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t-: Una nueva idea se considera, de entrada, ridícula, y 
más tarde se desestima por trivial , hasta que por fin se 

convierte en lo que todo mundo sabe. 

William James 
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RESUMEN 

Estudios previos han mostrado la existencia de asimetrias en el hipotálamo relacionadas 
con el sistema reproductor, las cuales pueden ser funcionales, anatómicas o bioquímicas. En este 
estudio se aborda el analisis de las asimetrías desde un punto de vista molecular. 

Para ello estudiamos, por medio de técnicas de biología mC'lle-:ular, la expresión del ácido 
ribonucléico mensajero (ARNm) dE' la GnRH, así como la de las isofonnas a y p del receptor a 
estrógenos (ER-a. ER-P), en los lados jzquierdo y derecho del area preóplica e hipolalámica 
anterior (POA-AHA) durante el ciclo eslral de la rata. 

Los resultados obtenidos mostraron que la expresión de estos genes es asimétrica, ya que 
fue en el lado derecho de POA-AHA en donde se observó una mayor expresión de ARNm de ER-a. 
en el día del estro; mientras que en el lado izquierdo se observó la minima expresión. El ARNm de 
ER-P permaneció en niveles bajos y constantes en ambos lados de POA-AHA durante casi todos 
los dias del ciclo estral, excepto en el dia del diestro-2 dia en el que en el lado izquierda de POA­
AHA se observó un aumento significativo en su expresión. Con respecto a la expresión del ARNm 
de la GnRH, este tambien fue baja y constante durame el ciclo estral, y solamente se observó UI 

aumento significativo en su expresión en el lado derecho de POA-AHA en ei dia del diestro-2. Estas 
diferencias asimétricas en la expresión del ARNm hacen pensar que cada lado de POA-AHA tiene 
una actividad diferente en la regulación de las funciones reproductivas. 

En la segunda parte de este trabajo, se realizaron experimentos para evaluar si el sistema 
colinérgico participa en la regulación de las asimetrias observadas anteriormente, para lo cual se 
analizaron los efectos de la inyección de sulfato de atropina (ATR) sobre la expresión de los genes 
antes estudiados. Los resultados muestran que la inyección de ATR inhibio la máxima expresión del 
ARNm del ER (ausencia total) mientras que la expresión del ER-p y de GnRH solo disminuyó 
considerablemente en ambos lados de POA-AHA. 

Basándonos en el hecho de que las inyecciones de ATR bloquea~an la expresión del ARNm 
de ER-a.. se cuantificó la proteina del ER-a. en ambos lados de POA-AHA durante el ciclo estral de 
la rata intacta asi como en la rata tratada con ATR. Los resultados obtenidos mostraron que también 
la proteína del ER-a se expresó de forma asimétrica, presentando variaciones durante el ciclo estral. 
La máxima expresión se observó en el día del diestro-1 en el lado derecho de POA-AHA, casi 24 h 
después del máximo en la expresión del ARNm del ER-a. Cuando se evaluaron los efectos de la 
inyección de ATR sobre la expresión de la proteina del ER-a. se encontró que el numero de ER 
a disminuyó significativamente en ambos lados de POA-AHA. 

A partir de estos resultados se concluye que: 
• La expresión del ARNm de GnRH y de las isoformas del receptor a estrógenos es 

asimétrica. 
• El sistema colinérgico participa de manera estimulante en la regulación de la expresión del 

ER-<l. no asi en la del ER-p y la de GnRH. 
• la regulación del sistema colinergico sobre la expresión del ER-a. indicaria que es por 

medio de este receptor que el sistema colinérgico participa en la regulación de las funciones 
reproductoras de la rata , y que esta participación es asimétrica. 
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ABSTRAeT 

The GnRH and estragen receptor a and P isoforms ribonucleic messenger acid (mRNA) 
expression in the right and left sides of preoplic and anterior hypolhatamic area (POA-AHA) during 
Ihe eslrous cycle, is asymmelric. In the righl side of POA-AHA the ER-a mRNA expression reached 
lis maximal in the day of estrous, while in the left side the maximal mRNA expresión was reached by 
ER-¡3 in diestrus-2 day. Far GnRH the maximal expression was observed in the left side of POA­
AHA 
in diestrus-2 day. The asymmetrical differences in Ihe mRNA expre5sion suggest a differen! 
regulation of each side of POA-AHA in the reproductive functions. 

To evaluate if the cholinergic system participates in the asymmetric mRNA expression, we 
decided lo ¡njecl atropine sulfale {ATR).when Ihe ATR was injecled, Ihe maximal expression of ER­
a was blocked, while Ihe ER-¡3 and GnRH mRNA maximal expression were diminished in bolh sides 
01 POA-AHA. 

Because the ATR injeclions affecls Ihe ER-a mRNA expression, we evalualed the effecls of 
ATR injeclion over Ihe ER-a protein expression. First , we evaluated che estragen receplor number, 
in Ihe righl and left sides of POA-AHA during Ihe estrous cycte. The res"lls shown Iha! the ER-a. was 
differenl in each side of POA-AHA and varies along the estrous cycle, l eing the maximal expression 
observed in diestrus-1 day al 09:00 h, almosl24 h after Ihe ER-a mRNA maximal expression. Then, 
we evalualed the effecls of ATR injeclions over Ihe maximal ER-a expression, the results shown thal 
the number of ER-a was diminished significantly in both sides of POA-AHA. 

This resulls suggest tha!: 
• The mRNA expressicn for GnRH and ER isoforms is asymmetric between both sides of 

POA-AHA. 
• The cholinergic syslem participates in a slimulalory way on Ihe regulalion of Ihe ER-a 

expression. bul not the ER-¡3 and GnRH expression. 
• The cholinergic syslem influence Ihe ER-a expression, indicatas that the receptor mediates 

the cholinergic system participation in reproductive functions . 



Primer Capítulo 

ANTECEDENTES 

JO La vida es aquello que le va pasando 
mientras tu le empeñas en hacer otros planes. 

John Lennon 
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HORMONA LIBERADORA DE LAS GONADOTROPINAS(GnRH) y 
RECEPTOR A ESTRÓGENOS (ER) 

La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH por sus siglas en inglés), 

es un neuropéptido clave en las funciones reproductoras, el cual esta compuesto 

por diez aminoácidos cuya secuencia es pyro-Glul-His2-Trp3-Ser4-Tyr5-Gly6-Leu7-

Arg8-Pro9-Gly-amida 2
•
15

· La GnRH es codificada por un gen integrado por 4 

exones: el primero (I) contiene la región 5' no traducida. El exón dos (II) codifica 

para el péptido señal del decapéptido de la GnRH, para el sitio de amidación y 

para el sitio del precursor; también codifica para el sitio amino terminal de once 

aminoácidos de un segundo péptido asociado de 56 aminoácidos denominado 

(GAP), el cual contiene el segmento prepro-GnRH; el exón tres (III) codifica para 

los siguientE ; 32 residuos del GAP; el exón cuatro (IV) codifica para los últimos 

trece aminoácidos del GAP, para el codón de terminación y para la región 3' no 

traducida del ARN mensajero 1º2
•
151

•
168

•
171

•
28º (Fig. 1) 

11 111 IV 

• 
Fig. J. - Esquema del gen que codifica para la GnRH 

(tomado de Adelman, 1996) 

La GnRH es producida en el hipotálamo por las neuronas GnRHérgicas que 

forman redes extensas y difusas. Las neuronas GnRHérgicas se localizan desde la 

Banda Diagonal de Broca y áreas septales (incluso los núcleos septal medial y 

triangular) hasta el lecho del núcleo de !a estría terminal y áreas diencefálicas 

(área periventricular, área preóptica medial y lateral, área hipotálamica anterior, 

zona retroquiasmática) 218
'
284 
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Las principales vías de neuronas GnRHérgicas en el sistema nervioso central 

son: 

• la septo-preóptico infundibular, 

• la de la región pericomisural, 

• las vías a órganos circunventriculares y 

• las que proyectan a zonas extrahipotalámicas 

En todas las especies, la vía más importante de fibras GnRHérgicas es la septo­

preóptica-infundibular, la cual es la vía común que participa en la regulación de la 

función secretora de la hipófisis. Esta vía se conforma y origina en las neuronas 

que sintetizan GnRH que se localizan en zonas rostrales a la Banda Diagonal de 

Broca. Este paquete se bifurca cerca del área preóptica (POA), donde principia el 

tercer ventrículo. Ambos paquetes viajan en la línea media: uno dorsal y el otro 

ventral a lo largo de la superficie del quiasma óptico 24,167,158 Los axones de las 

neuronas GnRH de las zonas más caudales y laterales a POA y al hipotálamo viajan 

cerca del haz medial del cerebro anterior; cerca de la eminencia media este haz se 

desvía hacia la zona medial. Estas fibras periventriculares contribuyen a la 

inervación de la eminencia media y quizá a la de estructuras más caudales. En 

algunas especies las células de GnRH también están presentes en el hipotálamo 

medio basal, los axones viajan a lo largo de la eminencia media y algunos de ellos 

pasan por el tallo infundibular y entran a la hipófisis anterior 246,269 

Importancia de la GnRH en las funciones reproductoras. 

La importancia de la GnRH en las funciones reproductoras radica en que las 

neuronas GnRHérgicas integran el control de estas funciones en ambos sexos. La 

liberación episódica de GnRH desde las terminales nerviosas localizadas en la 

eminencia media del hipotálamo hacia el sistema portal de la adenohipófisis crea 

un patrón pulsátil de secreción de la hOnTlona luteinizante (LH) y la hOnTlona 

folículo estimulante (FSH) 18,45,70,176,191 Esta secreción es originada por el efecto 
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que tiene la GnRH sobre los gonadotropos de la adenohipófisis al actuar sobre su 

receptor. El receptor a GnRH es miembro de la familia de receptores acoplado" a 

proteínas G (GPCR por sus siglas en ingles) los cUales tienen siete dominios 

tral1smembranales. La actividad del receptor se da cuando se une a la GnRH lo 

que desencadena una serie de eventos de activación de proteínas G que 

desarrollan el patrón de secreción pulsátil de LH 43,44.135,153,196,197,285 

Las fluctuaciones cíclicas en amplitud y frecuencia en la secreción de GnRH, 

son responsables de cambios marcados en el perfil de la secreción de LH y FSH, 

ya que altas frecuencias de GnRH estimulan la secreción de LH, mientras que las 

frecuencias bajas estimulan la secreción de FSH. 
219,229,232,279,286 

22, 116, 11 7, 123, 150, 177, 213, 212, 214, 

Estos cambios son importantes para el funcionamiento de los ovarios, así cor la 

para la generación de un aumento en la concentración de LH el cual es conocido 

como secreción preovulatoria de LH, necesaria en el proceso de la ovulación. 
20,59,99,134, 145,209 

Según la especie de mamífero en estudio, los mecanismos que culminan con la 

ovulación ocurren cíclicamente. 147,154,227 Para el caso de la rata suceden cada 

cuatro dias, a este período se le dió el nombre de ciclo estral. Para su estudio el 

ciclo estral se divide en diestro-! (D-! ), diestro-2 (D-2), proestro (P) y estro (E). 

Estos días se caracterizan por cambios fisiológicos que son comandados por el eje 

hipotálamo-hipófisis-ovarios. A continuación se presenta una tabla descriptiva en 

donde se resumen dichos cambios en cada uno de los días del ciclo estral de la 

rata 45,47,11 4,1]9, 14],251,258,270,273,275 (Tabla 1). 
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TABLA 1.- Resumen de los eventos fisiológicos que suceden durante el ciclo estral 
de la rata hembra. 

Día 
Concentraciones hormonales Ovario Frotis Vaginales 

Diestro-2 Durante la tarde de este día, las Sólo se presentan folículos Se caracteriza por presentar 
concentraciones plasmáticas de FSH y pequeños y cuerpos lúteos muchos leucocitos y pocas 

LH se mantienen bajas pero las de grandes, producto de las células epiteliales sin 
l 7P- estradiól comienzan a aumentar ovulaciones anteriores. núcleo. 

en la tarde de este día 

Proestro Las concentraciones plasmáticas de Varios folículos maduran Se caracteriza por células 

17P-estradiol alcanzan su máximo simultáneamente y alcanzan epiteliales con núcleo . Sin 

valor a las 11 :00 horas, evento que su tamaño máximo en este la presencia de leucocitos . 
estimula la secreción preovulatoria de día del ciclo 
las gonadotropinas en la tarde de este 

día ( 17:00 o 18:00 horas según la cepa 
de rata). Este aumento en la 

concentración de gonadotropinas es 
seguido por un marcado aumento en la 
concentración de progesterona ( 19:00 a 

21 :00 horas, según la cepa de rata) 

Estro En esta fase del ciclo ocurre la En la rata se lleva a cabo la Se observan solamente 
ovulación (en las primeras horas del ovulación en las primeras células comificadas. 

día). La concentración de LH, l 7P- horas de este dia. En el 

estradiól y progesterona en sangre se ovario se pueden observar 

encuentran en sus valores basales, folículos de más de 1000 

mientras que la de FSH muestra un µm que no ovularon y que 
segundo aumento en la mañana de este entraron en la fase de 

día. atresia. cuerpos lúteos 
recién formados y viejos , así 

como folículos en las 
diferentes etapas de 

b \.ft:\;llllfoi't~·1 
Diestro-/ La concentraciones plasmáticas de 

Se o servan o 1cu os en Se presentan muchos 

FSH. LH, 1 7P-estradiol son basales, 
diferentes etapas de leucocitos y unas pocas 

en cambio la de progesterona alcanza 
crecimiento. células comificadas. 

un máximo hacia el medio día para Se localizan cuerpos lúteos . 

después disminuir a sus 
concentraciones basales. 
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Los receptores a estrógenos y la neurona GnRHérgica. 

El receptor a estrógenos es un miembro de la familia de los factores nucleares 

de trascripción ligando-dependientes. El gen que codifica para el receptor de 

estrógenos alfa tiene nueve exones y pesa 65 Kda, la cual ha sido dividida en seis 

dominios, que se denominan con las iniciales de la A a la F 46,234 El sitio de unión 

del esteroide (SBO, por sus siglas en inglés) al receptor conocido como dominio E, 

consiste en una cadena de aproximadamente 250 aminoácidos, los que forman una 

sección hidrofóbica con una alta especificidad por los estrógenos. La unión de los 

estrógenos al receptor inicia una secuencia de eventos que resultan en la 

activación transcripcional o la supresión de algunos genes 85,86,87,131 

La acción del estrógeno se da ruando al unirse al receptor este es llevado al 

núcleo de la célula por las señales de localización nuclear (NL5 por sus siglas en 

inglés) 85,86,87 El receptor tiene un sitio de unión al ONA (OBD, por sus siglas en 

inglés) conocido como dominio D, que consiste de dos dedos de zinc que tienen 

interacciones específicas con los elementos de respuesta a los estrógenos (ERE, 

por sus siglas en inglés) 85,86,87 El receptor a estrógenos contiene dos regiones que 

regulan la actividad transcripcional, estos son conocidos como AF-1 y AF-2, los 

cuales están localizados en los dominios A/B y E, respectivamente. 85,86,87,131 

En 1986 se clonó el primer receptor a estrógenos proveniente del útero de la 

rata. Diez años después se clonó un nuevo miembro de los receptores nucleares 

en la próstata de la rata. Los exp ?:rimentos de unión o binding mostraron que 

ambos son específicos para los estrógenos así que fueron llamados receptor a 

estrógenos isoforma alfa (ER-a) y beta (ER-P) respectivamente. ",lJO Cada 

isoforma es expresada por un gen diferente. 198,199 
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Los ER-a. y ER-¡3 tienen el mismo número de exones y los cDNAs (ADN 

complementario, por sus siglas en inglés) clonados de humanos, ratas y ratones, 

también coniparten secuencias homólogas, especialmente con los dominios de 

ligando y unión al DNA. 94 (Fig 3) 

185 251 355 549 595 

ER-a 

NDH DBD Hinge LBD F 

ER-J3 

15.5 97 30 59.1 17.9 

Fig.3 Comparación de las estructuras primarias de ER-ay ER-P. 

El número l representa el amino terminal y los subsecuentes indican la cantidad de aminoácidos 
que los componen Los número abajo del ER-P.- representan el porcentaje de homología entre los ER. 

(Tomado de Gustafsoon,1999) 

En el sistema nervioso central se encuentran las dos isoformas, aunque la 

presencia de una o de ambas depende de la región cerebral que se estudie. En el 

caso del hipotálamo se describe la existencia de las dos isoformas, siendo ER-¡3 la 

isoforma más abundante en la región. 34
•
144 

Los estmgenos regulan la secreción de GnRH. 6
•
1º· 11

•
16

.7
5
•
77

•
148

•
2ºº En las 

hembras,pueden tener un efecto estimulante o inhibitorio sobre la secrecion de 

GnRH en función de la etapa del ciclo estral, aunque en gran parte del ciclo los 

estrógenos tienen efectos inhibitorios dando como resultado la disminución en la 

secreción de LH 55.71
•
82

•
95

•
193

•
226 El efecto estimulante sobre la secreción de GnRH 

provoca la liberación preovulatoria de las gonadotropinas lo que se refleja en un 

máximo en las concentraciones plasmáticas de LH y FSH. 195
• 

2º7
•
283 
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Los mecanismos por medio de los cuales los estrógenos influyen en el 

funcionamiento de la neurona secretora de GnRH no son muy claros. Primero se 

había descrito la ausencia de receptores a estrógenos en la neurona secretora de 

GnRH, por lo cual se consideraba que los efectos de los estrégenos sobre esta no 

se realizan por medio de los mecanismos clásicos del funcionamiento del receptor 

nuclear. 38,39,67,69,264,269,278 

Para explicar los efectos de los estrógenos se p:-opuso que actuaban sobre la 

neurona secretora de GnRH, utilizando otras vías, como por ejemplo la del 

receptor membranal a estrógenos el cual fue identificado por Pietras y Szego. 55 

El cual se ha observado en el hipotálamo y otras regiones cerebrales, 1,179,215 Este 

tipo de receptor esta implicado en cambios de las propiedades eléctricas de las 

neuronas, en alteraciones en la liberación de neurotran!;misores, 42 asi como en 

una gran variedad de respuestas mediadas por la membrana plasmática. 1,179,215 

También se pensó que los estrégenos actuaban por medio de vías indirectas de 

acción, por medio de otras neuronas pertenecientes a diferentes sistemas de 

neurotransmisión o a interacciones glía-neurona GnRHérgica. 19,33,136,137,138,180 

Actualmente hay evidencias de la existencia de receptores a estrógenos en las 

neuronas secretoras de GnRH. 6, 142 El primer indicio de que las neuronas 

secretoras de GnRH expresan el receptor a estrógenos lo dieron Butler et al 38 

quienes observaron que aproxtmadamente el 20% de las neuronas GnRHérgicas 

de ratas ovariectomizadas fueron inmunoreactivas al ER-a . 

Posteriormente, en experimentos hechos con ratón hembra intacta, se 

describió que las neuronas GnRHérgicas de estos ratones expresaban transcritos 

para ER-o. y ER-P, sin embargo los resultados para el ER-o. fueron falsos 149 

8 



Posteriores estudios respaldaron las evidencias de que aproximadmente el 

70% de las neuronas GnRHérgicas contienen ER.I3. 157, 158, 159,160, 161, 173,265,267,276 

La existencia de la proteína del ER-p en la neurona GnRHérgica de rata fueron 

mostradas por Hrabovszky 161 y KaHo 173 en el año 2001. 

Modelos de animales genéticamente modificados para reprimir la 
expresión de las is%rmas del receptor a estrógenos. 

Los animales que son modificados genéticamente para reprimir la expresión 

de cualquier gen son conocidos como knockout (KO). Estudios recientes han 

caracterizado los defectos resultantes de la ausencia de una u otra isoforma del 

receptor, como son las alteraciones en las respuestas fisiológicas y genómicas que 

dependen de los estrógenos. Así que las hembras KO del ER-a (ERaKO) son 

infértiles porque no ovulan, pues presentan interrupción en la secreción de LH y 

tienen úteros insensibles a los estrógenos. 194 

En contraste, las hembras KO del ER-p (ERPKO) presentan un deficiente 

desarrollo folicular y por lo tanto una deficiente tasa de ovulación. Por otro lado 

ratones con ausencia de ambos receptores presentan características similares a 

aquellos que no tienen ER·a. Estos resultados muestran que las funciones de los 

estrógenos dependen del tipo de receptor sobre el cual actúan. 
9,31,40,48,49,50,51,52,53,60,61,84,90,106, 1 52, 1 53,222,250,262,266,281 
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ASIMETRLAS CEREBRALES RELACIONA DAS CO.V EL SISTEMA 
REPRODUCTOR 

El concepto de asimetría cerebral no es muy usado en la actualidad, sin 

embargo la descripción de las asimetrias cerebrales data de dos siglos atrás. Una 

de las primeras evidencias la dio Mareel Dax cuando sugirió que en el humano, 

únicamente el hemisferio cerebral izquierdo está involucrado en el proceso de 

comunicación verbal73,1l8,1l9,lJ2,133,252,254,283.287 Posteriormente Paul Broca observó 

que aquellos pacientes que con afasia tenian malformaciones o lesiones solamente 

en la corteza temporal izquierda del cerebro 32 Más adelante se describió que la 

región temporal de la corteza del hemisferio izquierdo es más grande que la 

derecha a la cual se le dio el nombre de área de Broca, 

A finales del siglo se retomó el concepto de asimetría cerebral, al estudiar los 

efectos de las lesiones unilaterales en el hipotálamo sobre las funciones 

reproductoras de la rata hembra o macho, se descubrió que según el lado del 

hipotálamo lesionado, era el efecto sobre dichas funciones. En la rata 

hemiovariectomizada la lesión del lado derecho del hipotálamo anterior inhibe la 

hipertrofia compensadora del ovario, mientras que la lesión del lado contrario no 

la modifica . Por otro lado diversos estudios mostraron que también los ovarios y 

los testículos presentan asimetrías 27,66,80,112,115.162,250 

Otros estudios han mostrado que las cantidael número asi como la expresión 

de receptores, neurotransmisores y neurohormonas en los lados izquierdo y 

derecho del hipotalamo son diferentes, en la rata hembra adulta hay más GnRH 

en el hipotálamo medio basal derecho del que en el izquierdo 76,120,12 1,122,155 

Cuando a la rata hembra se le extirpa el ovario derecho aumenta la asimetría en el 

contenido de GnRH; mientras que la extirpación del ovario izquierdo la anula. De 

manera muy interesante la extirpación de ambos ovarios dió como resultado la 

disminución en el contenido total de GnRH en ambos lados 14 Posteriormente se 
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supo que en el ratón macho hay mas células inmunoreactivas a la GnRI1 en el 

lado derecho del cerebro que en el i7quierdo y que la orquidectomia bilateral o la 

extirpación del testículo derecho disminuye el número de células positivas a 

GnRH, mientras que la extirpación del testículo izquierdo no cambia el número de 

células positivas a GnRH 237. Ratas recién nacidas o de cuatro días de edad 

presentan asimetría en el contenido de receptores a e~'trógenos en la corteza 

cerebral, lo que depende del sexo del animal: en el macho hay mayor número de 

receptores a estrógenos en el lado izquierdo, mientras que en la hembra ocurre lo 

contrario. 240 En estos estudios no se define el subtipo de receptor a estrógenos. 

Por último se demostro que los implantes de estrógenos en el hipotálamo de la 

rata hembra recien nacida, inducen cambios conductuales en la edad adulta; estos 

cambios dependen del lado y del m deo hipotálamico en el que se coloque el 

implante. Así la implantación de estrógenos en el lado izquierdo del núcleo 

ventromedial disminuye la conducta sexual femenina; mientras que El implante del 

lado derecho del área preóptica incrementa la conducta sexual de tipo masculina. 
242,263 
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JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

Alteraciones morfológicas y fisiológicas en las porciones 
izquierda y derecha del hipotálamo, mediante la utilización de 
técnicas de lesion, deaferemtación, estímulación eléctrica o de 
implantes de hórmonas o fármacos , afectan de manera asimétrica 
los eventos involucrados en la reproducción del animal en estudio. 
Dado que en la rata adulta la cantidad de GnRH y el número de 
receptores a estrógenos es diferente entre las porciones izquierda o 
derecha del hipotálamo; se consideró importante saber si estas 
diferencias son originadas desde la transcripción del gen. Dado que 
en la rata la función asimétrica del hipotálamo es un fenómeno 
dinámico que cambia durante el ciclo estral, se decidió analizar las 
variables antes señaladas en horas especificas de los diferentes 
dias del ciclr estral en animales intactos~ 

HIPÓTESIS 

Dado que de la secreción de la GnRH y que existen dos tipos de 
receptores para esta hormona, se consideró pertinente estudiar la 
expreSlOn del ARNm para el receptor a esrógenos u y ~ en las 
porciones izquierda y derecha de POA·ABA. Finalmente, la 
expresión del ARNm de GnRH asi como de ER·u y ER'~ es 
diferente entre el lado izquierdo y derecho de POA' ARA y varía 
durante el ciclo estral de la rata. 

OBJETIVOS 

;.. EVHluar la expreSlOn del ARNm de GnRH en los lados 
izquierdo y derecho de POA-ARA, durante el ciclo estral de 
la rata. 

> Evaluar la expresión del ARNm del ER·u y ER'~ en los 
lados izquierdo y derecho de POA-ARA, durante el ciclo 
estral de la rata. 
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RESULTADOS 

.:. Differential mRNA EXllression oC Alpha and Beta Estrogen 
Receptor IsoCorms and GnRH in the Left and Right Side oC the 
Preoptic and Anterior Hypothalamic Area During the Estrous 
Cycle oC the Rat Paola R. Arteaga-López,Roberto Dominguez,Marco 
A. Cerbón, Carmen A. Mendoza- Rodriguez,and Maria Esther Cruz 
Endocrine, vol. 2/. no. 3. 2j/- 260. AlIgllst 2003 
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Differential mRNA Expression of Alpha and Beta Estrogen 
Receptor lsoforms and GnRH in the Left and Right Side 
of the Preoptic and Anterior Hypothalamic Area During 
the Estrous Cycle of the Rat 

Paola R. Arteaga-López,' Roberto Domínguez,' Marco A. Cerbón,' 
Carmen A. Mendoza-Rodríguez,' and María Esther Cruz ' 
1Unidad de Investigación en Biologia de la Reproducción, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza; 
and 'Facultad de Química, U.N.A.M. México D.F. , México 

Asymmetric mRNA expression was found in preoptic 
anterior and hypothalamic anterior areas of the two 
estrogen receptor isoforms and the gonadotropin-releas­
ing hormone. On the right side of these areas, estrogen 
receptor alpha mRNA expression reached its peak on 
estrus day, while on the left side the peak was reached 
on proestrus day. Estrogen receptor beta mRNA expres­
sion peaked on both sides on the same day, diestrous-
2 day, but at different hours, showing a sustained 
expression for the next measured hour on the left side, 
while peaking and dropping abruptly on the right side. 
Gonadotropin-releasing hormone also peaked on both 
sides on diestrous-2 day, being the left side peak expres­
sion significantly lower than the peak expression at 
the right side. The side expression differences suggest 
that different sides of the before mentioned areas may 
play different roles of endocrine reproductive func­
tions, while differences of expression at different times 
may suggest interaction between sides for the same 
functions. 

Key Words: Gn RH: ER-a; ER-P: hypotha lamic laterali ­
zation ; estrous cyc le; mRNA expression. 

1 n trod uction 

Estrogen (E2) is involved in the regulation-of-several 
functions of the central nervous system. In the hypothala­
mus one ofthe most important roles ofEi is the regulation 
of reproductive functions, through the gonadotropin-releas­
ing hormone (GnRH) and gonadotropin secretion (1 ,2) . The 

Rcce1vcd Man:h 25. 2003 ; Reviscd May 29, 2003; Aecepted June 2. 2003 . 

Author 10 wbom ali corrcspoodcncc: and rqmnt requests should be addrcssed: 
Maria Esther Cruz. Unidad de lnvesngac1ón en Biologia de la Reproduc ­
ción. Facultad de Estudios Supcnores Zaragoza. México D.F .• México. 
E-mail : panc.aga_lopcz@hotmail.com 

regulation of these peptides is mediated by two ER iso­
forms : the estrogen receptor alpha (ER-a) and the estrogen 
receptor beta (ER-13) (3 ) . Both ER-a and ER-P are expressed 
in the hypothalarnus ofthe rat (4) . However, only ER-13 is 
present in the hypothalarnic GnRH neurons (5,6). 

The existence of an asymmetric function of differen• 
· endocrine organs, including the gonads, the adrenals, an< 

the thyroid gland, has been indicated in many studies (7). 
Different studies have sbown that manipulations ofthe right 
side ofthe hypothalarnus (such as lesions, deafferentations, 
or pharmacological )r hormonal implants), affect the re­
sponse ofthe neuroendocrine reproductive axis asymmetri­
cally (8-12). 

251 

In female rats the development of sex-specific repro­
ductive functions can be differentially disturbed, d~pend­
ing on which side in the hypothalarnus an early implanta­
tion of estradiol is performed. Implantation ofthe hormone 
in the right side ofthe hypothalamus leads to masculiniza­
tion (e.g., preference for other females), while implanta­
tion in the left side induces defeminization ( e.g., loss of the 
estrous cycle) (13). Unilateral implants of estradiol in the 
right side of the hypothalamus of adult rats induces better 
behavioral responses (lordosis) than in animals with implants 
in the left side (14) . 

Furthermore, asyrnmetric activity in the hypothalamic and 
limbic structures, as well as in other brain structures related 
to the neuroendocrine control systems, has been reported 
(7) . Accordingly, in adult female rats the GnRH peptidc 
content is higher in the right side of the median eminence 
than in the left. 

The preceding observations indicate that an asymmetric 
expression ofER-a, ER-p, as well as GnRH may exist in dif­
ferent arcas ofthe hypothalamus offemale rats. Asymmet­
ric mRNA expression ofER-a, ER-P, and GnRH, between 
the left and right si de of the preoptic anterior and hypotha­
lamic a!lterior arcas (POA-AHA), during the estrous cycle 
ofthe rat, was found. The implication of asymmetric repro­
ducti ve functions is then discussed. 



252 Alpha and Beta Estrogen Receptor lsoforms and GnRH / Arteaga-López et al. Endocrine 

A Rigt.t POA-AHA 
4 

3 

= e: 
2 o 

·e;; :I: 
(J) e 1 
~~ 
SC!> o - 4 Q) d 
-~. 
1; ffi 3 
~ 

L.;eft POA-AHA 

2 

1 

o i 
09 13 17 09 13 17 09 13 17 

Clestrus-1 
09 13 17 
Clestrus-2 Proes1rus Estrus 

B 
09:00 13:00 17:00 

LRLRLR 

ER-al -r ~ I 

GAPOH·· .. --3 
PROESTRUS 

09:00 13:00 17:00 

LRLRLR 

E- --1 
lti!•••--1 

ESTRUS 

09:00 13:00 17:00 

LRLRLR 

"' .. .... , 
li•·---1 

DIESTRUS-1 

09:00 13:00 17:00 

LRLRLR 

1 - 1 
!!!••••-=! 

DIESTRUS-2 

Flg. l. Dcnsitomctric analysis of ER-a mRNA exprcssion in the left and right side of POA-AHA of cyclic adult female rat at 09:00, 13:00, 
and 17:00 of csuous, dicsuous-1 , dicsuous-2 and procsuous days. (A) Dcnsitomctric analysis of RT-PCR products. Each point in the 
grapb is a box plot reprcscnting thc wbolc distrihution ofthe sarnple for each sidc, day , and b0ur. Note that each experimental group is 
rcprcscnted by a normal distribution with no outlicr points. Multivaria.te analysis of variancc was pcrformed (F-ratio = 2.0027;p = 0.021) 
sbowing statistical significancc bctwccn sidcs, followed by pairwisc Tukey tests, showing statistical significant differcnces (p < 0.05) 
bctwccn experimental groups, cspccially between lcft and right sides of POA-AHA at 17:00 ofthe esuous day. (8) Simultaneous RT­
PCR rcprcscntativc assays for ER-a and GAPDH mRNA exprcssion in the left (L) and right (R) side of POA-AHA. RT-PCR was 
pcrformed using total RNA isolatcd fi'om both sides of POA-AHA of adult female rats during the esuous cycle. 

Results 

When the results were analyzed., ali together (by tbe day 
of thc estrous cycle, tbe side of POA- AHA, and tbe hour 
ofthe day when the animals were sacriticed), we found that 
in the right side of POA-AHA, the ER-a m.RNA expres­
sion reached its maximal leve! during the estrous day, with 
a peak at 17:00 (Fig. 1 A, Table 1). Two other small peales 
were obscrvcd at 09:00 oftbe day of diestrous-2 and at 13 :00 
on proestrus. However, only the 17 :00 estrous day peak was 
statistically significan! when compared to tbe values in the 
left side for tbe same day and hour (Table 1 ). ER-a mRNA 
expression on the left side of the POA- AHA show less 
variations along the different hours ofthe day ofthe estrous 
cycleand the small peaks at 13:00 ofthc procstrus and clics-

trous-2 days are not signiticatively different from the corre­
sponding values on tlie ri ;ht side. A larger expression activ­
ity of ER-a is seen on tbe right side especially at 17:00 of 
the estrous day. 

ER-P mRNA expression peaked on both sides on dies­
trous- 2 day, peaking at 9:00 on the right side and at 13:00 
on tbe left side (Fig. 2A, Table 2). No expression was shown 
on any otber day of tbe cycle indicating precise timing for 
tbe use ofthis receptor. The left side showed a little more 
expression tban the right side and sustained its expression 
for a longer time, altbough peaking at 13:00 it showed tbe 
same drastic increase at 9:00 that the right side. It seems 
that ER-P, although slightly more expressed in the left than 
in the right side, is expressed for a precise timed action. 
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Flg. 2. Densitomctric analysis of ER-P mRNA expression in the left and right si de of POA-AHA of cyclic adult female rat at 09:00, 13 :00, 
and 17:00 of estrous, dicstrous-1 , diestrous-2 and proestrous days. (A) Densitometric analysi ~ of RT-PCR products. Each point in the 
graph is a box plot reprcsenting thc whole distribution of the sample for cach side, day, and hour. Note that each experimental group is 
rcprcscnted by a normal distribution with no outlier points. Multivariate analysis of variance was performed (F-ratio = 9.5 J; p = 1 e-5) 
showing statistical significance bctween sides, fol!owed by pairwise Tukey tests, showing statistical significan! differcnces (p < 0.05) 
bctween experimental groups, especially betwecn left and right sides of POA-AHA at 13:00 ofthe diestrous-2 day. (B) Simultaneous 
RT-PCR reprcsentative assays for ER-P and GAPDH mRNA expression in the left (L) and right (R) side of POA- AHA. RT-PCR was 
pcrformcd using total RNA isolated from both sides of POA-AHA of adult femaie rats during the estrous cycle. 

in the right side, especially on estrous day, on whic i, the 
receptor is only expressed in the right side. This suggests 
a spccialization of the receptor on the right side at precise 
timing on estrous day, allowing the othcr side to talce care of 
another totally different function at the same time. Besides, 
the fact that female and male ERc:tKO are both infertile ( 15-
19) suggests that this spccialization ofER-a has to do with 
sorne neuroendocrine reproductive function. 

The ER-~ isoform is also asymmetrically expressed on 
both sidcs of POA-AHA, with a somewhat larger expres­
sion on the left side. In contras! with the ER-a receptor, 
the ER-~ receptor is exprcsscd at a very precise time on 
diestrous-2 day with no exprcssion on any other day of the 

estrous cycle. Howevcr, the fact that the ER~KO female 
mice are just suhfertile and that the difference between sides 
is not large indicates that ER-~ plays sorne role on a neuro­
endocrine reproductive function but it possibly has another 
nonrcproductive function that is rclated to both sides. 

GnRH also shows asymmetry between sides, but like 
ER-~ its exprcssior is precisely timed on diestrous-2 day 
with no expression on any other day. In contras! with ER­
~ the difference between sides is noticeable with a larger 
exprcssion on the right side. These rcsults are in agreement 
with previous observations (20,21), which show that on 
fcrnale rats, the GnRH peptide content is higher on the right 
half ofthe medial basal hypothalamus (7). GnRH marked 
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•Probabilities in bold and in si'adowcd cells indicate statistically significant differeoces between pairs (p < 0.05). Although Tukey 

test was perfonned for pairs within sides, the data are not sbown because only the peak is statistically significant, as should be expected. 
Note that only the pe le at diestrous-2 day is statistically significan! between sides. 

asymmetrical mRNA expression in POA-AHA during the 
diestrous- 2 day could be related to the differences in the 
numbc:r ofGnRH neurons between the two sides of POA­
AHA, since there is evidence that male mice have more 
GnRH immunoreactive neurons in the right side ofthe brain 
than in the left side (22) . The fact that the GnRH peak starts 
to disappear in dicstrous-2 aftcmoon is consistent with obser­
vations made in male rats, where higher GnRH content in 
the right side of the bypothalamus was observed only in 

samples taken in the moming, but not in samples taken in 
the evening (2 3 ). 

Although not sbown by tbe results ofthis study, the bigh 
levels ofER-a in tbe right side of POA-AHA together with 
the higher content of GnRH mRNA in tbe right side of 
POA-AHA, suggests tbat tbe stimulation ofthe ER-a recep­
tor may be linked to tbe GnRH synthesis. Since tbe GnRH 
neurons do not bave ER-a (5,6), tbis stimulatory effect 
may be accomplished throughout an intennediary neuron, 
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Flg. 3. Oensitomctric analysis of GnRH mRNA expression in the left and right sidc of POA-AHA of cyclic adult female rat at 09:00, 
13 :00, and 17:00 of cstrous, dicstrous-1, diestrous- 2 and proestrous days. (A) Densitometric analysis of RT-PCR products . Each point 
in thc graph is a box plot reprcscnting thc whole distribution ofthe sample for each side, day, and hour. Note that each experimental group 
is rcprcscntcd by a normal di stribution with no outlier points. Multivariate analysis of variancc was performed (F-ratio = 1368; p = 1 e-
5) showing statistical significancc bctwcen sidcs, followed by pairwisc Tukey tests, showing statistical significan! differcnces (p < 0.05) 
bctwccn experimental groups, espccially between lcft and right sides of POA-AHA at 13:00 0fthe diestrous-2 day. (B) Simultaneous 
RT-PCR rcprcscntativc assays for GnRH and GAP OH mRNA expression in the left (L) and right (R) side of POA-AHA. RT-PCR was 
pcrformed using total RNA isolatcd from the both sides of POA-AHA of adult female rats during the estrous cycle. 

possibly an intemeuron. Such an idea is supported by the 
fact that the ER-a is present in cholinergic neurons and pos­
sibly in GABAergic and catecholaminergic neurons (2.24). 

The GnRH peaks have also been observed previously on 
a RNase protected assay (25.26), but, because there was no 
sampling between l l :00 and 18:00 on diestrous- 2 day, this 
peak was missed. In that study both sides of POA-AHA 
were taken for their assay, while, as it is shown here, the 
large diestrous-2 day peak it is better observed when POA­
AHA sides are taken separately. In that study an important 
unsolved issue was the origin for the mRNA expression 
peak on diestrous-2 day. Taking in consideration the syn­
chrony of ER-P and GnRH, but acting on different sides, 

it is possible that the neurotransmitter which is responsi­
ble for synchronicity could also be responsible for a post­
transcriptional mechanism that triggers the diestrous-2 day 
GnRH peak. 

Hypothetically, the high levels of ER-P mRNA in the 
left side of POA-AHA on diestrous-2 day, one day before 
preovulatory release ofGnRH, may be linked with the GnRH 
preovulatory triggering. This triggering effect is suggested 
by the presence ofthe ER-P in GnRH neurons (5,6). At pre­
cisely the same time, GnRH mRNA is peaking, but on the 
right side, suggesting a complementary action between ER­
p and GnRH on diestrous-2 day. If true, this necessarily 
means close co=unication between the neurons on both 
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:'liote that only thc peak at dicstrous-2 and proestrous days are statistically significan! bctween sides. 

sides. Howcver, the fact that ERPKO female mice are sub­
fertile while the ERa.KO are infertile (15- 19) suggests that 
ER-P may not be completely involved in GnRH synthesis. 

In summary, the results clearly indicate the existence of 
asymmetry in ER isoforms and GnRH mRNA expression 
in POA-AHA. This asymmetry seems to ha ve distinct func­
tional reproductive tasks and in the ER-P case possibly non­
reproductive tasks. On one hand, the appearance of ER-a 
on the right side of POA-AHA could indicate the synthesis 

ofGnRH; on the other hand, the appearance ofER-P on the 
left side of POA-AHA could indicate a triggering role on 
GnRH release. Complementation between ER-P and GnRH 
seem possible, indicating com.munication between sides. lt 
is clear that the participation of estrogens in the regulation 
ofreproductive functions depends on which side ofthe hypo­
thalamus, as well as on the type ofreceptor, they act lt seems 
that the right and left side of neuronal structures in POA­
AHA play different roles in the control of endocrine repro-
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ductive functions, while keeping close communication for 
synchronization and time-dependent processes. 

Materials and Methods 

Animals 

Virgin adult female rats CIIZ-V strain from our own stock, 
195- 225 g body weight, were used. Animals were kept under 
controlled lighting conditions (lights on from 0500 to 1900), 
with free access to food (Purina S.A., Mexico) and tap water_ 
Estrous cycles were monitored by daily vaginal smears. Only 
those rats showing at least two consecutive 4-d cycles were 
used in the experiment. 

At 09:00, 13 :00, and 17:00 ofdiestrous-1 , diestrous-2, 
proestrous, and estrous days, groups of six rats were sacri­
ficed by decapitation. Each experimental group consisted of 
three repetitions. After decapitation, the brain was quickly 
removed and placed on a dry-ice-cooled plate. A slice ( 1.4 
mm) was cut and the POA- AHA region was punched out 
with a needle (0.4 mm inner diarneter), following the pararn­
eters (A-7020 to A-5660) of the Konnig and Klippel (27) 
rat's stereotaxic atlas. The left and right side of POA-AHA 
were separated. 

Total RNA lsolation and Reverse Transcriptase 
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

The conventional methods for mRNA quantitation such 
as Northem blot or ribonuclea~e protection assay sometimes 
lack enough sensitivity to study low-abundance mRNA or 
to work with limited arnounts ofbiological samples. PCR 
is a very powerful tool for evaluation ofnucleic acids owing 
to its high efficiency, convenience, and better sensitivity, being 
chosen frequently for low-abundance mRNA and/or limited 
arnounts ofbiological samples. Quantification using North­
em blot and RT-PCR with ethidiurn bromide has been re­
poned to show similarresults within the standard error (28.29). 

Total RNA from each side of POA-AHA was extracted 
separately by a single-step method based on guanidine iso­
thyocianate-phenol-<:hloroform extraction using f Rlzol re­
agent (Gibco-BRL). RNA concentration was determined 
by absorbance at 260 nm, and its integrity was verified by 
electrophoresis on 1.2 % denaturing agarose gels in the pres­
ence of2.2 M formaldehyde. A 2-µg amount oftotai RNA 
was reverse transcribed to synthesize single-stranded cDNA. 
Subsequently, JO µL of the reverse transcriptase reaction 
was subjected to PCR in order to co-amplify a fragment of 
GnRH. ER-a and ER-¡3, and glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) genes. 

The PCR reaction was done in an Eppendorf gradient 
thermocycler. The 50 µL PCR reaction included: 1 O µL of 
previously synthesized cDNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 
50 m.M KCI, 1 m.M MgC12, 0.2 m.M of each the four dNTPs, 
0.5 µM of each primer, and 2-5 U ofTaq DNA polymerase. 
Negative controls without RNA and with nontranscribed 
RNA were included in ali experiments. 

Initial standard coriditions were established for GnRH, 
ER-a, ER-¡3, and GAPDH amplification. The cycle nurn­
berwas performed within the exponential phase ofthe ampli­
fication process. Ali PCR products were always studied and 
analyzed together throughout the experiments. In ali sam­
ples a single product of250 bp corresponding to GnRH frag­
ment, one of 337 bp corresponding to ER-a , and another 
of 301 bp corresponding to ER-¡3 were obtained. Primers 
selected for the amplification of GnRH, ER-a, and ER-¡3 
had the following sequences: GnRH sense: CAA CCC ATA 
GGA CCA GTG CTG G, GnRH antisense: CAC TAT GGT 
CAC CAG CGG GG, ER-a sense: TIC ACA CCA AAG 
CCT CGG G, ER-a antisense: TGC AGC AGC ATC AQC 
GGA, ER-¡3 sense: TCC CGG CAG CAC CAG TAA C, 
ER-¡3 antisense: CCC AGA TGC ATA ATC GCT GC. For 
serniquantitative analysis ofmRNA frorn GnRH, ER-a , and 
ER-¡3, RT-PCR arnplification of rnRNA corresponding to 
GAPDH was carried out routinely in parallel asan interna! 
control of messenger quality and quantity. 

Afterthe PCR, amplified products (25 µL) were resolved 
on 2% agarose gel staiI :d with ethidiurn brornide, and photo­
graphed under an UV t.ansillurninator. The image was cap­
tured with the K.odak EDAS 206 systern. To determine 
changes in the expression ofGnRH, ER-a, and ER- ¡3 mRNA, 
the density and Hea of each band ofthe GnRH, ER-a, and 
ER-¡3 PCR products were analyzed with the Scion Irnage 
prograrn and va!ues were norrnalized to densitometric values 
of corresponding GAPDH PCR products. 

Reagents 

Chernical reagents were purchased from Sigma Chemical 
Corp. (St. Louis , MO) and Gibco-BRL, !ne. (Gaithersburg, 
MD)_ Taq DNA polY!Ilerase was purchased from Perkin­
Elmer (Branchburg, New Jersey). 

Statistic Analysis 

Norrnalizeddensitometric GnRH, ER-a, andER-¡3mRNA 
expression values of left and right sides of POA-AHA 
at 09:00, 13 :00, and 17:00 of each day ofthe estrous cycle 
were analyzed. Each experimental group (n = 3) was ana­
lyzed separately ¡,¡¡;ing box plots to find outlier distribution 
values. In all the grours, the values fell within normal dis­
tribution limits, thus aere was no need fer more repeti­
tions within groups. Complete box plots were used instead 
ofthemean± SEM inFigs. JA, 2A, and3A. As anexample 
Fig. 4 shows the box plot oftwo experimental groups with 
the individual values of each group. From the broken rela­
tive expression axis it can be seen that the distributions seem 
independent of each other and that the values in each dis­
tribution should be significantly different from the values 
ofthe other distribution. To determine ifthere were statisti­
cal significative differences between experimental groups, 
especially between experimental groups of different sides, 
multivariate analysis of variance (MANOVA) was used, 
taking as variables the side, day, and hour, independently, 
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Flg. 4. Example ofbox plot distribution for two different experimental groups. Box plots for two different experimental groups are shown 
together with the sampled values. The box represents the range between the 25-75 percentiles, the square represents the mean, the X's 
represen! 1 % and 99%, and the underscores represent the ninimum and maximum ofthe distribution. Filled circles represent the values 
of the sampled data. The relative expression axis has be. ng broken to accommodate both distributions in the same graph. Note that, 
although the distributions are not symmetrical, the data stays within the distributions. 

and in nested combinations ofthe three variables. Signifi­
can! results were only obtained when side was used as the 
variable and when day and hour were nested under the side. 
The F-ratio was calculated anda corresponding probability 
of p < 0.05 was considered as statistically significan! be­
tween at least two experimental groups. To find which 
groups had the statistical differences, pairwise Tukey test 
was performed between pain> of experimental groups where 
p < 0.05 was accepted as significan!. Tables 1, 2, and 3 
show those groups that had significative differences between 
them for ER-a, ER-~, GnR.H, respectively . The tables do 
not show pairwise statistics within sides because only the 
peaks were statistically significan!, as should be expected. 
Tables are included for the reader to check which pairs 
are significan! and which not because is difficult to see it 
from the figures directly, especially for nonpeak val u '5. Ali 
statistics werc performed using SYSTAT 7.0 for Windows 
(SYSTAT. !ne., Evanston, IL). 
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CUADRO 1. - R.esumen y representación esquemática de la máxima 
expresión del ARNm de ER-a, ER-J3 y GnRH en el lado izquierdo y derecho de 

POA-AHA durante el ciclo estral. 

Lado de POA-AHA Día del ciclo estral Hora del ciclo estral 
Expresión del en que ocurrió la en que ocurrió la en que ocurrió la 

ARNm máxima expresión máxima expr:sión máxima expresión 
del ARNm del ARNm del ARNm 

ER-a DERECHO ESTRO 17:00 horas 

ER-~ IZQUIERDO DIESTR0-2 13:00 horas 

GnRH DERECHO DIESTR0-2 13:00 horas 
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Segundo Capítulo 

ANTECEDENTES 

.. Lo mejor de la vida es el pasado, el presente y el futuro. 
Pier Paolo Pasolini 
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LOS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN Y SU PARTICIPACIÓN EN LA 
REGULACIÓN DE LAS FUNCIONES REPRODUCTORAS. 

En el sistema nervioso central la comunicación entre neuronas se lleva a cabo 

por transmisión sinaptica, que genera la propagación de impulsos nerviosos de 

una neurona a otra. Esto sucede a través de la sinápsis, que es el contacto de la 

neurona presináptica con la neurona postsináptica. Un axón puede hacer sinapsis 

en cualquier zona de la otra neurona, así que pueden existir sinápsis del tipo 

axodendrítica, axosomática, dendro-dendrítica y axo-axónica. 

En la mayoría de los casos los impulsos nerviosos sor transmitidos en las 

sinapsis por medio de la liberación de sustancias químicas conocidas como 

neurotransmisores. Los neurotransmisores son un grupo de compuestos químicos 

diversos que van desde aminas simples y aminoácidos, como la dopamina y GASA, 

hasta compuestos más complejos como los polipéptidos. 

Diversos neurotransmisores regulan la actividad de las neuronas GnRHérgicas 
18

•
36

•
164

•
166 Para fines prácticos a continuación se resumen los sistemas de 

neurotransmisión que participan en la regulación de las funciones reproductoras 

(Tabla 2). 
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Tabla 2.- Resumen de los diferentes sistemas de neurotransmisión y su relación con las funciones 
reproductoras . 

Neurot ansmisores 

Neurotransmisor 

Acetilcolina 
(Ach) 

25,105 ,1 09,181 ,249,259 

Serotonina 
l5-HT\ 

104.113, 124, 161, 170, 1Í7, 188,210,211 

GABA 
12,81'111, 146, 165, 191.211,230 

Glutamato 
13,35,74 ,81 , 100, 101 , 188 

Histamina 
158 

Catecolaminas 

23,M .1a2.1u,187.158.205,208 

---- ------------

Neuropeptido Y 

93,110,188 

Las concentraciones del 
neurotransmisor, del 

receptor así como de las 
enzimas que sintetizan y 
degradan a la Ach , varían 
durante el ciclo estral de la 

rata. 

Hace sinápsis en eminencia 
media y area preoptica 
medial (MPO y EM) con 

GnRH. 
El núcleo del rafe presenta 

Estimula la 
liberación de LH 

Estimula la 
liberación 

preovulatoria de LH 

receptores a estrógenos y 1 

progesteron a. 
--·------- - -- ------------ - --

' LS PI principal 
neurotran:>misor inhibitorio 

del cerebro. 
Se encuentra en altas 
concentraciones en el 

hipotálamo. 
Tiene receptores a 

estrógenos. 
Terminales neuronales 

hacen sinápsis con GnRH. 

Presenta receptor a 
estrógenos y progesterona 

Hace sinapsis con la 
neurona GnRH en POA, en 

otros núcleos cerebrales 
presenta receptor a 

estrógenos 
- -- --

Poseen receptores a 
estrógenos 

La expresión del gen a NPY 
aumenta duranie la 

secreoón preovulatoria de 
LH 

Inhibe la liberación 1 

de LH 

1 

1 
----- -----' 

Estimula la J 

liberación de GnRH ¡ 
Estimula la 

liberación de GnRH 
vía los receptores 

H1 

Estimula la 
liberación de GnRH, 
vía los receptores 

a y p adrenergicos. 

Estimula la 
secreción de LH, 

efecto que depende 
de los estrógenos. 
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Sustancia P 

93,110,188,192 

Dopamina 

21, 163, 187, 188,282 

Óxido Nítrico 
74,247,217 

Neurotensina 
3,4,5, 107' 111,27 4 

Factor Natriurétrico 
Atrial 

174,175,111 

Galanina 
21,11 ,10l,1M,1U.l21,221 

CRF 
174.175.111 

Colecistoquinina 
1411, 174, 11&.111 

En el sistema nervioso 
central. la concentración de 
la sustancia P varia durante 

el ciclo estral en la rata 
hembra adulta. 

En POA se han descrito 
sinapsis entre las neuronas 

GnRH y las dopaminérgicas, 
quienes poseen receptores 

a estrógenos. 

El oxido nítrico es secretado 
por células que rodean a las 

neuronas GnRH. 
No coexiste con GnRH. 

En mPOA las neuronas que 
sintetizan ON presentan 
receptor a estrógenos. 

La expresión de este 
neuropeptido es sensible a 

estrógenos 

Se localiza en áreas 
hipotalamicas relacionadas 

con el control del balance de 
agua 

La galanina esta 
colocalizada con GnRH, 
GABA y neurotensina. 

Se correlaciona de manera 
sincrónica con la secreción 
fásica de GnRH del sistema 

portahipofisiario. 
Es coliberada con GnRH. 

lnerva neuronas A 1, 
relacionadas con la 

regulación de la secreción 
de gonadotropinas 

Esta colocalizada con 
dopamina. serotonina y 

Induce la liberación 
de LH en ratas 

hembras adultas. 

Puede estimular o 
inhibir la secreción 

de LH. 

El oxido nítrico 
estimula la 

secreción de LH. ya 
que en estudios 

hechos In vivo se 
demostró que la 

administración de 
inhibidores de ON 

disminuye la 
concentración de LH 

La infusión de la 
neurotensina en 

POA aumenta las 
concentraciones de 

LH. 

En concentraciones 
de 10-1000 nM 

aumenta la 
concentración de LH 

en cultivos da 
hipófisis. 

Potencia la 
respuesta de la 

hipófisis a la GnRH 
en la secreción de 

LH. 

Inhibe la secreción 
de GnRH y de LH. 

Estimula la 
secreción de LH. 
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- ------·------------- - - ----
GABA 

·--------- ·--- -· --- - ·-----

Angiotensina 11 
140,174,175,111 

Endotelinas 
140,174,175,188 

Bradiquininas 
140,174,175,111 

En células GT-1 estimula la 
secreción de GnRH 

Estimula la 
secreción de LH. 

In vivo estimula la 
secreción de LH. 

Inhibe la secreción 
de FSH. 

·----- ·-·--···-- -----------
VIP 

93,110,118 

GIP (péptido inhibidor 
de la aastrina) 

93,111!,111 ,231 

Péptidos opioides 
U,110 ,111,201,225 

Citoauininas 
140,114,175,111 

Somatostatina 
174,175,111 

Estimula la 
secreción de LH . 

------------ -

No estimula la secreción de 
FSH 

Estimula la 
secreción de GnRH 

y de LH. 
----- - ---··--------

Disminuyen la frecuencia de 
pulsos de GnRH. 

Regulan la amplitud y 
frecuencia de los pulsos de 

LH 

Inhiben la secreción 
preovulatoria de 

LH .. 
¡ 

i 
-- - ----- ------ --- .J 

Sus efectos sobre la 
concentración de LH . 

dependen de las 
condiciones hormonales. 

lnerva a las neuronas 
GnRH. 

Varia durante el ciclo estral. 

Inhibe la secreción 
de LH. 

Inhibe la secreción 1
1 

de LH. I 
------ -----------------------~ 
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EL SISTEMA COLINERGICO Y SU PARTICIPACIÓN EN LA REGULACIÓN 
DE LAS FUNCIONES REPRODUCTORAS. 

En la primera parte de esta tesis se mostro que la expresión del ARNm para 

ER-a, ER-¡3 y GnRH es asimétrica y que varia durante el ciclo estral, por otro lado 

se sabe que el sistema colinérgico participa de manera estimulante en la 

regulación de las funciones reproductoras y hay evidencia experimental que 

parece indicar que esta regulacion es asimétrica, por lo tanto se decidía estudiar la 

posible exstencia de una relacion entre la expresión asimétrica del ARNm de ER-a, 

ER-¡3 y GnRH y la regulación asimétrica del sistema colinergico sobre las funciones 

reproductoras. 

El sistema colinergico tiene como neurotransmisor a la acetilcolina (ACh), 

la cual es una molécula que se sintetiza a partir de la colina y de la acetil-CoA por 

medio de la acción de la colinoacetiltransferasa (CAT) (Fig 4). 

CH3 

1 

o 
11 

CH3 -N-CH2-CH2-0H + CoA-o - e -cH3 

1 

CH3 

COLINA ACETIL-Co A 

ChAT ' 

CH3 O 
1 11 

CH3 - N-CH2-CH2-o -e - CH3 ACETILCOLINA 

1 

CH3 

Figura 4.- Síntesis de Acetilcolina a partir de colina y acetil- CoA 
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Las neuronas que sintetizan y liberan ACh son llamadas neuronas colinergicas. La 
localización neuroanatómica de estas neuronas en el cerebro de la rata se 
determino por métodos inmunohistoquimicos de su enzima Jiosíntetica la ChATo 
88,89 

En el sistema nervioso central (SNC) existen cuatro grupos en donde se localizan 
los grupos neuronales colinérgicos : 

1. EL NÚCLEO ESTRIADO : Las neuronas localizadas en el núcleo 

estriado se proyectan hacia el neostriado (núcleo caudado, putamen) y 

hacia áreas asociadas (núcleos accumbens, tubérculo olfatorio) 7 

2. EL NÚCLEO BASAL MAGNOCEULAR: en el núcleo basal 

magnocelular se observaron neuronas más gral des, marcadas con 

CAT,. Estas neuronas se localizan en el núcleo de la banda diagonal de 

Broca (limites horizontales y verticales). El núcleo magnocelular 

preóptico, la substancia innominata y en el globus pallidus. Este grupo 

neuronal proyecte axones colinérgicos hacia todas las partes de la 

neocorteza, partes de la corteza limbica y la amígdala. Tambien la 

banda diagonal de broca y el núcleo septo medial proyectan axones 

colinérgicos hacia el hipocampo y el giro dentado.7 

3. NÚCLEOS CRANEALES DE NERVIOS MOTOIlES: Otro grupo de 

neuronas grandes fue observado en todos los núcleos somáticos y 

viscerales del núcleo motor nervioso. 7 

4. EL NÚCLEO PONTINO TEGMENTAL: Se observaron neuronas 

agrupadas en el núcleo tegmental pontino del cerebro medio caudal; 

dor.;olateralmente en la parte mas caudal de la substancia nigra, y 

extendidas en dirección caudodorsal a través de la formación reticular 
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del cerebro dentro del área que rodea el pedúnculo cerebelar superior. 

Las neuronas de este último grupo constituyen el núcleo tegmental 

pedunculopontino (PPT) 7 

Un grupo adicional de células correspondientes al núcleo tegmental 

lateradorsal (LOT) se observaron adyacentes al PPT. Las neuronas 

pertenecientes a estos grupos proyectan sus terminales hacia el tálamo 

e hipotálamo. 7 

La ACh ejerce sus efectos a través de dos tipos de receptores: los 

receptores nicotínicos (nAChR) y los muscarínicos (mAChR) Los receptores 

nicotínicos son del tipo ionotrópico y los muscarínicos metabotrópicos. 241 ,213,257,277 

Los nAChR se caracterizan por tener varios subtipos que varian según el 

tipo de subunidades que los componen (a,p,o,y). Su estructura general esta 

compuesta por un dominio extracelular ami no terminal, tres dominios 

transmembranales y una region extracelular carboxi terminal. 

En este trabajo son los mAChR son los que se estudiaron asi que se 

describiran con mas detalle sus características. Los mAChR tienen cinco subtipos 

(MI -MS ) los MI ,M3 Y MS están acoplados a Gq/ll y son intermediarios en la 

activación de la fosfolipasa C (PLC) y de la señalización de la vía del inositolfosfato 

(InsP3 /ca 21). Los M2 y M4 esta n acoplados a Gi/o y son intermediarios en la 

inhibición de la producción del AMPc A,nbas clases de receptores colinérgicos se 

expresan en todo el cerebro y son abundantes en el hipotálamo 8,41,277 

Los receptores muscarínicos pueden ser estimulados o inhibidos por 

fármacos específicos, tal es el caso de la atropina (ATR) que es clasificada como 

un fármaco antagonista, es decir bloquea el receptor inhibiendo cualquier tipo de 

acción que pueda tener la acetilcolina sobre este. La ATR (Fig 6) está clasificada 
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como un alcaloide (bases orgánicas nitrogenadas) derivada de la planta Atropa 

belladonna, La presencia del grupo N-metilo cambia la actividad del ligando, 

previniendo así la interacción cercana entre el ligando y la membrana del 
receptor. 103, 172, 185,216,217,235 

En diversos estudios donde se emplearon fármacos antagonistas y 

agonistas de ACh se mostró que este sistema de neurotransmisión está 

involucrado en la regulación de las funciones reproductoras, así como en la de 

secreción de la GnRH. 12,92, 105, 166,189, La estimulación de los receptores 

muscarínicos resulta en la liberación de la GnRH, Estudios in vitro utilizando la 

coincubación de hipófisis e hipotálamo, muestran que la acetilcolina estimula la 

liberación de la FSH y de la LH, efecto que es bloqueado por ATR 91 Por el 

contrario, la liber Jción preovulatoria de 1:::1 LH, que ocurre en el día del proestro, 

estaría regulada de manera inhibitoria por los receptores nicotínicos, ya que la 

administración de nicotina durante el "período crítico " del día del proestro, 

suspende la liberación de la LH, pero no la de la FSH 26,272 

Por otro lado, estudios realizados en la coneja y la ra ta han confirmado que el 

sistema colinérgico participa de manera estimulante en la regulación de los 

mecanismos neuroendócrinos que regulan la secreción preovulatoria de 

gonadotropinas durante el día del proestro, En la coneja, animal de ovulación 

refleja, la inyección de sulfato de atropina inmediatamente después del coito 

bloquea la ovulC'ción. En . Ia r'!ta, animal de ovulación espontánea, el mismo 

tratamiento en la tarde del proestro, impide la ovulación esperada en la mañana 

del estro 96,97,98 

La participación del sistema colinérgico en la regulación de la ovulación varía 

durante el ciclo estral. Esta afirmación resulta del hecho de que la cantidad de 

sulfato de atropina necesaria para bloquear la ovulación en un ciclo estral 

determinado varía entre 700 mg/kg en el dia del proestro, hasta 100 mg/ kg en los 
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días del diestro 1 y 2. En los días del diestro 1 y 2, la participación del sistema 

colinérgico en la regulación de la secreción de las gonadotropinas y la ovulación 

parece tener un ritmo circádico. La inyección de 100 mg/ kg a las 09:00 hrs, no 

afecta la ovulación; si se inyecta a las 13:00 hrs, la bloquea y vuelve a no tener 

efectos cuando se le inyecta a las 17:00 o 21:00 hrs. 79 

En POA·AHA, la cantidad de los receptores muscarínicos varia durante el ciclo 

estral, siendo mayor en el día del proestro, lo cual coincide con el hecho de que es 

en el dia del proestro cuando se requiere de la dosis mas alta de sulfato de 

atropina (700 mg/kg) para bloquear la ovulación . Por otro lado la división mitótica 

de los gonadotropos que sintetizan la LH es estimulada por la administración de 

fármacos colinomiméticos. 239,244,27 1 

El sistema colinergico regula la función de la neurona GnRHérgica. Estudios en 

neuronas GTl y en cultivos de neuronas extra idas de ratas hembras durante el 

ciclo estral, mostraron que dependiendo del receptor muscarínico que se estimule 

o inhiba farmacológicamente, se inhibe la producción de GnRH. Es así que los m4 

AchR y m2 AchR que están ligados a la vía de las fosfoinositol inhiben la secreción 

de GnRH mientras que los otros tres subtipos no la afectan 204 

La actividad funcional del sistema colinérgico (medida por la actividad de la 

ChAT, por el contenido o la liberación de la acetilcolina y por la densidad o la 

afinidad de sus receptores), está regulada por las hormonas esteroides. La 

administración de estradiol incrementa la actividad de la CAT en la vía colinérgica 

septo-hipocampo y el sistema baso-cortical 125, la concentración de la CAT en 

POA-AHA 255.256 Y la densidad de receptores muscarínicos en el hipotálamo medio 

basal y los sitios de unión a la a-bungarotoxina en el núcleo supraquiasmático. 

En áreas extrahipotalámicas como en la corteza frontal y en el hipocampo, los 

estrógenos también regulan la actividad del sistema colinérgico. 
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Algunos estudios muestran que el sistema colinérgico regula el funcionamiento 

del receptor a estrógenos, ya que la inyección de un agonista muscarínico como el 

betanecol, incrementa en un 35% el número de sitios de unión a estradiol en el 

hipotálamo de ratas hembras ovariectomizadas, en comparación con los valores 

encontrados en el hipotálamo de ratas hembras testigo. Por otro lado el 

pretratamiento con sulfato de atropina, un antagonista muscarínico, bloqueó el 

efecto estimulante del betanecol. 64, 78,126,127,128, 129,202,20],22], 224,2]8,248 
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ASIMETRIAS DEL SISTEMA COLlNERGICO y SU RELACIÓN CON LAS 
FUNCIONES REPRODUCTORAS. 

Se ha mostrado que el sistema colinérgico es asimétrico desde el punto de vista 

funcional. En ratas hembra adultas la actividad de ChAT, la concentracion de ACh, 

asi como la cantidad de receptores muscarínicos es mayor en el lado derecho de 

POA-AHA que en el lado izquierdo. Estas varian durante el ciclo estral. 55,57 

En días específicos del ciclo estral de la rata el bloqueo farmacológico generado 

por implantes de cristales de atropina en un lado específico I e POA·AHA, inhiben 

la ovulación en la rata 56,58,220 

El papel regulador del sistema colinérgico en la región de POA-AHA es 

diferente entre el lado izquierdo y derecho, y varía durante el ciclo estral. Dado 

que cuando se hacen implantes de atropina en el lado derecho de POA-AHA en el 

día del estro y diestro-! se bloquea la ovulación de las ratas implantadas, mientra 

que cuando se hace el implante en el lado izquierdo de POA-AHA en los dias del 

diestro-! y diestro-2 la ovulación es bloqueada. 

Cuando se reemplazó hormonalmente la señal ovárica con una inyección 

subcutánea de 17p-estradiol, en aquellos grupos que no ovularon con el implante 

de atropina en el lado izquierdo, estos reestablecieron su oVl>lación; mientras que 

los grupos con implante en el lado derecho de POA-AHA no reestablecieron la 

ovulación. 56,58 

Estos resultados parecen indicar que este efecto es debido a que el bloqueo 

del sistema colinérgico en el lado derecho de POA-AHA resulta en una alteración 

en la respuesta o síntesis del receptor a estrógenos de esa área de cuya función 

depende la ovulación. 
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JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

El sistema colinérgico regula de manera asimétrica la 
secreción de LH, GnRH y la ovulación, Ya que la inyección 
subcutánea de sulfato de atrópina a diferentes horas del día, en las 
diferentes días del ciclo estral, o el implante de atrópina en las 
porciones derecha o izquierda de POA-AHA a las 13:00 hs de los 
diferentes dias del ciclo bloquean la ovulación esperada en el día 
del ciclo estudiado; y que el tratamiento con GnRH sintética o con 
hCG en el día del proestro reestablecen la o\'ulación en ratas con 
bloqueo colinérgico, y que rata s implantadas con atropina en el 
lado derecho 'POA-AHA tratad l S con benzoato de estradiól en la 
tarde del diestro 2 no ovulan pero si lo hacen las ratas con 
implante en el lado izquierdo, en esta segunda parte de la 
investigación se evaluarón los efectos del bloqueo del sistema 
colinérgico por vía subcutánea sobre la expresión del ARNm para 
ER-a , ER-P y GnRH, evaluadas en el momento del ciclo en que 
ocurre su máxima expresión en POA-ARA. 
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HIPOTESIS 

El bloqueo del sistema colinérgico a fectará la expresión del ARNm 
de una o de ambas isoformas del receptor a estróge nos, así como la 
expresión de GnRH en el momento en que se da la mayor expresión 
de estos genes en los lados izquierdo y derecho de POA' ARA de la 

rata hembra. 

OBJETIVOS 

• Evalua r los efectos de la inyección subcutánea de sulfato de 
atropina sobre la expresión del ARNm de las isoformas del 
receptor a estrógenos y de GnRH en los lados izquierdo y 
derecho de POA·AHA de la ra ta hembra. 
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RESULTADOS 

Differential cholinergic system regulation of mRNA 
expression of estrogen receptor isoforms and GnRH, in 

the left and right sides of the preoptic and anterior 
hypothalamic area of cyclic female rats. 
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Effects of cholinergic system blockade on the mRNA expression 

of GnRH and estrogen receptor isoforms in both sides of the 

preoptic and anterior hypothalamic area of cyclic female rats. 
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Abstrae t. 

In a previous study, we showed that in the left and right side of the pre-optic and anterior 

hypothalamic area (POA-AHA) , mRNA levels of GnRH , and estrogen receptors alpha (ERa.) 

and beta (ER~) vary along the estrous cycle. There is also evidence that the blocking effects on 

ovulation blockade caused by injecting atropine sulfate also vary along the estrous cycle. The 

present study aims to determine if the cholinergic system participates in regulating mRNA 

expression of GnRH and ERa. and ER~ isoforms in the left and right sides of the POA-AHA. To 

accomplish this objective, the effects of injecting atropine sulfate on estrus (E) or diestrus-1 (01) 

was analyzed on the maximum mRNA expression of GnRH and estrogen receptor isoforms in 

both sides of the POA-AHA. 

lnjecting atropine sulfate on E blocked mRNA expression for ERa. in both sides of the POA­

AHA, but had no apparent effect on the maximum mRNA expression for ER-~ in either side of 

the POA-AHA, while atropine sulphate treatment diminishec mRNA expression for GnRH in 

both sides of the POA-AHA. 

lnjecting atropine sulphate on 01 resulted in the suppression of ER-a. expression in both sides 

of the POA-AHA on diestrus 2; the maximum expression of ER-~ diminished in the left side of 

the POA-AHA, without changes in the right one; and the mRNA expression for GnRH increased 

in the left side of the POA-AHA. 

The expression of the ER-a. protein during the estrous cycle had its ma.cimum expression on the 

right side of the POA-AH on 01 at 09:00 h. lnjecting atropine sulphate at 13.00 h on E resulted 

in a significant decrease in the number of cells measuring positive for ER-a. protein at 17.00 h 

on the same day of treatment. These observations suggest that the expression of ERa. mRNA 

and the protein synthesis are stimulated by the cholinergic system, while the regulation of 

mRNA expression far ER~ and GnRH depend on other systems of neurotransmitters. 
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Keywords: cholinergic system, atropine, GnRH, ER alpha, ER bet~ , hypothalamic lateralization, 

estrous cycle, mRNA expression 

Running ti tle: Cholinergic regutation of expression of GnRH and estrogen receptor isoforms. 
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Introduction. 

Estrogen (E2) participates in regulating several central nervous system functions, the most 

important of which ís in regulating reproductíve functions, including GnRH and gonadotropine 

secretion (1). The secretion of both of these hormones is mediated by two estrogen isoform 

(ER-a and ER-P) receptors (2), while the activity of GnRH neurons is modulated by several 

neurotransmitters (3) . 

Usíng agonists or antagonist drugs to block. or stimulate the ~act ivity " of cholinergic receptors, 

the stimulatory role played by the eholinergic system in regulatíng gonadotrooine and GnRH 

seeretion has been demonstrated (4). 

Work by Oominguez et al (1962) (5) has shown that Injecting atropine sulphate (muscarinie 

antagonist) subeutaneously bloeks ovulation. and the dose required to aehieve th ís effect varíes 

along the estrous eyele. OiestrUs-1 (01 ) requires the mínimal required dese for bloekíng 

ovulation, whi le treatment on proestrus (P) requíres the highest dose to achieve . 

The effects of implanting agonist or antagonist drugs, in the right er left side of the POA-AHA, 

on ovulation depends on both, the day of the estrous eyele and the side of hypothalamus where 

the drugs are injeeted or implanted (6,7,8,9.10) . Ovulatíon is blocked when atropine implants 

on the right side of the POA-AHA are applied on E, while the same treatment on the left side 

had no apparent effect In turn, when the atropine implant was applied on D1 , the bJoekade of 

ovulatíon did nol present asymmetrie response. Compared to the effects of implanting atropine 

on E, implants appl ied on diestrus 2 (D2) showed an inverse asymmetry, i.e. the implants 

plaeed on the left side of the POA-AHA bloeked ovulation, while the implant on the right side 

had no apparent effect. Conversely, blocking the cholinergic system unilaterally on the day of P 

did not modify spontaneous ovulatíon (6,7.8.9). 
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The participabon of the cholinergic system in regulating GnRH hypothalamic secretion also 

presents asymmetry when the system was unilaterally stimulated with pilocarpine, and its 

participation was also found to vary along the estrous cycle ( 10). The most marked difference in 

the asymmetric responses of stimulating the POA-AHA's cholinergic system on ovulation was 

observed on E. Stimulating the left side resulted in complete ovulation blockade, while the same 

treatment on the right side had not effect. These results are a mirror image of the effects 

observed when implanting atropine sulphate. Ovulation was blocked when the pilocarpine was 

implanted on P in the right side of the POA-AHA whlle the same procedure on the left side had 

no apparent effect (10) . 

Previously, we showed that in the POA-AHA, the expression of mRNA for ER-a" ER-¡l and 

GnRH is asymmetric and varies along the estrous cycle (11). The maximum expression ofthe 

mRNA for ER-a was observed on E in the right side of the POA-AHA at 17.00 h, with a small 

second peak on 02 at 13.00 h. In turn, the maximum expression of mRNA for both, ER-¡l and 

for GnRH, was observed on 02 in the left side of the POA-AHA al 13.00 h (11). 

Based on our laboratory's previous results (5,6,7,8.9,10) and on published evidence that the 

cholinergic system seems to regulate ovulation and the secretion of both, GnRH and 

gonadotropin (4,5) , this study analyzes if blocking the cholinergic system by injecting atropine 

sulfate on E or 01 affects the maximum expression of mRNA for ER-a, ER-I} and GnRH on 

either si de of the POA-AHA. Based on the results obtained during the experiment, we also 

analyzed if the expression of the gene codifying for the ER-a also varíes atong the estrous cycle 

and if the cholinergic system participates in regulating such expression. For this purpose, using 

immunohistochemicall methods. we identified and measured the leveJs of ER-a protein in the 

POA-AHA. 
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Results. 

The effects of injecting at ropine sulphate subcutaneously, on E at 13:00 h, in the left and 

right sides of POA-AHA on mRNA expression for ER-q ER-p and GnRH. 

Injecting atropine sulfate at 13:00 h on E blocked the maximum expression of ER"iX mRNA in 

both sides of the POA-AHA when measured the same day of treatment at 17:00 h. Control 

animals, treated with vehicle and sacrificed at the same lime. showed normal levels of ER-(l 

mRNA expression (Figure 1). 

The maximum expression of ER-J3 mRNA (D2 at 13:00 h) was not affected by !he injection of 

atropine sulfate on E in either side of !he POA-AHA (Figure 2); while the expression of GnRH 

mRNA decreased significantly in both sides of POA-AHA (Figure 3). 

The effects of injecting atropine sulphate subcutaneously, at 13:00h of 01 , in the left and 

right sides of the POA-AHA on ER-a, ER-p and GnRH mRNA expression . 

Injecting atropine sulfate blocked the ER-9- mRNA expression in both sides of the POA-AHA 

(Figure 4). wh ile injecting vehicle did not modify ¡t . 

A!ropine sulfate !reatment resulted in a decrease in the maximum expression of ER-rl mRNA in 

the left side of POA-AHA, bu! no changes in ER-¡3; mRNA levels in Ihe righl side of the POA­

AHA (Figure 5) . 

In turno atropine sulfate treated animats. sacrificed at 13:00h of D2, showed GnRH mRNA 

expression increases in both sides of the POA-AHA, though levels were significantly higher in 

the left Ihan in the right side of the POA-AHA (Figure 6). 
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Modifications on ER-a protein express ion in the right and left sides of POA~AHA during 

the estrous cycle of the rat 

No significant difference in the mean number of cells expressing the ERa protein was observed 

between the left and right sides of the POA-AHA (1011±97 vs. 1112±103, non significant n.s.). 

Figure 7 presents the changes along the estrous cycle in the mean number of cells showing 

positive for the ERa protein. Ouring the estrous cycle, the highest number of positive cells was 

observed al 09.00 of 01 in Ihe right side of the POA-AHA (2256±163), and in the left side on 02 

at 17.00 h (2072±147). The lowest number of cells expressing Ihe ERa protein was observed in 

the left side of Ihe POA-AHA al 13.00 of E. 

Figure 7 presenls the number of ERa positive cells in the left and rlghl side of the POA-AHA al 

09.00, 13.00 and 17.00 hours of each day of the estrous cycle. Al OS.Ol , Ihe number of positive 

cells was similar on 02. P, and E. Al 13.00 h the number of positive cells measured on 02, P 

and E were significantly lower Ihan those measured on 01 . The number of ERa positive cells 

measured at 13-h on P was significanlly higher than in 02 or E; while the lowest number of 

positive celts was observed at 17.00 hours of P. In the left side of the POA-AHA al 09.00 the 

lowesl number of posilive cells counted was at P, while al 13.00 il was on 02 and E, and al 

17.00 h il was observed al P. 

Significant differences in the number of ERa positive cells. between Ihe left and righl side of the 

POA-AHA. were observed al 09.00 on 01 and P. and at 13.00 on E. In the three instances, the 

highest values were observed in the right side of the POA-AHA. 

The atropine sulphate injection al 13:00 h of E blocked the ER"iX mRNA expression in both 

sides of Ihe POA-AHA mea su red al 17:00 h of the same day (Ieft side 842±11 O vs vehicle 

1290±64: right side 743±98 vs. 1579±221 p<0.05 Student's t test) . 
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Discussion 

The lesults presented herein show that protein levels resulting from the mRNA for ER-a 

expression vary along the estrous cycle and are asymetric ber.veen the left. and right sides of 

the POA-AHA. The results also suggest that the pretranscriptional mechanisms of the genes 

codifying for ER-a are modulated by the cholinergic system, and are mediated by muscarinic 

receptors in a stimulatory way. In turno such modulation is partíal for ER-f} expressíon. Present 

results agree with Leubner et al. (12. 13) observations. that injecting atropine into the brain of 

rats diminishes ER affinity in the POA-AHA. Given thal injecting atropine sulfate ¡nto the POA­

AHA partiaUy affected the expression of the '3nRH gene in both sides of the POA-AHA, we 

suggest that gene expression is modulated by several neuroendocrine mechanisms. 

The observed inhibiting effect of atropine sulfate on ER-a. mRNA expression but nol on ER-j.l 

could be explained as a sign that the muscarin ic receptors are linked to second messengers 

that elicit different functions. such as the gene stimulation suggested by Krishmanov (14). Thus, 

ERq mRNA expression could depend directly on the stimulation of muscarinic receptors. while 

ERf} mRNA expression does not seem to completely depend on them. 

According to Silverman et al (1994) ( 15), there is no evidence regarding the direct 

communication ber.veen GnRH neurons and the cholinergic fibers. However, blocking 

muscarinic receptors affects GnRH synthesi~ . (14). suggesting that this blockade could be 

mediated by second messengers. 

Present results suggest that the choHnergic system partiaUy regu1ates GnRH mRNA expression 

in a stimulatory way. that such regulation is different for the right and left. sides of Ihe POA-AHA. 

and lhat it varies along the estrous cycle. These results support the idea of asymmetry in the 

mechanisms regulating GnRH and gonadotropin secretion (6.7,8,9). In addition, the higher 
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sensitivity lo alropinp sulfate observed on D1 , compared to the effects observed on E (5), 

further supports this idea. 

ERa. could mediate Ihe effects of the cholinergic system blocking ovulation since injecting 

agonist or antagonist cholinergic drugs increases or decreases the number of cytosolic 

hypothalamic estradiol binding sites in female rats (12.13). Ir' addition. anatomical data suggest 

that ERq and ERp are present in cholinergic neurons. being the ERq predominant (16). 

There is evidence that blocking muscarinic receptors affects GnRH secretion in GT1-7 

hypothalamic line cetls (14). The results presented herein support the idea tha! such regulation 

presents asymmetry in vivo . as it was shown previously (6, 7, 8. 9). 

To our knowledge. t'1ese results are the first evidence on lateralization and modifications on the 

effects 01 atropine sulphate on GnRH mRNA expression along the es!rous cycle. 

Taken together. present results suggest that the mechanisms triggere::l by the cholinergic 

system in regulating reproductive functions could be mediated by its inleraction with ER-a, bu! 

not with ER-J3 or GnRH . 
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Materials and Methods 

Anima/s. 

Virgin adult female rats of the CIIZ-V strain trom our own stock. 195-225 9 body weight , were 

used in this experiment. Animals were kept under controlled lighting conditions (lights on from 

0500 to 1900 h), with free access to toad (Purina S.A , Mexico) and tap water. Estrous cycles 

were monitored by daily vaginal smears. Solely rats showing at least two consecutive 4-day 

cycles were used in the experiment. The maintenance and handling of the animals was carried 

out according with the Mexican Law of Animal Protection Guidelines, and protocols were 

approved by the FES Zaragoza. 

Experiment 1: Effects of injecting atropine sulphate subcutaneously, at 13:00 h of E, in 

the left and right sides of the POA-AHA, on ER-o., ER-p and GnRH mRNA expression. 

At 13:00 h of E, 3 groups of 6 rats were subcutaneously (s.c.) injected with 300 mg/kg body 

weight, atropine sulfate, the previously e·stablished dose necessary to block ovulation on E (5). 

For control purposes, 3 groups of 6 rats were injected with distilled water. Animals were 

sacrificed by decapitation at the days and hours of the estrus cycle corresponding to the 

maximum mRNA expression for the studied genes, 17:00 h on E to study the effects on ER-a, 

and at 13:00 h of 02 to analyze the effects on ER-p and GnRH (11). 

Experiment 2: Effects of injecting atropine sulfate subcutaneously, at 13:00h 01 01 , in 

the left and right sides of the POA·AHA on ER-o., ER-p and GnRH mRNA express ion. 

At 13:00 h of 01 , 3 groups of 6 rats were injected s.c. with 100 mg/kg body weight , atropine 

sulfate the previously established dose necessary to block ovulation on 01 (5) . Three groups of 

6 rats were injected with distilled water for control purposes. Animals were sacrificed by 
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decapitation on 02 at 09:00 h to evaluate the effects on the mRNA expression for ER-a, ER-P. 

and GnRH . 

Total mRNA isolation and reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). 

After decapitation. the brain was quickly removed and placed on a dry ice-cooled pi ate. A slice 

(1.4 mm) of the brain was cut and the POA-AHA regíon was punched out wíth a needle (0.4 mm 

inner diameter), following parameters (A-7020 to A-5660) of the Konnig and Klippel (17) ra1's 

stereotaxic atlas. The left and right side of the POA-AHA were subsequently separated. 

Total RNA from each side of the POA-AHA was extracted, separately, by a single step method, 

based on guanidine isothyocianate-phenol-chloroform extractíon, using TRlzol reagent (Gibco­

BRL). RNA concentration was determined by light-spectrophotometry absorban ce at 260 nr , 

and its integrity was verified by electrophoresis on 1.2 % denaturing agarose gel s in the 

presence of 2.2 M formaldehyde. 2-j.Jg of total RNA was reverse transcribed to synthesize 

single stranded cONA. Subsequently, 10 ¡JI of the reverse transcríptase reaction was subjected 

to PCR in order to co-amplify a fragment of the GnRH , ER-o. and ER-p, and glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase (GAPOH) genes. 

The PCR reaction was performed in an Eppendorf gradíent thermocycter. The 50 ¡JI PCR 

reaction included 10 ¡JI of previously synthesized cONA. 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI , 

1mM MgCf. 0.2 mM of each of the 4 dNTPs, 0.5uM of each primer. and 2.5 units of TAQ ONA 

polymerase. Negative controls, without RNA and with non-transcribed RNA, were included ín c.l 

experiments. 

Initial standard conditions were established for GnRH , ER-a, ER-P. and GAPOH amplification. 

The cycle number was performed within the exponential phase of the amplification process. Al! 

PCR products were studied and analyzed together throughout the experiments. In aU samples. 

a single 250 bp product correspond ing to GnRH fragmento a 33"7 bp product corresponding to 
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ER-o., and a 301 bp corresponding to ER-p were obtained. Primers selected for the amplification 

of GnRH, ER-a , and ER-p had the following sequences: 

GnRH sense: CAA CCC ATA GGA CCA 

GTG CTG G; 

GnRH antisense: CAC TAT GGT CAC CAG 

CGGGG. 

ER-a sense: TTC ACA CCA MG CCT 

CGGG; 

ER-a antisense: TGC AGC AGC ATC AGC 

GGA; 

ER-B sense: TCC CGG CAG CAC CAG 

TAAC; 

ER-!3 antisense: CCC AGA TGC ATA ATC 

GCT GC. 

For semi-quantitative analysis of mRNA for GnRH. ER-a and ER-p, RT-PCR amplification of 

mRNA corresponding to GAPDH was earried out routinely and in par .. llet as an internal control 

of messenger quality and quantity. 

After PCR proeedures, amplified products (25~1) were resolved on a 2% agarose gel stained 

with ethidium bromide. and photographed under an UV trans-iluminator. The irr:age was 

caplured with a Kodak EDAS 206 system. To determine ehanges in the expression of GnRH, 

ER-a and ER-p mRNA, the density and area of eaeh band of PCR products (GnRH, ER-a and 

ER·P) were anaJyzed with a Scion lmage programo PCR produet values were normalized to 

corresponding GAPDH ·PCR densitometrie values. 

Reagenrs. 

Chemical reagents were purchased from Sigma Chemieal Corp. (St. Louis, MO) and Gibeo­

BRL. Ine. (Gaithersburg, MO). TAQ ONA polymerase was purehased from Perkin-Elmer 

(Branehburg, New Jersey). 
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Immunohistochemistry study of ER- a. protein levels 

At 09:00, 13:00 and 17:00 hs of 01 , 02, prorstrus and estrus. groups of 3 rats cyclic rats were 

perfused. 

Perfusion and Tissue Processing 

For immunohistochemistry analysis. the an imals were perfused under pentobarbital anesthesia 

(1 mg/100 9 body weight) via the ascending aorta with saline solution. followed by 250 mi of ice­

cold 4% paraformaldehyde at pH 7.6. After removal . the brains were post-fixed in the perfusion 

solution for 3 hours and subsequently sto red overnight in potassium PBS with 10% sucrose at 4 

oC . Serial coronal sections throughout the POA-AHA brain regions were cut (50 )lm) on a 

cryostat. Serial sections for each region were collected. placed in tissue-cultured wells 

containing cryoprotectant solution (ethyle le glycol) and maintained at -4 oC, until 

immunohistochemistry analysis was performed. 

ERa. immunoreactivity (ERa-ir) was detected using the conventional avidin-biotin 

immunoperoxidase protocol as previously (18). following the methodology described by 

Sawchenko et al. (1990) (19). In brief, the free-f1oating sections were pretreated with hydrogen 

peroxide for 10min. to quench endogenous peroxidase activity . followed by two rinses in PBS. 

Then. the free-f1oating sections were incubated overnight in 1.0% sodiumborohydrate to reduce 

free aldehydes levels. Tissue sections were then incubated at 4 oC for 72 h with the rabbit­

raised primary antibody at a 1:50 dilution ratio. Overnight incubation with the secondary 

antibody was performed using a 1 :100 dilutior ratio at 4 oC. The primary antibody was detected 

with ¡he avidin-OH-biotinylated horseradish peroxidase complex (Vectastain Elite ABC kit, 

Vector Laboratories. Burlingame. CA): and the diaminobenzidine reaction product was 

developed using a nickel-enhanced glucose oxidase method. 

Two different procedures were used as negative contrals. In the first pracedure the primary 

antibody was omitted. and in the second procedure the primary antibody was pre-absorbed with 
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the speeifie synthetie peptide (se-539P, Santa Cruz Bioteehnology Ine, Santa Cruz, CA) used to 

raise the antibody. 

Effeets of injecting atropine sulfate subcutaneously on the maximum express ion of ER-a. 

maximum protein in cyclic female rats 

Three groups of rats (three animals per group) were subcutaneously injected on E at 13:00 h 

with atropine sulfate (300 mgl kg body weight) dissolved in water, and killed on 01 at 09:00 h. 

The rats were treated for immuno-histoehemistry. 

Using the KS300 Imaging System (Karl Zeiss, Germany), the number of ER-a-ir nuetei in the 

POA-AHA was determined by counting positive nuctei. ER-o.-ir eells from eaeh animal were 

eounted , unitaterally, in all the sections eorresponding to the POA-AHA area. Abercombie's 

method (20) was used to correct for doubte-counting errors. 

Statistical analysis: The densitometric vatues of mRNA's for ER-a, ER-j3 and GnRH were 

analyzed by a muttivariate anatysis of varianee (MANOVA) followed by Tukey's test. Data for 

the number of ER-o.-ir positive eetls was anatyzed by using a one-way anatysis of variance 

(ANOVA), followed by Tukey's test or by a Student's t test when tw"o separate groups were 

compared. AlI measurements are expressed as mean ± S.E.M. A p<0.05 was accepted as 

signifieant. 
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Figure 1.· Oensitometric analysis of ER-a mRNA expression in the left and righl sides ot POA­

AHA in E at 17:00 h ot female rat treated with atropine sulfate on E at 13:00 h. (A) 

Simultaneous RT-PCR representative assays tor ER-a and GAPOH mRNA expression in the 

left (L) and right ( R) sides ot POA-AHA . RT-PCR was perlormed using total RNA isolated from 

both sides of POA-AHA to adult female rats treated with atropine sulfate. (B) Densitometric 

analysis of RT-PCR products a= ps:0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p.s:0.05 

compared with control group and c= ps:0.05 with vehicle treatrnent. 
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EFFECTS OF SUBCUTANEOUS ATROPINE INJECTION IN ESTROUS DAY AT 13:00 hs. OVER 
THE ER-a mRNA EXPRESSION IN ESTROUS DAY AT 17:00 hs. 

A 

ER-a 

GAPDH 

B 
e: ·-.e 

·m~~ 
~i-~ 
g? ~ 9 
- a ffi ~ t; 
~ Q) 

CONTROL 

--- t -
·1'11 

-· ·"' ~ 

·'"-' • • "\-"- .._,.. . 

MWM L R 

ESTRUS 
17:00 hs. 

4 .5 

4 .0 

3 .5 

3 .0 

2 .5 

2.0 

1 .5 

1.0 

0.5 

VEHICULE 

• -
¡ ¡¡ 

• ---
MWM L R 

ESTRUS 
17:00 hs. 

e 

a 

ATRO PI NE 

-, 
":: ... 
MWM L R 

ESTRUS 
17:00 hs. 

a,b 

c:=:JC -V IRD ATR 

e 

O.O 11==1-1·-~~~_J_ __ L ..-. ...--. 
Left sida POA-.AiHA Rigtt sida POA-.AiHA 

a) p aos ~-. lá't sde of POA-.<HA 
b) p 0 .05 a:irTlJlll'edwíth control group 
e) p 0 .05 COfTp8l9d _, v<t\ío.Jle reament 



Figure 2.- Densitometric analysis of ER-p mRNA expression in the left and right sides of POA­

AHA in 02 at 13:00 h of fenale rat treated with atropine sulfate on E at 13:00 h. (A) 

Simultaneous RT-PCR representative assays 10r ER-p and GAPOH mRNA expression in the 

left (L) and right (R) sides 01 POA-AHA . RT-PCR was performed using total RNA isolated from 

both sides 01 POA-AHA of adult female rats treated with atropine sulfate. (B) Densitometric 

analysis of RT-PCR products a= p:s0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p:s0.05 

compared with control group and c= p:s0.05 with vehicle treatment. 
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Figure 3.- Oensitometric analysis of GnRH mRNA expression in the left and right sides of 

POA·AHA in 02 at 13:00 h of female rat treated with atropine sulfate on E at 13:00 h. (A) 

Simultaneous RT ·PCR representative assays for GnRH and GAPOH mRNA expression in the 

left (l) and right ( R) sides of POA-AHA . RT -PCR was performed using total RNA isolated from 

both sides of POA-AHA of adult female rats treated with atropine sulfate. (B) Oensitometric 

analysis of RT-PCR products a= p:::;O.05 compared with left side of POA-AHA; b= p:::;O.05 

compared with control group and c= p:::;0.05 with vehicle treatment. 
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EFFECTS OF SUBCUTANEOUS ATROPINE INJECTION IN ESTROUS DAY AT 13:00 hs. OVER 
THE GnRH mRNA EXPRESSION IN DIESTROUS-2 DAY AT 13:00 hs. 
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Figure 4.- Densitometric analysis of ER-a mRNA expression in Ihe left and right sides of POA­

AHA in E al 17:00 h of female rat trealed wilh atrC"pine sulfate on D1 al 13:00 h. (A) 

Simultaneous RT-PCR represenlative assays for ER-a and GAPDH mRNA expression in Ihe 

left (L) and right ( R) sides of POA-AHA . RT-PCR was periormed using tolal RNA isolated from 

bolh sides of POA-AHA fa adull female rals Ireated with alrcpine sulfate. (8 ) Densitometric 

analysis of RT-PCR products a= p:s0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p:s:O.05 

compared with control group and c= p:s:0.05 with vehicle treatment. 
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EFFECTS OF SUBCUTANEOUS ATROPINE INJECTION IN DIESTROUS-1 DAY AT 13:00 hs. 
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Figure 5. · Oensitometric .:malysis of ER-13 mRNA expression in the left and right sides of POA­

AHA in 02 at 13:00 h of female rat treated with atropine sulfate on 01 at 13:00 h. (A) 

Simultaneous RT-PCR representative assays for ER-13 and GAPOH mRNA expression in the 

left (L) and right (R) sides of POA-AHA . RT -PCR was performed using total RNA isolated from 

both sides of POA-AHA of adult female rats treated with atropine sulfate. (8 ) Oensitometric 

analysis of RT-PCR products a= p.s.O.OS compared with left side of POA-AHA; b= p~O.OS 

compared with control group and c= p.s.O.OS with vehicle treatment. 
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Figure 6.- Densitometric analysis of GnRH mRNA expression in the left and right sides of 

POA-AHA in D2 at 13:00 h of female rat treated with atropine sulfate on D1 a 13:00 h. (A) 

Simultaneous RT -PCR representative assays for GnRH and GAPDH mRNA expression in the 

left (L) and right ( R) sides of POA-AHA . RT-PCR was performed using total RNA isolated from 

both sides of POA-AHA of adult female rats treated with atropine sulfate. (8 ) Densitometric 

analysis of RT-PCR products a= ps:O.OS compared with left side of POA-AHA; b= p.s:O.OS 

compared with control group and c= p:::;O.OS with vehicle treatment. 
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Figure 7 ,- Changes in the ERa immunoreactive cells (ER-a IR) in the left and right side of 

POA-AHA at 09.00, 13.00 and 1 ' .00 hours of each day of the estrous cycle. * (p::;;O.OS vs left 

sidel 
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Figure 8.· Changes of ER-a immunoreactive ce lis (ER-a IR) in POA of cyclic female 

rats at 09:00 of diestrus-1 day. Representative photomicrographs of ER-a IR nuclei in 

POA. Slides of 30 )lm were incubated with specific anti -ER-a antibody and processed 

lor Immunohislochemistry (see Materials and Methods). (A) microphotograph 01 ER-a 

IR al (4X) showing right and left sides 01 POA. (B) left side 01 AHA (10X) , (e ) right side 

01 POA (1 OX). 
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Figure 9.- Changes of ER-a immunoreactive cells (ER-a IR) in AHA of cyclic female 

rats at 09:00 of diestrus-1 day. Representative photomicrographs of ER-a ,R nuclei in 

AHA. Slides of 30 J.lm were incubated with specific anti-ER-o. antibody and processed 

lor Immunohislochemislry (see Malerials and Melhods). (A) micropholograph 01 ER-a 

IR al (4X) showing righl and left sides 01 POA, (B) left side 01 AHA (10X), (e ) righl side 

01 AHA (1 OX). 
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Figure 10.- Changes in the ERa immunoreactive cells (ER-a IR) in the left and right side of 

POA-AHA in 01 at 09:00 h, of treated female rats with atro ,ine sulfate in E day at 17:00 h . 

• (p~0.05 vs left side) 
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Figure 11 .- Effects of injection of sulfate atropine in E day at 17:00 h over ER-a 

immunor>aetive ce lis (ER-a IR) in POA 01 eyelie lemale rats at 09:00 01 diestrus-l day. 

Representative photomicrographs of ER-a IR nuclei in POA. Slides of 30 )lm were 

incubated with specific anti-ER-a antibody and processed for Immunohislochemistry 

(see Materials and Methods). (A) mierophotography 01 POA stained with ereseile violet 

at (4X) showing right and left sides 01 POA, (e ) mierophotography 01 POA ER-a IR 01 

intaet rat showing right and left sides 01 POA (4X) (e) mierophotography 01 POA ER-a 

IR 01 rats treated with vehiele showing right and left sides 01 POA (4X), (O) 

mierophotography 01 POA ER-a IR 01 rats treated with atropine sullate showing right 

and left s des 01 POA (4X) 
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Figure 12.- Effeets 01 injeetion 01 sullate atropine in E day at 17:00 h over ER-" 

immunoreaetive ce lis (ER-" IR) in AHA 01 eyelie lemale rats al 09:00 01 diest us-l day. 

Representalive photomierographs 01 ER-" IR nuelei in AHA. Slides 01 30 ~m were 

incubated with specific anti-ER-a antibody and processed for Immunohistochemistry 

(see Malerials and Methods). (A) mierophotography 01 AHA stained with erescile violet 

at (4X) showing right and left sides 01 AHA. (B) mierophotography 01 AHA ER-" IR 01 

intaet rat showing right and left sides 01 AHA (4X) (e ) mierophotography 01 AHA ER-" 

IR 01 rats Ireated with vehiele showing right and left sides 01 AHA (4X), (O) 

microphotography of AHA ER-a IR of rats treated with atropine sulfate showing right 

and left sides 01 AHA (4X) 
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DISCUSiÓN G ENERAL 

Los resultados obtenilJos en este estudio muestran que las expresiones 

del ER-a, ER-p y de la GnRH en los lados izquierdo y derecho de POA-AHA son 

asimétricas durante el ciclo estral. El sistema colinérgico por medio de los 

receptores muscarínicos regula de manera estimulante la expresión del ER-a. 

Asimetrías en la expresión del ARNm de ER-a, ER-p y GnRH en POA­
AHA durante el ciclo estral_ 

El hecho de que la máxima expresión del ER-o. ocurra en la porción 

derecha de POA-AHA, mientras que la del ER-P se presente en la porción 

izquierda, nos lleva a sugerir que cada porción de POA-AHA regula de manera 

asimétrica funciones repn ductivas específicas, como se ha mostrado en 

diferentes estudios 56,57,58,59 , Además, nos lleva a plantear que cada receptor 

regula diferentes funciones hipotalámicas. Esta idea estaría apoyada por el hecho 

de que la hembra y el macho ERaKO son infértiles, mientras que el ratón 

hembra ER~KO 9,31,40,48,49,50,5 1,52,53,60,61,84,90, 106, 152,153.222,260,262,266,281 es subfertil 

(capaz de ovular pero con un número mínimo de ovocims). 

Por otro lado, diferentes estudios de expresión de genes, ensayos 

celulares y análisis con animales carentes de RE, demostraron que el RE·p 

atenua la actividad del ER·u 218,167, lo cual explicaría por que los aumentos en la 

expresión del ARNm de ER-a se dan durante los días del ciclo estral cuando la 

expresión del RE-P es baja. 

Luego entonces, el ER·u podría regular la secreción tónica de gonadotropinas 

o mecanismos involucrados en la respuesta del folículo ovárico a las 

gonadotropinas; mientras que el ER·p regularía la secreción fásica de dichas 

gluco·proteínas. 

Los resultados obtenidos en esta tesis nos llevan. a sugerir que la 

estimulación de los ER-a podría estar asociada a mecanismos de regulación de 
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la síntesis de la GnRH, ya que en esa misma porción hipotalámica, la cantidad 

del ARNm para la GnRH es máxima 44 horas después del "pico de ARNm del ER­

a, Es ~osible que la unión del estradiol al ER-a ocurra a través de una 

interneurona, dado que las neuronas GnRHérgicas de la región hipotalámica no 

presentan dicho receptor 173,160,161, 

Las altas cantidades del ARNm del ER-p en el lado izquierdo de POA-AHA en 

el diestro-2, un dia antes de la liberación preovulatoria de GnRH, podría estar 

vinculada con la liberación pre-ovulatoria de la GnRH, La liberación fásica de la 

hormona podría requerir de la participación de ambos lados de POA-AHA y de 

que la disponibilidad del ER-P ocurra desde la mañana del proestro, Esta idea 

sería apoyada en parte, por el hecho de que la mayoría de las neuronas GnRH 
157,1 58, 159, 160,16 1,1 7] ,265,267,276 presentan el ER-p. 

El lo jo derecho del hipotálamo "gobernaría" la secreción de GnRH, ya que 

tanto la síntesis del ARNm en POA-AHA como la cantidad de la proteína en 

hipotálamo medio basal 120,121,122 son mayores en el lado derecho que en el lado 

izquierdo, 

Participación del sistema colínérgico en la regulación de la expresión 
asimétrica de ER-a, ER-p y GnRH en POA-AHA de la rata hembra. 

Uno de los antecedentes fundamentales en los cuales nos apoyamos Péira 

plantear la hipótesis de que el sistema colinérgico regula la expresión asimétrica 

del ER-a, ER-p y GnRH, son 105 resultados obtenidos por Cruz y col. 57,58,59 En 

estos estudios se mostró que 105 implantes de atropina en POA-AHA bloquea la 

ovulación de la rata, en función del lado en que se realiza el implante, Los 

autores plantearon que el bloqueo de la ovulación provocado por el implante 

unilateral de atropina en 105 días del estro (lado derecho de POA-AHA), diestro-! 

(lado derecho o izquierdo de POA-AHA) o diestro-2 (lado izqUierdo) era el 

resultado de una alteración en la secreción fásica de GnRH y LH, ya que la 

administración de GnRH sintético o de hCG en la tarde del proestro esperado, 

reestablecia la ovulación de casi todos los animales implantados, 
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Ahora bien, el hecho de que la administración de benzoato de estradiol, en la 

tarde del diestro-2 haya reestablecido la ovulación solamente en aquellos 

animales con implante de atropina del lado izquierdo, los llevó a sugerir que la 

respuesta de cada lado de POA-AHA a la acción estimulante de los estrógenos es 

asimétrica y que el sistema colinérgico regulaba al receptor a estrógenos57,sa,59 . 

Efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre la expresión del 

ARNm de GnRH en POA-AHA. 

La disminución significativa del ARNm de GnRH en el lado derecho de 

POA-AHA al medio día del diestro-2, por la inyección subcutánea de sulfato de 

atropina en el dia del estro o del diestro-1 , nos lleva a sugerir que en POA-AHA, 

el sistema colinérgico juega un papel estimulante en la síntesis del ARNm de la 

GnRH del lado derecho de esta región; estos resultados evidencian el papel del 

sistema colinérgico sobre la expresión del gen de la GnRH. 

Previamente se ha mostrado que la actividad de la CAT (enzima que sintetiza 

acetilcolina) difiere entre el lado izquierdo y derecho de POA-AHA y esta 

asimetría cambia durante el ciclo estral 255. Lo mismo ocurre con la concentración 

de acetilcolina y el número de receptores muscarinicos 56; los implantes 

unilaterales de atropina en POA-AHA pueden o no bloquear la ovulaciór de la 

rata, dependiendo del día del ciclo y del lado del hipotálamo en el que se 

implante el fármaco 57. 

Al momento desconocemos si la neurona GnRH presente conexiones 

directas con fibras colinérgicas27o
, sin embargo se ha mostrado que el bloqueo 

de los receptores muscarínicos con atropina disminuye la secreción de GnRH 195 . 

a este hecho . Krishmanov y COl 195 sugieren que al estar ligados a segundos 

mensajeros, los receptores muscarinicos pueden estimular la expresión de 

genes, en este caso de GnRH, por lo que la disminución de la expresión del 

ARNm de GnRH repercutiría en la disminución de la concentración de GnRH 

que es liberada en el día del proestro, y por lo tanto en la concentración 

plasmática de LH . Esta idea es apoyada por el hecho de que las inyecciones de 

:STA TE<;i~ NO JAU. 
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sulfato de atropinl a las 13:00 horas del dia del estro o del diestro-1 bloquean la 

secreción preovulatoria de LH en la tarde del proestro 79 y los animales no 

ovulan 79. Otra posibilidad es que el sistema muscarínico no actúe directamente 

sobre la neurona GnRHérgica sino por medio de una interneurona. 

La máxima expresión del ARNm de ER-a y GnRH sucede en el mismo lado 

de POA-AHA, sin embargo esta no se observa en el mismo día y hora del ciclo 

estral. Por otro lado, la isoforma del ER-~ , la que esta presente en la neurona 

GnRHérgica 173,267 tiene su máxima expresión en el lado izquierdo de POA-AHA a 

la misma hora y día del ciclo estral que la expresión de GnRH, luego entonces, 

el ER-a participaría de manera indirecta en la síntesis de GnRH, posiblemente 

por medio de interneuronas que contengan el ER-a y hagan sinapsis con GnRH, 

por ejemplo neuronas GABAérgicas 270, NPYérgicas 270 I opióides 270. 

Con base en los resultados obtenidos, sugerimos que el s. ;tema 

colinérgico sería uno de los mecanismos que regulan la síntesis de GnRH, ya que 

el bloqueo de los receptores muscarínicos no inhibe, sino que disminuye la 

expresión del ARNm de GnRH. 

Efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre la máxima expresión 

del ARNm de ER-a y ER-~ POA-AHA. 

En POA-AHA, el sistema colinérgico regula de manera estimulante la síntesis 

del ARNm para el ER-a, ya que la inyección subcutánea de sulfato de atl"opina 

en el día del estro ó del diestro-!, bloqueo por completo la expresión del ARNm 

de dicho receptor en ambos lados de esta zona hipotalámica. Esta idea es 

respaldada por los resultados de Leuber 203, quién mostró que la afinidad del ER 

en el hipotálamo de la rata disminuye con la inyección de atropina. 

Otro hecho que apoya esta hipótesis son los resultados de Cruz y cOI57
, 

quienes observaron que ratas con implante de atropina del lado derecho de POA­

AHA (realizado en estro o diestro-!) no ovulan aún cuando se reemplace la señal 
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ovárica con la inyectión subcutánea de lOl1g de benzoato de estradiol en la 

tarde del diestro-2. 

Ahora bien, en cuanto al mecanismo asimétrico de regulación que ejerce el 

sistema colinérgico sobre la función reproductora de POA-AHA, existe 

correlación entre el efecto bloqueador de la ovulación de los implantes de 

atropina en el lado derecho de POA-AHA59 y la máxima expresión del ARNm de 

ER-a en el lado derecho de POA-AHA en el animal intacto. Del mismo modo, el 

hecho que el implante de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA no afecte la 

ovulación coincide con lo observado en esta tesis doctoral, ya que también en el 

día del estro la expresión del ARNm de ER-a del lado izquierdo es mínima. 

Una inquietud que surge a partir de estos resultados es conocer en 

donde se localizan estos receptores muscari nicos que regulan la sintesis del 

ARNm del RE-a . Por medio de la técnica de inlluno-histoquímica de doble 

marcaje e hibridación in situ, se ha observado un alto grado de ca-localización 

de los dos tipos de receptor a estrógenos en la zona posterior de la estría 

terminal , el núcleo medial de la amigdala, el núcleo preóptico pen-ventricular e 

incluso el área preóptica . aunque también se detectaron neuronas que sólo 

expresan el RE-p y otras que sólo expresan el ARNm del RE-a 173, Otros 

investigadores, mostraron que sólo el 17% ± 1 % de las neuronas GnRH del 

cerebro de la rata son positivas al RE-f3 173. Recientemente, mediante la 

detección ARNm (por hibridización in situ) y la cuantificación de los receptores 

a estrógenos (por la técnica de unión con estrógeno tritiado) en neuronas 

GnRHérgicas (identificadas por inmunohistoquímica) se mostró que la mayoría 

de las neuronas GnRHérgicas del area preóptica cc.ntienen el RE-f3 pero no el 

ARNm para el RE-a 173.261, En dirección rostro-caudal del área preóptica 

medial, el número de células GnRHérgicas que resultan positivas al marcaje 

con el RE-a van disminuyendo progreSivamente 173 

Con base en estos resultados uno puede sugerir que los RE-a regulados por 

el sistema colinérgico no estarían vinculados con la neurona GnRHérgica, sino 
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con otra que contiene el RE-a y que mantiene contacto directo con la neurona 

GnRHérgica. 

Cuando cuantificamos por inmunohistoquímica el número de ER-

a durante el ciclo estral, observamos que la expresión de éstos ocurrió casi 24 

horas después de lo obselVado con el ARNm, esto es en la mañana del diestro-l, 

Nuestros resultados coinciden con otros previamente reportados2
0

3
, cuyos 

autores muestran un máximo en la cantidad del receptor en el diestro-l, 

Aunque existen otros investigadores que reportan un máximo en la 

expresión en la mañana del proestro, en esos trabajos no toman en cuenta las 

horas del día del ciclo estral, lo cual podría estar enmascarando el máximo que 

abselVamos en el día del diestro-l, 

Ahora bien, dado que la síntesis de ARNm del RE-a fue bloqueada, uno 

esperaría no observar la pr Jteína en las rebanadas de POA-AHA y no una 

disminución en ratas sacrificadas en la mañana del diestro-!' Este hecho puede 

ser explicado si consideramos que los receptores cuantificados hayan sido 

sintetizados previo a la inyección con atropina. 

Efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre la máxima expresión 

del ARNm del ER-~ en POA-AHA. 

El sistema colinérgico regula también de manera estimulante la expresión del 

ER-p en POA-AHA, ya que la inyección subcutánea de sulfato de atropina 

disminuyó la cantidad de ARNm en ambos lados pero no dejo de expresarse. Sin 

embargo, este mecanismo regulador no sería exclusivo del sistema colinérgico 

como en el caso del RE-a. 

El hecho que la mayor expresión del ER-p ocurra en el día del diestro-2 y 

en el lado izquierdo de POA-AHA, coincide con los efectos inhibitorios de la 

ovulación de los implantes de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA en el día 

del diestro-2S9,245, En ratas tratadas de esta forma, la inyección de benzoato de 

estradiol, si indujo la ovulación en los animales con implante de atropina en el 

lado izquierdo de POA-AHA. Por otra parte, si recordamos que las ratas knockaut 
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para el ER-¡3 ovulan pero el número de ovocitos es bajo, llevan a sugerir que la 

participación de este tipo de receptor en las funciones reproductoras no es tan 

releva lite como el ER-a y que quizá esté participando en la regulación de otras 

funciones distintas a la reproducción 30:83,112,141,206,233 
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MODELO GENERAL 

Los resultados obtenidos en esta tesis de doctorado nos llevan a sugerir 

que la regulación asimétrica que ejerce la región de POA-AHA sobre la secreción 

de gonadotropinas y la ovulación depende de disimilitudes bioquímicas entre las 

porciones izquierda y derecha de esta región, que se originan en la expresión de 

genes regulados en parte, por el sistema colinérgico. 

Aún cuando no se ha mostrado en la rata hembra una disimilitud en la 

cantidad de neuronas que sintetizan GnRH en el hipotálamo según el lado de que 

se trate, como es el caso del ratón machol
-4, sabemos que la actividad del 

sistema colinérgico en POA-AHA es diferente entre sus lados y cambia durante el 

ciclo estral. 

En condiciones naturales, la síntesis del ARNm de la GnRH y de 105 RE-a y 

RE-p ocurre en días y horas especificas del ciclo estral de la rata. La mayor 

cantidad de ARNm para GnRH y el RE-p ocurre aproximadamente 24 horas antes 

de que la GnRH sea liberada en forma fásica (día del proestro) y de que ocurra la 

secreción preovulatoria de 17~-estradiol. Estos hechos llevan a sugerir que el 

RE-p regu la la secreción preovulatoria de la LH; el complejo estradiol!:;receptor 

estimularía la liberación de GnRH y ésta a su vez, la de LH. 

El papel del RE-a aún no es clara, sin embargo, si consideramos las 

observaciones llevadas a cabo en ratones ERaKO, podemos sugerir que este 

receptor estaría involucrado en los mecanismos reguladores de la secreción 

tónica de las gonadotropinas o del efecto "feedback negativo" de los estrógenos 

sobre la secreción de estas hormonas. 

La ACh, por medio de los receptores muscarínicos, regula de manera 

diferente la síntesis del ARNm del RE-u y del RE-p. Este neurotransmisor 

estimula la síntesis del RE-a en POA-AHA. En cambio, el papel de la ACh sobre el 

RE-P depende del dia del ciclo estral, lo que indica que los mecanismos de 

regulación para este receptor involucra a otro tipo de señal que se "enciende" o 

84 



"apaga" dependiendo del día del ciclo y que se vinculan o no con receptores 

muscarínicos, 

Existe una correlación de los siguientes hechos: 

1. Ratas implantadas con atropina en el lado derecho de POA-AHA, a 

las 13:00 horas del estro, no ovulan 57,SS,59 y no ocurre la secrec ión 

preovulatoria de la LH a las 17:00 horas del proestro 57,58." . 

2. La actividad de la CAT es mayor en el lado derecho de POA-AHA a 

las 13:00 horas del estro >ss 

3. La síntesis máxima de ARNm para el RE-a ocurre en el lado 

derecho de POA-AHA, a las 17:00 horas del estro'" 

4. La inyección sc de sulfato de atropina a las 13:00 horas del estro 

inhibe la síntesis del ARNm del RE-a, no altera la de RE-p pero 

disminuye la de GnRH. 

Por tanto podemos sugerir que en el día del estro, el receptor muscarínico 

(mAChR) pone en "marcha" la caseada de eventes neuroendocrinos que 

cu lminan con la ovulación, la que se establece en el lado derecho de POA-AHA. 

En el día del diestro-1, la inyección se de sulfato de atropina a las 13:00 

horas, bloquea la ovulación79 y la secreción preovulatoria de la LH, Además, a 

esta hora y día del ciclo, la cantidad de ACh en POA-AHA es mayor en la !,orción 

izquierda56
, La inyección se de sulfato de atropina disminuye la expresión de 

ARNm del REP en el lado izquierdo de POA-AHA; mientras que para la expresión 

del GnRH disminuye en el lado derecho. 

Por tanto, en diestro-1 el mAChR también regula la síntesis del Rf -P, el 

cual adquiere una funcionalidad más importante en la secreción de 

gonadotropinas y la ovulación en el día del diestro-2. 

¿Por qué es más importante? , si consideramos que: 

1. En diestro-2, el implante de atropina del lado izquierdo de POA­

AHA bloquea la ovulación 57,58,59 

2, En los animales con inyección se de sulfato de atropina disminuye 

la secreción preovulatoria de LH 79 
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3. liI Jctividad de la CAT es mayor en el lado izquierdo de POA-AHA56 

4. liI expresión del ARNm de RE-P es mayor en la porción izquierda 

de POA-AHA'" 

Así que, una explicación al hecho de que en el diestro-2 el lado 

determinante de la o .... ulación ya no sea el derecho, 5:no el izquierdo radicaría en 

la disponibilidad del REp que estaría regulado por el mAChR. 

Con base en resultados obtenidos en esta tesis, lo observado previamente 

al inyectar sulfato de atropina por vía subcutánea O por implantar cristales de 

atropina en POA-AHA, y los mostrados en la bibliografía relacionada con el tema, 

podemos plantear el siguiente modelo fisiológico sobre la participación del 

sistema colinérgico sobre la ovulación: 

1. El mAChR presente en ena interneurolla (GASA, opioide) regularía 

la presencia del RE-a, La unión del estradiot a este receptor en esa 

ínter-neurona tendría un efecto inhibitorio sobre su actividad, 

2. liI falta de esta señal inhibitoria sobre la neurona GnRH facilitaría 

su síntesis, la secreción de gonadotropinas que regulan el 

crecimiento folicular, la secreción preovulatoria de estradiol y de 

LH, lo que se refleja en la falta de ovulación. 

3. El mAChR (del tipo metabotrópico) actuaría estimulando segundos 

mensajeros que se traducen en inducir la expresión del gen que 

codifica para el ER-a. liI síntesis del ARNm se traduce 24 ho"s 

después en la presencia del receptor er las neuronas de POA-AHA. 
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MODELO GENERAL 
a MODELO DE REGULACIÓN DEL SISTEMA COL/ ÉRGICO 

SOBRE LA EXPRESIÓN DEL RECEPTOR A ESTRÓGE OS Y 
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CONCLUSIONES GENERALES 

• La expresión del ARNm de ER-a en POA-AHA es asimétrica y 
presenta su máxima expresión en el lado derecho en el día del 
estro a las 17:00 hs. 

• El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis mlnlma 
en el día del diestro-1 inhibió la máxima expresión del ARNm de 
ER-a en POA-AHA. 

• El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis máxima en 
el día del estro inhibió la máxima expresión del ARNm de ER-a 
en POA-AHA. 

• La expresión de la pmteína de ER-e<-e n POA-AHA es asimétrica y 
presenta su máxima expresión en el lado derecho en el día del 
diestro-1 a las 09 :00 hs., casi 24 horas después que la máxima 
expresión del ARNm. 

• El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis máxima o 
mínima de antagonista disminuyo significativamente la máxima 
expresión de la proteína de ':R-a en POA-AHA. 

• El sistema colinérgico participa de manera estimulante en la 
expresión del ER-a, sin importar la dosis empleada . 

• La expresión del ARNm de ER-p en POA-AHA es asimétrica y 
presenta su máxima expresión en el lado izquierdo en el día del 
diestro-2 a las 13:00 hs 

• El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis máxima o 
mínima de antagonis ra disminuyo significativamente la máxima 
expresión del ARNm de ER-p en ambos lados de POA-AHA. 

• La expresión del ARNm de GnRH en POA-AHA es asimétrica y 
presenta su máxima expresión en el lado derecho en el día del 
diestro-2 a las 13 : 00 hs 

• El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis máxima o 
mínima de antagonista disminuyo significativamente la máxima 
expresión del ARNm de GnRH en ambos lados de POA-AHA. 
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• El sistema colinérgico participa de manera estimulante en la 
( xpresión del ARNm de ER-P y GnRH o bien al inhibir la 
expresión de ER-a la expresión de las dos anteriores se ve 
afectada. 

• El sistema colinérgico representa una nueva vía de regulación de 
la expresión del ER-u. 
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PERSPECTIVAS 

• Estudiar la expresión de la proteína del ER-P y GnRH en ambos 
lados de POA-AHA durante el ciclo estral. 

• Evaluar los efectos de los implantes unilaterales de atropina en 
POA-AHA sobre la expresión de ER-a, ER-P y GnRH. 

• Caracterizar que vía colinérgica pudiera estar participando. 

• Estudiar la expresión del ARNm y de la proteína de los 
receptores muscarínicos en ambos lados de POA-AHA durante el 
ciclo estral. 

• Estudiar que tipo de receptor muscarinico es el que esta 
participando en la regulación del ER-a. 

• Caracterizar que segundos mensajeros pudieran ser afectados 
por el bloqueo de los receptores muscarínicos . 

• Estudia r los efectos del bloqueo del ER-a sobre la expresión del 
ER-P y GnRH. 
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I:IEltiempo es el mejor a1..10r: 
siempre encuentra un final perfecto. 

Charles Chaplin 
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APÉNDICE 1 

FROTlS VA GINALES DE RATA. ' HEMBRAS ADULTAS 

Se emplearon ratas hembras adultas de la cepa CII -ZV I las cuales se agruparon en 

seis animales por caja y se les mantuvo en condiciones controladas de iluminación con 

libre acceso al alimen to yagua. 

Cada rata fue marcada en la oreja dando le un numero consecutivo, por lo general 

se ciclaban grupos de 100 ratas por mes de experimentac ión. A cada rata se le tomo el 

frotis vagina l utilizando un asa de cultivo modificada, de manera que la introducción del 

asa no lastimara la vagina del an imal. Una vez tomado el frotis, el material se depositaba 

sobre un portaobjetos limpio que previamente había sido fechado para tener un mejor 

control del periodo en que se tor. aron los frot is. Los frotis se tomaron diariamente 

durante dos semanas a la misma hora del día 

Diariamente. al portaobjetos con los frotis se le realizaba un proceso de ti nción 

con hematox ilina-eosina. el cual consistía en sumergi r los frot is primero en hematoxilina 

durante cinco minutos, después se enjuagaban en agua otros cinco minutos, 

posterionnente se sumergían en eosina durante tres minutos y por ultimo se enjuagaban 

con alcohol. Una vez teñidos se dejaban secar a l aire libre y después se obse rvaban al 

mic roscopio las características ce lulares que presentaba el frotis de cada rata, una vez 

clasificado el día del ciclo estral en que se encontraba la rata, este se registraba en una 

lista que contenía los números de cada una de ellas. 

Cuando se lenninaban las dJS semanas que se empleaban para tomar los frotis, 

solamente eran util izadas aquellas ratas que presentaban tres c iclos estrales consecutivos 

de cuatro días de duración cada uno. 

A continuación se muestran esquemas que representan la morfología ce lular de 

los fro tis vaginales en cada uno de los días de l ciclo estral. 
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APÉNDICE2 

EXTRACCIÓN DE MUESTRAS CEREBRALES Y SUERO SANGUÍNEO 

Para la obtención de muestras de tejido cerebral así como de sangre, se emplearon 

ratas cíclicas las cuales fueron sacrificadas por decapitación. Primero se agruparon según 

el día del ciclo en que estaban, después se seleccionaron grupos de seis ratas que estaban 

en el mismo día del ciclo para ser sacrificadas a las 09:00, 13:00 ó 17:00 horas. 

Una vez que la rata se decapitaba, la sangre del tronco se recolectaba en tubos de 

ensayo empleando embudos de plástico. La sangre en los tubos de ensayo se dejo a 

temperatura ambiente durante 15 o 20 minutos, posteriormente se centrífugo a 3000 rpm 

durante 15 min., después el sobrenadante (suero) se recolecto y se distribuyo en alícuotas 

de 300 ul las cuales se depositaron en tubos eppendorf de 1.5 mi. Posteriormente estos 

tubos se almacenaron en congelación hasta su posterior procesamiento por 

radioinmunoanalisis para cuantificar las concentraciones hormonales de estrógenos y 

progesterona. 

Con lo que respecta a la extracción del tejido cerebral, primero se extrajo el 

cerebro entero y se enjuago con solución salina estéril fría, después se diseco POA-AHA 

por la técnica de Palkovits () para lo cual se utilizo material de disección limpio y estéril. 

Una vez que se diseco POA-AHA se procedió a dividirla en la parte izquierda y derecha. 

Cada fragmento de tejido se depositó en tubos de ensayo nuevos y estériles que contenían 

solución de TRizol para la extracción inmediata de RNA total. 
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APÉNDICE3 

EXTRACCION DE ARN TOTAL DE POA-AHA IZQUIERDA Y DERECHA 

• En tubos de ensayo nuevos y estériles se homogeneizo el tejido cerebral con 
TRizol a 4ºC. Para esta fase experimental se empleo un politrón con cuchillas 
especiales para tejido cerebral. 

• Una vez homogeneizado, el tejido se transfirió a tubos eppendorf de 1.5 mi 
nuevos y estériles. 

• Después se agrego cloroformo grado biología molecular, en una proporción de 
1 :5 . Se taparon los tubos eppendorf que contenían el homogenizado con el 
cloroformo y se agitaron manualmente por 30 segundos aproximadamente. 

• Los tubos se mantuvieron en hielo por 5 minutos, después se centrifugaron a 
12000 rpm a 4ºC durante 15 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior 
compuesta por fenol:cloroformo y la porción superior acuosa incolora. El ARN 
quedo en la fracción acuosa, mientras que el ADN y las proteínas quedaron en '.a 
interfase y en la fase orgánica. 

• La fase acuosa que contenía al ARN se transfirió a otro tubo eppendorf nuevo y 
esterilizado. Una vez transferido se agrego un volumen igual de isopropanol para 
precipitar el ARN. La muestra se mantuvo en refrigeración a 4°C durante toda la 
noche. 

• Posteriormente se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 12000 rpm a 4ºC. 
El ARN se precipito formando una pastilla blanca amarillenta. 

• Después se removió el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 80%, 
posteriormente se centrifugo a 7500 rpm durante 8 min . a 4 ºC. 

• Una vez centrifugada y enjuagada, se removió el sobrenandante de la pastilla de 
ARN. Los tubos con la pastilla se colocaron en sentido inverso sobre una gasa 
estéril y, dejándose así a temperatura ambiente hasta que el alcohol con el que .e 
enjuago la pastilla se evaporara. 

• Por ultimo se disolvió la pastilla de ARN en 50 µ! de H10-DEPC. Se hicieron 
diluciones de ARN con agua en las siguientes proporciones 2:750 y 3:750. 
Posteriormente en un detector UV se leyeron las absorhencias de estas muestras a 
las siguientes longitudes de onda: 260 y 280 nm, todo esto con el objetivo de 
calcular las concentraciones de ARN, para lo cual se empleo la siguiente fórmula: 
1 unidad de absorbancia a 260 nm= 40µg de RNA por mi. También se determinó 
la pureza del ARN por medio de la relación de absorbencias obtenida a 260 y 280 
nm (260\ 280 nm). 
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APÉNDICE 4 

PROCESO DE RETROTRANSCRIPCION DE ARN J. COPLADO A LA 
REACCIONEN CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR) 

RETROTRANSCRIPCIÓN DEL ARN (RT) 

Se realizó la retrotranscripción (RT) del ARN total para obtener el ADN 
complementario (ADNc). Se utilizaron los siguientes react¡vos: 

RNA total 2 µg 
Buffer RT 50mM 
Tris-HCI pH 8.3 
DTT lOmM 
dNTPs 0.5 mM de cada dNTP 
RTM-MLV 400 unidades 
Oligo dT 0.05ug 
H20 c.b.p. 10 µI 

Se mezclaron todos los reactivos en un tubo eppendorf y se incubaron a 3 7°C por 
una hora. El control negativo consistió en una muestra de agua en sustitución de ARN. 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Por medio de la técnica de PCR, se amplificó un fragmento de los genes para el 
ER-a y ER-13, así como para la GnRH. Se utilizó GAPDH como gen de control interno. 
Se utilizaron los siguientes reactivos: 

Producto de R T 2µg -
Buffer PCR 
Mg"+ 15Mm 
dNTPs 1.0 mM de cada dNTP 
Taq polimerasa 1000 unidades 
Oligo sense y antisense 0.05 ug c/u 

H20 c.b.p.10 ul 
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Cabe señalar que antes de iniciar los experimentos con las ratas control y tratadas 
con atropina, primero se estandarizaron las temperaturas de anealing así como el número 
de ciclos de PCR optimas para cada g ~ n. (Fig.) 

Los resultados fueron los siguientes: 

Gen Tm No de ciclos 

GnRH 65°C 

ER-a 58°C 

ER-13 54°C 

GAPDH 60°C 

Por ultimo se corrieron los productos de PCR._ en un gel de agarosa al 1 %. Los 
geles con el -producto de PCR fueror visualizados con un transiluminador de luz UV, 
posteriormente se digitalizaron las imágenes de los geles de agarosa utilizando el sistema 
EDAS-Kodak 256. 

Los resultados densitométricos se obtuvieron al analizar las imágenes obtenidas 
con el programa SCION Image 2002. 
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APÉNDICES 

PROCESO J'E INMUNOH/STOQUIMICA PARA "FREE FLOATING SECTIONS", DE 
RECEPTOR A ESTROGENOS ALFA. 

1. Se extrajo el cerebro de las ratas, los cua les fue ron fijados en paraformaldehido 
durante 24 hs. 

2. Se co locaron en so lucion de KPBS·sacarosa al 10% durante 24 hs. 
3. Se corto el cerebro en un críostalo a _21 °C obteniendo cortes coronales de 30 IJ.m 

de grosor. 
4. Los cortes fueron depositados en ce ldas de cultivo de 6x4 que contenían solución 

ant icongelan te. Se almacenaron a _20De hasta su uso. 
5. Los cortes cerebrales se procesaron por medio de la téc nica de 

inmunohistoquimica por flotación (free fl oating sections) para lo cual se utilizo el 
siguiente protocolo: 

• Lavar con KPBS dos veces diez minutos 
• Lavar con solución de peroxido de hidrógeno al 1 % por 10 mino 
• Lavar con KPBS dos veces diez minutos. 
• lavar con solución de borohidruro de sodio al 1% por 8 mino 
• lavar con KPBS hasta que el borohidruro de sodio sea enjuagado 

(ausencia de burbujas) 
• Incubar el tejido con el anticuerpo primario a una di lución de 1 :50 por 

48H hs. a 4°C 
• lavar con KPBS 10 mino dos veces 
• Incubar los tejidos con el complejo avidina-biotina por 2 hs. a temp. 

ambiente. 
• Lavar en KPBS dos veces por diez minutos. 
• Revelar con so lución de DAB a temp. Ambieme de 2 a 5 mino 
• Inact ivar la reacción con agua destilada. 
• Posteriormente los eones fueron colocados en pona"bjetos tratados con 

poli-L- Ii sina, se secaron a 3 7°C por 2 hs. 
• Una vez montados. los eones fueron deshidratados con lavados de 15 seg. 

Cada uno en agua destilada. etanol al 50, 70.90.96 Y 100%. Solución de 
etanol-xi lol 1: 1. y xilo l 100%. 

• Una vez deshidratados y secos se cubrieron con resina de Canadá y se 
protegieron con un cubreobjetos bien limpio. 

• Por ultimo se observaron al microscopio óptico y se cuantifico el numero 
de receptores en el area de imeres utilizando el analizador de imágenes 
modelo KS300 (Karl lseiss). 
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