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Los hombres deberían saber que de ningún lado 
más que del cerebro provienen las alegrías, 
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Resumen 

Resumen 

En la rata. alteraciones en la integridad funcional del lado derecho del hiro tála mo 

anterior inhiben la sec reció n de gonadotropinas. la ovulación y la hipertrofi a compensadora 
del ovario in .1i111 : mi entras que la les ió n del lado izq uierdo no las modifica . b tas 
di fc rcncias funcional es entre uno y otro lado del hipotá lamo parecen estar re lac ionadas con 
e l hecho de que la concentración de la GnRl-1 en e l hipo tá lamo medio basal del lado 
de recho ..:s e l doble que la de l izquierdo. Pero es ta as ime tria no parece ser co nstante. s ino 
que podria variar o prese nta rse en horas especificas de l dia. Po r otra parte. s i consideramos 
que los procesos neuroendocrinos que culminan con la ovul ación son di fe rentes y 
especificos a lo largo del ciclo estral. es de suponerse que las asimetrias funcionale s del 
hipotá lamo varíen también durante el ciclo. 

Con la finalidad de conocer si esta asimetria funcional del hipo tálamo esta 
relac ionada con la cantidad de GnRl-1 en uno y otro lado del hipotálamo. y de s i esta rn ria a 
lo la rgo del dia y en las diferentes fases de l ciclo estral. en es te trabajo se cuantificó la 
expres ión del ge n para la GnRH en los lados derecho e izqui erdo de POA-AHA durante el 
cic lo estral de la rata. Para lo cual se utili zó la téc nica de la Reacci ón en Cade na de la 
Polimerasa (PCR). 

La máxima expres ión del gen para la GnRl-1 ocurre en la mañana (09 :00 horas ) y 
posterior a l medio dia de l día ( 13 :00 horas ) dd diestro-2: es ta expres ión es mayor en e l 
lado clen:cho de POA-AHA. ln los otros dias del cic lo estra l. la expres ión del gen para la 
GnRH permanece baja y s in diferencias entre los lados . 

Estos resultados apoyan las o bservaciones previas que indi can que el hipo tá lamo 
funciona en forma as imétrica. como resultado en parte. de diferencias en la expresión del 
gen que codifica la síntesis de la GnRH entre los lados izquierdo y derecho ele POA- .i\l-IA. 
Dicha asime tría varia a lo largo del dia y en las diferentes fa ses del ciclo estral ele la ra ta. 
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lntroducciún 

LI hipotalamo es considerado el centro integrador que modula la secreción de hormonas ) 
la ovulación. por medio de la sec reción de la Hormona Lihcradora de las Gonadotropinas 
(GnRI L por sus siglas en inglés ). 111isma que es sinteti zada en los somas de: neuronas 
GnRl-l érgicas locali zadas c:n el hipotálamo anterior y 111edi o. : ll evada por transport e 
axónico hac ia la eminencia med ia. donde es liherada hac ia los go nadotropos de la hipó li sis 
por medio del sistema porta-hipotalámico-hipoli sario . Este e\ento desencadena una se rie de 
fe nómenos o mecanismos neu roendocrinos que in\·olucran a los O\ arios y que culminan en 
la sec reción de hormonas esteroiJes y la ovul ació n. 

Cie rendai y co l. . en 1978. mostraron que en ratas hembras tomadas al azar. la 
can tidad de GnRH que hay en el lado derecho del Hipotálamo Medio Basa l (l IM l3) es el 
dohle con respecto al lado izquierdo. Estos resultados acerca de la asimetría en la cantidad 
del péptido ha sido corroborado indirectamente. por medio de diferentes resu ltados que 
muestran que la lesión. la ck aferentac ión o la implantación de fárm acos en el hipotá la111 0. 
provocan e fectos as imétri cos so bre la sec reción de gonadotropinas. la ov ul ación y el grado 
de hipertro fi a compensado ra del OYario (F ukuda y co l.. 1982: Na nce Moger. 1982: 
Nance ) co l. . 1983: Cruz y col.. 1989 y Moran y co l. . 1994 ). 

Los resultados experimentales de Gerendai. ll evan a pensa r que la función 
as imétrica del hipotá lamo no es un fenó111eno <:stá ti co. sino que varia durante el ciclo estral. 
posiblemente co1110 resultado de la diferente cantidad de neuronas que sinteti zan la GnRH. 
de diferente tipo o cantidad de señales nen iosas entre las neuronas Gn RHérgicas de uno y 
otro lado del hipotálamo. o ambas posibilidades. de di similitudes en la actividad neural 
(que se traduce en variaciones en la síntes is de diferentes .1i.:uromoduladores). en la 
cantidad y la sensibilidad de ciertos reccptort:s. en las vías nerviosas procedentes de otras 
zonas del sistema nervioso central que regulan la ac ti vidad de las neuronas hipotalá111i cas. 
entre otros. 

Para anali zar si la diferencia en la cantidad ele GnRH entre los lados izquierdo : 
derecho del hipotálamo med io basal (Gercndai y col. 1978) es un fenómeno resultado de la 
síntes is de la proteína. y si esta asimetría cambia durante el cic lo cstra l. en este trabajo se 
decidió cuantili ca r la cantidad del RNArn que codifica para la GnR H crí los lados 
izquierdo y derec ho de l'OA-A l-IA. durante el ciclo estral de la rata adulta. Estos result ados 
fueron correlacionados con las vari ac iones en las concentraciones plasmáticas de cstradiol. 
testosterona. LI 1 y FSH durante el ciclo estral. 



Marco Teórico 

Marco Tcúrico 

Ciclo Reproductivo 

1-:1 cic lo reproductivo. es el resultado de diversos eventos neuroendocrinos que se 
llevan a cabo en el ce rebro. la hipófi sis. los ovarios y el út ero. La duración del cic lo 
reproducti vo es espec ífi co en cada espec ie: en la rata varía de 4 a 5 días. en la vaca es de 2 1 
días. en la oveja varía de 16a 17 días. en la cerda es de 2 1 días y en el primate es de 28 días 
( Kal ra y Kal ra. 1983 ). 

La rata (modelo biológico utili zado para el presente estudio) ovu la dura nte todo el 
ai\o y para su estudio. su cic lo estral se ha dividido en cuatro etapas: diestro 1. diestro 2. 
proestro y estro. En aq uellas ratas que presentan ciclos de cuatro días de duración. la 
concentración de estradiol en plasma durante el estro es baja (8±2 pg/ml) (13utchcr y co l.. 
1974: y Freeman. 1994). empieza a aumentar en la tarde de l diestro 2 hasta ll egar a su 
máximo va lor ( 45 ± 2 pg/ml) a las 9:00 a.m. del proestro (Butcher y col.. 1974 ). Durante Ja 
tarde del proestro la concentración de estradiol cae rápidamente y alcanza va lores basa les o 
bajos en las primeras horas de la mañana del estro. 

ll aumento máx imo en la concentración de estrógenos en plasma desencadena un 
estímulo neural cíc lico que ac ti va la li berac ión de la GnRH desde el hipotálamo. La GnRI 1 
a su vez. estimula la secrec ión de dos gonadotropinas que son sec retadas por la hipófi sis 
anterior y se denominan hormona luteinizante (Ll-1) y horm ona esti mulante de l folículo 
(FSl-1) . l.a concentración circu lante de LH empieza a aumentar alrededor de las 14:00 o 
15:00 horas del dia del proestro. y alcanza su concentración máx ima entre las 13:00 y 17:00 
horas de ese día (Butcher y co l.. 1974: Freeman. 1994). A este momento en el que aumenta 
al máx imo la concentrac ión de gonadotropi nas en la sangre se le ha denominado "pico" u 
oleada prcovulatoria. Según la espec ie. después del "pico .. de go nadotropinas ( 11 horas en 
el caso de la ra ta y 36 horas en los primates). la ovul ac ión ocurre en las primeras horas del 
día del estro. En el día del estro. ocurre un segundo aumento en la concentrac ión plasmáti ca 
de FSI l. el cual marca el inicio del siguiente ciclo (Leo. 1999 ). 

Este rápido incremento de LH en combinación con la FSH induce la ruptura del 
folículo y la ovulación en las primeras horas del estro. La concentrac ión en plasma de LI 1 
empieza a di sminuir en la noche del proestro. alcanzando una concentración basa l en las 
primeras horas de la mañana del estro y permanece así durante el diestro 1 y diestro 2. El 
patrón de secreción ·de la FSH y prolactina durante el cic lo estral es similar al de la LH. 
excepto que la concentración de FSH alcanza un segundo ··pico·· en la mañana del estro 
cuya función está relac ionada con el rec lutamiento de fo lículos (Butcher y col.. 1974 : 
Freeman. 1994) (Fig. 1 ). 

Otra hormona que participa en la regulación del ciclo reproducti vo es la progesterona 
secretada principalmente por el cuerpo lúteo del ovari o (Greenspan y Forsham. 1988 ). 
Durante el cic lo estral de la rata se presentan dos incrementos en la concentraci ón de 
progesterona en plasma. El primer de e llos se presenta en la tarde de l di estro 1 y se 
prolonga hasta las primeras horas de la mañana del diestro 2. momento en el que alcanza 
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una concentración basal. El segundo ocu rre en la tarde del proestro y desc iende a 
concent raciones basales en e l día del estro (Jan ne, 1981) (Fig. 1) 

El efecto de los estrógenos sobre la secrec ión de las gonadotropinas vari a durante e l 
c ic lo estra l (Fig. 1 ). Durante la mayor parte del cic lo, la concentraci ón plasmática de 
estradiol es baja regulando de manera inhibi tor ia la secreción de gonadotropinas. Cuando 
las concent rac ión plasmática a lcanza valores máx imos en la mañana del proestro, 
estimulan la secreción de FS H y LH. El aum ento en la concentración pl asmáti ca de 
estrógenos y su brusca disminución a valores mínimos o basales, se conoce como secreción 
preovulatoria de estrógenos. Esta secreción preovul atori a es esencial para ini ciar, mantener 
e incrementar la respuesta de la hi pó fi sis a la GnRH (Gall o, 198 1 ). 

ESrógerlos Progesterona 

00 g) 

00 40 

i 40 1 ~: 
20 1 

10 

O e o 
9 13 17 9 13 17 9 13 17 9 13 17 9 13 17 9 13 17 9 13 17 9 13 17 

Clestro 1 Destro 2 Proestro Estro Clestro 1 aestro2 Proestro Est ro 

LI-1 FSH 

35 400 
XI 
25 :m 
20 

~ 15 1 ~;ro 
10 100 

5 · o o 
9 13 17 9 13 17 9 13 17 9 13 17 

9 13 17 9 13 17 9 13 17 9 13 17 

Destro 1 Destro 2 Proestro Estro 
a estro1 Clestro2 Proestro Estro 

Fig. 1: Variaciones en la co ncent rac ión plasmát ica de es trad io L progesterona, FS H 
y LH du rante e l c ic lo estra l de la rata (Freeman, 1994). 
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Anteriormente se pensaba que los cstrógenos regu laban de mam.: ra indin:cta la 
s íntes is de GnRH. ya que no se había mostrado la existenc ia de receptores a cstrógenos en 
la neurona que sintetiza e l decapéptido. aunque si se sa bía que el i\RN mensajero del 
receptor a cstrógenos estaba prese nte. Actualmente hay evidenc ias que indican que los 
cstcroidcs actúan directamente so bre la neurona que s inteti za a la GnRH y que son 

mediados por receptores nucleares de tipo a. y ~ . 1os cuales funcionan como factore s de 
transcripción (Kallo y col.. 2001 \. 

La secrec ión de las hormonas esteroides de o ri gen ovári co se lle va a cabo mediante 
la participación de dos tipos de cé lulas del folículo: las tcca les y las de la gra nulosa. 

La esteroidogenes is de folículo s as tral es esta regul ado por las gonadotropinas. lk 
ac uerdo a la teoría de las dos cé lulas, la FSH sec re tada por la hipó fi s is actúa en las cé lul as 
de la granu losa del ovario. por medio de su receptor de membrana. l .a unión de la hormona 
a l receptor ac tiva e l s istema adcni l-eiclasa (la cual incrementa los niveles de i\Ml'c 
(i\dcnosin monofosfato c ic lico) a partir del ATP (Adcnos in trifofato )). la que a su vc1. 
actin1 la enz ima aromatasa. la cual transforma los and rógenos que prm icncn de la teca. en 
cst rógenos. principalmente en estradiol. Al mismo tiempo. la FS I 1 induce una mayo r 
producción de sus propios receptores. la síntesis de recepto res a 1.11 y estimula la mitos is de 
cé lulas de granulosa. Además. la FSH est imula la producción de inhibina. activina e IGF l. 
A medida que va aumentando la FSH en la fa se fo li cu lar de l c ic lo. se van produciendo 
cantidades cada vez mayores de estradio l. incrementando sustancialmente su efecto 
parác rino y endoc rino. El objetivo principal de es te C\e nto es la dominancia de los folículo s 
que han alcanzado cierto nivel de crec imiento (Gore L \ Arm strong T .. 1994) (Fig. 2). 

-l 



d : U JL\ 
OE LA 
TECA 

INTERNA 

C ELl iLA 
OE LA 

GRAN l iLOS \ 

Marco Tcúrico 

_____ ___ .,. A('1P, J a -Hidro\iestcroidc 

¡----- __ 1 __ - -- -- -- - , Ocs hidrogc nasa 

... 
COLESTEROL-- - -- ... PREG NENOLONA -- ----- · PROG STERONA 

17a- Hidroxilasa 17a- Hidroxipregnenolona __ _ __ _ .,. 7a- Hidroxipregncnolona 

C 17•211 liasa 

Ocshidrocpiandrosterona 

1711 - Hidro xiesteroidc 
Ocshidrogenasa 

L ~- Androstenediol 

_________ .,. Androstcncdi na 

___ _____ .,. Testosterona 

Andró~ C irculación 

Lámina Basal 

r ... Androstcned1ona 
1 
1 

Andró2cnos - : 
1 

~ ... Testoste rona 

--- +AMP, 

A roma tasa P ~ ~º 

Est ron a 

l 7a-estradiol 

Fluido folicular 

Fig. 2: Rutas biosíntéticas de las hormonas esteroides. cn la regul ación de IPs 

efectos de las gonadotropi nas en las célul as del fo lículo ovárico (lomado y modificado de 
Gore-Langton y Arrnstrong. 1994). 
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Además de los estcroides. el ovario sinteti za y secreta péptidos como la inhibina. la 
activina. la folistatina. la relax ina y di versos facto res de crecimiento como e l factor de 
crecim iento tipo insulina 1y 11 (IGF 1y 11 ) y el fac tor de crecimiento del endote li o vasc ul ar 
( VLG F). entre otros. Los anteriores factores reg uladores del crec imiento fo licular. actúan 
por vía autócrina. parác rina y endóc rina. La acc ión cndócrina se ejerce por medio del e_ jc 
l lipotálamo- Hipófi sis-Ovario. En este sistema el hipotálamo envía la seiia l GnRHérgica en 
lúrma de pul sos. la que es rec ibida en la hipó fi sis. produciendo la liberac ión de LI l. la FSI 1 

o ambas. las que actúan sobre el ovari o (Shupnik. 1996). 

HIPOTÁLAMO 

LI hipotúlamo se loca li za en la base del diencéfalo. por debajo del tálamo y a ambos lados 
del tercer ve ntrícul o. Esta delimitado en la parte anterior por el qui asma óptico y en la parte 
posteri or por los cuerpo mam ilares (McGeer y co l. . 1987). El hipotálamo se puede 
subdi vi dir para su estudio. en tres regiones de acuerdo a criteri os anatómicos y fun cionales. 

J\ I referirse a la topografía del hipotálamo se emplea la denominación de núcleo 
cuando es posible reconocer agrupac iones ce lulares bien caracterizadas. y se reserva la 
deno minación de área para referirse a sec tores en los que se reconoce una clara 
delimitación ci toarquitectónica (Fig. 3). 

6 



• AREA PREOPTICA 

D HIPOT ALAMO ANTERIOR 

[]I[ill HIPOTALAMO MEDIO 

l~;t~:J HIPOTALAMO POSTERIOR 

Marco Teórico 

Fig. 3: Corte sagital del cerebro de la rata, que muestra la distribución topográfica de los 
núcleos y áreas del hipotálamo. A: hipofisis anterior, AC: comisura anterior, AH: núcleo 
hipotalámico anterior, AR: núcleo arcuato, BN: base del núcleo de de la es tria terminal is, 
DL: área hipotalámica dorsolateral, DM: núcleo dorsomedial , DP: núcleo dorsa l 
premamilar, 1: lobulo de la hipófisis intermedia, L T: núcleo lateral tuberal , MB: cuerpo 
mamilar, ME: eminencia media, MP: núcleo preóptico medial , N: hipófisi posterior, O: 
organo vasculoso de la lámina terminalis , OC: quiama óptico, PE: núcleo hipotalámico 
periventricular, PF: núcelo perifornical, PH: núcleo hipotalámico posterior. PP: núcelo 
preóptico periventricular (medio). PS: hipófisi s stalk, PV: núcelo paraventrícul ar, RC: área 
retroquiasmatica, SC: núcleo supraquiasmatico, SM: núcleo supramamil ar. SO: núcleo 
supraóptico , TH: talamo. VM: núcleo ventromedial, VP: núcleo premamilar ventral (Conn. 
1999). 

7 
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En cortes coronales rostro-caudales, los núcleos y áreas hipota lámi cas son divididas en 
hipotálamo anterior, medio y posterior (Fig. 4, 5 y 6) 

-·----"""'~ 

~~-

FX 

v3 
AH Ne LHA 

@ ·· __..,,. 

Fig. 4: Hipotálamo Anterior. AHA: núcleo hipotalámico anter ior parte centra l. Fx: 
colum na de l fó rnix , LHA: área hipotalamica lateral. Ne: núc leo ci rcul ari s, OPT: tracto 
ópti co. PVHpv: núcleo paraventricular hipotalámico parte parvicelular anterior, RCH: área 
retroquiasmática, SCH: núcl eo supraq ui amático, SUP: co mi sura supraóptica y V3: 
terce rventrículo (Koning y Klieppel , 1963 ). 
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Fig. 5: Hipotálamo Medio .· ARH: núcleo arcuato de l hipotálamo, DMHa: núcleo 
dorsomadial hipotalámico parte anterior, Fx: co lumna del fó rni x, LHA: área hipotalámica 
lateral. ME: eminencia media , V3: tercer ventriculo y VMHdm: núcleo ventromedial de l 
hi potálamo parte dorsomadial (Koning y Klieppel . 1963 ). 
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Fig. 6: Hipo1á/amo Poslerior: MM: núcleo mamilar medial, PH: núcleo hipotalámico 
posteri or y SUMI: núcleo supramamilar parte lateral (Koning y Kli eppe l . 1963 ). 
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LAS NEURONAS GnRHÉRGICAS 

Las neuronas GnRHérgicas tienen su núcleo en el ce nt ro del soma ' es ta rodeado 
por un borde delgado <le citoplasma. que se alarga y ex ti ende dando or igen a los conos de 
las dendritas principales . El núcleo contiene uno o dos nucléo los. el ci toplasma ticn L· va rios 
sacos de retículo endoplásmico rugoso y uno o dos sacos de Ciolg i : gránu los 
ncurosecn.:to res . En las terminales s inápticas. la GnRH se encuentra contenida en grúnu los 
ele 40 a 120 nm de diámetro. unidos a la membrana plasmática (S i h erman . 1994) ( Fi g. 7) 

Fig. 7: Fotografía de una neurona GnRHérgica. tomada del área prcópti ca 'ent ra! de l nw no 
rhe.rns. con sus dendritas ex tendidas en cada polo. Esta célula esta próx ima a muchas libras 
de células GnRHérgicas (S il verman y co l. 1994) 

Las neuronas que sinteti zan GnRH (neuronas GnRHérgicas ). se ori ginan de la 
pl acada t1 lfatoria medial durante el desarrollo embrionario (Swanzcl-Fukuda: Pfaff. 1989) 
y mi gran predominantemente hacia la banda diagonal de Broca (DBB). el órga no vasculoso 
ele la lám ina terminali s (OVL T) y el área preóptica (POA) ( Barry y col. 1985). 

l'vlediante técnicas inmuno-histoq uímicas se han identilicado las zonas <.k l s istema 
nervioso central donde se concent ran las neuronas GnRI lérgi cas: estas son: el área 
preóptica medial. el área anterior del hipotálamo y el núcleo arcuato. así como el sc ptP , la 
estr ía terminal. 
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Lstc tipo de neuronas no forman agregados. sino redes laxas y difusas. La 1-cd más 
importante por su participación directa en e l control de la sec reción de las go nadotropin as 
se extiende desde la banda Diagonal de Broca hasta el área septal , atravesando el núcleo de 
la estría terminal y las áreas preóptico medial y lateral. hipotalámica anterior, el núcleo 
pcrivcntricular y la zona retroquiasmática del diencéfalo. También forman parte de este 
con tinuo las neuronas secretoras de GnRH ubicadas en el hipotálamo lateral y el núcleo 
supraóptico. Las neuronas GnRHérgicas de es ta red principal proyectan sus axones hacia la 
eminencia media por medio de las vías scpto-preóptica infundibular y septo preóptica. Las 
neuronas ubicadas en el área septo-prcóptica proyectan sus axones por medio del fascículo 
rctrotlcxo hacia las áreas extrahipotalámicas como la amígdala. e l complejo mamilar. el 
área tegrnental ventra l. el ce rebro medio. el rale y la región periacueductual. A l parecer, en 
los roedores estas proyecciones participarían en la regulación del comportamiento sex ual. 
ya que la administración de GnRH directamente al área preóptica potencia el reflejo de 
lordosis (Silverman. 1994). 

En los roedores. el número de neuronas GnRHérgicas es variable. ye ndo desde un 
promedio de 356 neuronas en el hámster (DjunKarian pospuberal) hasta 560 o 1300 
células en la rata ( Yellon y col.. 1990). 

LA GnRH 

E.11rue111ru Je/ decupe¡11iJo 0nR/I 

Desde e l punto de vista lílogenético. la molécula de GnRH es muy se mejante desde los 
peces hasta el hombre. Sin embargo. entre los vertebrados existen al menos cinco 
variantes: la primera de ellas. se ais ló y se identificó a partir de 300.000 cerebros de pollo. 
La existencia de es tas variantes. dio la pauta para conocer la relación estructura-fünción ) 
permitió que hasta la techa se hayan sintetizado más de 3.500 análogos de GnRH (Russcll y 
White. 1999). 

La GnRH es un péptido pequeño constituido por 1 O aminoácidos La secuencia 
lineal de la GnRH en mamíferos es la siguiente (Susuki y col.. 1995) (Fig. 8). 

pyroGlu 1-HisZ- Trp3-Ser4- Tyr5-Gly6-Leu7 -Arg8-Pr09-Glyl o-NHZ 

En diversas espec ies. se han identificado dos o más formas de GnRH. Una forma de 
origen hipo talámico (GnRH-1). la cual varía en estructura entre las diferentes especies y 
una forma extra-hipotalámica a ltamente conservada que actúa como un neuro-modulado r 
(Flanagan y col.. 1997). y que actualmente se le conoce como GnRH 11. 
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El'fruc/uru Je/ Kene Je la CnRH 

IJ gen que codi ti ca la síntesis de la GnRl-I ha sido aislado de la rata. dL:I ratón y ckl 
hombre. La información obtenida de las cadenas complementarias del acido <.ksox i
ribonuckico (cDNAs) clonadas del hipotálamo y de la placenta. indica la presencia dL: 
cuatro exones. La secuencia de codificación transcribe una proteína precursora dL: 92 
aminoácidos que origina la GnRl-I y un péptido de 56 aminoácidos llamado GAP (péptido 
asociado con la GnRH). El primer exón consiste de una región 5 · 110 transcrita. El segundo 
exón codi ti ca para el péptido señal , GnRl-I ( 1 Oaa) y los primeros 1 1 residuos ck 
aminoácidos de GAP. El tercer exón codifica para los residuos 12-43 de GAP. El cuarto 
exón codifica para los 13 residuos terminales de GAP y el restante ARNm no se traduce. 

Síntesis de la CnRH 

La molécula de la GnRH. puede sufrir cambios conformacionales que le permiten ir 
desde una forma completamente extendida hasta una forma altamente enrollada. El análisis 
tridimensional de la hormona en solución, ha indicado que existe un giro B en la posición 
6. que aproxima al carboxilo con la amina terminal, dicha configuración tiene una alta 
afinidad por los receptores GnRl-I. 

La síntesis de la GnRl-I se inicia con la transcripción del RNAm en los ribosomas 
adosados al retículo endoplásmico rugoso, dicha tra·nscripción forma un péptido precursor 
(pre-pro-GnRH) de aproximadamente 10,000 daltones. El precursor de la GnRH se corta 
por acción enzimática en el retículo endoplásmico y da origen a la pro-GnRH. qul.'. se 
transfierl.'. al aparato de Golgi. donde se produce la ruptura proteolítica de la cadena y la 
eliminación del par de aminoácidos básicos. En esta estructura se realiza el proceso de 
activación. que consiste en la ciclización enzimática de la glutamina N-terminal. la ruptura 
del enlace gly' 1 

- gly'º y la amidación de la glicina en el carbono terminal ( Busby y col.. 
1987: Charli y col. . 1991). Posteriormente. la GnRH y su péptido asociado (GAP) son 
almacenados en las vesículas de secreción (Fig. 8). 

Es prudente señalar que algunos de los péptidos derivados del precursor de la 
GnRH son biológicamente activos y también estimulan la secreción de gonadotropinas e 
inhiben la de pro lactina. en este caso GAP. (Yen y col, 2001 ). 

1 
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-23 

GAP (56aa) 
A 

Fig. 8: Gen de la GnRH y procesamiento de pre-pro-GnRH. A; Representació n 
esquemática de la estructura y la secuencia de 92 aminoácidos de pre-pro-GnRH. El 
decapéptido (aminoácidos 1 a 1 O) ocupa el lugar intermedio entre el péptido seiial y la 
secuencia Gly-Lys-Arg. La flecha indica el sitio de procesamiento proteolitico y la 
amidación C-terminal de la molécula de GnRH. B; Procesamiento molecular del 
decapéptido de GnRH . En el núcleo el gen de pro-GnRH es procesado a ARN m después de 
la transcripción, el ARNm es transportado hasta el citoplasma del cuerpo celular (soma)_ 
donde se genera el péptido pro-GnRH después de la traducción. Un mayor procesami ento 
conduce a la generac ión del decapéptido GnRH y del péptido asoc iado con GnRH (GA P). 
Luego la GnRH y el GAP son transportados hasta las terminac iones nerviosas y sec retad os 
en tándem en la ci rcu lación portal (Yen y col , 200 1) 
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Ll na vez sinteti zado el pépti do. es transportado en la vcsícul a hasta la terminal 
sinápti ca que fin ali za en la eminencia medi a. y ahí es liberado en los vasos del s istema 
portal hipotalámico- hipoli sari o. La liberac ión de ésta hormona st: reali za por cxocitosis en 
res puesta a cambios en los potenciales de acc ión de la membrana. que permiten la apertura 
de los canales de Ca

12 
dependientes de vo ltaje (S itges. 1993) Conw resultado de Ja entrada 

de ca lcio se activan las enzimas pro teo líticas que degradan la membra na plasmática. de tal 
fo rma que el péptido es li berado (Charli y co l. . 199 1 ). 

Fn una serie de ex perimentos ll evados a cabo en el mono rhc:sus por Knobil en 1980 
se establec ió firmemente que el sistema neuro nal de GnRI 1 del interi or de l hipotála mo 
basa l medial muestra un compo11amiento rítmico con salvas agudas y bre, es de ac ti ,·idad 
eléctrica de múltipl es unidades. Estas sa lvas se desarroll an a intt:n a los de alrededor de una 
hora y ti enen su ori gen en la prox imidad del núcleo arqueado en el interi or del hipotálamo 
medio basa l. Este modo de secrec ión de la GnRH se observa en todas las es pecies de 
mamíleros estudiados. Ex iste una sincronía notable entre los pubos de GnRl-1 en sangre 
portal y los pulsos de Ll-1 en sangre periférica (Knobil. 1980 y 1989: Minami ' co l.. 1990 y 
Clarke y Cumrnins. 1982) po r ejemplo; en el día del proestro la concentración de (inRI 1 
en el sistema portal aumenta entre las 12:00 y 15:00 horas (según la espec ie) y hac ia las 
tres de la tarde las concen trac iones de GnRH caen dramáticamente. cuando la 
concentrac ión de Ll-1 comienza a aumentar. Lev ine y Ramírez ( 1980) observaro n que 
durante el proestro . los pulsos de GnRH ocurren cada .+8 minutos en promedio. La 
sec rec ión de GnRH es modulada por di fe rentes substancias que son sinteti zadas por 
neuronas que hacen co ntac to (med iante conex iones axosornati cas. axodendríti cas y 
axoaxóni cas) o no con la neuro na GnRl-lérgica. 

En la adenohipoti sis. la GnRl-1 se une a sus receptores membranales en los 
gonadotropos y acti va a la adenil ato ciclasa y a la fosfo lipasa C. Como resultado de Ja 
ac ti vac ión de estos sistemas enzimáti cos. se fo rman moléc ul as qu.: ac túan corno segundos 
mensajeros. entre los que se encuent ran la adenos ina mono-fosfatada cíclica (AMPc ). el 
fo sfatidil inositol (IP). el diac il glicero l (DAG). as í como la mov ili zac ión de ca lcio ex tra e 
intrace lular. Estos mensajeros ac ti va n el sistema de proteínas cinasas C. lo que se trad uce 
como estímulo en la síntesis de la FSH y LH (Conn. 1993: Fi nk. 1998). 

RECEPTORES A GNRH 

Los rece ptores a GnRH son pro teínas de membrana con un pesl1 molec ular de 1-36.356 
daltones: constan de 7 dominios transmembranales y se caracteri zan por movi 1 izar ca lcio 
(F ig. 9) . L::l número de receptores a GnRH cambia durante el ciclo estra l pero 110 su 
afinidad. El número máx imo de estos receptores en la hipófi sis se da inmedi atamente antes 
del ··pico·· preovulatorio de gonadotropinas para di sminuir posteriorm ente (Ne ill. 2002) 
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(b) 

, . ~; c ., 

Fig. 9: Secuencia de aminoácidos del receptor a GnRH de rata acoplado a proteí nas G. El 
receptor presenta 7 dominios transmembranales conectados por una seri e de vueltas intra y 
extracelulares, tienen una región amino y carboxilo terminal Cada domi ni o 
transmembranal es representado por un ci lindro (Anderson, 1996) 

La gonadectomía puede aumentar el número de receptores cuando la conex ión 
hi potálamo-hipófisis se mantienen integras; en ausencia de la seña l hipotal ámi ca, el 
estrad iol puede o no puede aumentar el número de receptores ( Co nn y co l . 1999. Shivers 
y col . 1983 ) 

REG ULACfÓN DE LA SECRECIÓN DE LA GnRH 

La síntesis y liberación de la GnRH es modulada por neurotransmi sores clá sicos 
(acet il co lina, noradrenalina, adrena lina, serotonina), por péptidos (neuropeptido Y (NPY) 
sub stancia P, co lecistoquinina, entre otros), opioides (endortinas y encefali nas) \ 
aminoáci dos (glutamato, ácido y-amino butirico - GABA-) (Kordon y co l, 1994) (F ig 10) 
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Fig. 10: Resumen de los neurotransmisores que contro lan la secreción de GnRH y de 
gonadotrop inas (Brown. 1994 ). 

Algunas de las neuron as que sintetizan estas substancias hacen contacto sináptico con la 
neurona GnRH. En el órgano vasculoso de la lám ina terminal , las terminales GnRHérgicas 
establecen contactos sinápticos con fibras seroton inérgicas. En el área preóptica 
hipotalámica anterior (POA-A HA) ex iste una comunicación con terminales nerviosas 
dopaminérgicas. GABAérgicas y noradrenérgicas ( Jeirnes y col. , 1983) ( Fig. 11 ) 
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Fig. 11: Pos ibles interacc iones neuro nales por medio de los cuales los neurotransmi sores 
podrían regul ar la secreción de la GnRH (Modificado de Brown , 1994) 
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ASIMETRÍAS HIPOTALÁMICAS 

Ln el homhrc. el hemi sferio izquierdo del cerebro se especializa c·n la organ1zac ili n de la 
información en forma analíti ca. como el lenguaje y las habilidades 111 atcmúticas. mientras 
que el hcmi slerio derecho se espec iali za en procesa r la inform;1ción en for ma holí sti ca. 
como la relacionada con el reconocimiento espacial y las emociones. Lsto ha dado lu gar a 
la fo rmaci ón de conceptos tales como el de laterali zac ión ccrchral. c·I cual se ha <.::\ tend ido a 
ot ras especies. Por ejemplo. se ha mostrado que en algunas especies de m·cs la cond ucta del 
canto es contro lada por el lado izquierdo del cerebro y por el ne n io hipoglos<' del mi smo 
lado y que en la rata. aspectos emocionales y de orientación espacia les son e<mtrolados por 
el hemislerio derecho. semejante a lo que ocurre en los humanos ¡Sáncha ' Do111inguc1 
1994) 

Desde el punto de vista neuroendócrino se ha mostrado que el hipl1túla1110 y los 
ova rios funcionan de manera asimétrica. Las primeras evidencias al respecw fueron dadas 
por Gerendai y col. ( 1978). al indicar que en la rata hembra. la C<111ccntrac ión de la GnRH 
en el hipotálamo med io basal del lado derecho era el doble con respec to al izqu ierdo. Dicha 
asimetría es semejante en la rata macho pero ésta sólo se obserYa en horas cspcc ili cas de l 
día ( Bakalkin y col.. 1984 ). 

En el ratón mac ho. el número de células inmunorcactiYas a GnRI 1 es mayor de l 
lado derecho del cerebro que de l lado izquierdo . La orquidectomía hil ateral \) la c\tirpación 
del testículo izq ui erdo di sminuye el número ele células GnRHágicas. en tanto quc la 
c\ tirpaciún ele la gónada derecha no cambia este hecho (lnasc y l'vtaehida. i LJLJ::' ). Ln la ra ta 
mac ho. la deaferentación del lado derecho del hipotálamo y la c'\ti rpaci,)n dcl testículo 
derecho hloquean el incremento en la concentración plasmática de FS I 1 que· normalmente 
oc urre después de la hemicastración (Nance y col.. 1983 ). 

En la rata hembra hemiovariectomizada. la lesión (por rad iot\:cuencia) dcl lado 
derecho del hipotálamo anteri or inhibe la hipertrofia compcns;idora-dcl \)\a rio in si111 . 

mientras que la lesión del lado izq uierdo no la modifica (fukuda ' col. . 1984 ). La falta de 
una gónada incrementa el contenido de GnRH en el hipotálanw medio basa l del mi smo 
lado que se á tirpa la góryada: la hemiovariectomía derecha incremen ta el contenido de 
GnRH del lado derecho del hipotálamo ( haciendo más marcada la as imetrí a J. mientras que 
la extirpac ión del ovario izquierdo aumenta el contenido del decapéptido en el lado 
izquierdo (Gerendai y col.. 1978). La les ión con ácido kaíni co. del lado derecho del área 
retroquiasmática bloquea el desarrollo de la hipertrofia compensadora cuando se e\tirpa el 
ovario del mi smo lado ele la lesión (Nance y co l.. 1984). La lesión del lado derecho de l área 
prcóptica (POA) en el día del estro. disminuye el número de animales onilan tes. mi ent ras 
que la lesión del lado izq ui erdo no la afecta (Morán y col.. 1994 ). 
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L'.stos resultados muestran , tanto en el macho como en la hembra. que la secrec ión 
de gonadotro pinas. las funciones de la gó nada o ambas dependen del lado derecho del 
hipotálamo. Esta !unción asi métri ca del hipotálamo parecería depender de asi mctrias 
fun cionales de moduladores que regulan la actividad de la neurona GnRHérgica. las que 
cambian durante el ciclo estral. En el día del estro. el implante de atropina (antagoni sta 
col inérgico) del lado derecho de PO A-A HA bloquea la ovul ac ión , mientras que el implante 
del lado izquierdo no la altera. Cuando el implante se rea li za en el día del diestro 1. ambos 
implantes bloquean la ovulac ión; en el día del diestro 2. sólo los implan tes del lado 
izquierdo la bloquean. y en el día del proestro ninguno de los implantes la modi ti can (Cruz 
y co l.. 1989). 

h ta influencia as imétrica del sistema co linérgico sobre la sec reción de 
go nado tropinas y la ovu lación parece ser el res>Jltado. en parte. de la cantidad de 
ace til co lina que se sintet iza en uno y otro lado de POA-AHA. ya que la ac ti vidad de la 
en1.ima que la sinteti za (co lino-acetil-transferasa: C..\T) varia durante el ciclo estral en el 
lado den.:c ho de POA-/\HA y permanece constante en el lado izquierdo (Sánchc; y col. . 
1994) 

De igua l fo rm a. el sistema dopaminérgico parece regul ar en fo rm a asimétri ca la 
sec reción de gonadotropinas y la ovu lac ión. ya que el implante de halope ridol (antagoni sta 
dopaminérgico) en el lado derecho de POA-AHA bloquea la ovul ac ión. sin ser afectada por 
los implantes del lado izquierdo (Morán y col. 1994 l 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Como se ha se i'la lado. en el hipotálamo se localizan un grupo de neuronas espcciali/adas 
que secretan GnRI-!. Diferentes estudios en los que se ha utili zado a la rata como mode lo 
experimental. y en los cuales se han producido lesiones, implantes de hormonas o fármacos 
y deafcn~ntaciones en uno de los lados del hipotálamo. han mostrado que esta estructura 
del sistema nervioso central regula en forma asimétrica la secreción de gonadotropinas y 
las funcione s del ovario (Gerendai y col.. 1978; Nance y co l. . 1983: Bakalkin y col.. 1984: 
1-lamilton y Vermiere. 1991-4; Aboitz y col.. 1992; lnase y Machida. 1992 y Morán y col.. 
1994) 

Una de las posibles explicaciones a esta función asimétrica del hipotálamo 
parecería estar relacionada. entre otros aspectos. con diferencias en la cantidad de GnRH 
que se sintetiza entre los lados izquierdo y derecho del hipotá lamo. Otras de las 
explicaciones a esa asimetría serían: diferente cantidad de neuronas GnRH. diferencias en 
el arreglo. distribución o cantidad de fibras o aún de neuronas que regulan directa o 
indirectamente la función de la neurona GnRHérgica. 

Aún cuando se ha mostrado que la actividad de algunos de los moduladores que 
regulan función de la neurona GnRHérgica cambia durante el ciclo estral (Brown. 1994) se 
desconoce si la actividad (expresada en función de la síntesis del péptido) también cambia 
durante e l ciclo. ya que Gerendai y col ( 1978) midieron la cantidad de GnRl-1 en e l 
hipotálamo medio basal de animales hembras tomadas al azar. s in considerar la hora del día 
ni la etapa de l ciclo estral de la rata. Por lo que, en este trabajo se decidió cuantificar la 
expresión de l gen que codifica el ARNm de la GnRH durante el ciclo estral en los lados 
izquierd<1 y derecho de POA-Al-IA. 
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HIPÓTESIS 

En la rata. en el POA-Al-IA se locali zan las neuronas que secretan la GnRI 1: 
manipulaciones experimentales provocadas en el lado derecho de POA- AHA (medianil: 
técnicas de deaferentación. lesión. bloqueo o estimulación de receptores específicos). 
modifi ca la secreción de gonadotropinas y la orn lació n. luego entonces. la expresión del 
gen que cod ifica para la síntes is de la GnRH en POA-AHA es asimétrica y varía durante e l 
ciclo estral. 

OB.JETIVOS 

IJo- Estudiar los cambios en la expresión del gen para la GnRH en los lados derecho e 
izquierdo de PO A-A HA durante el ciclo estral de la rata. 

IJo- Estudiar la relación que ex iste entre la variación en las concentraciones hormonales de 
FSH. LH. cstradiol y progesterona con la expresión del gen de la GnRH 
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MÉTODO 

Animali:.' 

Se utilizaron ratas hem bra adultas (90-120 días\ de la cepa C ll-ZV. mantenidas en 
condiciones controladas de luz-osc uridad ( luces de 05:00 a 19:00 h) y con libre acceso al 
agua y al alimento. 

1::1 estudi o del ciclo estral se llevó a cabo med iante la toma diari a de una muestra 
del exudado vaginal. entre las 9:00 y las 10:00 horas. Estas muestras o froti s fueron tciiidos 
con la t0cnica de hematoxilina-eosina y se observaron a l microsco pio de luz. Sólo se 
utilizaron aquellos animales que presentaron 3 ciclos consec utirns de cuatro días de 
duración. 

Las ratas fueron sacrificadas por decapitación en los días del diestro 1. diestm 2. 
proestro y estro a las 9 :00 h, 13:00 h y 17:00 h (seis animales por grupo ). Los an ima les se 
sacrificaron por decapitación, se colectó la sangre del tronco. se dejó coagu lar a 
temperatura ambiente durante 20 minutos. y se centrífugo a 3000 rpm du rante 15 minut os 
para extraer e l suero. en e l cual se cuantificaron las concentraciones de PSH. LH. cstrad iol 
y progesterona .. 

Uhtenci<Ín del tejido nervioso 

Inmed iatamente después de la decapitac ión. se extrajo e l cerebro y se di secaron las 
porciones derecha e izquierda de POA-AHA conforme la técni ca propuesta por Palko\' itz 
( 1979). Las porciones derechas e izquierdas d~ _tejido nerv ioso de :;e is anim a les ( Fig . 12 ). 
fueron agrupadas para extraer e l ARNm totai'Ü' . 

'n' Los resultados obtenidos en las diferentes horas de cada día del ciclo estral corresponden un tolal de 18 
animales estudiados en tres repeticiones. 
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Método 

POA-AHA DCREC HA 

Fig. 12: Esque ma que muestra el área izquierda y derecha de POA-AHA en cortes 
coronales sucesivos desde la coordenada A- 7190 - A-6360 en el plano antera-posteri or 
(Koning y Klieppel. 1963). 
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Método 

Ohtenci<in de A RN mensajero en los lados i:::q11ierdo y derecho de POA-A //A. 

U / \RN total de las áreas izq ui erdas y derechas de l'OA-AI 11\ se ex trajo de la s igui ente 
manera: 

1. A l tejido preóptico-hipo ta lám ico de los lados izquierdo como derec ho. contenidos 

en tubos eppendorf estér iles se le agregaron 300 pi de tri zo! y se homogeni zaron 
co n un Po litron (marca: PT 3 100 by kinematica). 

2. /\ ! tejido homogeni zado se le agregaron 100 pi de c loroformo y fue ag itado durante 
30 segundos en un vortex, con la fin a lidad de extraer el ARNm . 

3. Los tubos se mantu vie ro n en hi e lo por 5 minutos y se centrifugaro n a 12.000 rpm a 
4" C por 15 minutos. Al fina l se obtuvieron dos fase s: una fase inferior o rgánica de 
color rojo (o rgánica) y la fase superior arnosa incolo ra . El A RN quedó en esta 
última fase. mientras que e l ADN y las proteínas se mantienen en la interfase y en la 
fa se o rgánica. 

4. Se transfiri ó la fase acuosa a o tro tubo eppendorf y se agregó un vo lumen igual de 
iso propanoL con la fina lidad de precipitar e l ARN. La muestra se mantuvo a 4º C 
durante toda la noche. 

5. Se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 12.000 rpm a 4º C. El ARN se 
precipitó formando una pasti ! la blanca amari ! lenta. 

6. Se removió el sobrenadante y se lavó la pastilla con etanol a l 80 %. Se centrifugo a 
7500 rpm durante 8 minutos a 4° C. 

7. Después de una segunda separación de l sobrenadante. los tubos se colocaro n c: n 
sentido inverso sobre una gasa es téril y se secó la pastilla en un horno co n vac ío a 
temperatura ambiente, s in que se secará por completo la pastilla para ev ita r la 
insolubilidad de la mi sma. 

8. Se di so lvi ó la pastill a de ARN en 50 pi de H20 dietil pirocarbonada. Se hici eron 
diluciones 2:750 y 3:750. Se leyó la absorbancia de es tas muestras a lo ng itudes de 
onda de 260 y 280 nm. 

La concentración de ARN se determinó conoc iendo que: una unidad de 
a bsorbanci a a 260 nm equiva le a 40 mg de A RN mi- 1

. La pureza del AR N se 
de terminó por med io de la re lac ión de absorbancias obten.idas a 260 y 280 nm 
(260/280 nm) . 
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Método 

9. Se rea li zó la e lec trofo resis de l A RN en un ge l de agarosa a l 1°;., (ver cuadro ¡ ). 

La agarosa se di so lvió en e l agua tratada con DEl'C (d ictilpirocarbonada). 
Posteriormente se agregaron el fo rma ldehído y e l MOl'S (3-(N-morfolino) 
paopanesulfórico). se mezc ló la so lució n y se ve 11ió en e l mo lde de la cámara de 
c lectroforés is. 

1 O. Para el corrimi ento e lectroforé ti co se prepararon los reactivos de l cuadro 2. 

11 . El A RN se mezc ló con formamida. fo rma ldehido y MOPS y se ca lentó a 75 º C por 
5 minutos. se colocó inmediatamente en hi e lo por 5 mi nutos. Se le agregó el 
amorti guador Load ing y e l Bromuro de Etidi o. 

12 . Se cargaron las muestras en ge l y se corrieron a 90 vo lts por 120 minutos. Se 
obse rvaron las muestras en un transiluminador de luz ultraviol eta. 

13. Se reali zó la retrotranscripción del A RN total para obtener e l ADN complementar io 
( ADNc ). El contro l negativo consisti ó de una muestra de agua en sustituci ó n del 
ARN. Los vo lúmenes utilizados en la técnica se especifican en el cuadro 3. 

14 . Por med io de la técnica de reacc ión en cadena de la polimerasa (PC R). se amplifi có 
un fragmento de los genes de la GnRH. Se utili zó GA PDH como gen cont ro l 
interno . En e l cuadro 4 se especifican los reacti vos y vo lúme nes ut ili zados en la 
técnica. 

í 5. Se reali zó la reacci ón en cadena de la polimerasa en un termoc icl ado r eppendorf· de 
gradientes. modelo Mastercycle grad ient. a las temperatu ras y c iclos que se 
muestran en el cuadro 5. 

Cabe señalar que las temperaturas de alineación. as í como e l número de cic los 
utili zados para los genes en cuestión. fue ron prev iamente estandari zados para la 
optimización del experimento. 

16. Una vez obtenidos los productos de PCR. se corri eron en gel de agarosa a l 2%. 
preparado con TBE al 1% y teñido con BrET. Se utilizaro n cámaras de 
e lectroforesis hori zontal es modelo Horizon 216. 

17. Se tomaron fotografías del gel con una cámara Kodak EDAS 2 16. 

18. Los negati vos de las fotografías de los ge les se cuantifi caron por densitometría por 
med io de l programa Sc ion lmage de lnc .. 
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Método 

Cuantificación Hormonal 

Las concentraciones séricas de LH y FSH se cuantifi caron por radio-inmuno-ánalisis. con 
la técnica de doble anticuerpo. Los reactivos y protocolos usaJos fueron proporcionados 
por e l National Hormone and Pitutitary Program (Ba ltimorc. MD). Los coeticientcs de 
variac ión ínter e intra ensayo fueron de 5 .1 % y 6.5% para LH y 4% y 7.9% para FSH. 
respectivamente. Los resultados se expresaro n como ng/ml de los estándares 
internac io nales de referencia Nlt-1 Ll-l-RP3 y FSH-RP2. 

Las concentraciones séricas de progesterona y 1 7P-estradiol fueron cuan ti ti cados 
por RIA. utili zando estuches comerciales sumini strados por Diagnostic l'roducts ( Los 
Angeles. CA) . Los coeficientes de variación ínter e intra ensayo fue ron de 2.0% y 5.4 % 

para progesterona y 6.1 % y 7.4% para l 7P-estradiol. respeetirnmente. 

Análisis Estadístico: 

Todos los experimentos se reali zaron por triplicado y los datos fue ron anali zados medi ante 
un aná li s is de varianza de una so la vía (ANOV A). seguida de la prueba de Tukey . Para el 
caso de la comparación de los resultados de dos grupos experimentales se utili zó la prueba 

de ··t-- de Student. Aquellas diferencias en las que la probabilidad fue :s: 0.05 % fueron 
aceptadas como estadísticamente s ignificativas. 

Cuadro 1. Reactivos utili zados en la preparación del ge l de agarosa. para el 
corrimiento del ARN obten ido de POA-AHA . 

Reactivo 

Agarosa 
Formaldehído 37 % 
MOPS 12X 
Agua estéril /DEPC 

Concentraci ón 
1 % 
6% 

0.1 M 

J para 120 mi de gel 
1. 2 g 
19 mi 
10 mi 
9 1 m I 
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Método 

Cuadro 2. Reactivos utili zados en el corrimiento electroforético de las muestras 
de ARN obtenidas de los lados derecho e izquierdo de POA-/\11/\. 

ARN 
Formam ida 
Formaldehído 
MOPS 

Reactivo 

Amortiguador Loading para ARN 
Bromuro de Etidio 

Concentración 
3 µg 
50% 
6.5 % 
0. 1 M 
0.1 M 
2.5 ~tg 

Cuadro 3. Reactivos utilizados en el desarrollo en la técnica de retrotranscripción 

Reactivo 
ARN total 
Buffer RT 1 x 

Tris-HC I (pH= 8.3) 
DTT 
DNTP's 
RT M-MLV 
Oligo dt 
H20 

Volumen 
2 µg 
50 mM Tris
HCI ( pH 8.3) 
75 mM KCI 
3mM MgCh 
SOmM 
lOmM 
0.5 mM c/u 
400 unidades 
O.OS ~tg 
c.b.p. 1 O µI 

Cuadro 4. Reactivos utilizados en el desarrollo 
de la técnica de reacción en cadena 
de la polimerasa 

Reactivo Volumen 
Producto de RT 10 µ1 
Buffer PCR 
Mg2+ 15 mM 
Taq polimerasa 1000 unidades 
DNTP's 1 mM c/u 
Oligo sense y O.OS µg c/u 
antisense 
H20 c.b.p. 50 µ1 

28 



Método 

C uadro 5. Secuenci a de oligonucleótidos utili zados para la rdrotranscripci ón. 
así co mo las temperaturas y cic los utili zados para la técnica de í'CR 

-·--~---

Gen Secuencia Secuencia Tm ciclos 
sentido antisentido 

GnRl-1 caa ccc ata gga cae tat ggt cae 55.s 0 e V) 
.)_ 

cea gtg ctg g cag cgg gg 



Resultados 

RESULTADOS 

CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE LH . FSH, 1 7[HSTRADIOL Y PROGESTERONA 
DURANTE EL CICLO ESTRAL 

Las variaciones en las concentraciones plasmaticas de LH. FSH_ l 7fl-estradiol y progesterona 
a diferentes horas del día y en las diferentes fases del ciclo estral son presentadas en la 
Gráfica 1 Como puede observarse, el patrón en las concentraciones de estas hormonas es 
semejante a las observadas en otras cepas de rata y el mostrado con anterioridad para esta 
cepa (Yillegas, 1998) 

l'roxeslem11a La concentración de progesterona en sangre tiene dos máximos 
durante el ciclo estral. El primero se observa en la tarde del diestro 1 (D 1) y el segundo a la 
misma hora pero del proestro (P) Durante el resto del ciclo estral las concentraciones de 
progesterona no varían significativamente 

17 JJ-f·;s1radwl La concentración de este esteroide en sangre comienza a aumentar en 
la tarde del dia del diestro-2 (02), con un máximo que se presenta en la mañana del 
proestro ( P ), el cual cae paulatinamente a \·alores basales en la tarde de este mismo día; 
concentraciones que se mantienen durante el resto del ciclo. 

/H : Al igual que para la FSH, la concentración de LH alcanza un máximo en la 
tarde del P ( 17 00 horas); en los otros dias del ciclo permanece baja . 

FSH - La concentración de esta glucoproteina alcanza su máximo en la tarde del P 
( 17 00 horas) y durante el resto del ciclo permanece en valores basales ( Gráfica 1) 
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Gráfica 1. Media ± e.e.m. de las concentraciones plasmáticas de las progesterona . 
estradio l, LH y FSH durante el ciclo estral de la rata . 



Resultados 

El gen de la GAPDH fue utili zado como control interno. Este gen fue uti lizado para 
comparar la secuencia de l gen del gen de la GnRH para evitar que se estuviera anali zando 
un gen diferente por contaminación (Fig. 13) 

500pb-
485pb-

09 00 

D 

OI ESTR0· 2 

I HIC J7 ·00 

D D 

Fig. 13: Las bandas más obscuras son la expresión del gen de la GAPDH cuyas bandas 
muestran una longitud de 485 pb 
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Resultados 

XPRESIÓN DEL GEN QUE CODI FICA PARA LA GnRH. 

Las band as correspo ndientes al ARNm de la GnRH, fuero n detectadas por amplifi cación 
de genes . En todas las amplificaciones rea lizadas, se detectaron bandas de 370 a 37) pb 
correspondientes al tamaño de los fragmentos de GnRH y de GA PDH (Grá fi cas :?. y 3 ) 
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Grá fica s 2 Expresió n relativa del ARNm para la GnRH y GA PDH . en los lados 
izquierdo ( 1) y derecho (D) de PO A-AH A de ratas hembras adultas sacrificadas a las 
09 OO. 13 00 y 17 00 horas del dia del diestro- ! o diestro-2 . 
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Gráfica 3 Expresión relativa del ARNm para la GnRH y GAPDH, en los lados izquierdo 
(1) y derecho (O) de POA-AHA de ratas hembras adultas sacrificadas a las 09 00, 13 00 y 
1 7 00 ho ras del día del Proestro o Estro. 
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Resultados 

La máxima ex presión relati va del ARNm para la GnRH se cuantificó a la s 13 00 horas 
del 0 2, aunque ya desde las 09 00 horas de este dia el valor es significati va ment e diferente 
respecto a las demás horas y dias del ciclo estral (Gráfica 4) 
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prueba de Tukey 

Gráfica 4: Expresión relativa del ARNm de la GnRH (media ± e e m ) total (ambos 
lados) de PO A-A HA a las 09 :00, 13 :00 y 17 00 horas de los diferentes di as del ciclo estral 
de la rata adulta . 



Resultados 

Cuando consideramos el lado de POA-AHA, observamos que el lado derecho 
mostró mayo r cantidad relat~va de ARNm para la GnRH que el lado izquierdo (Gráfica S) 
Como puede observarse, la cantidad relativa del ARNm para la GnRH varia durante el dia 
del 02 del ciclo estral. En el dia de máxima expresión (diestro 2), ésta es signiticativamente 
mayor en el lado derecho de POA-AHA . 
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Gráfica 5 Expresión relativa del ARNm de la GnRH (media ± e.e.m.) en los lados 
izquierdo y derecho de POA-AHA a las 09 00, 13 00 y 17 00 horas de los diferentes dias 
del ciclo estral de la rata adulta . 
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Discusión 

Discusión 

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la máxima expresión del gen para la 
GnRH ocurre de las 9:00 a 13 :00 horas del diestro-2 ; expresión que es mayor en el lado 
derecho de POA-AHA. 

Estos resultados concuerdan con los observados por Gerendai y col ( 1978. 1997). 
quienes mostraron que la cantidad de GnRH (como péptido) es mayor en el lado derecho 
del hipotálamo medio basal. Cabe señalar que estos autores no consideraron el día del ciclo 
estral ni la hora del día en la cuantificaron la proteína. 

Por otra parte. Gore y col ( 1995 y 1997). por medio de la técnica de protección de la 
RNAasa y sin considerar la porción izquierda y derecha de POA-AHA. describen en e l día 
del diestro-2. dos concentraciones máximas e iguales en la cantidad de ARNm para GnRH. 
uno a las 11 :00 y otro a las 18:00 h, y en el día del proestro observa otro se mejante a las 
11 :00 h. Sin embargo. ella señala que los máximos observados en diestro-2 son regulados 
en forma diferente al valor máximo observado en proestro. ya que cuando cuan ti ti ca el 
primer transcrito de GnRH. éste es constante y bajo en diestro-2 y sólo se observa e l va lor 
máximo a las 1 1 :00 h del día del proestro. Estos resultados no puc:den sc:r comparados del 
todo con los de esta tesis. ya que nosotros cuantificamos a las 13 :00 h una concentración 
mayor a la observada a las 09:00 y 17:00 h. que ella no detecto qui zá por no cuantificar a 
esta hora ni el ARNm. ni el primer transcrito de GnRH. 

La marcada asimetría en la expresión del gen de la GnRH entre los lados izquierdo 
y derecho de POA-AHA, durante el dicstro-2. podría estar relacionada con el número de 
neuronas GnRH; en el ratón, hay más neuronas inmunoreactirns a GnRH en el lado 
derecho del hipotálamo que del lado izq uierdo ( lnase y Machida. 1992: Bakalkin y col.. 
1984). 

El fenómeno asimétrico observado durante la mañana dél diestro-2 desapareció 
hacia la tarde del mismo día, resultado que concuerda con las observaciones hechas por 
Bakalkin y col ( 1984 ), quienes mostraron en la rata macho que la asimetría obsen ada 
durante la mañana en la cantidad de GnRH. desaparece en la noche. lo cual pone de 
manifiesto un comportamiento asimétrico circádico. y que en la hembra sería además 
variable durante el ciclo estral. 

En función de la ex presión del gen para la GnRH y de la cantidad de la proteína. 
uno puede considerar que del lado derecho del hipotálamo dependen las funciones 
reproductivas en las que interviene el eje hipotálamo-hipófisis-gónada. Se ha mostrado 
que alteraciones funcionales del lado derecho de POA-AHA o del hipotálamo. como 
lesiones. deaferentaciones. bloqueos o estimulaciones de sistemas de neurotransmisión 
alteran la secreción de gonadotropinas. la ovulación. la esteroidogénesis de la gónada o 
incluso el grado de hipertrofia compensadora ovárica del animal hemiovariectomizado 
(Nance y col., 1983 y lnase y Machida. 1992). 
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Uiscusiún 

Se ha mostrado que la cantidad de GnRH en la sangre del sistema porta-hipolisario 
aumenta a medio día del proestro (Gerendai y col., 1978), hecho que es anteeedido por la 
seerceión preovulatoria de estradiol y precedido por e l de las gonadotropinas. En esta tesis. 
se observó que el ARNm de la GnRH aumenta en la mañana del diestro-2. Si 
consideramos que la síntesis de una proteína lleva en promedio entre 8 y 24 horas. estos 
resultados concuerdan con lo observado en la literatura y las concentraciones plasmáticas 
de FSH. LH, estradiol y progesterona cuantificados en nuestros animales experimentales. 

El presente trabajo confirma la existencia de asimetría en la actividad de las 
neuronas GnRHérgicas, sin embargo quedan por resolverse una gran cantidad de incógnitas 
como: ¿la neurona GnRHérgica por si misma funciona asimétricamente o es regulada de 
esta forma por neuronas de actividad asimétrica?. como sería el caso de la acetilcolina. Sin 
embargo. estos hallazgos junto con los observados por otros autores (Cruz y col. 1989 y 

Sánchez y col.. 1994) permiten ir armando el rompecabezas que llevará a entender cómo 
son los mecani smos neuroendocrinos de la función asimétrica del hipotálamo. No obstante 
no permite responder cuál es el significado de estas asimetrías. 

38 



Conclusiones 

CONC L US IONES 

En nuestra cepa de ratas y bajo las condic iones ex perimenta les utili zadas: 

..,. La expres ión de l gen para la GnRH es máx ima a las 13 :00 horas de l d ies tro-2 del c ic lo 
estra l 

..,. En e l d ía de l di estro-2. la ex presión de l gen para la G nR!-1 es as imétrica. es to es. mayo r 
en e l lado derecho de POA-A l-I A que en e l izquierdo . 

... La expresión de l gen de la G nRl-1 parece ocurrir aprox imadamente 28 horas antes de la 
liberac ión de l péptido 
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