estimulan a la enzima polimerasa del acido ribonucleico
que inicie la transcripcion de un gen especifico; este evento provoca la sintesis de un pre-
acido ribonucleico (ARNm) de gran tamano, que incluye todos los exones en una secuencia
continua que codifica el producto proteinico respectivo del gen. El pre-ARN es procesado
por una proteina (denominada empalme) que separa todos los intrones y retine los exones
en una secuencia continua que codifica el producto proteinico respectivo del gen. El ARNm
es transportado al compartimiento citoplasmatico de las células, alli la informacién vuelve a
ser codificada en los ribosomas, lo que genera una proteina especifica del gen en cuestion

(Malley y Strott, 2001).

Los RE estan formados por seis dominios, que han sido denominados con las letras de la “A”
ala“F”, la primera region A/B, estd localizada en el extremo N-Terminal y es conocida como
activador funcional-1 (AF-1) (uno de los dos factores de transcripcién), es la regién menos
conservada entre los distintos receptores nucleares (Fig. 8) (Ignar-Trowbridge et al., 1992;
Gustafsson y Mathews, 2003). Inmediato a él se encuentra la regién de unién al ADN, el

dominio C, el cual tiene una regidn corta de 66-70 aminoacidos, esta region es la mas
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conservada entre los diferentes receptores nucleares y estd compuesta por nueve residuos
de cisteinas que son invariablemente conservados entre los diferentes receptores
esteroideos, de los cuales, ocho estdn coordinados alrededor de dos iones de Zn?** para
formar los dedos de zinc, que permiten al receptor interactuar con el ADN, esta secuencia
estd determinada por la composicidon de los aminodacidos localizados entre estos dos dedos

de zinc, conocida como la caja P (P-box) (Freedman, 1992).

La regién D o region de bisagra, permite alterar la conformacidén de la proteina, participa en
la unidén a la proteina chaperona de golpe de calor hsp 90 (heat shock protein 90), la cual
permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo. Esta region
se une al dominio que se va a acoplar al ADN y el dominio donde estd el ligando (Freedman,
1992; Tsai y O'Malley, 1994). La siguiente region es el dominio E o dominio de unién al
ligando (LBD), donde se une la hormona esteroide. A pesar que esta regién es conservada
entre los diferentes receptores a esteroides, es altamente especifica para su hormona, es
decir que el receptor de estréogenos se une al estrégeno con alta afinidad, pero no a otras
hormonas esteroides. Otras funciones de este dominio incluye la activacion de la

transcripcién o AF-2 (activador funcional-2) (Fig. 8) (Freedman, 1992; Catt, 1999; McDonell,

2000).
DED LED
Unidn al DNA Unign al Ligando
Dimerizacin Dimearizacidn
5 I
AF1 AF2
Tranzachvacion Region de Tranzachvacign
bizagra
Senal da localizacifin nuclear
Unicon a
hzp 90

Fig. 8. Dominios Funcionales del RE (Tomada y modificada http://vitae.ucv.ve).
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Finalmente en el extremo C-terminal se encuentra el dominio F, esta regiéon no es
muy conservada; es una cadena que contiene 44 aminodcidos y es importante en Ia
transcripcion, la activacién y la represién de anti-estrégenos sintéticos. En el dominio F se
asocian con mayor o menor afinidad antagonistas y agonistas sintéticos, lo que depende del
tipo de célula y del ligando. La secuencia en el dominio F inhibe la dimerizacién que se

presenta en el dominio E (Montano et al., 1995; Peters y Khan, 1999).

El RE fue identificado hace aproximadamente 40 afios por Jenseny Jacob (1962). Ellos
describieron la presencia de sitios de unidn a estrégenos en diferentes tejidos de rata.
Cuatro afos mds tarde, Tofk y Gorski (1966), aislaron por primera vez RE del Utero de rata,
al cual llamaron receptor a estrégenos alfa (REa). En 1996, Kuiper et al, clonaron un acido
desoxi-ribonucleico complementario (ADNc) del receptor a estrégenos en la prdstata de

rata, al cual denominaron receptor a estrégenos beta (REP).

A pesar de su importancia, la funcién de los estrégenos sobre la neurona GnRHérgica
no es aun del todo clara. En el 2000, Hrabovszky et al, mostraron que en las dreas rostrales
del cerebro anterior (estria terminal, nticleo medial de la amigdala y el nicleo predptico peri-
ventricular e incluso el drea predptica) hay neuronas que expresan el ARNm para ambos
tipos de receptores, pero también se han identificado neuronas que expresan sélo el ARNm
para el REx o para el REpS. Mediante la deteccion del ARNm y la cuantificacién de los
receptores a estrégenos (por la técnica de unién con estrégeno tritiado) en neuronas
GnRHérgicas (identificadas por inmunohistoquimica), se mostré que las neuronas

GnRHérgicas del area predptica contienen el RES pero no el REa (Shughrue et al., 1998).

La expresion de los genes del RE-a y RE-B es diferente en Ila porcidn izquierda y
derecha de POA-AHA. Cada gen tiene su expresion maxima en diferentes fases del ciclo
estral. La expresion del ARNm del RE-a en el dia del estro presenta su maxima expresién en
la porcion derecha de POA-AHA, a las 17:00 horas, el cual es seguido de un segundo aumento
de menor magnitud el dia del diestro-2 (13:00 h); mientras que la mdxima expresién del
ARNm del RE-B ocurre en la porcidn la izquierdo de POA-AHA en el dia diestro-2 a las 13:00

horas (Arteaga et al., 2005).
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En el 2007 Mendoza et al, mostraron por inmuno-histoquimica que el nimero de
células inmuno-reactivas (ir) a los REa y B en POA-AHA dependen de la hora y la etapa del
ciclo. EI mayor nimero de células (ir) para el REa es mayor a las 09:00 h y 17:00 h y menor a
las 13:00 h en cada etapa del ciclo. En cambio, el maximo nimero de células ir-REQ se

observa a las 13:00 h del proestro y del estro.

AUln no es claro el papel que juega el REa y REP sobre la neurona GnRHérgica;
Herbison (1998) y Abraham et al., (2003) han propuesto que tanto el REa como el REP estan
involucrados en los efectos “feedback” inhibitorios de los estrégenos sobre las neuronas
GnRHérgicas. La funcidén del estradiol ocurriria por medio de mecanismos transinapticos

indirectos, dependientes de las células gliales, las cuales expresan el REa (Herbison, 1998).

Por medio del uso de ratones “knockout”, en los que el RE« o el REf se desactivan,
se ha mostrado que el REa pero no el REP es necesario para que ocurra el efecto “feedback”
estimulante de los estrégenos sobre la neurona GnRH. En este modelo experimental y
mediante el uso de un ligando selectivo para el REa se mostré que este receptor no sélo es

necesario, sino que es suficiente para estimular la secrecion preovulatoria de LH (Rissman et

al., 1997).

La funcion de los REa y REP de POA-AHA en la ovulacién de la rata cambia en cada
etapa del ciclo y sus efectos dependen del tipo de receptor que se inactive en la porcidén
izquierda o derecha de esta zona hipotalamica (Rodriguez, 2010; Galindo, 2011; Vazquez,

2011).
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PARTICIPACION DEL SISTEMA COLINERGICO.

Uno de los primeros neurotransmisores descritos y clasificados como tal, es la
acetilcolina (ACh). Se calcula que entre el 5% y el 10% de las sinapsis en el sistema nervioso

central (SNC) son de tipo colinérgico (Perry et al,. 1999).

Fig. 9. Sintesis y estructura
quimica lineal de la
Acetilcolina (Tomada de
http://neuroquimicaclinica.b

o . o CHe logspot.mx.)
Y ChAT | |
s .
/\/N—CHn H—(%_C\ 4+ AcetilCoA = Ne=——=CH,
e CHs H O-H CHs o/\/cL
Colina Acetato Acetilcolina
La Acetilcolina
Sintesis

La ACh se sintetiza a partir del acetato y colina tomados de la corriente sanguinea o de la
recapturada en el espacio sinaptico, su sintesis es catalizada por la enzima colina-acetil-
transferasa (ChAT) (Fig. 9). El mecanismo por el que la colina se transporta a través de la
membrana es de naturaleza activa y depende del Na+. La colina presente en el espacio
sinaptico es el producto del rompimiento de la acetilcolina por medio de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) (Fig. 10) (McMahan, 1992; Alcaraz, 2001;). La ChAT ha sido
localizada en el SNC, especificamente donde tiene lugar la sintesis de ACh. La mayor
actividad de la ChAT ocurre en el nucleo interpeduncular, el ndcleo caudado, la retina, el
hipocampo, la corteza cerebral y las raices ventrales de la médula espinal. La ACh se sintetiza

en el soma de la neurona y viaja alo largo del axén (Massoulie y Bons, 1982).

Liberacion

En las terminales colinérgicas, la ACh es liberada como resultado de un estimulo nervioso
que induce el ingreso de Ca** a la célula y se acumula en el citoplasma de la neurona; esto
activa las proteinas contractiles del citoesqueleto y facilita que la vesicula que contiene Ila
ACh, sea llevada directamente a la membrana presindptica y liberarla por exocitosis al

espacio sindptico (Stidhof, 1995).
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La neurotransmisidn colinérgica concluye con la inactivacion de la ACh, que implica la

hidrdlisis del neurotransmisor, en la que la AChE produce colina y acetato. La colina es

reincorporada al citoplasma por un mecanismo de captacién de alta afinidad, para ser

reutilizada con el 4cido acético en la sintesis de ACh. (Fig.9) (Felder, 1995).

Gy

Mitocondria

Terminacion
axonica

h
1 } |

&N

Vesicula
sinéptica

Colina ~ C_\_

Q
Célula

Acetilcolinesterasa (AChE) postsindptica

ﬂ Receptor
colinérgico

Fig. 10. Sinapsis de acetilcolina (A/Ch).
1 La A/Ch se forma a partir de colina y
acetil CoA, catalizada por la enzima
colina-acetil-tranferasa (ChAT). 2 En la
hendidura sindptica la ACh es
rdpidamente degradada por la enzima
acetilcolinesterasa (AChE). 3 La colina
es transportada de regreso hacia la
terminacion axdnica y es utilizada para
formar ~mds ACh  (Tomado de
http://neuroquimicaclinica.blogspot.mx/20
10/08/neurotransmisor-de-la-semana.html).

La ACh liberada al espacio sinaptico actua sobre sus receptores, lo que permite

cambios bioquimicos y eléctricos en la célula postsindptica (Changeux et al., 1984).

Receptores colinérgicos

La ACh se une a dos tipos de receptores colinérgicos de membrana:

1.- Los receptores que permiten la apertura de canales idnicos llamados receptores

nicotinicos, que generan respuestas rapidas; estos receptores se localizan en los ganglios

simpaticos, en el SNCy la placa muscular (Cardinali, 1992; Gotti et al., 1997).
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2.-Los receptores muscarinicos que interactian con proteinas unidas a nucledtidos de
guanina (proteina G) (Unwin, 1995). Participan en los efectos de la ACh en las sinapsis post
ganglionares, en el musculo liso, corazdn y glandulas exocrinas; son responsables también

de parte de los efectos de ACh en el SNCy ganglios autondmicos.

Por medio de experimentos in vitro y el uso de animales “Knockout” o por retro-
transcripcién de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), los receptores muscarinicos se han identificado en varias zonas del
cerebro como corteza cerebral, cuerpo estriado, hipocampo, tadlamo, hipotalamo, cerebro

medio, médula espinal, cerebelo y corddn espinal (Wei et al., 1994).

También estan presentes es diversos 6rganos y tejidos como tejido cardiaco, musculo
liso y glandulas exocrinas. Se han identificado cinco subtipos de receptores muscarinicos,

identificados como M1, M2, M3, M4y M5 (Kubo et al., 1986; Bonner et al., 1988).

Dos de estos tipos de receptores muscarinicos se han descrito con base en la
afinidad por la pirenzepina (antagonista): Los M;, son de alta afinidad y predominan en el
cuerpo estriado, el hipocampo y la corteza cerebral; los del tipo M,, son de baja afinidad y se
localizan en la corteza cerebral (Ashkenazy y Peralta, 1994). Los Ms; y Ms han sido
identificados por la utilizacién de [3H]-N-metil-4-piperedil bencilato (Felder, 1995;

Struckmann et al., 2003).

En tanto que el M4 es de alta afinidad a pirenzepina (Felder, 1995; Struckmann et al.,
2003); todos son receptores de membrana con una estructura comun, siete dominios
transmembranales y los extremos tanto amino como carboxilo terminal, dentro y fuera de la

neurona respectivamente (Duclert y Chengeux, 1995; Richmond et al., 1999).

Los receptores acoplados a proteinas G, entre los que se encuentran los
muscarinicos, pueden ejercer gran variedad de acciones intracelulares, segun el tipo de
proteina G a la que se encuentren acoplados, lo que implica que puedan estimular o inhibir
respuestas rapidas o lentas, de diversas vias de mensajeros intracelulares o segundos

mensajeros (Richmond et al., 1999).
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ATROPINA (Antagonista muscarinico).

Los receptores muscarinicos pueden ser estimulados o inhibidos por farmacos
especificos, como es el caso de la atropina (ATR), que es clasificada como un farmaco
antagonista (Tabla 4), es decir bloquea el receptor impidiendo cualquier tipo de accién que

pueda tener la acetilcolina sobre éste (Velazquez et al., 2008).

La ATR acttia compitiendo con la ACh por los cinco receptores muscarinicos (M;,
M;, M3, M4y Ms). Esta propiedad hace que sus efectos se presenten en el cerebro y en todos
los érganos inervados por el sistema nervioso auténomo (SNA) parasimpatico (Fldrez et al.,

2003).

Tabla 4. Resumen de los efectos de la atropina (Veldzquez et al,, 2008).

+» Inhibe los efectos de la acetilcolina mediante su union a los receptores
colinérgicos muscarinicos en las uniones neuroefectoras del sistema

nervioso parasimpatico, como en los ganglios auténomos y en el SNC.

X/

% Los efectos incluyen taquicardia, dilatacion pupilar, inhibicién de las
secreciones exocrinas y relajacion del masculo liso (intestinal,
urinario y bronquial); sobre el sistema nervioso produce una accion

dual, que consiste en una estimulacion seguida de depresion.

% Los efectos adversos consisten en la exacerbacion de los efectos
farmacologicos: sequedad de boca, fotofobia, vision borrosa, retencion
urinaria. En el SNC se manifiestan como trastornos de atencion y del
estado de animo, desorientacion, alucinaciones, hipertermia, afasia,

entre otras.

La ATR es un alcaloide presente en plantas de la familia Solanaceae Atropa belladona
y Datura stramonium; quimicamente es un éster organico formado por el dcido trépico y una

base organica, la atropina, componente farmacoldgicamente activo. El sulfato de ATR (Fig.
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11) es un farmaco de accién rdpida, absorbida por el tracto gastrointestinal, que se difunde
a todos los tejidos, capaz de atravesar las barreras hematoencefdlica, placentaria y se le
encuentra en la leche materna. Tiene una vida media en la sangre de 2.5 h y se elimina
durante las primeras 12 h posteriores a su administracion. Entre el 55 y 75% de la ATR
inyectada en el sistema se elimina por la orina sin modificacién alguna. El resto, se inactiva
en el higado por medio de n-metilacién, para hidroxilaciony desaminacion oxidativa

(Veldzquez et al., 2008).

El sulfato de atropina, es un compuesto

sintético en forma de cristales incoloros, es ]I'L\,I —

inodoro, eflorescente en el aire seco, es decir

T
=Q

al perder humedad, cambia a un compuesto ;

en forma de polvo blanco. El sulfato de ATR E‘V’).'rc} 0OH HO-5-0H
]

es una droga que se utiliza para bloquear la O

estimulacion nerviosa de los musculos y las llfl‘-l H

glandulas. También se utiliza para aumentar la

frecuencia cardiaca, reducir las secreciones y
en el tratamiento de los efectos adversos de

algunos venenos (Lippincott y Wilkings, 2003).

Fig. 11. Estructura quimica del sulfato de atropina. (Lippincotty
Wilkings, 2003).

Vias colinérgicas aferentes al hipotalamo y receptores muscarinicos en POA-AHA y
en el ovario

Las neuronas colinérgicas se organizan principalmente como circuitos locales y
neuronas de proyeccion. En el cerebro anterior de la rata se han identificado dos vias
colinérgicas principales (Fig. 12). La via tegmental dorsal, cuyos somas neuronales
colinérgicos se localizan en el nucleo cuneiforme de la formacidn reticulada mesencefilica,
que proyectan sus fibras hacia el téctum, el area pretectal, los cuerpos geniculados, el
talamo y el sistema limbico. La otra via, la tegmental dorsal, cuyas neuronas se encuentran
en la sustancia negra y el nucleo tegmental ventral del cerebro medio y sus fibras nerviosas
viajan a lo largo del haz tegmental ventral y atraviesan el hipotdlamo y el subtdlamo hasta

llegar al tallo cerebral (Nisticé y Miiller, 1989).
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Fig. 12. Vias colinérgicas. Las neuronas colinérgicas se agregan en dos regiones del cerebro
principalmente: el complejo nuclear basal, que envia axones hacia el bulbo olfatorio, corteza
cerebral, el hipocampo, el tdlamo y el niicleo interpeduncular (IPN); el niicleo tegmental
pedunculopontino (PPT) y el niicleo tegmental laterodorsal (LDT) de la region tegmental
mesopontina, que envian axones hacia el tdlamo, el bulbo olfatorio y la corteza cerebral (Tomado de
Brown, 1994).

En el ndcleo submamilar del hipotdlamo se encuentra un nidcleo denso de neuronas
colinérgicas. Dispersas en las dreas posterior y lateral del hipotdlamo existen otras neuronas
acetilcolinerasa-positivas. El drea predptica (POA) lateral es rica en células de este tipo y
aquellas que se ubican en la porcion dorsal del area predptica envian fibras hacia Ia

amigdala, por medio de la estria terminal (Nisticé y Miiller, 1989).

Experimentos in vitro de POA muestran que existe una relacion directa entre la
concentracion de 17 B-estradiol y la proporcidn de receptores muscarinicos de alta y baja
afinidad (Egozi et al., 1986). En esta misma area hipotaldmica el nimero de receptores
muscarinicos cambia a lo largo del ciclo estral: en la mafiana del dia del proestro aumenta la
proporcién de sitios de unién de alta afinidad a los agonistas muscarinicos (60%), comparado
a lo observado en diestro-2 6 en la tarde del proestro (35%). Los cambios significativos en los

receptores muscarinicos coinciden con el llamado ‘“periodo critico”, caracterizado por altas
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concentraciones de estrégenos y un gran numero de receptores a estrogenos en POA
(Egoziy Kloog, 1985).

El contenido de ACh, y el nimero y la afinidad de los receptores cambia, durante el
ciclo estral. En el dia del diestro-1 se presentan las concentraciones maximas de ACh y en el
diestro-2 las minimas. Las concentraciones de ACh en POA-AHA presentan diferencias
asimétricas, en el dia del diestro-1 y en el proestro el lado derecho de POA-AHA tiene una
mayor concentracion de ACh que el lado izquierdo. También los receptores presentan
diferencias asimétricas en la afinidad, es mayor en el lado izquierdo de POA-AHA en los dias

del estro, diestro-1y proestro (Cruz et al., 1997).

El ovario también recibe fibras colinérgicas a través del nervio vago. El nervio vago es
un nervio mixto que contiene en su mayoria fibras de naturaleza parasimpatica, asi como
fibras sensoriales y motoras. Este paquete neural transporta ACh, sustancia P (SP) y en
menor proporcion al péptido intestinal vasoactivo (VIP) y somatostatina. Los somas de las
neuronas del nervio vago, se localizan en el ganglio nodoso y en las células ganglionares de

la raiz dorsal de los segmentos T10 a L2 (Burden et al., 1983).

En el ovario del humano y la rata, las células de la granulosa sintetizan ACh. En el
humano, las células de la granulosa expresan receptores M, y el ovocito expresa Ms;. El
papel de la ACh en el foliculo ovarico se relaciona con la proliferacion celular y la

morfogénesis (Gutkind et al., 1991; Lauder, 1993; Mayerhofer et al., 2002).

Participacion del sistema colinérgico sobre la ovulacion de la rata.

Las primeras evidencias de la participacion del sistema colinérgico en la regulacion de
la secrecion de gonadotropinas fueron los experimentos realizados por Everett, Sawyer y
Markee (1949) quienes mostraron que el bloqueo del sistema colinérgico, por la inyeccién

subcutdnea de ATR interrumpia la ovulacion.

Estudios realizados por Everett y Sawyer, en coneja y rata muestran evidencias de la
participacion estimulante del sistema colinérgico en la regulacion de la secrecidn
preovulatoria de gonadotropinas, durante el dia del proestro. En la coneja un animal de
ovulacién refleja, la inyeccion de ATR administrada después del coito interrumpe la

ovulacidn. En la rata, un animal de ovulacién espontanea, el mismo tratamiento en la tarde
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del proestro impide la ovulacién esperada en la mafana del estro (Everett et al., 1949 y

1950).

Estudios in vitro con células de hipdfisis e hipotdlamo, muestran que la ACh estimula
la liberacién de la FSH y LH, efecto que es bloqueado por la ATR (Egozi y Kloog, 1985). La
liberacidn preovulatoria de la LH, que ocurre en el dia del proestro, es inhibida al activarse
los receptores nicotinicos, ya que la administracion de nicotina durante el periodo critico del
dia del proestro, inhibe la liberacién de LH, pero no la de FSH (Simonovic et al., 1974; Billiar et

al., 1988).

En el dia del proestro del ciclo estral de la rata, la secrecién de la LH y la ovulacién
dependen en parte del sistema colinérgico; Dominguez et al, (1982), mostraron que el grado
de participacion del sistema colinérgico en la regulacion de la ovulacién es diferente en cada
dia del ciclo estral, en el dia del estro se requiere de 300 mg/kg de sulfato de atropina, en
diestro-1 de 100 mg/kg, en diestro-2 de 300 mg/kg y en el proestro de 700 mg/kg para
bloquear la ovulacién. Ademas, demostraron que el sistema colinérgico no sélo varia con el
dia del ciclo, sino con la hora del dia, ya que la proporcion de animales que logra ovular al

administrar de la dosis minima efectiva (100 mg/kg) es diferente segtn la hora del dia.

Ya que el hipotalamo, especificamente el anterior, regula de manera asimétrica la
secrecion de gonadotropinas y la ovulacién, Cruz et al, (1989) mostraron mediante la
colocaciéon de implantes unilaterales de ATR en POA-AHA, que en el dia del estro, la
sefializacion de tipo colinérgico muscarinico del lado derecho de esta zona, es indispensable
para que se lleve a cabo la ovulacién. En el dia de diestro-1, la sefial colinérgica que se origina
en ambos lados de POA-AHA estimula la ovulacidon; mientras que en el dia de diestro-2 es la
sefial del lado izquierdo la que regula este proceso. En el dia del proestro, el bloqueo del
sistema colinérgico muscarinico no altera la ovulaciéon esperada en la mafana del dia

siguiente.

Villegas et al, (2001) mostraron que la falta de ovulacién por el bloqueo del sistema
colinérgico llevada a cabo en el diestro-1, resulta de la inhibicion de la secrecion
preovulatoria de la LH en la tarde del proestro. Efecto que resulta de modificaciones en la
secrecion fasica de la GnRH en la tarde del proestro, ya que la inyeccién subcutdanea de GnRH

o LHRH sintética a las 14:00 horas de este dia, induce la ovulacién en ratas con implante de
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ATR (Cruz et al., 1992). A su vez, esta modificacién en la secrecién fasica de GnRH es
consecuencia de una alteracién en el efecto de “feedback” estimulante de los estrégenos en
el lado derecho de POA-AHA, ya que al restablecer la sefial ovarica en el dia del diestro-2,
mediante la inyeccidn subcutanea de benzoato de estradiol, los animales ovulan sélo cuando
el implante se colocé en el lado izquierdo de POA-AHA, no asi cuando se localiza del lado

derecho (Cruz et al., 1992).

Estos resultados llevaron a considerar que el sistema colinérgico en POA-AHA regula la
sintesis de estrogenos y la secrecidn de GnRH, y se concluyé que estos mecanismos de
regulacion son asimétricos, ya que el bloqueo de los receptores muscarinicos de la porciones
izquierda o derecha de POA-AHA modifican de manera asimétrica la ovulacién esperada en
el dia del estro (Cruz et al., 1992), la unién de la ACh a los receptores muscarinicos del lado
derecho de POA-AHA estimula la secrecion de la GnRH, las gonadotropinas y la ovulacion,
en cambio la unién de la ACh a los receptores del lado izquierdo de POA-AHA inhibe la

secrecion de GnRH, las gonadotropinas y la ovulacién (Cruz et al., 1992).

En el hipotdlamo y la adenohipdfisis de la rata, las propiedades de los sitios de unidn al
agonista muscarinico [3H]-N-metil-4-piperedil bencilato, cuantificadas por ensayos de
competencia, muestran que el E; y la P4, provocan disminucidn en los sitios de unidn de alta
afinidad y en la constante de disociacidon. Esto muestra una vinculacion entre el sistema
colinérgico muscarinico y los mecanismos por los cuales los esteroides ovaricos inducen la

liberacién de las gonadotropinas desde la hipdfisis (Sokoiovky et al., 1981).

Experimentos realizados en POA-AHA muestran que el contenido de ACh, en la
actividad de la enzima de sintesis (ChAT), de degradacién (AChE) y en el nimero vy la
afinidad de los receptores muscarinicos cambia durante el ciclo estral (Egozi et al., 1986;

Cruz et al., 1997; Sanchez et al., 1994; Merchenthaler et al., 2000).
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JUSTIFICION

En la rata adulta, la ACh regula de manera estimulante la ovulacién, esta funcién
depende de la hora del dia y de la etapa del ciclo estral que se considere (Dominguez et al.,
1982). A las 13:00 horas del dia del estro se requiere de 300 mg/Kg de peso de sulfato de
ATR para lograr que ningun animal ovule en el siguiente estro esperado. La administracion
de 100 mg/Kg a las 09:00 h del estro provoca que el 67 % de los animales ovule, la misma
dosis inyectada a las 13:00 h no la bloquea. Cuando esta dosis se inyecta a las 17:00 h solo el
30% de las ratas ovula y alas 21:00 h lo hace el 43% (Dominguez et al, 1982). Estos resultados
muestran que la actividad del sistema colinérgico-muscarinico cambia con la hora del dia, lo
que se refleja en su capacidad reguladora de la ovulacién. Por ello se decidid conocer la dosis
efectiva que a las 09:00 h del dia del estro, induce el bloqueo de la ovulacién en el estro
esperado. También analizar los efectos de esta dosis sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario, por medio de la cuantificacion de la expresiéon del ARNm de la GnRH, del REq, del
REB en POA-AHA, y de la concentracidn plasmatica de estradiol y progesterona, asi como de
la ovulacion espontdnea. Con finalidad de analizar cudl de los sistemas involucrados en el eje
hipotalamo-hipéfisis-ovario fue alterado por el bloqued del sistema colinérgico con la DEf, se
estudio el efecto de la inyeccidn subcutanea de la LHRH, de gonadotropina coridnica

humana (hCG) y de benzoato de estradiol (BE) en la ovulacion.
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HIPOTESIS

Dado que la ACh regula de manera estimulante la ovulacién, pero esto depende de Ia hora
del dia y de la fase del ciclo estral en la que se encuentre la rata hembra adulta, entonces, el
bloqueo de los receptores muscarinicos a la 9:00 h del dia de estro afectard la ovulacién de
manera diferente a la observada previamente a las 13:00 y 17:00 h. Ademas, la dosis efectiva

para bloquear la ovulacién en el 100% de los animales también serd diferente.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos del bloqueo de los receptores muscarinicos, a las 09:00 horas de la fase

del estro sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Conocer la dosis efectiva (DEf) de sulfato de ATR administrada a la 9:00 horas en
el dia del estro, que provoque el bloqueo de la ovulacidn al estro esperado en el

100% de las ratas inyectadas.

e Estudiar los efectos de la DEf sobre la secrecién preovulatoria de estradiol (E) y

progesterona (P,) a las 13:0 h del diestro-2, 11:00 h del proestro y 9:00 h del estro.

e Analizar los efectos de la DEf sobre la expresion del ARNm de la GnRH y de los
REa y REB en el lado izquierdo y derecho de POA-AHA a las 13:00 h de diestro-2 y

11:00 h del proestro.

e Analizar los efectos en la ovulacién del reemplazo de la sefial preovulatoria
hipotaldmica, por la inyeccién de LHRH-sintética, la sefial hipofisaria mediante la

inyeccidon de hCG y de la sefial ovarica BE en ratas inyectadas con la DEf.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras adultas, virgenes, ciclicas, de la cepa ClIZ-V mantenidas en
condiciones controladas de iluminacién (luz encendida de 5:00-19:00 h), a temperatura de
22°C, con libre acceso al alimento (Harlan) y al agua. El estudio del ciclo estral se realizé
mediante la toma diaria de frotis vaginales, sdélo se utilizaron animales que mostraron al

menos dos ciclos consecutivos de cuatro dias de duracion.

DETERMINACION DE LA DOSIS EFECTIVA DE SULFATO DE ATR NECESARIA PARA
BLOQUEAR LA OVULACION

Para identificar la DEf de sulfato de ATR que en el dia del estro bloqueara el 100% de
los animales tratados, se conformaron siete grupos experimentales para lo cual a las 09:00 h

del estro vaginal, los animales fueron asignados al azar:

Tabla 5. Organizacién de grupos experimentales, voliimenes de agua inyectada para los grupos vehiculo
(VHC), dosis de sulfato de atropina.

Grupo Inyeccién subcutanea a las 09:00 h del estro Dia sacrificio
Intactas
n=8 Estro vaginal
Vehiculo 0.650 mL 0.200 mL 0.650 mL 0.500 mL
(VHQ) Aguas Aguas Aguas Aguas
(n=31) (n=9) (n=9) (n=6) (n=7) Estro esperado
Sulfato de 100 mg/kg 300 mg/kg 500 mg/kg 700 mg/kg
ATR (n=32) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) Estro esperado

Todos los animales inyectados se sacrificaron por decapitacién a las 10:00 h del estro
esperado, se colectd la sangre del tronco y se dejé a temperatura ambiente durante 15
minutos, posteriormente se centrifugd a 3000 r.p.m durante 15 minutos. El sobrenadante

(suero) se colecté vy se distribuyd en alicuotas de 300 pL, las cuales se depositaron en tubos

< Agua desmineralizada, pH=6, conductividad eléctrica= 2 pOms, marca Thiessier
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eppendorf de 1.5 ml, que se almacenaron y se mantuvieron a -4°C, hasta la cuantificacién de

las concentraciones de estradiol y progesterona por radioinmunoanilisis (RIA).

En el dia de la necropsia, se procedid a extirpar los ovarios y el Utero, a cada érgano
se le elimind la grasa circundante fueron pesados en una balanza analitica (ESJ SERIES
ESJ200-4). Previo al pesado de cada ovario se separd el oviducto para contar el nimero de

ovocitos liberados, bajo el ocular de un microscopio estereoscépico (Olympus SZ2-LGCL).

ANALISIS DE LA DEf SOBRE LA SECRECION PREOVULATORIA DE ESTRADIOL Y
PROGESTERONA

Grupos de 9 ratas inyectadas con la DEf de ATR, fueron sacrificados a las 13:00 horas
del diestro-2, 11:00 horas del proestro, y 9:00 horas del estro esperado, con la finalidad de

cuantificar la concentracidn de estradiol y progesterona.

Cuantificacion de hormonas esteroides

Las concentraciones séricas de P, y E, fueron cuantificados con un estuche comercial
marca Coat-A-Count (Diagnostic Product, Los Angeles, CA, USA), que contiene tubos de
polipropileno impregnados con anticuerpo de coneja, viales de hormona marcada (" I-
Progesterona ¢ ' |- Estradiol) y calibradores para establecer la curva patrén para cada
hormona (P4:0.00, 0.02, 0.1,0.5, 2.0, 5.00, 10.00, 20.0, Y 40 ng/ml; E »: 0.0, 10.0, 20.00, 50.0,
150.0, 250.0, 500.0, y 900.0 pg/ml). A cada tubo se le adicionaron 100 pL del suero problema
mds 100 pL de la hormona marcada (" I-Progesterona o ™5 |- Estradiol). Los tubos se
agitaron durante un minuto y se incubaron a temperatura ambiente durante tres horas.
Posteriormente se decantaron y se limpiaron por la parte externa del tubo, finalmente con
la ayuda de un contador de centello Gama (modelo Cobra 5005, Packard™), se cuantificd la
cantidad de hormona problema. Los datos de la concentracion de P, se expresaron en

ng/mly los de E2 en pg/ml.

ANALISIS DE LA DEf SOBRE LA EXPRESION DEL ARNm DE LA GnRH Y DE LOS REa Y
REB EN EL LADO IZQUIERDO Y DERECHO DE POA-AHA

Grupos de 9 ratas inyectadas con la DEf de ATR, fueron sacrificados a las 13:00 horas del
diestro-2 y 11:00 horas del proestro, con la finalidad de cuantificar la expresion del ARNm

de la GnRH, del REa y del REP en los lados izquierdo y derecho de POA-AHA.
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Extraccion de POA-AHA

Para obtener POA-AHA se extrajo el cerebro entero y se enjuagd con solucién salina
estéril fria y por la técnica de Palkovits (1973), se procedid disectar POA-AHA, para lo cual se
utilizé material de diseccion limpio y estéril. Una vez que se obtuvo POA-AHA se procedié a
dividir la parte izquierda y derecha. Cada fragmento de tejido se depositd en el tubo de
ensayo nuevo Yy estéril etiquetado para cada porcién hipotaldmica correspondiente, que
contenian TRIzol para la extraccion inmediata del ARN total, en cada tubo de ensayo se
colocaron los fragmentos hipotaldmicos de tres animales. De tal forma que la cuantificacién
de la expresion de cada ARNm analizado se llevd a cabo en 3 tubos con tejido de POA-AHA

izquierda y 3 con derecho con la finalidad de tener 3 datos experimentales.

Extraccion de ARN total de POA-AHA izquierda y derecha

Los tubos de ensayo con los fragmentos de POA-AHA y TRIzol a 4°C se
homogenizaron con la ayuda de un Polytron, modelo PT-MR 3100 (Kinematica AG, Littau,
Suiza). Una vez homogenizados se transfirié el contenido a tubos eppendorf de 1.5 ml
nuevos y estériles. Posteriormente se le agregaron 250uL de cloroformo, se taparon los
tubos, y se agitaron manualmente durante aproximadamente 30 segundos: Los tubos se
mantuvieron en hielo por 5 minutos, posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C
durante 15 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior compuesta por fenol:
cloroformo (que contenia el ADN y las proteinas) y la porcién superior acuosa incolora (con

el ARN).

Obtencion de la Pastilla

La fase acuosa se transfirid a otro tubo eppendorf nuevo y estéril. Una vez
transferido se agregd un volumen igual de isopropanol para precipitar el ARN, la muestra se
mantuvo en congelacién a -4°C durante 24 horas. Posteriormente se centrifugaron las
muestras durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C, el ARN se precipité formando una pastilla
blanca amarillenta, se removid el sobrenadante y se lavaron las pastillas con etanol al 80%.
Después se centrifugaron nuevamente a 12000 rpm a 4°C durante 8 minutos. Una vez
centrifugadas las muestras, se extrajo el sobrenadante de la pastilla de ARN. Los tubos con
la pastilla se colocaron en sentido inverso sobre una gasa estéril y se dejo a temperatura
ambiente hasta que el alcohol con el que se enjuagé la pastilla se evapord. A cada tuvo se le

adicionaron 30 pL de agua inyectable y fue congelado a-70° C.
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Lectura de ARN

Las muestras se leyeron en un espectrofotémetro (BOECO, modelo S-30) a una
longitud de onda de 260 nm-280 nm. Se tom¢ una alicuota de 2 yL de cada muestra, a la que
se le agregaron 98 pL de agua inyectable. Con las lecturas de absorbancia se procedid a

calcular la cantidad de ARN por medio de la siguiente férmula:

Cantidad de
ARN total = (Abs a 260 nm)(40pg/pul)(A) 10
1000 pl
B

A= Cantidad en la que se diluyé
B=Cantidad de la muestra que se diluyd

Para obtener el ARN complementario (ARNc), se realizé la retro-transcripcién del ARN total

(RT). El control negativo consistié de una muestra de agua que sustituyd al ARN.

Retro-transcripcion de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para la realizacién del RT, en un tubo eppendorf se disolvieron 2 pug del ARN total, en
7ul de la mezcla de retrotranscripcion (Tabla 6) y agua estéril, cada muestra se colocé en un
termociclador de gradientes (Tabla 8) (marca Eppendorf Scientific Inc, Alemania). Después
de la retro transcripcion a las muestras obtenidas se les agregd 6.5 uL de un coctel de
reactivos (Tabla 7), para realizar la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). A
través de la cual se amplificé un fragmento de 250 pares de bases (pb)del gen de la GnRH,
de 337 (pb) para el REa y de 301 (pb) para el REB, se utilizé un fragmento de 200 (pb) de
GAPDH (Glyceraldehydo, 3-phosfato, Dehydrogenasa), como gen control interno.
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Tabla 6. Reactivos que conforman la mezcla de
retro-transcripcion.

Reactivo

Volumen /1 RX
Buffer 5x 2ul
DTT 1ul

(Desoxiadenocina trifosfato) d ATP 0.5 ul
(Desoxicitidina trifosfato) d CTP 0.5 ul
(Desoxiguanocina trifosfato) d GTP 0.5 ul
(Desoxitimidina trifosfato) d TTP 0.5 ul

Oligo Dt 0.5 ul
(Virus Moloney de la Leucemia
0.5ul+ 0.5 ul H20
Murina)RT-M-MLV
0.5 ul
Hz0
7 ul

Volumen Total

Tabla 7. Reactivos utilizado para la mezcla para el

PCR.
Reactivo Volumen /1 RX
Buffer 10x 0.5 ul
MgClI: 2.5ul
d ATP 0.5 ul
dCTP 0.5 ul
d GTP 0.5 ul
dTTP 0.5 ul
Oligo1 2.0 ul
Oligo2 2.0 ul
Taq polimerasa 0.5 ul
Hz0 26 ul
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El PCR se realizd en un termociclador

de gradientes (marca Eppendorf Scientific Inc,

Alemania), alas temperaturasy ciclos que se muestran en la Tabla 9 (Arteaga et al., 2005).

Secuencia Temperatura
Gen Secuencia sentido Ciclos
antisentido (°C)
CAA CCC ATA GGA CAC TAT GGT CAC
GnRH 53.0 32
CCA GTG CTG G CAG CGG GG
TTC ACA CCA AAG TGC AGC AGC ATC
Reax 64.2 32
CCT CGG G AGC GGA C
TCC CGG CAG CAC CCC AGA TGC ATA
Ref 55 32
CAG TAA C ATC GCT GC
GAT TTG GGC GCC CGC TCC TGG AAG
GAPDH 55.1 32
TGG TCA CC ATG CTG ATG

Tabla 8. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la retro-transcripcion, asi como las temperaturas y

ciclos utilizados para la técnica de PCR.

Una vez obtenidos los productos del PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2%,
preparado con TBE al 1% (Tris Boratos EDTA) y tefiido con bromuro de etidio, fue preparado
de la siguiente manera: En un matraz Erlenmeyer se agregd 1 gr de agarosa, adicionando 50
ml de una solucién Buffer de TBE 1 x que se calentd en horno de microondas (marca Pelco
3400, series Laboratory Microwave Oven) durante 1 min, hasta su completa disolucién.
Cuando la solucién de agarosa alcanzé una temperatura de +37°C, se agregaron 2.5 pL de
bromuro de etdio. Agitando el recipiente en forma circular, se mezclaron los diferentes
componentes, evitando la formacién de burbujas en la solucién. El gel se vertié lentamente
en la cdmara de electroforesis horizontal (Horizon 11-14. Life Technologies, Gibco BRL, USA)
por uno de sus extremos, con una punta de micro-pipeta limpia y estéril se retiraron las

burbujas y se dej6 polimerizar la agarosa.
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Para la corrida de las muestras, se llend el tanque de la camara de electroforesis con
buffer TBE 1x. Se conectaron los electrodos de la cdmara a la fuente de poder, se gradud el
voltaje a 100V y se dejaron correr las muestras. Las bandas resultantes del corrimiento de las
muestras en los geles se observaron en un trans-iluminador de luz ultravioleta. Las
fotografias del gel fueron tomadas con una cdmara Kodak EDAS 216. Las bandas se
analizaron por medio del Sistema de Andlisis Logic GEL 112.

ANALISIS DE LOS EFCTOS EN LA OVULACION DEL REEMPLAZO DE LA SENAL
HIPOTALAMICA, HIPOFISIARIA Y OVARICA
Para analizar los mecanismos endocrinos que provocaron la falta de ovulacién por la

inyeccion de subcutanea de la DEf de sulfato de atropina, sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario, fue necesario realizar tres grupos experimentales: 7 animales para cada tratamiento
hormonal, tomados al azar, fueron inyectados a las 09:00 h del estro vaginal con la DEf y

fueron tratados como se muestra en la tabla 10:

Tabla 9. Tabla donde se muestran las sefiales enddcrinas reemplazadas, las dosis utilizadas,
hora y dia del tratamiento, y el dia del sacrificio (Humphrey et al, 1973).

Dia y hora
Grupo Tratamiento Dia sacrificio
del tratamiento

14:00 h del Proestro Estro esperado (20 h
Serial hipotalamica 3.7 uL LHRH

esperado post- inyeccion)
25 u.i 14:00 h del  Proestro Estro esperado (20 h
Senal ovdrica
de hCG esperado post inyeccion)

14:00 h del diestro-2 Estro esperado (44 h
Serial hipofisaria 10 ug BE
esperado post-inyeccion)

Analisis Estadistico

Los resultados del numero de animales que ovularon del total de los tratados en ese
grupo experimental se analizaron por medio de la prueba de la Probabilidad Exacta de
Fisher. Los resultados del nimero de ovocitos liberados se analizaron por la prueba de

Kruzkall-Wallis seguida de la prueba Dunn. Mientras que los datos del peso de los ovarios,
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del utero, de las concentraciones séricas de las hormonas y de la expresion relativa del
ARNm para REa, REB, y de la GnRH fueron analizados mediante la prueba de analisis de
varianza multiple (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se
compararon dos grupos, el andlisis se realizé por medio de la prueba de “t” de Student 6 de
“U” Mann-Withney. En todos los casos se aceptaron como significativas aquellas diferencias

en las que la probabilidad fue < 0.05.
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RESULTADOS

EFECTOS DE LA DEf
Porcentaje de Animales Ovulantes

La inyeccidn subcutanea de cada uno de los vehiculos no modificaron el porcentaje de
animales que ovularon con respecto al grupo de ratas intactas sacrificadas a las 09:00 horas
del estro vaginal (100 mg/kg: 8/9; 300 mg/kg: 8/9; 500 mg/kg: 6/6 y 700 mg/kg: 6/7 vs. 8/8).

Por lo que se conjuntaron los datos para formar un solo grupo vehiculo

La inyeccidn de 300 mg/kg y 500 mg/kg de sulfato de ATR disminuyd el porcentaje de
animales ovulantes con respecto al grupo vehiculo. Mientras que con 7oomg/kg ningun

animal ovuld, por lo que ésta fue la DEf para bloquear la ovulacidn a las 09:00 horas del estro

(Fig.13).
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* p<0.05 vs. VHC (prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher).

Fig. 13. Porcentaje de animales que ovularon al estro esperado después de la inyeccién subcutdnea
del vehiculo (VHC) o de 100 (ATR 100), 300 (ATR 300), 500 (ATR 500) y 700 (ATR 700) mg/Kg peso
de sulfato de atropina a las 09:00 h del estro. La dosis efectiva corresponde a 700 mg/Kg peso
corporal.
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NUMERO DE OVOCITOS LIBERADOS.

La inyeccién del vehiculo no provocd modificaciones en el nimero de ovocitos
liberados con respecto a los animales intactos (ovario izquierdo: 4.4 + 0.8 vs. 3.9 * 0.7;

ovario derecho: 4.8 + 1.1vs. 3.6 * 0.57; total de ovocitos: 9.2 + 1.3 vs. 7.5 + 0.9).

Las ratas inyectadas con 100 mg/kg de sulfato de ATR en dia del estro y sacrificadas en
el estro esperado, liberaron un mayor nimero de ovocitos del ovario derecho que el grupo
inyectado con el vehiculo. Este efecto se reflejé en aumento del nimero de ovocitos

liberados por ambos ovarios (Fig. 14).

Como se muestra en la Fig.14, con la dosis de 500 mg/kg, el Unico animal que ovulg liberd
seis ovocitos del ovario izquierdo, ocho del ovario derecho, lo que hizo un total de 13

ovocitos liberados por ambos ovarios.

*

14 -
% 12
=)
s
©
S 10
0
= g

)

23 g
O +
S =
o 3
ss ©
o Nl
=
)
g 4
]
Z

2

0

INTACTAS VHC ATR 100 ATR 300 ATR 500
m Ova.lzq. m Ova.Der. W # total de ovocitos

* p< 0.05 vs vehiculo (Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueva de Dunn).

Fig. 14. Efecto de la inyeccién subcutdnea del vehiculo (VHC) o de 100 (ATR 100), 300 (ATR 300) y 500
(ATR 500) mg/Kg peso de sulfato de atropina a las 9:00 h del estro, sobre el nimero de ovocitos
liberados en el dia del estro esperado.
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Peso de los ovarios

PESO DE LOS OVARIOS Y DEL UTERO.
No se observaron cambios en el peso del ovario izquierdo, derecho o en la masa

ovarica de los animales inyectados con el vehiculo o con el sulfato de ATR (Fig. 15).
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B Ovario lzquierdo.  ® Ovario Derecho. B Masa Ovarica Total.
Fig. 15. Efecto de la inyeccion subcutdnea del vehiculo (VHC) o de 100 (ATR 100), 300 (ATR
300), 500 (ATR 500) y 700 (ATR700) mg/Kg peso de sulfato de atropina a las 9:00 h del
estro, sobre el peso del ovario izquierdo, derecho y de la masa ovdrica. Los resultados se
expresan como la media * e.e.m.
Ninguno de los tratamientos modifico el peso del utero (Fig.16).
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Fig. 16. Efecto de la inyeccion subcutdnea del vehiculo (VHC) o de 100 (ATR 100), 300 (ATR
300), 500 (ATR 500) y 700 (ATR 700) mg/Kg peso de sulfato de atropina a las 9:00 h del
estro, sobre el peso del titero. Los resultados se expresan como la media * e.e.m.
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Efecto de la inyeccion de la DEf (700 mg/kg) de sulfato de atropina sobre la
concentracion sérica de progesterona y estradiol.
Con respecto al grupo de animales intactos, la inyeccién del vehiculo incrementé la

concentracion de P, en la mafiana del estro esperado. La inyeccién de sulfato de ATR
incrementd la concentracidn sérica de P4 a las 13:00 h del diestro-2 y a las 11:00 h del proestro
con respecto al grupo inyectado con el vehiculo. (Fig.17). Los cambios observados en la
concentracién de estradiol ocurrieron en la mafiana del proestro (11:00 h). La inyeccién del

vehiculo la incrementd, mientras que el sulfato de atropina la disminuyé (Fig.18).
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Fig. 17. Efecto de la inyeccién subcutdnea de vehiculo (VHC) o de 700 kg/kg de sulfato de atropina
(ATR) alas 9:00 h del estro, sobre la concentracion sérica de progesterona cuantificada a las 13:00 h
del diestro-2, 11:00 h del proestro y 09:00 h del estro esperado. Los resultados se expresan como la
media * e.e.m.

100 - —e— INTACTAS VHC .- ATR

90 - |

80 - T
70 -
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 A
0 T T )
Diestro 2 (13:00 h) Proestro (11:00 h) Estro (9:00 h)

Concentracion sérica de Estradiol
(ng/ml)
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Fig. 18. Efecto de la inyeccion subcutdnea de vehiculo (VHC) o de 700mg/kg sulfato de atropina (ATR)
a las 9:00 h del dia estro, sobre la concentracion sérica de estradiol cuantificadas a las 13:00 h del
diestro-2, 11:00 h del proestro y 09:h del estro esperado. Los resultados se expresan como la media +
e.e.m.
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Efectos de la inyeccion de la DEf de sulfato de atropina a las 9:00 h del dia del estro
sobre la expresion relativa de ARNm del REa en POA-AHA izquierda y derecha.

En el grupo de animales sin tratamiento sacrificados a las 13:00h del diestro-2, la
expresion del ARNm para el REa en el lado izquierdo de POA-AHA es significativamente
mayor que a las 11:00 h del proestro. Esta diferencia no se observé en el lado derecho de
POA-AHA (Fig.19). A esta misma hora, la expresién del ARNm para este receptor es
menor en el lado derecho que en izquierdo, pero a las 11:00 h del proestro ocurre lo
contrario, es decir, hay mas ARNm del lado derecho que del lado izquierdo (Fig. 19).

Con respecto a los animales intactos, la inyeccién del vehiculo provocd aumento
del ARNm del REae en POA-AHA derecha a las 13:00 h del diestro-2. El mismo efecto
resultd alas 11:00 horas del proestro en ambos lados de POA-AHA.

Por el contrario, la inyeccidén subcutanea de sulfato de atropina siempre disminuyd la
expresion del ARNm del REa. (Fig.19).
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* p< 0.05 vs. Intactas; +* p<0.05 vs. Vehiculo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

Fig. 19. Media y e.e.m. de la expresion relativa del ARNm para el REa, en el lado izquierdo
o derecho de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 6 a las 11:00 h del proestro, en ratas
hembras adultas intactas ¢ tratadas con vehiculo (VHC) o con 700 mg/kg peso de sulfato
de atropina (ATR) a las 9:00 h del estro
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Efectos de la inyeccion de la DEf (700 mg/kg) de sulfato de atropina a las 9:00 h del
dia del estro sobre la expresion relativa de ARNm del RES en POA-AHA izquierda y
derecha.

En el grupo de animales sin tratamiento sacrificados a las 13:00h del diestro-2, la
expresion del ARNm para el REB en el lado izquierdo de POA-AHA es significativamente
mayor que a las 11:00 h del proestro. Esta diferencia no se observé en el lado derecho de
POA-AHA (Fig. 20).

En general, la inyeccién del vehiculo no modifico la expresiéon del ARNm del REP excepto
en la mafana del proestro que resultd en el aumento del lado izquierdo de POA-AHA. La
administracidon del sulfato de atropina provocé disminucién de la expresién del mensajero
de este receptor en el lado izquierdo de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 y el aumento
a las 11:00h del proestro en ambos laos de POA-AHA (Fig. 20).
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(ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

Fig. 20. Media y e.e.m. de la expresion relativa del ARNm para el RE-f, en el lado izquierdo
o derecho de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 6 a las 11:00 h del proestro en ratas
hembras adultas intactas 6 tratadas con vehiculo (VHC) o 700 mg/kg peso de sulfato de
atropina (ATR) a las 9:00 h del estro.
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Efectos de la inyeccion de la DEf (700 mg/kg peso) de sulfato de atropina a las 9:00
h del dia del estro, sobre la expresion relativa de ARNm del GnRH en POA-AHA
izquierda y derecha.

En el grupo de animales intactos, sacrificados a las 13:00h del diestro-2, la expresién del
ARNm para la GnRH el de POA-AHA izquierda es mayor en que a las 11:00 h del proestro;
diferencia que no se observé POA-AHA derecho (Fig.21). Cuando los animales se
sacrificaron a las 11:00 h del proestro, la expresién del gen fue mayor en el lado derecho
de POA-AHA que en el izquierdo (Fig.21).

La inyeccion del vehiculo incrementd la expresion del ARNm de la GnRH en POA-AHA
izquierda, cuando los animales se sacrificaron a las 11:00 horas del proestro.

La inyeccidn del sulfato de atropina resulté en el incremento de la expresion génica en
POA-AHA izquierda. (Fig.21).

1.6 ~

m Intactas
mVHC
EATR

= =
N EIN
1 1

=

°©
o

Expresion Relativa de ARNm
GnRH/GAPDH
_CJ o
N 1e%)

©
[N

T T

Diestro-2 13:00 h Proestro 11:00 h Diestro-2 13:00 h Proestro 11:00 h

o

POA-AHA Izquierda POA-AHA Derecha

® p<0.05 vs. Intacto en diestro-2 en el mismo lado de POA-AHA; ¢ p<0.05 vs. Intacto de POA-AHA izquierda;
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Fig. 21. Media y e.em. de la expresién relativa del ARNm para la GnRH, en el lado
izquierdo o derecho de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 6 a las 11:00 h del proestro en
ratas hembras adultas intactas 6 tratadas con vehiculo (VHC) o 700 mg/kg peso de sulfato
de atropina (ATR) a las 9:00 h del estro.
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Efectos del Reemplazo de las seifiales hipotalamicas, hipofisaria y ovarica en
animales inyectados con la DEf (700 mg/kg peso) de sulfato de atropina.

El reemplazo de la sefial hipotaldmica, por la inyeccidon subcutanea de LHRH, no indujo la
ovulacién en los animales inyectados con 700 mg/kg de sulfato de atropina. En cambio, el
reemplazo de la sefial hipofisaria, por la inyeccién de hCG, indujo la ovulacién en el 75% de
los animales tratados. El reemplazo de la sefial ovdrica por la inyeccién de BE, provocd la
ovulacién solo en el 14 % de los animales (Fig.22).
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Fig. 22. Efecto de los diferentes reemplazos hormonales sobre la ovulacién de las ratas
tratadas con 700 mg/kg peso de sulfato de atropina a las 9:00 h del estro.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Dominguez et al. (1982) mostré que la dosis necesaria para bloquear la ovulacién a las
13:00 h del estro es de 300 mg/kg. En cambio, a las 9:00 h de este dia del ciclo, es necesario
administrar 700 mg/kg para bloquear la ovulacién, es decir 400 mg/kg mds que lo reportado
por Dominguez et al., 1982; lo que confirma que el sistema colinérgico regula de manera
estimulante la ovulacién y que la actividad de este sistema de neurotransmisidon cambia con la

hora del dia.

La falta de ovulacidn por la ausencia del estimulo generado por la ACh es resultado de la
disminucién de la expresion del ARNm del REa, pero del aumento en la expresion del REB en
ambas porciones de POA-AHA a las 11:00 h del proestro. Por medio del estudio del reemplazo de
la sefial hipotaldmica, hipofisaria y ovarica, llegamos a la conclusion que a las 09:00 h del estro,
la ACh unida a los receptores muscarinicos estimula la respuesta de la hipdfisis a la GnRH y

como consecuencia se induce la ovulacion.

Los resultados obtenidos con la administracién de las diferentes dosis de ATR sobre el
porcentaje de animales ovulantes nos lleva a plantear que a las 09:00 h del dia del estro, la
actividad del sistema colinérgico-muscarinico, relacionado con los mecanismos
neuroendocrinos centrales y periféricos que inducen la ovulacién es mayor que lo previamente
reportado por Dominguez et al. (1982) para las trece h. El hecho de que con 100 mg/Kg de ATR
no se lograra bloquear la ovulacién implica que la cantidad de moléculas de ACh era mayor que
las de ATR administradas, por lo que no se bloquearon en su totalidad los receptores
muscarinicos disponibles en ese momento. Ya que conforme se fue aumentando la dosis de
ATR, también fue aumentando la cantidad de animales que no ovularon, pone de manifiesto
que a las 09:00 h de este dia del ciclo la cantidad de ACh, de receptores muscarinicos 6 su
afinidad es mayor que en los otros dias del ciclo como lo propone Dominguez et al, (1982), pero
semejante a el dia del proestro (Everett et al, 1949). Previamente se ha mostrado que la
cantidad de ACh, el nimero de receptores y la afinidad a la N-metil-escopolamina tritiada en

POA-AHA cambia con la hora del dia y la etapa del ciclo estral (Cruz et al., 1997).
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La ausencia de ovulacién por la inyeccidon de la DEf de ATR puede ser explicada por

diferentes mecanismos:

» La modificacién en el patrén de liberacidon de la GnRH, es decir, disminucién en la
frecuencia de los pulsos, lo que se tradujo en la secrecién preponderante de FSH y no de
LH. En estudios in vitro con células de la hipdfisis de rata y de la linea celular LBT2 se
mostro que la adicion de GnRH cada dos horas al medio de cultivo estimula la sintesis del
ARNm de la cadena B de la FSH (FSH-B), en cambio cuando la GnRH se adiciona cada %
hora se induce la sintesis del ARNm de la cadena § de la LH (LH-B) (Kyeong-Hoon y
Kaiser, 2006). Esta hipdtesis es apoyada por los resultados obtenidos con el remplazo
de LHRH-sintética a las 14:00 h del proestro, ya que los animales inyectados con los 700

mg/kg pesos de sulfato de ATR no ovularon.

» Una alteracidn en la respuesta de la hipdfisis a la GnRH, ya que la inyeccién de hCG a las
14:00 h del proestro esperado indujo la ovulacién en el 75% de los animales tratados. En
concentraciones fisioldgicas, la GnRH estimula la expresion del gen y el nimero de
receptores a GnRH en la hipdfisis (Kaiser et al., 1993; Turgeon et al., 1996). Asi que
sugerimos que la ACh tendria un papel estimulante en la sintesis del receptor para la

GnRH

La cadena inicial de sefalizacion en la regulacion del ARNm del REa seria a través de la
activacion de la proteina Gi que activan la cadena de sefalizacién de la fosfolipasa C (PLC), la
hidrdlisis del fosfatidil-inositol-difosfato (PIP2), la sintesis de IP3 (inocitol trifosfato) y diacil-
glicerol (DAG) (Fig. 23) (Miiller-Sterl, 2008). Con base en los resultados obtenidos sugerimos
que en condiciones normales, la expresion del gen del REa es regulado de manera estimulante
al activarse los receptores muscarinicos, ya que la administracion del sulfato de ATR resultd en
la disminucion de la expresion génica del REa en ambos lados de POA-AHA. Resultados
semejantes fueron observados por Arteaga et al. (2005) al inyectar 300 mg/kg peso de sulfato

de ATR alas 13:00 h del dia del estro.
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El efecto inhibitorio en la expresién del ARNm de este receptor ocurre a corto plazo, ya
que 4 h después del bloqueo colinérgico muscarinico, ya se observa una menor expresion
(Arteaga et al., 2005). El ARNm del REa no se estarfa ni expresando ni traduciendo, ya que la

inyeccién de BE no indujo la ovulacidn en los animales tratados con el farmaco.
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Fig. 23. Posible modelo de sefializacion de la acetilcolina (ACh) sobre la red neuronal de las células GnRH de POA-
AHA. La ACh unida a su receptor muscarinico (RM) activa a la proteina G (G), la que induce la fosforilacién de
guanosin-difosfato (GDP) a guanosin-trifosfato (GTP). A su vez la GTP activa la mformacién de adenosin-trifosfato
(ATP), energia que induce la formacién de fosfolipasa-C (PLC), la que hidroliza al fosfatidil-inositol-difosfato (PIP2),
lo que resulta en la formacién de, la sintesis de inocitol trifosfato (IP3) y diacil-glicerol (DAG). Estos fosfolipidos
activan factores de transcripcion que inducirdn la expresién del gen que codifica para la GnRH y el RE 3, pero inhibird la
expresion del dcido ribonucleico mensajero (ARNm) del REx

Dado que la inyeccidn de BE no indujo la ovulacién en los animales tratados con el farmaco,

sugerimos que el ARNm del REa no se esta ni expresando ni traduciendo.

Por el contrario, la expresion del gen del REP es inhibido al activarse los receptores
muscarinicos, ya que la administraciéon de 700 mg/kg peso de sulfato de ATR resultd en el

aumento de la expresidn génica de éste receptor. Es posible que el ARNm del REP no se esté
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traduciendo a la proteina ¢ que este receptor no esté involucrado en la secrecién fasica de la

GnRHy la LH, ya que el reemplazo de su ligando no estimuld la ovulacion.

Con base en los resultados antes descritos apoyamos la hipdtesis de que el estradiol
unido al REa estimula la liberacién fasica de la LH (Wintermantel et al., 2006; Herbison, 2006).
Sin embargo no parece interferir con la sintesis, ya que en la hipdfisis de ratones hembra
ovariectomizadas y con deficiencia para el REa aumenta la expresion del ARNm para las

cadenas B de las dos gonadotropinas (LHB y de FSHP) (Scully et al., 1997).

La diferencia observada en el nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el
derecho, cuando se administraron 100 mg/kg de sulfato de ATR lleva a pensar que mayor
numero de foliculos alcanzaron la etapa preovulatoria en el ovario izquierdo que en el derecho.
Este resultado indicaria la existencia de diferencias en el nimero o en la afinidad de los
receptores muscarinicos que posee cada ovario. Mayerhofer et al. (2002) han identificado en
células de la granulosa de foliculos preovulatorios de rata, el ARNm para el receptor M1y Ms.
Sin embargo, se desconoce si estos receptores participan en el crecimiento de los foliculos. Al
parecer el desarrollo folicular no estd siendo afectado ya que al pesar los ovarios y el itero no

se observan diferencias significativas.

No contamos con una explicacidon al aumento en la concentracion de P, 96 horas después de la
administracion del vehiculo. En condiciones normales la concentraciéon de P4 alcanza el primer
Maximo en su concentracion sérica entre las 19:00 y 21:00 h del dia del proestro, esto es entre 2
y 4 horas después de la secrecién preovulatoria de LH (Freeman, 2006). Una posible explicacién
es un cambio o desplazamiento horario en la secrecién de la LH que favorezca la luteinizacion
de los foliculos y por tanto de la secrecion de P4, o la activacion anormal del eje hipotdlamo-
hipdfisis-adrenal. Otra explicacion seria modificaciones en la secrecion de FSH. Estudios
llevados a cabo en especies sub-primate han demostrado que la estimulacidon de Ia FSH en
células de la granulosa durante el desarrollo folicular preovulatorio se asocié con aumento en el
contenido celular de ARNm y en las actividades enzimaticas de P450scc, 3B-hidroxi-esteroide

deshidrogenasa, A5-4 isomerasa (3B-HSD), P450arom, y el receptor de LH, todos ellos

UNAM | Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

65



necesarios para la secreciéon de hormonas esteroides por el cuerpo Iiteo ( Zeleznik y Benyo,

1994).

Dado que la administracién de la DEf de sulfato de atropina provocd el aumento en la
concentracion de Py4, 48 y 72 horas después de la administracidn del fdrmaco, sugerimos que la
AChinhibe la sintesis de P4. Este mecanismo de regulacién ocurriria en la glandula adrenal, en el
ovario o0 en ambos érganos. Olianas y Olani (2000) mostraron que la ACh estimula y potencializa
la secrecion de CRH. Por medio de competidores antagonistas muscarinicos, se identificé la

presencia de receptores muscarinicos del subtipo M1y M3 en la hipdfisis (Pintér, 1999).

La disminucion en la concentracion preovulatoria de E, 72 horas después de la
administracion del sulfato de ATR, nos permite sugerir que en el ovario, la ACh acoplada a los
receptores muscarinicos regula de manera estimulante la estereidogénesis del ovario. Este
efecto ocurriria mediante la activacion de las enzimas involucradas en la transformacion del
colesterol a la progesterona (3fB-hidroxiesteroide-deshidrogenasa) y de progesterona a
estradiol (17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, la aromatasa o ambas) (Freeman, 2006). De
esta forma, la ausencia de la secrecidn preovulatoria de estradiol en la mafiana del proestro, no
promueve el “feedback” positivo de los estrégenos en la secrecién de GnRH, lo que resulté en
la falta de LH y de ovulacién. Efectos semejantes fueron observados al bloquear el sistema
colinérgico, mediante la inyeccidn subcutdnea de sulfato de atropina en la mafiana del diestro-1

y diestro-2(Ldpez, 2012 y Velazco, 2013).

La ACh también estd implicada en los mecanismos de regulacion llevados a cabo por la
P4, ya que en cultivos de células de la hipdfisis de ovinos, el estradiol incrementa el nimero de
receptores a la GnRH, pero la P, lo disminuye (Laws et al., 1990). En ratas inmaduras como en
ovejas, la P, incrementa la sintesis del ARNm de la FSHP (Attardi et al., 1992; Webster et al.,
1995). En la rata, P, puede actuar directamente en la hipdfisis incrementando de manera

selectiva el ARNm de la FSHf.
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La ausencia de un efecto asimétrico por la administracién de la DEf de sulfato de atropina
en la expresion de los ARNm de la GnRH, del REa y del RE resulta de la cantidad del farmaco
inyectado, lo que enmascara la dindmica funcional del sistema muscarinico de uno y otro lado

de POA-AHA observado en animales sacrificados en esta fase del ciclo (Cruz et al., 1997).
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CONCLUSIONES

» A las 9:00 h del estro, la DEf de sulfato de ATR para bloquear la ovulacién en el 100% de

los animales tratados es de 700 mg/kg peso.

» El bloqueo de los receptores muscarinicos a las 9:00 h del estro estimula la secrecién de

progesterona, pero inhibe la de estradiol a las 11:00 h del proestro.

» Laadministracion de sulfato de ATR en la mafiana del estro, inhibe la expresidn del REa,

pero estimula la del REf en ambos lados de POA-AHA.

» Laausencia de un estimulo generado por la ACh a las 9:00 h del estro modifica la sintesis

de los receptores a la GnRH, lo cual altera la secrecion de LH y por tanto la ovulacion.
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ANEXOS
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Fig. 24. Resumen de resultados obtenidos por la inyeccién
subcutdnea de 700 mg/kg sulfato de ATR a las 9:00 h del dia del
estro, sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario.
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Fig. 25. Modelo explicativo de los efectos del reemplazo de la
sefial hipotaldmica en animales inyectados con 700 mg/ kg
de sulfato de ATR.
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La administraciéon subcutanea de
700 mg/kg de sulfato de ATR,

I bloque6 la ovulacion en el 100 %

de los animales inyectados. Una de
los mecanismos generados es la
inhibicion de la expresion del
ARNm para el REa, asi como la
estimulacion de la expresion del
mensajero del REf3 y de la GnRH.

' | POAAHA J
"z: . La inyeccion de la LHRH sintética
. ARER AR (sefial hipotalamica) no restableci6 la

ovulacién, lo que indica que en el
sistema si se esta sintetizando GnRH,
pero la hipéfisis no responde a ella,
posiblemente a alteraciones en los
receptores a la GnRH (numero de
receptores, afinidad o ambos), por lo
que la secrecién preovulatoria de LH
no ocurrio.
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Fig. 26 Modelo explicativo de los efectos del reemplazo de la
sefial hipofisiaria en animales inyectados con 700 mg/ kg

de sulfato de ATR.
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Fig. 27. Modelo explicativo de los efectos del reemplazo de la
sefial ovdrica en animales inyectados con 700 mg/kg de
sulfato de ATR.
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Dado que la administracion de 25 u.i. de
hCG (sefial hipofisiaria) restablecié la
ovulacion, se sugiere que la hipoéfisis no
responde a la GnRH, resultado de
alteraciones en los receptores a la
GnRH, resultado del bloqueo de los
receptores muscarinicos presentes en la
glandula.

Aun cuando se restablece sefial ovarica
(por la inyeccion de benzoato de
estradiol) sélo ovularon el 14 % de las
ratas, debido a que no hay el REa en
ambos lados de POA-AHA. Lo que indica
que es este receptor y no el REP el que
estaria involucrado en el papel regulador
de la ACh en la ovulacién.
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