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N Una nueva idea se considera, de entrada, ridicula, y
mas tarde se desestima por trivial, hasta que por fin se
convierte en lo que todo mundo sabe.
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ORGANIZACION DEL TRABAJO DE INVESTIGACION
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tres capitulos, una discusion general, un modelo general, conclusiones,
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PRIMER CAPITULO.- Este capitulo esta destinado a la investigacién inicial
sobre la expresion del ARNm de CnRH y de las isoformas a y B del
receptor a estrogenos en los lados derecho e izquierdo de POA-AHA,
durante el ciclo estral de la rata intacta. Este capitulo incluye los
antecedentes, el planteamiento del problema, la hipotesis, asi como los
objetivos propuestos para llevar a cabo la inve' tigacion. Al final del
capitulo se presenta él articulo que se publico como resultado de este
primer objetivo
e Paola R. Arteaga-Lopez. Roberto Dominguez, Marco A. Cerbon. Carmen A.
Mendoza—-Rodriguez, and Maria Esther Cruz (2003) Differential mRNA
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Left and Right Side of the Preoptic and Anterior Hypothalamic Area During
the Estrous Cycle of the Rat. Endocrine, vol. 21, no. 3, 251-260, August.
SEGUNDO CAPITULO.- En este capitulo se estudiaron los efectos del
blogueo del sistema colinérgico sobre la maxima expresion del ARNm de
los genes estudiados. Por ultimo se analizd la expresion de la proteina del
receptor a estrégenos en ambos lados de POA-AHA durante el ciclo estral
en la rata intacta, asi como en la rata tratada paia bloguear el sistema
colinérgico. Al igual que el capitulo anterior esta organizado en
antecedentes, planteamiento del problema, hipotesis, objetivos y como
resultado se presenta el articulo

e Paola R. Arteaga-Lopez. Roberto Dominguez, Marco A. Cerbon. Isabel Arrieta,
Carmen A. Mendoza-Rodriguez. and Maria Esther Cruz (2004) Effects
cholinergic system blockade on the mRNA expression of GnRH and estrogen
receptor isoforms in both sides of the preoptic and anterior hypothalamic area
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La DISCUSION GENERAL retoma y une las discusiones presentadas en
cada articulo dando forma y origen a un MODELO GENERAL en donde se
representa de manera esquematica la forma en que funcionaria y se

regularia el sistema estudiado.

Por ultimo en el APENDICE se describen las técnicas empleadas en
estos estudios.
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RESUMEN

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

Para ello estudiamos, por medio de técnicas de biologia molezular, la expresion del acido
ribonucléico mensajero (ARNm) de la GnRH, asi como la de las isoformas o y B del receptor a
estrogenos (ER-a, ER-B), en los lados izquierdo y derecho del area predptica e hipotalamica
anterior (POA-AHA) durante el ciclo estral de la rata.

Los resultados obtenidos mostraron que la expresion de estos genes es asimétrica, ya que
fue en el lado derecho de POA-AHA en donde se observo una mayor expresion de ARNm de ER-a.
en el dia del estro; mientras que en el lado izquierdo se observo la minima expresion. El ARNm de
ER-B permanecio 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 izquierdo de POA-
AHA se observo un aumento significativo en su expresion. Con respecto a la expresion del ARNm
de la GnRH, este tambien fue baja y constante durante el ciclo estral, y solamente se observo ui
aumento significativo en su expresion en el lado derecho de POA-AHA en ei dia del diestro-2. Estas
diferencias asimétricas en la expresion del ARNm hacen pensar que cada lado de POA-AHA tiene
una actividad diferente en la regulacion de las funciones reproductivas.

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

Basandonos en el hecho de que las inyecciones de ATR bloqueaban la expresion del ARNm
de ER-a., se cuantifico 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 proteina del ER-ct se expreso de forma asimétrica, presentando variaciones durante el ciclo estral.
La maxima expresion se observo en el dia del diestro-1 en el lado derecho de POA-AHA, casi 24 h
después del maximo en la expresion del ARNm del ER-a. Cuando se evaluaron los efectos de la
inyeccion de ATR sobre la expresion de la proteina del ER-a., se encontro que el numero de ER
a disminuyo significativamente en ambos lados de POA-AHA.

A partir de estos resultados se concluye que:

La expresion del ARNm de GnRH y de las isoformas del receptor a estrogenos es
asimetrica.

El sistema colinérgico participa de manera estimulante en la regulacion de la expresion del
ER-at, no asi en la del ER-3 y la de GnRH.

La regulacion del sistema colinergico sobre la expresion del ER—a, indicaria que es por
medio de este receptor que el sistema colinérgico participa en la regulacion de las funciones
reproductoras de la rata, y que esta participacion es asimetrica.

viii



ABSTRACT

The GnRH and estrogen receptor o and B isoforms ribonucleic messenger acid (mRNA)
expression in the right and left sides of preoptic and anterior hypothalamic area (POA-AHA) during
the estrous cycle, is asymmetric. In the right side of POA-AHA the ER-a. mRNA expression reached
its maximal in the day of estrous, while in the left side the maximal mRNA expresion was reached by
ER-B in diestrus-2 day. For GnRH the maximal expression was observed in the left side of POA-
AHA
in diestrus-2 day. The asymmetrical differences in the mRNA expression suggest a different
regulation of each side of POA-AHA in the reproductive functions.

To evaluate if the cholinergic systemi participates in the asymmetric mRNA expression, we
decided to inject atropine sulfate (ATR).When the ATR was injected, the maximal expression of ER-
o was blocked, while the ER-f3 and GnRH mRNA maximal expression were diminished in both sides
of POA-AHA.

Because the ATR injections affects the ER-oc mMRNA expression, we evaluated the effects of
ATR injection over the ER-a. protein expression. First, we evaluated the estrogen receptor number,
in the right and left sides of POA-AHA during the estrous cycte. The res' Its shown that the ER-« was
different in each side of POA-AHA and varies along the estrous cycle, Leing the maximal expression
observed in diestrus-1 day at 09:00 h, almost 24 h after the ER-a. mRNA maximal expression. Then,
we evaluated the effects of ATR injections over the maximal ER-a expression, the results shown that
the number of ER-a was diminished significantly in both sides of POA-AHA.

This results suggest that:

o The mRNA expressicn for GnRH and ER isoforms is asymmetric between both sides of

POA-AHA.

e The cholinergic system participates in a stimulatory way on the regulation of the ER-a
expression, but not the ER-3 and GnRH expression.

e The cholinergic system influence the ER-c. expression, indicates that the receptor mediates
the cholinergic system participation in reproductive functions.



Primer Capitulo
ANTECEDENTES

2 La vida es aquello que te va pasando
mientras tu te emperias en hacer otros planes.
John Lennon



HORMONA LIBERADORA DE LAS GONADOTROPINAS (GnRH) y
RECEPTOR A ESTROGENOS (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 aminoacidos cuya secuencia es pyro-Glul-His2-Trp3-Serd-Tyr5-Gly6-Leu7-
Arg8-Pro9-Gly-amida **> La GnRH es codificada por un gen integrado por 4
exones: el primero (I) contiene la region 5 no traducida. El exén dos (II) codifica
para el péptido sefial del decapéptido de la GnRH, para el sitio de amidacion y
para el sitio del precursor; también codifica para el sitio amino terminal de once
aminoacidos de un segundo péptido asociado de 56 aminoacidos denominado
(GAP), el cual contiene el segmento prepro-GnRH; el exon tres (III) codifica para
los siguiente 5 32 residuos del GAP; el exon cuatro (IV) codifica para los Ultimos
trece aminoacidos del GAP, para el codon de terminacion y para la region 3" no

traducida del ARN mensajero 10%151:168,171.280 (giq 1)

Fig. 1. - Esquema del gen que codifica para la GnRH
(tomado de Adelman, 1996)

La GnRH es producida en el hipotdlamo por las neuronas GnRHérgicas que
forman redes extensas y difusas. Las neuronas GnRHérgicas se localizan desde la
Banda Diagonal de Broca y areas septales (incluso los nucleos septal medial y
triangular) hasta el lecho del nicleo de !a estria terminal y areas diencefalicas
(drea periventricular, area predptica medial y lateral, drea hipotalamica anterior,

zona retroquiasmatica) 2182%



Las principales vias de neuronas GnRHérgicas en el sistema nervioso central
son:

 la septo-predptico infundibular,

« la de la region pericomisural,

 las vias a 6rganos circunventriculares y

» las que proyectan a zonas extrahipotalamicas

En todas las especies, la via mas importante de fibras GnRHérgicas es la septo-
predptica-infundibular, la cual es la via comun que participa en la regulacién de la
funcion secretora de la hipdfisis. Esta via 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 area preoptica (POA), donde principia el
tercer ventriculo. Ambos paquetes viajan en la linea media: uno dorsal y el otro
ventral a lo largo de la superficie del quiasma dptico 2*'%7'%% | os axones de las
neuronas GnRH de las zonas mas caudales y laterales a POA y al hipotdlamo viajan
cerca del haz medial del cerebro anterior; cerca de la eminencia media este haz se
desvia hacia la zona medial. Estas fibras periventriculares contribuyen a la
inervacion de la eminencia media y quizd a la de estructuras mas caudales. En
algunas especies las células de GnRH también estan presentes en el hipotalamo
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 hipdfisis anterior 2425

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
liberacion episodica de GnRH desde las terminales nerviosas localizadas en la
eminencia media del hipotalamo hacia el sistema portal de la adenohipdfisis crea
un patron pulsatil de secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona

foliculo estimulante (FSH) '®470176191 Eota secrecion es originada por el efecto



que tiene la GnRH sobre los gonadotropos de la adenohipdfisis al actuar sobre su
receptor. El receptor a GnRH es miembro de la familia de receptores acoplado- a
proteinas G (GPCR por sus siglas en ingles) los cuales tienen siete dominios
transmembranales. La actividad del receptor se da cuando se une a la GnRH lo
que desencadena una serie de eventos de activacion de proteinas G que

desarrollan el patrén de secrecidn pulsatil de LH #3#4:135,183,196,197,285

Las fluctuaciones ciclicas en amplitud y frecuencia en la secrecion de GnRH,
son responsables de cambios marcados en el perfil de la secrecion de LH y FSH,
ya que altas frecuencias de GnRH estimulan la secrecion de LH, mientras que las

frecuencias bajas estimulan la secrecion de FSH. 2% 116 117,123,150, 177, 213, 212, 214,

219,229,232,279,286
Estos cambios son importantes para el funcionamiento de los ovarios, asi cor 10
para la generacion de un aumento en la concentracion de LH el cual es conocido

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

Segun la especie de mamifero en estudio, los mecanismos que culminan con la

147154227 para el caso de la rata suceden cada

ovulacion ocurren ciclicamente.
cuatro dias, a este periodo se le dié el nombre de ciclo estral. Para su estudio el
ciclo estral se divide en diestro-1 (D-1), diestro-2 (D-2), proestro (P) y estro (E).
Estos dias se caracterizan por cambios fisioldgicos que son comandados por el eje
hipotalamo-hipdfisis-ovarios. A continuacion se presenta una tabla descriptiva en
donde se resumen dichos cambios en cada uno de los dias del ciclo estral de la

rata 45,47,114,139,143,251,258,270,273,275 (Tabla 1).



TABLA 1.- Resumen de los eventos fisiologicos que suceden durante el ciclo estral
de la rata hembra.

Dia

Concentraciones hormonales

Ovario

Frotis Vaginales

Diestro-2

Durante la tarde de este dia, las
concentraciones plasmaticas de FSH y
LH se mantienen bajas pero las de
17B- estradiol comienzan a aumentar
en la tarde de este dia

Sélo se presentan foliculos
pequefios y cuerpos liteos
grandes, producto de las

ovulaciones anteriores.

Se caracteriza por presentar
muchos leucocitos y pocas
células epiteliales sin
nucleo.

Proestro

Las concentraciones plasmaticas de
17B-estradiol alcanzan su maximo
valor a las 11:00 horas, evento que
estimula la secrecion preovulatoria de
las gonadotropinas en la tarde de este
dia (17:00 o 18:00 horas segun la cepa
de rata). Este aumento en la
concentracion de gonadotropinas es
seguido por un marcado aumento en la
concentracion de progesterona (19:00 a
21:00 horas. segun la cepa de rata)

Varios foliculos maduran
simultaneamente y alcanzan
su tamano maximo en este

dia del ciclo

Se caracteriza por células
epiteliales con nicleo. Sin
la presencia de leucocitos.

Estro

En esta fase del ciclo ocurre la
ovulacion (en las primeras horas del
dia). La concentracion de LH. 17p-
estradiol y progesterona en sangre se
encuentran en sus valores basales,
mientras que la de FSH muestra un
segundo aumento en la maiiana de este
dia.

ovulacion en las primeras
horas de este dia. En el

entraron en la fase de
atresia. cuerpos luteos

como foliculos en las
diferentes etapas de

En la rata se lleva a cabo la

ovario se pueden observar
foliculos de mas de 1000
um que no ovularon y que

recién formados y viejos, asi

Se observan solamente
células cornificadas.

Diestro-1

La concentraciones plasmaticas de
FSH. LH, 17pB-estradiol son basales.
en cambio la de progesterona alcanza

un maximo hacia el medio dia para

diferentes etapas de
crecimiento.

despues disminuir a sus
concentraciones basales.

CTECITITETIO.
Se observan I%IIIIICUIDS en

Se localizan cuerpos luteos.

Se presentan muchos
leucocitos y unas pocas
células cornificadas.




Los receptores a estrogenos y la neurona GnRHérgica.

El receptor a estrogenos es un miembro de la familia de los factores nucleares
de trascripcion ligando-dependientes. El gen que codifica para el receptor de
estrogenos 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 *23* F| sitio de unidn
del esteroide (SBD, por sus siglas en inglés) al receptor conocido como dominio E,
consiste en una cadena de aproximadamente 250 aminoacidos, los que forman una
seccion hidrofdbica con una alta especificidad por los estrdgenos. La unién de los
estrogenos al receptor inicia una secuencia de eventos que resultan en la

activacion transcripcional o la supresion de algunos genes 858687:131

La accion del estrogeno se da cuando al unirse al receptor este es llevado al
nucleo de la célula por las sefales de localizacion nuclear (NLS por sus siglas en
inglés) 8887 E| receptor tiene un sitio de unién al DNA (DBD, por sus siglas en
inglés) conocido como dominio D, que consiste de dos dedos de zinc que tienen
interacciones especificas con los elementos de respuesta a los estrogenos (ERE,
por sus siglas en inglés) ##%#” E| receptor a estrégenos contiene dos regiones que
regulan la actividad transcripcional, estos son conocidos como AF-1 y AF-2, los

cuales estan localizados en los dominios A/B y E, respectivamente, 88687131

En 1986 se clono el primer receptor a estrogenos proveniente del Gtero de la
rata. Diez afios después se cloné un nuevo miembro de los receptores nucleares
en la prostata de la rata. Los expzrimentos de union o binding mostraron que
ambos son especificos para los estrogenos asi que fueron llamados receptor a
estrogenos isoforma alfa (ER-a) y beta (ER-B) respectivamente.’*'*® Cada

isoforma es expresada por un gen diferente, %1%



Los ER-a.y ER-B tienen el mismo nimero de exones y los cDNAs (ADN
complementario, por sus siglas en inglés) clonados de humanos, ratas y ratones,
también coniparten secuencias homdlogas, especialmente con los dominios de

ligando y unién al DNA. ** (Fig 3)

NDH DBD Hinge LBD F

1 148 214 304 500

ER-B

15,5 97 30 59.1 17.9

Fig.3 Comparacion de las estructuras primarias de ER-ay ER-f.

El numero I representa el amino terminal y los subse cuentes indican la cantidad de aminodcidos
que los componen Los numero abajo del ER-f.- representan el porcentaje de homologia 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 region cerebral que se estudie. En el
caso del hipotalamo se describe la existencia de las dos isoformas, siendo ER-B la

isoforma mas abundante en la region, >+

Los estrugenos regulan la secrecion de GnRH. &1011167577,148200 gp |ag

hembras,pueden tener un efecto estimulante o inhibitorio sobre la secrecion de
GnRH en funcion de la etapa del ciclo estral, aunque en gran parte del ciclo los
estrégenos tienen efectos inhibitorios dando como resultado la disminucion en la
secrecion de LH 5718295193226 E| efacto estimulante sobre la secrecion de GnRH
provoca la liberacion preovulatoria de las gonadotropinas lo que se refleja en un

maximo en las concentraciones plasmaticas de LH y FSH. 1% 27:283



Los mecanismos por medio de los cuales los estrogenos influyen en el
funcionamiento de la neurona secretora de GnRH no son muy claros. Primero se
habia descrito la ausencia de receptores a estrogenos en la neurona secretora de
GnRH, por lo cual se consideraba que los efectos de los estrogenos sobre esta no
se realizan por medio de los mecanismos clasicos del funcionamiento del receptor

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

Para explicar los efectos de los estrogenos se propuso que actuaban sobre la
neurona secretora de GnRH, utilizando otras vias, como por ejemplo la del
receptor membranal a estrégenos el cual fue identificado por Pietras y Szego. >
El cual se ha observado en el hipotalamo y otras regiones cerebrales. '7°!° Este
tipo de receptor esta implicado en cambios de las propiedades eléctricas de las

2 asi como en

1,179,215

neuronas, en alteraciones en la liberacion de neurotransmisores, *

una gran variedad de respuestas mediadas por la membrana plasmatica.

También se penso que los estrogenos actuaban por medio de vias indirectas de
accion, por medio de otras neuronas pertenecientes a diferentes sistemas de

neurotransmision o a interacciones glia-neurona GnRHérgica, 193%136.137,138,180

Actualmente hay evidencias de la existencia de receptores a estrogenos en las
neuronas secretoras de GnRH. °'*2 El primer indicio de que las neuronas
secretoras de GnRH expresan el receptor a estrogenos lo dieron Butler et al 38
quienes observaron que aproximadamente el 20% de las neuronas GnRHérgicas

de ratas ovariectomizadas fueron inmunoreactivas al ER-a.

Posteriormente, en experimentos hechos con raton hembra intacta, se
describié que las neuronas GnRHérgicas de estos ratones expresaban transcritos

para ER-a y ER-B, sin embargo los resultados para el ER-a fueron falsos s



Posteriores estudios respaldaron las evidencias de que aproximadmente el
70% de las neuronas GnRHérgicas contienen ER-B. 157/158:159,160,161,173,265,267,276
La existencia de la proteina del ER-B en la neurona GnRHérgica de rata fueron

161

mostradas por Hrabovszky ** y Kallo *”3 en el afio 2001.

Modelos de animales genéticamente modificados para reprimir la
expresion de las isoformas del receptor a estrogenos.

Los animales que son modificados genéticamente para reprimir la expresion
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 fisioldgicas y gendmicas que
dependen de los estrogenos. Asi que las hembras KO del ER-a (ERaKO) son
infértiles porque no ovulan, pues presentan interrupcion en la secreciéon de LH y

tienen (teros insensibles a los estrégenos. ***

En contraste, las hembras KO del ER-B (ERBKO) presentan un deficiente
desarrollo folicular y por lo tanto una deficiente tasa de ovulacion. Por otro lado
ratones con ausencia de ambos receptores presentan caracteristicas similares a
aquellos que no tienen ER-a. Estos resultados muestran que las funciones de los

estrogenos dependen del tipo de receptor sobre el cual acttan.
9,31,40,48,49,50,51,52,53,60,61,84,90,106,152,153,222,260,262,266,281



ASIMETRIAS CEREBRALES RELACIONADAS CON EL SISTEMA
REPRODUCTOR

El concepto de asimetria cerebral no es muy usado en la actualidad, sin
embargo la descripcion de las asimetrias cerebrales data de dos siglos atras. Una
de las primeras evidencias la dio Marcel Dax cuando sugiri6 que en el humano,
unicamente el hemisferio cerebral izquierdo esta involucrado en el proceso de
comunicacion verbal’>118:119,132,133,252,254,283,287 postariormente Paul Broca observd
que aquellos pacientes que con afasia tenian malformaciones o lesiones solamente
en la corteza temporal izquierda del cerebro ** Mas adelante se describié que la
region temporal de la corteza del hemisferio izquierdo es mas grande que la
derecha a la cual se le dio el nombre de area de Broca.

A finales del siglo se retomo el concepto de asimetria cerebral, al estudiar los
efectos de las lesiones unilaterales en el hipotalamo sobre las funciones
reproductoras de la rata hembra o macho, se descubrid que segun el lado del
hipotdlamo lesionado, era el efecto sobre dichas funciones. En la rata
hemiovariectomizada la lesion del lado derecho del hipotdlamo anterior inhibe la
hipertrofia compensadora del ovario, mientras que la lesion del lado contrario no
la modifica. Por otro lado diversos estudios mostraron que también los ovarios y

los testiculos presentan asimetrias 27/°6:80:112/115,162,250

Otros estudios han mostrado que las cantidael nimero asi como la expresion
de receptores, neurotransmisores y neurohormonas en los lados izquierdo vy
derecho del hipotalamo son diferentes, en la rata hembra adulta hay mas GnRH
en el hipotdlamo medio basal derecho del que en el izquierdo 7812012112155
Cuando a la rata hembra se le extirpa el ovario derecho aumenta la asimetria en el
contenido de GnRH; mientras que la extirpacion del ovario izquierdo la anula. De
manera muy interesante la extirpacion de ambos ovarios dio como resultado la

disminucion en el contenido total de GnRH en ambos lados ** Posteriormente se

10



supo que en el ratén macho hay mas células inmunoreactivas a la GnRH en el
lado derecho del cerebro que en el izquierdo y que la orquidectomia bilateral o la
extirpacion del testiculo derecho disminuye el nimero de células positivas a
GnRH, mientras que la extirpacion del testiculo izquierdo no cambia el nimero de
células positivas a GnRH ¥, Ratas recién nacidas o de cuatro dias de edad
presentan asimetria en el contenido de receptores a estrdgenos en la corteza
cerebral, lo que depende del sexo del animal: en el macho hay mayor nimero de
receptores a estrogenos en el lado izquierdo, mientras que en la hembra ocurre lo

contrario. 2*° En estos estudios no se define el subtipo de receptor a estrégenos.

Por ultimo se demostro que los implantes de estrogenos en el hipotalamo de la
rata hembra recien nacida, inducen cambios conductuales en la edad adulta; estos
cambios dependen del lado y del nucleo hipotalamico en el que se coloque el
implante. Asi la implantacion de estrogenos en el lado izquierdo del nicleo
ventromedial disminuye la conducta sexual femenina; mientras que €l implante del

lado derecho del area predptica incrementa la conducta sexual de tipo masculina.
242,263
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Alteraciones morfolégicas y fisiolégicas en las porciones
izquierda y derecha del hipotalamo, mediante la utilizaciéon de
técnicas de lesion, deaferentacién, estimulacién eléctrica o de
implantes de hormonas o farmacos, afectan de manera asimétrica
los eventos involucrados en la reproduccién del animal en estudio.
Dado que en la rata adulta la cantidad de GnRH y el ntimero de
receptores a estrogenos es diferente entre las porciones izquierda o
derecha del hipotalamo: se consideré importante saber si estas
diferencias son originadas desde la transcripcion del gen. Dado que
en la rata la funcion asimétrica del hipotalamo es un fenémeno
dinamico que cambia durante el ciclo estral, se decidi6é analizar las
variables antes serialadas en horas especificas de los diferentes
dias del cicle estral en animales intactos:.

HIPOTESIS

Dado que de la secrecion de la GnRH y que existen dos tipos de
receptores para esta hormona, se consider6 pertinente estudiar la
expresion del ARNm para el receptor a esrégenos o y B en las
porciones izquierda y derecha de POA-AHA. Finalmente, la
expresion del ARNm de GnRH asi como de ER-a y ER-Bes
diferente entre el lado izquierdo y derecho de POA-AHA y varia
durante el ciclo estral de la rata.

OBJETIVOS

» Evaluar la expresion del ARNm de GnRH en los lados
izquierdo y derecho de POA-AHA, durante el ciclo estral de
la rata.

> Evaluar la expresion del ARNm del ER-a y ER-B en los
lados izquierdo v derecho de POA-AHA, durante el ciclo
estral de la rata.

12
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Differential mRNA Expression of Alpha and Beta Estrogen
Receptor Isoforms and GnRH in the Left and Right Side
of the Preoptic and Anterior Hypothalamic Area During

the Estrous Cycle of the Rat
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Carmen A. Mendoza-Rodriguez,’ and Maria Esther Cruz'
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and ‘Facultad de Quimica, UN.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 betamRNA 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: GnRH; ER-a; ER-B; hvpothalamic laterali-
zation; estrous cycle; mRNA expression.

Introduction

Estrogen (E,) is involved in the regulation-of several
functions of the central nervous system. In the hypothala-
mus one of the most important roles of E, is the regulation
of reproductive functions, through the gonadotropin-releas-
ing hormone (GnRH) and gonadotropin secretion (/,2). The
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regulation of these peptides is mediated by two ER iso-
forms: the estrogen receptor alpha (ER-ot) and the estrogen
receptor beta (ER-P) (3). Both ER-a and ER-3 are expressed
in the hypothalamus of the rat (4). However, only ER-J is
present in the hypothalamic GnRH neurons (5,6).

The existence of an asymmetric function of differen’

" endocrine organs, including the gonads, the adrenals, anc

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

In female rats the development of sex-specific repro-
ductive functions can be differentially disturbed, depend-
ing on which side in the hypothalamus an early implanta-
tion of estradiol is performed. Implantation of the hormone
in the right side of the 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) (/3). 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, asymmetric activity in the hypothalamic and
limbic structures, as well as in other brain structures related
to the neuroendocrnne control systems, has been reported
(7). Accordingly, in adult female rats the GnRH peptide
content is higher in the right side of the median eminence
than in the left.

The preceding observations indicate that an asymmetric
expression of ER-a, ER-, as well as GnRH may exist in dif-
ferent areas of the hypothalamus of female rats. Asymmet-
ric mRNA expression of ER-a, ER-[3, and GnRH, between
the left and right side of the preoptic anterior and hypotha-
lamic anterior areas (POA-AHA), during the estrous cycle
of the rat, was found. The implication of asymmetric repro-
ductive functions is then discussed.
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Fig. 1. Densitometric analysis of ER-a mRNA expression in the left and right side of POA-AHA of cyclic adult female rat at 09:00, 13:00,
and 17:00 of estrous, diestrous-1, diestrous—2 and proestrous days. (A) Densitometric analysis of RT-PCR products. Each point in the
graph is a box plot representing the whole distribution of the sample for each side, day, and hour. Note that each experimental group is
represented by a normal distribution with no outlier points. Multivaniate analysis of variance was performed (F-ratio = 2.0027; p=0.021)
showing statistical significance between sides, followed by pairwise Tukey tests, showing statistical significant differences (p < 0.05)
between experimental groups, especially between left and right sides of POA-AHA at 17:00 of the estrous day. (B) Simultaneous RT-
PCR representative assays for ER-a and GAPDH mRNA expression in the left (L) and right (R) side of POA-AHA. RT-PCR was
performed using total RNA isolated from both sides of POA-AHA of adult female rats during the estrous cycle.

Results

When the results were analyzed, all together (by the day
of the estrous cycle, the side of POA-AHA, and the hour
of the day when the animals were sacrificed), we found that
in the nght side of POA-AHA, the ER-a mRNA expres-
sion reached its maximal level dunng the estrous day, with
a peak at 17:00 (Fig. 1A, Table 1). Two other small peaks
were observed at 09:00 of the day of diestrous—2 and at 13:00
on proestrus. However, only the 17:00 estrous day peak was
statistically significant when compared to the values in the
left side for the 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 of the day of the estrous
cycle and the small peaks at 13:00 of the proestrus and dies-

trous—2 days are not significatively different from the corre-
sponding values on the i ;ht side. A larger expression activ-
ity of ER-a 1s seen on the 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
onthe left side (Fig. 2A, Table 2). No expression was shown
on any other day of the cycle indicating precise timing for
the use of this receptor. The left side showed a little more
expression than the right side and sustained its expression
for a longer time, although peaking at 13:00 it showed the
same drastic increase at 9:00 that the right side. It seems
that ER-3, although slightly more expressed in the left than
in the right side, is expressed for a precise timed action.
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Fig. 2. Densitometric analysis of ER-f mRNA expression in the left and night side of POA—AHA of cyclic adult female rat at 09:00, 13:00,
and 17:00 of estrous, diestrous—1, diestrous-2 and proestrous days. (A) Densitometric analysic of RT-PCR products. Each point in the
graph is a box plot representing the whole distribution of the sample for each side, day, and hour. Note that each experimental group is
represented by a normal distribution with no outlier points. Multivanate analysis of variance was performed (F-ratio = 9.5); p = le-5)
showing statistical significance between sides, followed by pairwise Tukey tests, showing statistical significant differences (p < 0.05)
between experimental groups, especially between left and right sides of POA-AHA at 13:00 of the diestrous—2 day. (B) Simultaneous
RT-PCR representative assays for ER- and GAPDH mRNA expression in the left (L) and right (R) side of POA-AHA. RT-PCR was
perfurmed using total RNA isolated from both sides of POA-AHA of adult female rats duning the estrous cycle.

in the nght side, especially on estrous day, on whic', the
receptor is only expressed in the right side. This suggests
a specialization of the receptor on the right side at precise
timing on estrous day, allowing the other side to take care of
another totally different function at the same time. Besides,
the fact that female and male ERaKO are both infertile (75—
19) suggests that this specialization of ER-a has to do with
some neuroendocrine reproductive function.

The ER- isoform is also asymmetrically expressed on
both sides of POA-AHA, with a somewhat larger expres-
sion on the left side. In contrast with the ER-a receptor,
the ER-P receptor is expressed at a very precise time on
diestrous—2 day with no expression on any other day of the

estrous cycle. However, the fact that the ERBKO female
mice are just subfertile and that the difference between sides
is not large indicates that ER-J plays some role on a neuro-
endocrine reproductive function but it possibly has another
nonreproductive function that is related to both sides.
GnRH also shows asymmetry between sides, but like
ER-B its expressior is precisely timed on diestrous—2 day
with no expression on any other day. In contrast with ER-
B the difference between sides is noticeable with a larger
expression on the nght side. These results are in agreement
with previous observations (20,2/), which show that on
female rats, the GnRH peptide content is higher on the right
half of the medial basal hypothalamus (7). GnRH marked
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*Probabilities in bold and in shadowed cells indicate statistically significant differences between pairs (p < 0.05). Although Tukey
test was performed for pairs within sides, the data are not shown because only the peak is statistically significant, as should be expected.
Note that only the pe k at diestrous—2 day is statstcally significant between sides.

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

samples taken in the momning, but not in samples taken in
the evening (23).

Although not shown by the results of this study, the high
levels of ER-a in the right side of POA-AHA together with
the higher content of GnRH mRNA in the right side of
POA-AHA, suggests that the stimulation of the ER-a recep-
tor may be linked to the GnRH synthesis. Since the GnRH
neurons do not have ER-a (5,6), this stimulatory effect
may be accomplished throughout an intermediary neuron,



256 Alpha and Beta Estrogen Receptor Isoforms and GnRH / Arteaga-Lopez et al.

Endocrine

A . Right POA-AHA
8- -
7- =
' 6 - /
2 5 s
wxr 4- T
o 34
25 1
> 0- s SO sl A
08 5 il - :
m . T
>L g
;3% 8- Left POA-AHA
ICEE
o 5"
4=
533
2- W~
1z --—-h :
0o- — . . T
4 : E .
09 13 17 09 13 17 09 13 17 09 13 17
Proestrus Estrus Diestrus-1 Diestrus-2
B

09:00 13:00 17:00
LR LRULR

09:00 13:00 17:00
LRLRLR

09:00 13:00 17:00 09:00 13:00 17:00
LRLR LR LRLRULR

crrnEpBEEE EBREEES -

=] l.---i |

T e e L et

GAPOH R R Em e ew oe] (80 BSOS (> ew =]

PROESTRUS ESTRUS

DIESTRUS-1 DIESTRUS-2

Fig. 3. Densitometric analysis of GnRH mRNA expression in the left and right side of POA-AHA of cyclic adult female rat at 09:00,
13:00, and 17:00 of estrous, diestrous—1, diestrous-2 and proestrous days. (A) Densitometric analysis of RT-PCR products. Each point
in the graph is a box plot representing the whole distnbution of the sample for each side, day, and hour. Note that each experimental group
is represented by a normal distribution with no outlier points. Multivanate analysis of variance was performed (F-ratio = 1368; p= le—
5) showing staustical significance between sides, followed by pairwise Tukey tests, showing staustical significant differences (p < 0.05)
between experimental groups, especially between left and right sides of POA-AHA at 13:00 of the diestrous—2 day. (B) Simultaneous
RT-PCR representative assays for GnRH and GAPDH mRNA expression in the left (L) and nght (R) side of POA-AHA. RT-PCR was
performed using total RNA isolated from the both sides of POA-AHA of adult female rats during the estrous cycle.

possibly an interneuron. 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 11:00 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 itis better observed when POA-
AHA sides are taken separately. In that study an important
unsolved issue was the ongin 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- mRNA in the
left side of POA-AHA on diestrous—2 day, one day before
preovulatory release of GnRH, may be linked with the GnRH
preovulatory triggering. This triggering effect is suggested
by the presence of the ER-[ 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 communication between the neurons on both
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Table 3
GnRH Tukey Test Pairwise Comparison of mRNA Expression Between POA-AHA Sides
Left side.
Proestrus Estrus Diestrus-1 Diestrus-2
9:00 | 13:00 | 17:00 | 9:00 | 13:00 | 17:0 | 9:00 | 13:00 | 17:00 | 9:00 | 13:00 | 17:00
8 w* * L ] W E ] W L ] - * * *
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-9 8 - - - -
b 6e* | 0.019| 025 1.0 1.0 | 099|045 | 1.0 0.99 1¢* 1e* | 0.75
- - L ]
§ 1e* | 009 (061 | 1.0 | 10 | 1.0 |083 | 1.0 | 1.0 | 1e* | 1e* | 097
E S - - -
| F| 3* | 024 | 088 | 10 [ 1.0 (099097 10 | 10 | 1e* | 1e* | 0.99
2 =
= - - - * -
L S ] 4 -
= =| le 002 | 025 1.0 1.0 | 099 | 0.45 1.0 0.99 1e le 0.76
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= * - * »
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R
‘ 8 - Ll L
E S| 1e* (0099|064 [ 10 | 10 | 10 |085| 1.0 | 1.0 | 1e* | 1e* | 098
u —
ﬂ S - - -
Z| e012| 099 | 1.0 | 092 | 099 |G97| 1.0 | 0.74 | 097 | 1e* | 1e* | 10
- - - - L ] L] - - L - - L ]
§ let | 16 | 1e* | 16 | 1e?* | 16 | et | 16t | 1€t | 1t | 16 | 1t
o3
- L]
B 8| 4 “
= A 3¢ 0.99 1.0 099 | 099 [099 | 1.0 | 095 | 099 1.0 *le 1.0
22
= 3 - - Y » - * - - - - * -
Sl ore* | et | ret | aet | onet [ aet | aet | o1et | 1et | 1et | 1e* | 16

*Probabilities in bold and in shadowed cells indicate statistically significant ditferences between pairs (p < 0.05). Although Tukey
test was performed for pairs within sides, the data are not shown because only the peaks are statistically significant, as should be expe :ted.
Note that only the peak at diestrous—2 and proestrous days are statistically significant between sides.

sides. However, the fact that ERBKO female mice are sub-
fertile while the ERaKO are infertile (1 5-/9) suggests that
ER-B 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 have distinct func-
tional reproductive tasks and in the ER-J} case possibly non-
reproductive tasks. On one hand, the appearance of ER-a
on the right side of POA-AHA could indicate the synthesis

of GnRH; on the other hand, the appearance of ER-{ on the
left side of POA-AHA could indicate a triggering role on
GnRH release. Complementation between ER-} and GnRH
seem possible, indicating communication between sides. It
is clear that the participation of estrogens in the regulation
of reproductive functions depends on which side of the hypo-
thalamus, as well as on the type of receptor, they act. It 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 of diestrous-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 diameter), following the param-
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 Isolation and Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

The conventional methods for mRNA quantitation such
as Northern blot or ribonuclease protection assay sometimes
lack enough sensitivity to study low-abundance mRNA or
to work with limited amounts of biological samples. PCR
is a very powerful tool for evaluation of nucleic acids owing
toits high efficiency, convenience, and better sensitivity, being
chosen frequently for low-abundance mRNA and/or limited
amounts of biological samples. Quantification using North-
ern blot and RT-PCR with ethidium bromide has been re-
ported to show similar results 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-chloroform extraction using I'RIzol re-
agent (Gibco-BRL). RNA concentration was determined
by absorbance at 260 nm, and its integrity was verified by
electrophoresis on 1.2 % denatuning agarose gels in the pres-
ence of 2.2 M formaldehyde. A 2-pg amount of totai RNA
was reverse transcribed to synthesize single-stranded cDNA.
Subsequently, 10 pL of the reverse transcriptase reaction
was subjected to PCR in order to co-amplify a fragment of
GnRH, ER-a and ER-p, and glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) genes.

The PCR reaction was done in an Eppendorf gradient
thermocycler. The 50 pL PCR reaction included: 10 puL of
previously synthesized cDNA, 20 mM Tns-HCI (pH 8.3),
50 mM KCl, | mM MgCl?, 0.2 mM of each the four dNTPs,
0.5 pM of each primer, and 2.5 U of Tag DNA polymerase.
Negative controls without RNA and with nontranscribed
RNA were included in all experiments.

Initial standard cornditions were established for GnRH,
ER-a, ER-B, and GAPDH amplification. The cycle num-
ber was performed within the exponential phase ofthe ampli-
fication process. All PCR products were always studied and
analyzed together throughout the experiments. In all sam-
ples a single product of 250 bp corresponding to GnRH frag-
ment, one of 337 bp corresponding to ER-«, and another
of 301 bp corresponding to ER-B were obtained. Primers
selected for the amplification of GnRH, ER-a, and ER-B
had the following sequences: GnRH sense: CAA CCC ATA
GGA CCA GTGCTG G, GnRH antisense: CAC TAT GGT
CAC CAG CGG GG, ER-a sense: TTC ACA CCA AAG
CCT CGG G, ER-o antisense: TGC AGC AGC ATC AGC
GGA, ER-f sense: TCC CGG CAG CAC CAG TAA C,
ER-p antisense: CCC AGA TGC ATA ATC GCT GC. For
semiquantitative analysis of mRNA from GnRH, ER-a, and
ER-B, RT-PCR amplification of mRNA corresponding to
GAPDH was carried out routinely in parallel as an internal
control of messenger quality and quantity.

Afterthe PCR, amplified products (25 uL) were resolved
on 2% agarose gel stair :d with ethidium bromide, and photo-
graphed under an UV tansilluminator. The image was cap-
tured with the Kodak EDAS 206 system. To determine
changes in the expression of GnRH, ER-a, and ER-B mRNA,
the density and zrea of each band of the GnRH, ER-«, and
ER-P PCR products were analyzed with the Scion Image
program and values were normalized to densitometric values
of corresponding GAPDH PCR products.

Reagents

Chemical reagents were purchased from Sigma Chemical
Corp. (St. Louis, MO) and Gibco-BRL, Inc. (Gaithersburg,
MD). Tag DNA polymerase was purchased from Perkin-
Elmer (Branchburg, New Jersey).

Statistic Analysis

Normalized densitometric GnRH, ER-¢, and ER- mRNA
expression values of left and night sides of POA-AHA
at 09:00, 13:00, and 17:00 of each day of the estrous cycle
were analyzed. Each experimental group (n = 3) was ana-
lyzed separately using box plots to find outlier distribution
values. In all the groups, the values fell within normal dis-
tribution limits, thus nere was no need for morc repeti-
tions within groups. Complete box plots were used instead
of the mean + SEM in Figs. 1A, 2A, and 3A. As an example
Fig. 4 shows the box plot of two 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
of the other distribution. To determine if there were statisti-
cal significative differences between experimental groups,
especially between experimental groups of different sides,
multivaniate analysis of variance (MANOVA) was used,
taking as vanables the side, day, and hour, independently,
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Fig. 4. Example of box 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
represent 1% and 99%, and the underscores represent the ninimum and maximum of the 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 of the three vanables. Signifi-
cant 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 and a corresponding probability
of p < 0.05 was considered as statistically significant be-
tween at least two experimental groups. To find which
groups had the statistical differences, pairwise Tukey test
was performed between pairs of experimental groups where
p < 0.05 was accepted as significant. Tables 1, 2, and 3
show those groups that had significative differences between
them for ER-a, ER-B, GnRH, respectively. The tables do
not show pairwise statistics within sides because only the
peaks were statistically significant, as should be expected.
Tables are included for the reader to check which pairs
are significant and which not because is difficult to see it
from the figures directly, especially for nonpeak valu s. All
statistics were performed using SYSTAT 7.0 for Windows
(SYSTAT, Inc., Evanston, IL).
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CUADRO 1. - Resumen y representacion esquematica de la maxima
expresion del ARNm de ER-a, ER-B y GnRH en el lado izquierdo y derecho de
POA-AHA durante el ciclo estral.

Lado de POA-AHA | Dia del ciclo estral | Hora del ciclo estral
Expresion del en que ocurrid la en que ocurrid la en que ocurrié la
ARNm maxima expresion | maxima exprasion | maxima expresion
del ARNm del ARNm del ARNm
ER-a DERECHO ESTRO 17:00 horas
ER-B IZQUIERDO DIESTRO-2 13:00 horas
GnRH DERECHO DIESTRO-2 13:00 horas
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Segundo Capitulo
ANTECEDENTES

Lo mejor de la vida es el pasado, el presente y el futuro.
Pier Paolo Pasolini
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LOS SISTEMAS DE Q’EUROTRANSMISI@N Y SU PARTICIPACION EN LA
REGULACION DE LAS FUNCIONES REPRODUCTORAS.

En el sistema nervioso central la comunicacion entre neuronas se lleva a cabo
por transmision sinaptica, que genera la propagacion de impulsos nerviosos de
una neurona a otra. Esto sucede a traves de la sinapsis, que es el contacto de la
neurona presinaptica con la neurona postsinaptica. Un axdn puede hacer sinapsis
en cualquier zona de la otra neurona, asi que pueden existir sindpsis del tipo

axodendritica, axosomatica, dendro-dendritica y axo-axonica.

En la mayoria de los casos los impulsos nerviosos sor transmitidos en las
sinapsis por medio de la liberacion de sustancias quimicas conocidas como
neurotransmisores. Los neurotransmisores son un grupo de compuestos quimicos
diversos que van desde aminas simples y aminoacidos, como la dopamina y GABA,

hasta compuestos mas complejos como los polipéptidos.

Diversos neurotransmisores regulan la actividad de las neuronas GnRHérgicas
1836164166 para fines practicos a continuacién se resumen los sistemas de
neurotransmision que participan en la regulacion de las funciones reproductoras
(Tabla 2).

26



Tabla 2.- Resumen de los diferentes sistemas de neurotransmisién y su relacion con las funciones
reproductoras.

Neurot ansmisores

Neurotransmisor |

Las concentraciones del Estimula la

Acstilcollna neurotranlsmlsor, del liberacién de LH
(Ach) receptor asi como de las

25,105,109,181,249,259 enzimas que sintetizan y !
degradan a la Ach, varian ‘
durante el ciclo estral de la i
rata. ’
i
Hace sinapsis en eminencia Estimula la |

Serotonina medial (MPO y EM) con preovulatoria de LH

-HT GnRH.

5
104.“3.124,1‘9,1?0,1 7,188,210,261 El nucleo del rafe presema

receptores a estrogenos y
progesterona.

. s ¢l principal Inhibe la liberacion
neurotransmisor inhibitorio de LH
del cerebro.
Se encuentra en altas
GABA concentraciones en el
62,81,111,146,165,188,211,230 hipolélamo. {
Tiene receptores a '
estrogenos.
Terminales neuronales
hacen sinapsis con GnRH. i

media y area preoptica liberacién ’
|
|
f
1
1
|

Glutamato Presenta receptor a Estimula la
WERARAREITe estrogenos y progesterona  liberacion de GnRH

Hace sinapsis con la Estimula la
Histaniina neurona GnRH en POA, en Iibgracién de GnRH
188 otros nucleos cerebrales via los receptores |
presenta receptor a H1 ;
estrogenos E
Catecolaminas . Eslt_lmula -
Poseen receptores a liberacion de GnRH,
23,54,182,184,187,188,205,208 estrogenos via los receptores

ay p adrenergicos.

Neuropeptido Y La expresion del gen a NPY Estimula la
aumenta durante la dlodio nus Aensntle.

93,110,188 secrecion preovulatona de

LH

i

I
secrecién de LH, |
de los estrégenos. E
|




Sustancia P

93,110,188,192

Dopamina

21,163,187,188,282

Oxido Nitrico
T4, 247 287

Neurotensina
3.4,5107,188.274

Factor Natriurétrico

Atrial
174.175,188

Galanina
28.81,108,156,188 21,223
1]

CRF

174,175,188

Colucistocluinina

140,174,175.188

En el sistema nervioso
central, la concentracion 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 estrogenos.

El oxido nitrico es secretado
por células que rodean a las
neuronas GnRH.

No coexiste con GnRH.
En mPOA las neuronas que
sintetizan ON presentan
receptor a estrogenos.

La expresion de este
neuropeptido es sensible a
estrogenos

Se localiza en areas
hipotalamicas relacionadas

Induce la liberacion
de LH en ratas
hembras adultas.

Puede estimular o
inhibir la secrecion
de LH.

El oxido nitrico
estimula la
secrecion de LH, ya
que en estudios
hechos /n vivo se
demostro que la
administracién de
inhibidores de ON
disminuye la
concentracién de LH

La infusion de la
neurotensina en
POA aumenta las
concentraciones de
LH.

En concentraciones

de 10-1000 nM
aumenta la

con el control del balance de  concentracion de LH |

agua

La galanina esta
colocalizada con GnRH,
GABA y neurotensina.
Se correlaciona de manera
sincronica con la secrecion
fasica de GnRH del sistema
portahipofisiario.

en cultivos de
hipofisis.
Potencia la
respuesta de la
hipdfisis a la GnRH
en la secrecion de
LH.

Es coliberada con GnRH.

Inerva neuronas A1,
relacionadas con la
regulacion de |a secrecion
de gonadotropinas

Esta colocalizada con
dopamina, serotonina y

Inhibe la secrecion
de GnRH y de LH.

Estimula la
secrecion de LH.
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Ang‘i’otensina Il
140,174,175,188

Endotelinas
140,174,175,188

Bradiquininas
140,174,175,188

VIP

93,110,188

GIP (péptido inhibidor

de la gastrina)
$3,110,188,231

Péptidos opioides
93,110,188,201,225

Citoquininas
140,174,175,188

Somatostatina
174,175,188

GABA

En celulas GT-1 estimulala

secrecion de GnRH

Estimula la
secrecion de LH.

In vivo estimula la
secrecion de LH.

Inhibe la secrecién
de FSH.

No estimula la secrecion de

FSH

Disminuyen la frecuencia de

pulsos de GnRH.
Regulan la amplitud y

frecuencia de los pulsos de

LH

Sus efectos sobre la
concentracion de LH,
dependen de las

condiciones hormonales.

Inerva a las neuronas
GnRH.

Varia durante el ciclo estral.

Estimula la
secrecion de LH.

Estimula la
secrecion de GnRH
y de LH.

Inhiben la secrecién |

preovulatoria de
LH..

Inhibe la secrecién
de LH.

Inhibe la secrecion
de LH.
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EL SISTEMA COLINERGICO Y SU PARTICIPACION EN LA REGULACION
DE LAS FUNCIONES REPRODUCTORAS.

En la primera parte de esta tesis se mostro que la expresion del ARNm para
ER-a, ER-B 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
regulacion de las funciones reproductoras y hay evidencia experimental que
parece indicar que esta regulacion es asimeétrica, por lo tanto se decidio estudiar la
posible exstencia de una relacion entre la expresion asimétrica del ARNm de ER-«,
ER-B y GnRH y la regulacion 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 accion de la colinoacetiltransferasa (CAT) (Fig 4).

CH; 0
| |
CH;—N—CH,—CH,—OH + CoA—™0 — C — CH;
|
CH;
COLINA ACETIL-Co A
ChAT |
CH; 0
| [
CH;— N—CH,—CH,—0—C — CH; ACETILCOLINA
I
CH;

Figura 4.- Sintesis 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
localizacion neuroanatomica de estas neuronas en el cerebro de la rata se

glaeggermino por métodos inmunohistoquimicos de su enzima Yiosintetica la ChAT.

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

1. EL NUCLEO ESTRIADO : Las neuronas localizadas en el nicleo
estriado se proyectan hacia el neostriado (nucleo caudado, putamen) y

hacia areas asociadas (n(cleos accumbens, tubérculo olfatorio) ’

“ EL NUCLEO BASAL MAGNOCEULAR: en el nicleo basal
magnocelular se observaron neuronas mas grar des, marcadas con
CAT,. Estas neuronas se localizan en el nucleo de la banda diagonal de
Broca (limites horizontales y verticales). El nuicleo magnocelular
preodptico, la substancia innominata y en el globus pallidus. Este grupo
neuronal proyecta axones colinérgicos hacia todas las partes de la
neocorteza, partes de la corteza limbica y la amigdala. Tambien la
banda diagonal de broca y el nucleo septo medial proyectan axones

colinérgicos hacia el hipocampo y el giro dentado.’

3. NUCLEOS CRANEALES DE NERVIOS MOTORES: Otro grupo de
neuronas grandes fue observado en todos los nucleos somaticos y

viscerales del nicleo motor nervioso. ’

4. EL NUCLEO PONTINO TEGMENTAL: Se observaron neuronas
agrupadas en el nucleo tegmental pontino del cerebro medio caudal;
dorsolateralmente en la pérte mas caudal de la substancia nigra, y
extendidas en direccion caudodorsal a través de la formacion reticular
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del cerebro dentro del area que rodea el pedinculo cerebelar superior.
Las neuronas de este Ultimo grupo constituyen el nicleo tegmental
pedunculopontino (PPT) 7

Un grupo adicional de células correspondientes al nicleo tegmental
laterodorsal (LDT) se observaron adyacentes al PPT. Las neuronas
pertenecientes a estos grupos proyectan sus terminales hacia el talamo
e hipotalamo. ’

La ACh ejerce sus efectos a través de dos tipos de receptores: los
receptores nicotinicos (NAChR) y los muscarinicos (mAChR) Los receptores

nicotinicos son del tipo ionotrépico y los muscarinicos metabotrdpicos, 241243257277

Los nAChR se caracterizan por tener varios subtipos que varian segun el
tipo de subunidades que los componen (a,B,3,y) . Su estructura general esta
compuesta por un dominio extracelular amino 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 caracteristicas. Los mAChR tienen cinco subtipos
(M1 -M5 ) los M1 ,M3 y M5 estan acoplados a Gg/11 y son intermediarios en la
activacion de la fosfolipasa C (PLC) y de la sefializacion de la via del inositolfosfato
(InsP3 /Ca 21). Los M2 y M4 estan acoplados a Gi/o y son intermediarios en la
inhibicion de la produccion del AMPc A.nbas clases de receptores colinérgicos se

expresan en todo el cerebro y son abundantes en el hipotalamo *%%”7

Los receptores muscarinicos pueden ser estimulados o inhibidos por
farmacos especificos, tal es el caso de la atropina (ATR) que es clasificada como
un farmaco antagonista, es decir bloguea el receptor inhibiendo cualquier tipo de
accion que pueda tener la acetilcolina sobre este. La ATR (Fig 6) esta clasificada
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como un alcaloide (bases organicas nitrogenadas) derivada de la planta Atropa
belladonna. La presencia del grupo N-metilo cambia la actividad del ligando,
previniendo asi 1a interaccion cercana entre el ligando y la membrana del

receptor. 103,172,185,216,217,235

En diversos estudios donde se emplearon farmacos antagonistas y
agonistas de ACh se mostrd que este sistema de neurotransmision esta
involucrado en la regulacion de las funciones reproductoras, asi como en la de
secrecion de la GnRH. '292105186189 |5 estimulacion de los receptores
muscarinicos resulta en la liberacion de la GnRH. Estudios in vitro utilizando la
coincubacion de hipofisis e hipotalamo, muestran que la acetilcolina estimula la
liberacion de la FSH y de la LH, efecto que es bloqueado por ATR °! Por el
contrario, la liber icién preovulatoria de Ia LH, que ocurre en el dia del proestro,
estaria regulada de manera inhibitoria por los receptores nicotinicos, ya que la
administracion de nicotina durante el "periodo critico” del dia del proestro,

suspende la liberacion de la LH, pero no la de la FSH 26%72

Por otro lado, estudios realizados en la coneja y la rata han confirmado que el
sistema colinérgico participa de manera estimulante en la regulacion de los
mecanismos neuroenddcrinos que regulan la secrecion preovulatoria de
gonadotropinas durante el dia del proestro, En la coneja, animal de ovulacion
refleja, la inyeccion de sulfato de atropina inmediatamente después del coito
bloquea la ovulecion. En.la rata, animal de ovulacién espontdnea, el mismo
tratamiento en la tarde del proestro, impide la ovulacion esperada en la manana

del estro %%°7:%

La participacion del sistema colinérgico en la regulacion de la ovulacién varia
durante el ciclo estral. Esta afirmacion resulta del hecho de que la cantidad de
sulfato de atropina necesaria para bloquear la ovulacion en un ciclo estral
determinado varia entre 700 mg/kg en el dia del proestro, hasta 100 mg/kg en los
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dias del diestro 1 y 2. En los dias del diestro 1y 2, la participacion del sistema
colinérgico en la regulacién de la secrecion de las gonadotropinas y la ovulacidn
parece tener un ritmo circadico. La inyeccién de 100 mg/kg a las 09:00 hrs, no
afecta la ovulacion; 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. 7°

En POA-AHA, la cantidad de los receptores muscarinicos varia durante el ciclo
estral, siendo mayor en el dia 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 blogquear la ovulacion. Por otro lado la divisidon mitdtica
de los gonadotropos que sintetizan la LH es estimulada por la administracién de

farmacos colinomimeéticos, 232244271

El sistema colinergico regula la funcion de la neurona GnRHérgica. Estudios en
neuronas GT1 y en cultivos de neuronas extraidas de ratas hembras durante el
ciclo estral, mostraron que dependiendo del receptor muscarinico que se estimule
o inhiba farmacoldgicamente, se inhibe la produccion de GnRH. Es asi que los m4
AchR y m2 AchR que estan ligados a la via de las fosfoinositol inhiben la secrecion

de GnRH mientras que los otros tres subtipos no la afectan *%*

La actividad funcional del sistema colinérgico (medida por la actividad de la
ChAT, por el contenido o la liberacion de la acetilcolina y por la densidad o la
afinidad de sus receptores), esta regulada por las hormonas esteroides. La
administracion de estradiol incrementa la actividad de la CAT en la via colinérgica
septo-hipocampo y el sistema baso-cortical ‘%, la concentracion de la CAT en
POA-AHA %%52% y |a densidad de receptores muscarinicos en el hipotdlamo medio
basal y los sitios de union a la a-bungarotoxina en el nlcleo supraquiasmatico.
En dreas extrahipotaldmicas como en la corteza frontal y en el hipocampo, los

estrogenos también regulan la actividad del sistema colinérgico.



Algunos estudios muestran que el sistema colinérgico regula el funcionamiento
del receptor a estrogenos, ya que la inyeccion de un agonista muscarinico como el
betanecol, incrementa en un 35% el namero de sitios de union a estradiol en el
hipotdlamo de ratas hembras ovariectomizadas, en comparacion con los valores
encontrados en el hipotalamo de ratas hembras testigo. Por otro lado el
pretratamiento con sulfato de atropina, un antagonista muscarinico, bloqued el

efecto estimulante del betanecol 64,78,126,127,128,129,202,203,223,224,238,248
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ASIMETRIAS DEL SISTEMA COLINERGICO Y SU RELACION 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 muscarinicos es mayor en el lado derecho de
POA-AHA que en el lado izquierdo. Estas varian durante el ciclo estral. 3>’

En dias especificos del ciclo estral de la rata el bloqueo farmacoldgico generado
por implantes de cristales de atropina en un lado especifico 1 e POA-AHA, inhiben

la ovulacién en la rata 658220

El papel regulador del sistema colinérgico en la region de POA-AHA es
diferente entre el lado izquierdo y derecho, y varia durante el ciclo estral. Dado
que cuando se hacen implantes de atropina en el lado derecho de POA-AHA en el
dia del estro y diestro-1 se bloquea la ovulacion de las ratas implantadas, mientra
que cuando se hace el implante en el lado izquierdo de POA-AHA en los dias del
diestro-1 y diestro-2 la ovulacion es bloqueada.

Cuando se reemplazé hormonalmente la sefal ovarica con una inyeccion
subcutanea de 17pB-estradiol, en aquellos grupos que no ovularon con el implante
de atropina en el lado izquierdo, estos reestablecieron su ovu.acion; mientras que
los grupos con implante en el lado derecho de POA-AHA no reestablecieron la
ovulacion, 48

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 alteracion
en la respuesta o sintesis del receptor a estrogenos de esa area de cuya funcion

depende la ovulacion.

36



JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El sistema colinérgico regula de manera asimétrica la
secrecion de LH, GnRH y la ovulacién. Ya que la inyeccién
subcutanea de sulfato de atropina a diferentes horas del dia, en las
diferentes dias del ciclo estral, o el implante de atrépina en las
porciones derecha o izquierda de POA-AHA a las 13:00 hs de los
diferentes dias del ciclo bloquean la ovulacion esperada en el dia
del ciclo estudiado; y que el tratamiento con GnRH sintética o con
hCG en el dia del proestro reestablecen la ovulacién en ratas con
bloqueo colinérgico, y que ratas implantadas con atropina en el
lado derecho 'POA-AHA tratad is con benzoato de estradidl 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
investigacion se evaluaron los efectos del bloqueo del sistema
colinérgico por via subcutanea sobre la expresion del ARNm para
ER-a, ER-B y GnRH, evaluadas en el momento del ciclo en que
ocurre su maxima expresion en POA-AHA.
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HIPOTESIS

El bloqueo del sistema colinérgico afectara la expresion del ARNm
de una o de ambas isoformas del receptor a estrogenos, asi como la
expresion de GnRH en el momento en que se da la mayor expresion
de estos genes en los lados izquierdo y derecho de POA-AHA de la
rata hembra.

OBJETIVOS

e Evaluar los efectos de la inyeccion subcutanea de sulfato de
atropina sobre la expresion del ARNm de las isoformas del
receptor a estrogenos y de GnRH en los lados izquierdo y
derecho de POA-AHA de la rata hembra.
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Abstract.

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 (ERw)
and Eeta (ERP) 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 ERp 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 (D1)

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

both sides of the POA-AHA.

Injecting 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.

Injecting atropine sulphate on D1 resulted in the suppression of ER-a expression in both sides
of the POA-AHA on diestrus 2; the maximum expression of ER-B 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 D1 at 09:00 h. Injecting 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 for ERB and GnRH depend on other systems of neurctransmitters.

(9]
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Introduction.

Estrogen (E;) participates in regulating several central nervous system functions, the most
important of which is in regulating repfoductive functions, including GnRH and gonadotropine
secretion (7). 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).

Using agonists or antagonist drugs to block or stimulate the “activity” of cholinergic receptors,
the stimulatory role played by the cholinergic system in regulating gonadotronine and GnRH

secretion has been demonstrated (4).

Work by Dominguez et al (1982) (5) has shown that Injecting atropine sulphate (muscarinic
antagonist) subcutaneously blocks ovulation, and the dose required to achieve this effect varies
along the estrous cycle. Diestrus-1 (D1) requires the minimal required dose for blocking

ovulation, while treatment on proestrus (P) requires the highest dose to achieve .

The effects of implanting agonist or antagonist drugs, in the right or left side of the POA-AHA,
on ovulation depends on both, the day of the estrous cycle and the side of hypothalamus where
the drugs are injected or implanted (6,7,8,9,70). Ovulation 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 blockade of
ovulation did not present asymmetric response. Compared to the effects of implanting atropine
on E, implants applied on diestrus 2 (D2) showed an inverse asymmetry, i.e. the implants
placed on the left side of the POA-AHA blocked 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 ovulation (6,7,8,9).



The participation 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 (70). 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, while 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-¢, ER-B and
GnRH is asymmetric and varies along the estrous cycle (77). The maximum expression of the
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 D2 at 13.00 h. In turn, the maximum expression of mMRNA for both, ER-$ and

for GnRH, was observed on D2 in the left side of the POA-AHA at 13.00 h (77).

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 D1 affects the maximum expression of mRNA for ER-a, ER-B and GnRH on
either side 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 varies along the estrous cycle
and if the cholinergic system participates in regulating such expression. For this purpose, using
immunohistochemicall methods, we identified and measured the levels of ER-a protein in the

POA-AHA.



Results.

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

right sides of POA-AHA on mRNA expression for ER-g, ER-B and GnRH.

Injecting atropine sulfate at 13:00 h on E blocked the maximum expression of ER-¢ 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 time, showed normal levels of ER-a

mRNA expression (Figure 1).

The maximum expression of ER-p mRNA (D2 at 13:00 h) was not affected by the injection of
atropine sulfate on E in either side of the 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 D1, in the left and

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

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

(Figure 4), while injecting vehicle did not modify it.

Atropine sulfate treatment resulted in a decrease in the maximum expression of ER-f mRNA in
the left side of POA-AHA, but no changes in ER-B mRNA levels in the right side of the POA-
AHA (Figure 5).

In turn, atropine sulfate treated animarls, 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 than in the right side of the POA-AHA (Figure 6).



Modifications on ER-a protein expression 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. 11124103, 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. During the estrous cycle, the highest number of positive cells was
observed at 09.00 of D1 in the right side of the POA-AHA (2256+163), and in the left side on D2
at 17.00 h (2072+147). The lowest number of cells expressing the ERa protein was observed in
the left side of the POA-AHA at 13.00 of E.

Figure 7 presents the number of ERa positive cells in the left and right side of the POA-AHA at
09.00, 13.00 and 17.00 hours of each day of the estrous cycle. At 09.0(, the number of positive
cells was similar on D2, P, and E. At 13.00 h the number of positive cells measured on D2, P
and E were significantly lower than those measured on D1. The number of ERa positive cells
measured at 13-h on P was significantly higher than in D2 or E; while the lowest number of
positive cells was observed at 17.00 hours of P. In the left side of the POA-AHA at 09.00 the
lowest number of positive cells counted was at P, while at 13.00 it was on D2 and E, and at
17.00 h it was observed at P.

Significant differences in the number of ERa positive cells, between the left and right side of the
POA-AHA, were observed at 09.00 on D1 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 at 13:00 h of E blocked the ER-a mRNA expression in both
sides of the POA-AHA measured at 17:00 h of the same day (left side 842110 vs vehicle

1290+64; right side 743198 vs. 15794221 p<0.05 Student's t test).



Discussion

The results presented herein show that protein levels resulting from the mRNA for ER-a
expression vary along the estrous cycle and are asymetric between 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 turn, such modulation is partial for ER-3 expression. Present
results agree with Leubner et al. (72,13) observations, that injecting atropine into the brain of
rats diminishes ER affinity in the POA-AHA. Given that injecting atropine sulfate into the POA-
AHA partially affected the expression of the SnRH 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-oc mMRNA expression but not on ER-B
could be explained as a sign that the muscarinic receptors are linked to second messengers
that elicit different functions, such as the gene stimulation suggested by Krishmanov (74). Thus,
ERo mRNA expression could depend directly on the stimulation of muscarinic receptors, while

ERB 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 between GnRH neurons and the cholinergic fibers. However, blocking
muscarinic receptors affects GnRH synthesis, (74), suggesting that this blockade could be

mediated by second messengers.

Present results suggest that the cholinergic system partially regu'ates GnRH mRNA expression
in a stimulatory way, that such regulation is different for the right and left sides of the POA-AHA,
and that 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 to atropine sulfate observed on D1, compared to the effects observed on E (5),

further supports this idea.

ERa could mediate the 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 (72, 73). |n addition, anatomical data suggest

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

There is evidence that blocking muscarinic receptors affects GnRH secretion in GT1-7
hypothalamic line cells (74). The results presented herein support the idea that such regulation

presents asymmetry in vivo, as it was shown previously (6,7,8.9).

To our knowledge, these results are the first evidence on lateralization and modifications on the

effects of atropine sulphate on GnRH mRNA expression along the estrous cycle.

Taken together, present results suggest that the mechanisms triggered by the cholinergic
system in regulating reproductive functions could be mediated by its interaction with ER-a, but

not with ER-B or GnRH.



Materials and Methods
Animals.

Virgin adult female rats of the CIIZ-V strain from our own stock, 195-225 g 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 food (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-a, ER-f 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 established 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 D2 to analyze the effects on ER-B and GnRH (117).

Experiment 2: Effects of injecting atropine sulfate subcutaneously, at 13:00h of D1, in

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

At 13:00 h of D1, 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 D1 (5). Three groups of

6 rats were injected with distilled water for control purposes. Animals were sacrificed by
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decapitation on D2 at 09:00 h to evaluate the effects on the mRNA expression for ER-a. ER-B,

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 plate. A slice
(1.4 mm) of the brain was cut and the POA-AHA region was punched out with a needle (0.4 mm
inner diameter), following parameters (A-7020 to A-5660) of the Kénnig and Klippel (17) rat'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 extraction, using TRIzol reagent (Gibco-
BRL). RNA concentration was determined by light-spectrophotometry absorbance at 260 nr ,
and its integrity was verified by electrophoresis on 1.2 % denaturing agarose gels in the
presence of 2.2 M formaldehyde. 2-pg of total RNA was reverse transcribed to synthesize
single stranded cDNA. Subsequently, 10 pl of the reverse transcriptase reaction was subjected
to PCR in order to co-amplify a fragment of the GnRH, ER-a and ER-B, and glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) genes.

The PCR reaction was performed in an Eppendorf gradient thermocycler. The 50 pl PCR
reaction included 10 ul of previously synthesized cDNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KClI,
1mM MgCI?, 0.2 mM of each of the 4 dNTPs, 0.5uM of each primer, and 2.5 units of TAQ DNA
polymerase. Negative controls, without RNA and with non-transcribed RNA, were included in e |

experiments.,

Initial standard conditions were established for GnRH, ER-a, ER-B, and GAPDH amplification.
The cycle number was performed within the exponential phase of the amplification process. All
PCR products were studied and analyzed together throughout the experiments. In all samples,

a single 250 bp product corresponding to GnRH fragment, a 337 bp product corresponding to
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ER-a, and a 301 bp corresponding to ER-B were obtained. Primers selected for the amplification

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

GnRH_sense: CAA CCC ATA GGA CCA ER-a antisense: TGC AGC AGC ATC AGC
GTGCTG G; GGA;

GnRH antisense: CAC TAT GGT CAC CAG ER-B sense: TCC CGG CAG CAC CAG
CGG GG, TAAC;

ER-o sense: TTC ACA CCA AAG CCT ER-B _antisense: CCC AGA TGC ATA ATC
CGGG; GCT GC.

For semi-quantitative analysis of mRNA for GnRH, ER-a and ER-B, RT-PCR amplification of
mRNA corresponding to GAPDH was carried out routinely and in par: llel as an internal control

of messenger quality and quantity.

After PCR procedures, amplified products (25ul) were resolved on a 2% agarose gel stained
with ethidium bromide, and photographed under an UV trans-iluminator. The image was
captured with a Kodak EDAS 206 system. To determine changes in the expression of GnRH,
ER-a and ER-B mRNA, the density and area of each band of PCR products (GnRH, ER-a and
ER-B) were analyzed with a Scion Image program. PCR product values were normalized to

corresponding GAPDH -PCR densitometric values.
Reagents.

Chemical reagents were purchased from Sigma Chemical Corp. (St. Louis, MO) and Gibco-
BRL. Inc. (Gaithersburg, MD). TAQ DNA polymerase was purchased from Perkin-Elmer

(Branchburg, New Jersey).



Immunohistochemistry study of ER- a protein levels

At 08:00, 13:00 and 17:00 hs of D1, D2, proestrus and estrus, groups of 3 rats cyclic rats were
perfused.

Perfusion and Tissue Processing

For immunohistochemistry analysis, the animals were perfused under pentobarbital anesthesia
(1 mg/100 g body weight) via the ascending aorta with saline solution, followed by 250 ml 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 stored overnight in potassium PBS with 10% sucrose at 4
°C. Serial coronal sections throughout the POA-AHA brain regions were cut (50 um) on a
cryostat. Serial sections for each region were collected, placed in tissue-cultured wells
containing cryoprotectant soiution (ethyle e glycol) and maintained at -4 °C, until
immunohistochemistry analysis was performed.

ERa immunoreactivity (ERa-ir) was detected using the conventional avidin-biotin
immunoperoxidase protocol as previously (78), following the methodology described by
Sawchenko et al, (1990) (79). In brief, the free-floating sections were pretreated with hydrogen
peroxide for 10min, to quench endogenous peroxidase activity, followed by two rinses in PBS.
Then, the free-floating sections were incubated overnight in 1.0% sodiumborohydrate to reduce
free aldehydes levels. Tissue sections were then incubated at 4 °C 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 °C. The primary antibody was detected
with the avidin-DH-biotinylated horseradish peroxidase complex (Vectastain Elite ABC Kkit,
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 controls. In the first procedure the primary

antibody was omitted, and in the second procedure the primary antibody was pre-absorbed with



the specific synthetic peptide (sc-539P, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA) used to

raise the antibody.

Effects of injecting atropine sulfate subcutaneously on the maximum expression 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 mg/ kg body weight) dissolved in water, and killed on D1 at 09:00 h.

The rats were treated for immuno-histochemistry.

Using the KS300 Imaging System (Karl Zeiss, Germany), the number of ER-a-ir nuclei in the
POA-AHA was determined by counting positive nuclei. ER-a-ir cells from each animal were

counted, unilaterally, in all the sections corresponding to the POA-AHA area. Abercombie's

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

Statistical analysis: The densitometric values of mRNA's for ER-a, ER-p and GnRH were
analyzed by a multivariate analysis of variance (MANOVA) followed by Tukev's test. Data for
the number of ER-a-ir positive cells was analyzed by using a one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey's test or by a Student’s t test when two separate groups were
compared. All measurements are expressed as mean + S.EM. A p<0.05 was accepted as

significant.
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Figure 1.- Densitometric analysis of ER-a mRNA expression in the left and right sides of POA-
AHA in E at 17:00 h of female rat treated with atropine sulfate on E at 13:00 h. (A)
Sim;ltaneous RT-PCR representative assays for ER-a 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 fo adult female rats treated with atropine sulfate. (B) Densitometric

analysis of RT-PCR products a= p<0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p<0.05

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 ER-a mRNA EXPRESSION IN ESTROUS DAY AT 17:00 he.
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Figure 2.- Densitometric analysis of ER-3 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 E at 13:00 h. (A)
Simultaneous RT-PCR representative assays for ER-3 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. (B) Densitometric
analysis of RT-PCR products a= p<0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p<0.05

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 ER-B mRNA EXPRESSION IN DIESTROUS-2 DAY AT 13:00 he.
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Figure 3.- 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 E at 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. (B) Densitometric
analysis of RT-PCR products a= p<0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p<0.05

compared with control group and c= p<0.05 with vehicle treatment.
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Figure 4.- Densitometric analysis of ER-o mRNA expression in the left and right sides of POA-
AHA in E at 17:00 h of female rat treated with atrcpine sulfate on D1 at 13:00 h. (A)
Simultaneous RT-PCR representative assays for ER-a 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 fo adult female rats treated with atrcpine sulfate. (B) Densitometric
analysis of RT-PCR products a= p<0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p<0.05

compared with control group and c= p<0.05 with vehicle treatment.
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Figure 5.- Densitometric analysis of ER-B 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 at 13:00 h. (A)
Simultaneous RT-PCR representative assays for ER-3 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. (B) Densitometric
analysis of RT-PCR products a= p<0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p<0.05

compared with control group and c= p<0.05 with vehicle treatment.



EFFECTS OF SUBCUTANEOUS ATROPINE INJECTION IN DIESTROUS-1 DAY AT 13:00 hs. OVER
THE ER-B mRNA EXPRESSION IN DIESTROUS-2 DAY AT 13:00 hs.

CONTROL VEHICULE ATROPINE

ER-E) - S

! - |i
GAPDH | = -
- - e ol
T - -W -
MWM R L MWM B L MWM R L
DIESTRUS-2 DIESTRUS-2 DIESTRUS-2
13:00 hs. 13:00 he. 13 :00 hs.
25 )

»><0
7

Reldtive expression in
destrus-2 day 1300 h

Left side POA-AHA Right side POA-AHA

a)p 0.05compared with left sde of POA-AHA
b) p 0.06 canpared with vehicle treatment



Figure 6.- Densitometric analysis of GhnRH 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. (B) Densitometric
analysis of RT-PCR products a= p<0.05 compared with left side of POA-AHA; b= p<0.05

compared with control group and c= p<0.05 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<0.05 vs left

side)
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Figure 8.- Changes of ER-a immunoreactive cells (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 um were incubated with specific anti-ER-a antibody and processed
for Immunohistochemistry (see Materials and Methods). (A) microphotograph of ER-a
IR at (4X) showing right and left sides of POA, (B) left side of AHA (10X), (C) right side

of POA (10X).
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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 um were incubated with specific anti-ER-a antibody and processed
for Immunohistochemistry (see Materials and Methods). (A) microphotograph of ER-a
IR at (4X) showing right and left sides of POA, (B) left side of AHA (10X), (C) right side

of AHA (10X).
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Figure 10 .- Changes in the ERa immunoreactive cells (ER-« IR) in the left and right side of

POA-AHA in D1 at 09:00 h, of treated female rats with atro»sine 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 2active cells (ER-a IR) in POA of cyclic female rats at 09:00 of diestrus-1 day.
Rep[_esentative photomicrographs of ER-a IR nuclei in POA. Slides of 30 um were
incubated with specific anti-ER-a antibody and processed for Immunohistochemistry
(see Materials and Methods). (A) microphotography of POA stained with crescile violet
at (4X) showing right and left sides of POA, (B) microphotography of POA ER-a IR of
intact rat showing right and left sides of POA (4X) (C) microphotography of POA ER-a
IR of rats treated with vehicle showing right and left sides of POA (4X), (D)
microphotography of POA ER-a IR of rats treated with atropine sulfate showing right

and left s des of POA (4X)
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Figure 12.- Effects of injection of sulfate atropine in E day at 17:00 h over ER-a
immunoreactive cells (ER-a IR) in AHA of cyclic female rats at 09:00 of diest us-1 day.
Representative photomicrographs of ER-a IR nuclei in AHA. Slides of 30 um were
incubated with specific anti-ER-a antibody and processed for Immunohistochemistry
(see Materials and Methods). (A) microphotography of AHA stained with crescile violet
at (4X) showing right and left sides of AHA, (B) microphotography of AHA ER-a IR of
intact rat showing right and left sides of AHA (4X) (C) microphotography of AHA ER-a
IR of rats treated with vehicle showing right and left sides of AHA (4X), (D)
microphotography of AHA ER-a IR of rats treated with atropine sulfate showing right

and left sides of AHA (4X)
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DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las expresiones
del ER-a, ER-B 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 muscarinicos regula de manera estimulante la expresion del ER-c.

Asimetrias en la expresion del ARNm de ER-a, ER-f y GnRH en POA-
AHA durante el ciclo estral.

El hecho de que la maxima expresion del ER-a ocurra en la porcion
derecha de POA-AHA, mientras que la del ER-B se presente en la porcion
izquierda, nos lleva a sugerir que cada porcion de POA-AHA regula de manera
asimétrica funciones repruductivas especificas, como se ha mostrado en
diferentes estudios *%°7°%%°, Ademas, nos lleva a plantear que cada receptor
regula diferentes funciones hipotalamicas. Esta idea estaria apoyada por el hecho
de que la hembra y el macho ERaKO son infértiles, mientras que el raton
hembra ERﬁKO 9,31,40,48,49,50,51,52,53,60,61,84,90,106,152,153,222,260,262,266,281 es subfertil
(capaz de ovular pero con un numero minimo de ovocitos).

Por otro lado, diferentes estudios de expresion de genes, ensayos
celulares y analisis con animales carentes de RE, demostraron que el RE-B
atenua la actividad del ER-a %37, |o cual explicaria por que los aumentos en la
expresion del ARNm de ER-a se dan durante los dias del ciclo estral cuando la
expresion del RE-B es baja.

Luego entonces, el ER-a podria regular la secrecion tonica de gonadotropinas
o mecanismos involucrados en la respuesta del foliculo ovarico a las
gonadotropinas; mientras que el ER-B regularia la secrecion fasica de dichas
gluco-proteinas.

Los resultados obtenidos en esta tesis nos llevan a sugerir que la
estimulacién de los ER-a podria estar asociada a mecanismos de regulacion de
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la sintesis de la GnRH, ya que en esa misma porcién hipotaldamica, la cantidad
del ARNm para la GnRH es maxima 44 horas después del “pico de ARNm del ER-
a. Es posible que la unidon del estradiol al ER-a ocurra a través de una
interneurona, dado que las neuronas GnRHeérgicas de la region hipotalamica no
presentan dicho receptor 173160161

Las altas cantidades del ARNm del ER-B en el lado izquierdo de POA-AHA en
el diestro-2, un dia antes de la liberacion preovulatoria de GnRH, podria estar
vinculada con la liberacion pre-ovulatoria de la GnRH. La liberacion fasica de la
hormona podria requerir de la participacion de ambos lados de POA-AHA y de
que la disponibilidad del ER-p ocurra desde la mafana del proestro. Esta idea
seria apoyada en parte, por el hecho de que la mayoria de las neuronas GnRH
157,158,159,160,161,173,265,267,276 presentan el ER'B

El Iz do derecho del hipotalamo “gobernaria” la secrecion de GnRH, ya que
tanto la sintesis del ARNm en POA-AHA como la cantidad de la proteina en
hipotadlamo medio basal '2%!?}'22 son mayores en el lado derecho que en el lado
izquierdo.

Participacion del sistema colinérgico en la regulacion de la expresion
asimétrica de ER-a, ER-B y GnRH en POA-AHA de la rata hembra.

Uno de los antecedentes fundamentales en los cuales nos apoyamos para
plantear la hipdtesis de que el sistema colinérgico regula la expresion asimétrica
del ER-a, ER-B y GnRH, son los resultados obtenidos por Cruz y col. *”**%° En
estos estudios se mostrd que los implantes de atropina en POA-AHA bloquea la
ovulacion de la rata, en funcion del lado en que se realiza el implante. Los
autores plantearon que el bloqueo de la ovulacion provocado por el implante
unilateral de atropina en los dias del estro (lado derecho de POA-AHA), diestro-1
(lado derecho o izquierdo de POA-AHA) o diestro-2 (lado izquierdo) era el
resultado de una alteracion en la secrecion fasica de GnRH y LH, ya que la
administracion de GnRH sintético o de hCG en la tarde del proestro esperado,

reestablecia la ovulacion de casi todos los animales implantados.
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Ahora bien, el hecho de que la administracién de benzoato de estradiol, en la
tarde del diestro-2 haya reestablecido la ovulacion solamente en aquellos
animales con implante de atropina del lado izquierdo, los llevo a sugerir que la
respuesta de cada lado de POA-AHA a la accion estimulante de los estrégenos es

asimétrica y que el sistema colinérgico regulaba al receptor a estrégenos®>**°,

Efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre la expresion del
ARNm de GnRH en POA-AHA.

La disminucién significativa del ARNm de GnRH en el lado derecho de
POA-AHA al medio dia del diestro-2, por la inyeccion subcutanea 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 sintesis del ARNm de la
GnRH del lado derecho de esta region; estos resultados evidencian el papel del
sistema colinérgico sobre la expresion 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
asimetria cambia durante el ciclo estral %*°. Lo mismo ocurre con la concentracién

de acetilcolina y el nimero de receptores muscarinicos *°

; los implantes
unilaterales de atropina en POA-AHA pueden o no bloquear la ovulacior de la
rata, dependiendo del dia del ciclo y del lado del hipotalamo en el que se
implante el farmaco *’.

Al momento desconocemos si la neurona GnRH presente conexiones
directas con fibras colinérgicas®’®, sin embargo se ha mostrado que el blogueo
de los receptores muscarinicos con atropina disminuye la secrecion de GnRH'®,

195 sugieren  que al estar ligados a segundos

a este hecho, Krishmanov y col
mensajeros, los receptores muscarinicos pueden estimular la expresion de
genes, en este caso de GnRH, por lo que la disminucién de la expresion del
ARNm de GnRH repercutiria en la disminucion de la concentracién de GnRH
que es liberada en el dia del proestro, y por lo tanto en la concentracion

plasmatica de LH. Esta idea es apoyada por el hecho de que las inyecciones de
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sulfato de atropina a las 13:00 horas del dia del estro o del diestro-1 bloquean la
secrecion preovulatoria de LH en la tarde del proestro " y los animales no
ovulan °. Otra posibilidad es que el sistema muscarinico no actie directamente

sobre la neurona GnRHérgica sino por medio de una interneurona.

La maxima expresion del ARNm de ER-a y GnRH sucede en el mismo lado
de POA-AHA, sin embargo esta no se observa en el mismo dia y hora del ciclo
estral. Por otro lado, la isoforma del ER-B, la que esta presente en la neurona
GnRHérgica 7> tiene su maxima expresion en el lado izquierdo de POA-AHA a
la misma hora y dia del ciclo estral que la expresion de GnRH, luego entonces,
el ER-o. participaria de manera indirecta en la sintesis de GnRH, posiblemente
por medio de interneuronas que contengan el ER-a y hagan sinapsis con GnRH,
por ejemplo neuronas GABAérgicas 2’°, NPYérgicas ¥’° , opidides *’*

Con base en los resultados obtenidos, sugerimos que el s.stema
colinérgico seria uno de los mecanismos que regulan la sintesis de GnRH, ya que
el bloqueo de los receptores muscarinicos no inhibe, sino que disminuye la
expresion del ARNm de GnRH.

Efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre la maxima expresion
del ARNm de ER-a y ER-8 POA-AHA.

En POA-AHA, el sistema colinérgico regula de manera estimulante la sintesis
del ARNm para el ER-a, ya que la inyeccion subcutanea de sulfato de atropina
en el dia del estro 6 del diestro-1, bloqueo por completo la expresion del ARNm
de dicho receptor en ambos lados de esta zona hipotalamica. Esta idea es
respaldada por los resultados de Leuber °*, quién mostré que la afinidad del ER
en el hipotalamo de la rata disminuye con la inyeccion de atropina.

Otro hecho que apoya esta hiptesis son los resultados de Cruz y col”’,
quienes observaron que ratas con implante de atropina del lado derecho de POA-

AHA (realizado en estro o diestro-1) no ovulan ain cuando se reemplace la senal
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ovarica con la inyeccion subcutanea de 10ug de benzoato de estradiol en la
tarde del diestro-2.

Ahora bien, en cuanto al mecanismo asimétrico de regulacién que ejerce el
sistema colinérgico sobre la funcion reproductora de POA-AHA, existe
correlacion entre el efecto bloqueador de la ovulacion de los implantes de
atropina en el lado derecho de POA-AHA®* y |a méaxima expresion 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
ovulacion coincide con lo observado en esta tesis doctoral, ya que también en el
dia del estro la expresion del ARNm de ER-a del lado izquierdo es minima.

Una inquietud que surge a partir de estos resultados es conocer en
donde se localizan estos receptores muscarinicos que regulan la sintesis del
ARNm del RE-a.Por medio de la técnica de iniwuno-histoquimica de doble

marcaje e hibridacion in situ, se ha observado un alto grado de co-localizacion

de los dos tipos de receptor a estrogenos en la zona posterior de la estria
terminal, el nicleo medial de la amigdala, el nucleo predptico peri-ventricular e
incluso el area predptica, aunque también se detectaron neuronas que sélo
expresan el RE-B y otras que solo expresan el ARNm del RE-a ', Otros
investigadores, mostraron que sélo el 17% + 1% de las neuronas GnRH del

73 Recientemente, mediante la

cerebro de la rata son positivas al RE-f
deteccion ARNm (por hibridizacion in situ) y la cuantificacion de los receptores
a estrogenos (por la técnica de union con estrogeno tritiado) en  neuronas
GnRHeérgicas (identificadas por inmunohistoquimica) se mostro que la mayoria
de las neuronas GnRHérgicas del area preoptica ccntienen el RE-g pero no el
ARNm para el RE-a "*%'  En direccién rostro-caudal del area predptica
medial, el nimero de células GnRHérgicas que resultan positivas al marcaje
con el RE-a van disminuyendo progresivamente '

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

el sistema colinérgico no estarian 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 inmunohistoquimica el nimero de ER-
a durante el ciclo estral, observamos que la expresion de éstos ocurrid casi 24
horas después de lo observado con el ARNm, esto es en la mafnana del diestro-1.
Nuestros resultados coinciden con otros previamente reportados®®, cuyos
autores muestran un maximo en la cantidad del receptor en el diestro-1.

Aunque existen otros investigadores que reportan un maximo en la
expresion en la mafana del proestro, en esos trabajos no toman en cuenta las
horas del dia del ciclo estral, lo cual podria estar enmascarando el maximo que
observamos en el dia del diestro-1.

Ahora bien, dado que la sintesis de ARNm del RE-a fue bloqueada, uno
esperaria no observar la proteina en las rebanadas de POA-AHA y no una
disminucion en ratas sacrificadas en la manana del diestro-1. Este hecho puede
ser explicado si consideramos que los receptores cuantificados hayan sido

sintetizados previo a la inyeccion con atropina.

Efectos del bloqueo del sistema colinérgico sobre la maxima expresion
del ARNm del ER-B en POA-AHA.

El sistema colinérgico regula también de manera estimulante la expresion del
ER-3 en POA-AHA, ya que la inyecciéon subcutanea de sulfato de atropina
disminuyd la cantidad de ARNm en ambos lados pero no dejo de expresarse. Sin
embargo, este mecanismo regulador no seria exclusivo del sistema colinérgico
como en el caso del RE-a.

El hecho que la mayor expresion del ER-B ocurra en el dia del diestro-2 y
en el lado izquierdo de POA-AHA, coincide con los efectos inhibitorios de la
ovulacion de los implantes de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA en el dia
del diestro-2°°2*, En ratas tratadas de esta forma, la inyeccién de benzoato de
estradiol, si indujo la ovulacién en los animales con implante de atropina en el
lado izquierdo de POA-AHA. Por otra parte, si recordamos que Ias ratas knockout
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para el ER-B ovulan pero el nimero de ovocitos es bajo, llevan a sugerir que la
participacion de este tipo de receptor en las funciones reproductoras no es tan

relevante como el ER-a y que quiza esté participando en la regulacion de otras
30,83,112,141,206,233

funciones distintas a la reproduccion
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MODELO GENERAL

Los resultados obtenidos en esta tesis de doctorado nos llevan a sugerir
que la regulacion asimétrica que ejerce la region de POA-AHA sobre la secrecion
de gonadotropinas y la ovulacion depende de disimilitudes bioquimicas entre las
porciones izquierda y derecha de esta region, que se originan en la expresion de
genes regulados en parte, por el sistema colinérgico.

Aln cuando no se ha mostrado en la rata hembra una disimilitud en la
cantidad de neuronas que sintetizan GnRH en el hipotalamo segun el lado de que
se trate, como es el caso del ratén macho'®, 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 sintesis del ARNm de la GnRH y de los RE-a y
RE-B ocurre en dias y horas especificas del ciclo estral de la rata. La mayor
cantidad de ARNm para GnRH y el RE-B ocurre aproximadamente 24 horas antes
de que la GnRH sea liberada en forma fasica (dia del proestro) y de que ocurra la
secrecion preovulatoria de 17p-estradiol. Estos hechos llevan a sugerir que el
RE-B regula la secrecion preovulatoria de la LH; el complejo estradiol=receptor
estimularia la liberacion de GnRH y ésta a su vez, la de LH.

El papel del RE-a aun no es clara, sin embargo, si consideramos las
observaciones llevadas a cabo en ratones ERaKO, podemos sugerir que este
receptor estaria involucrado en los mecanismos reguladores de la secrecion
tonica de las gonadotropinas o del efecto “feedback negativo” de los estrogenos
sobre la secrecion de estas hormonas.

La ACh, por medio de los receptores muscarinicos, regula de manera
diferente la sintesis del ARNm del RE-a y del RE-B. Este neurotransmisor
estimula la sintesis del RE-a en POA-AHA. En cambio, el papel de la ACh sobre el
RE-B depende del dia del ciclo estral, lo que indica que los mecanismos de

regulacién para este receptor involucra a otro tipo de sefial que se “enciende” o
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“apaga” dependiendo del dia del ciclo y que se vinculan o no con receptores
muscarinicos.

Existe una correlacion 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 %% y no ocurre la secrecién
preovulatoria de la LH a las 17:00 horas del proestro 5758°,

2. La actividad de la CAT es mayor en el lado derecho de POA-AHA a
las 13:00 horas del estro ***.

3. La sintesis maxima de ARNm para el RE-a ocurre en el lado
derecho de POA-AHA, a las 17:00 horas del estro®*®

4. La inyeccion sc de sulfato de atropina a las 13:00 horas del estro
inhibe la sintesis del ARNm del RE-a, no altera la de RE-B pero
disminuye la de GnRH.

Por tanto podemos sugerir que en el dia del estro, el receptor muscarinico
(mAChR) pone en “marcha” la cascada de eventcs neuroendocrinos que
culminan con la ovulacion, la que se establece en el lado derecho de POA-AHA.

En el dia del diestro-1, la inyeccion sc de sulfato de atropina a las 13:00
horas, bloquea la ovulacién” vy la secrecion preovulatoria de la LH. Ademas, a
esta hora y dia del ciclo, la cantidad de ACh en POA-AHA es mayor en la porcion
izquierda®. La inyeccidn sc de sulfato de atropina disminuye la expresién de
ARNm del REB en el lado izquierdo de POA-AHA; mientras que para la expresion
del GnRH disminuye en el lado derecho.

Por tanto, en diestro-1 el mAChR también regula la sintesis del RE-B, el
cual adquiere una funcionalidad mdas importante en la secrecion de
gonadotropinas y la ovulacion en el dia del diestro-2.

¢Por qué es mas importante? , si consideramos que:

1. En diestro-2, el implante de atropina del lado izquierdo de POA-
AHA bloguea la ovulacion 378
2. En los animales con inyeccion sc de sulfato de atropina disminuye

la secrecién preovulatoria de LH”
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3. La actividad de la CAT es mayor en el lado izquierdo de POA-AHA®®
4, La expresion del ARNm de RE-B es mayor en la porcion izquierda
de POA-AHA?*

Asi que, una explicacion al hecho de que en el diestro-2 el lado
determinante de la ovulacion ya no sea el derecho, sino el izquierdo radicaria en
la disponibilidad del REB que estaria regulado por el mAChR.

Con base en resultados obtenidos en esta tesis, o observado previamente
al inyectar sulfato de atropina por via subcutdnea o por implantar cristales de
atropina en POA-AHA, y los mostrados en la bibliografia relacionada con el tema,
podemos plantear el siguiente modelo fisioldgico sobre la participacion del
sistema colinérgico sobre la ovulacion:

1. El mAChR presente en una interneuroiia (GABA, opioide) regularia
la presencia del RE-«. La union del estradiol a este receptor en esa
inter-neurona tendria un efecto inhibitorio sobre su actividad.

2. La falta de esta sefial inhibitoria sobre la neurona GnRH facilitaria
su sintesis, la secrecion de gonadotropinas que regulan el
crecimiento folicular, la secrecion preovulatoria de estradiol y de
LH, lo que se refleja en la falta de ovulacion.

3. El mAChR (del tipo metabotrdpico) actuaria estimulando segundos
mensajeros que se traducen en inducir la expresion del gen que
codifica para el ER-a.la sintesis del ARNm se traduce 24 horas

después en la presencia del receptor er las neuronas de POA-AHA.
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MODELO GENERAL ] . )
a MODELO DE REGULACION DEL SISTEMA COLINERGICO
SOBRE LA EXPRESION DEL RECEPTOR A ESTROGENOS Y
GnRH.

Inyeccion subcutanea de
sulfato de atropina (ATR)

Segundos

/ . mensajeros

ARNm ER-« X ——» Proteina ER-a a —» Bloqueo de la secrecion

Preovulatoria de
LH Wy E;
ARNm ER-B
ARNm GnRH
—— l
ik BLOQUEO DE LA

Por otros sistemas de

neurotransmision OVULACION
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CONCLUSIONES GENERALES

* La expresion del ARNm de ER-a en POA-AHA es asimétrica y
presenta su maxima expresion en el lado derecho en el dia del
estro a las 17:00 hs.

* El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis minima
en el dia del diestro-1 inhibidé la maxima expresién del ARNm de
ER-a en POA-AHA.

e El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis maxima en
el dia del estro inhibié la maxima expresion del ARNm de ER-a
en POA-AHA.

o La expresion de la proteina de ER-a-en POA-AHA es asimétrica y
presenta su maxima expresion en el lado derecho en el dia del
diestro-1 a las 09:00 hs., casi 24 horas después que la maxima
expresion del ARNm.

» El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis maxima o
minima de antagonista disminuyo significativamente la maxima
expresion de la proteina de ER-a en POA-AHA.

e El sistema colinérgico participa de manera estimulante en la
expresion del ER-a, sin importar |a dosis empleada.

e La expresion del ARNm de ER-B en POA-AHA es asimétrica vy
presenta su maxima expresion en el lado izquierdo en el dia del
diestro-2 a las 13:00 hs

e El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis maxima o
minima de antagonista disminuyo significativamente la maxima
expresion del ARNm de ER-B en ambos lados de POA-AHA.

e La expresion del ARNm de GnRH en POA-AHA es asimétrica vy
presenta su maxima expresion en el lado derecho en el dia del
diestro-2 a las 13:00 hs

o El bloqueo del sistema colinérgico empleando la dosis maxima o

minima de antagonista disminuyo significativamente la maxima
expresion del ARNm de GnRH en ambos lados de POA-AHA.

88



El sistema colinérgico participa de manera estimulante en la
expresion del ARNm de ER-B y GnRH o bien al inhibir la
expresion de ER-a la expresion de las dos anteriores se ve
afectada.

El sistema colinérgico representa una nueva via de regulacién de
la expresion del ER-a.
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PERSPECTIVAS

Estudiar la expresion de la proteina del ER-B 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 expresion de ER-a, ER-B y GnRH.

Caracterizar que via colinérgica pudiera estar participando.

Estudiar la expresion del ARNm y de la proteina de los
receptores muscarinicos en ambos lados de POA-AHA durante el
ciclo estral.

Estudiar que tipo de receptor muscarinico es el que esta
participando en la regulacion del ER-a.

Caracterizar que segundos mensajeros pudieran ser afectados
por el bloqueo de los receptores muscarinicos.

Estudiar los efectos del bloqueo del ER-a sobre la expresion del
ER-B y GnRH.
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APENDICE 1

FROTIS VAGINALES DE RATA." HEMBRAS ADULTAS

Se emplearon ratas hembras adultas de la cepa CII-ZV, las cuales se agruparon en
seis animales por caja y se les mantuvo en condiciones controladas de iluminacién con

libre acceso al alimento y agua.

Cada rata fue marcada en la oreja ddndole un numero consecutivo, por lo general
se ciclaban grupos de 100 ratas por mes de experimentacién. A cada rata se le tomo el
frotis vaginal utilizando un asa de cultivo modificada, de manera que la introduccion del
asa no lastimara la vagina del animal. Una vez tomado el frotis, el material se depositaba
sobre un portaobjetos limpio que previamente habia sido fechado para tener un mejor
control del periodo en que se torn aron los frotis. Los frotis se tomaron diariamente

durante dos semanas a la misma hora del dia

Diariamente, al portaobjetos con los frotis se le realizaba un proceso de tincion
con hematoxilina-eosina, el cual consistia en sumergir los frotis primero en hematoxilina
durante cinco minutos, después se enjuagaban en agua otros cinco minutos,
posteriormente se sumergian en eosina durante tres minutos y por ultimo se enjuagaban
con alcohol. Una vez tefiidos se dejaban secar al aire libre y después se observaban al
microscopio las caracteristicas celulares que presentaba el frotis de cada rata, una vez
clasificado el dia del ciclo estral en que se encontraba la rata, este se registraba en una

lista que contenia los nimeros de cada una de ellas.

Cuando se terminaban las dus semanas que se empleaban para tomar los frotis,
solamente eran utilizadas aquellas ratas que presentaban tres ciclos estrales consecutivos

de cuatro dias de duracion cada uno.

A continuacion se muestran esquemas que representan la morfologia celular de

los frotis vaginales en cada uno de los dias del ciclo estral.
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CICLO ESTRAL DE
LA RATA

DIESTRO-1 DIESTRO-2
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APENDICE 2

EXTRACCION DE MUESTRAS CEREBRALES Y SUERO SANGUINEO

Para la obtencién de muestras de tejido cerebral asi como de sangre, se emplearon
ratas ciclicas las cuales fueron sacrificadas por decapitacion. Primero se agruparon segin
el dia del ciclo en que estaban, después se seleccionaron grupos de seis ratas que estaban

en el mismo dia del ciclo para ser sacrificadas a las 09:00, 13:00 6 17:00 horas.

Una vez que la rata se decapitaba, la sangre del tronco se recolectaba en tubos de
ensayo empleando embudos de plastico. La sangre en los tubos de ensayo se dejo a
temperatura ambiente durante 15 o 20 minutos, posteriormente se centrifugo a 3000 rpm
durante 15 min., después el sobrenadante (suero) se recolecto y se distribuyo en alicuotas
de 300 ul las cuales se depositaron en tubos eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente estos
tubos se almacenaron en congelacion hasta su posterior procesamiento por
radioinmunoanalisis para cuantificar las concentraciones hormonales de estrégenos y

progesterona.

Con lo que respecta a la extraccion del tejido cerebral, primero se extrajo el
cerebro entero y se enjuago con solucion salina estéril fria, después se diseco POA-AHA
por la técnica de Palkovits () para lo cual se utilizo material de diseccion limpio y estéril.
Una vez que se diseco POA-AHA se procedi6 a dividirla en la parte izquierda y derecha.
Cada fragmento de tejido se deposito en tubos de ensayo nuevos y estériles que contenian

solucion de TRIzol para la extraccion inmediata de RNA total.
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APENDICE 3

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 4°C. Para esta fase experimental se empleo un politrén con cuchillas
especiales para tejido cerebral.

Una vez homogeneizado, el tejido se transfirio a tubos eppendorf de 1.5 ml
nuevos y estériles.

Después se agrego cloroformo grado biologia molecular, en una proporcion de
1:5. Se taparon los tubos eppendorf que contenian 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 4°C durante 15 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior
compuesta por fenol:cloroformo y la porcion superior acuosa incolora. EIl ARN
quedo en la fraccion acuosa, mientras que el ADN y las proteinas quedaron en a
interfase y en la fase orgénica.

La fase acuosa que contenia al ARN se transfirié 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 refrigeracion a 4°C durante toda la
noche.

Posteriormente se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 12000 rpm a 4°C.
El ARN se precipito formando una pastilla blanca amarillenta.

Después se removié el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 80%,
posteriormente se centrifugo a 7500 rpm durante 8 min. a 4 °C.

Una vez centrifugada y enjuagada, se removié el sobrenandante de la pastilla de
ARN. Los tubos con la pastilla se colocaron en sentido inverso sobre una gasa
estéril y, dejandose asi a temperatura ambiente hasta que el alcohol con el que e
enjuago la pastilla se evaporara.

Por ultimo se disolvié la pastilla d¢ ARN en 50 ul de H,0-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 absorbencias 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 formula:
1 unidad de absorbancia a 260 nm= 40ug de RNA por ml. También se determind
la pureza del ARN por medio de la relacion de absorbencias obtenida a 260 y 280
nm (260\ 280 nm).
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APENDICE 4

PROCESO DE RETROTRANSCRIPCION DE ARN / COPLADO A LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR)

RETROTRANSCRIPCION DEL ARN (RT)

Se realizo la retrotranscripcion (RT) del ARN total para obtener el ADN
complementario (ADNc). Se utilizaron los siguientes reactivos:

RNA total 2ug

Buffer RT 50 mM

Tris-HClI pH 8.3
DTT 10mM
dNTPs 0.5 mM de cada dNTP

RT M-MLV (400 unidades

Oligo dT 0.051g

H,O c.b.p. 10 pl

Se mezclaron todos los reactivos en un tubo eppendorf'y se incubaron a 37°C por

una hora. El control negativo consistié en una muestra de agua en sustitucion de ARN.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Por medio de la técnica de PCR, se amplific6 un fragmento de los genes para el
ER-a y ER-B, asi como para la GnRH. Se utilizo6 GAPDH como gen de control interno.
Se utilizaron los siguientes reactivos:

Producto de RT 2ug

Buffer PCR

(Mg 15Mm

dNTPs 1.0 mM de cada dNTP
Tagqg polimerasa 1000 unidades

| Oligo sense y antisense | 0.05 ug c/u

H,O c.b.p.10 ul
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Cabe sefialar que antes de iniciar los experimentos con las ratas control y tratadas
con atropina, primero se estandarizaron las temperaturas de anealing asi como el nimero
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-B 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 imagenes de los geles de agarosa utilizando el sistema
EDAS-Kodak 256.

Los resultados densitométricos se obtuvieron al analizar las imagenes obtenidas
con el programa SCION Image 2002.

118



APENDICE 5

PROCESO E INMUNOHISTOQUIMICA PARA “FREE FLOATING SECTIONS”, DE
RECEPTOR A ESTROGENOS ALFA.

I. Se extrajo el cerebro de las ratas, los cuales fueron fijados en paraformaldehido
durante 24 hs.

2. Se colocaron en solucion de KPBS-sacarosa al 10% durante 24 hs.

3. Se corto el cerebro en un criostato a —21°C obteniendo cortes coronales de 30 pm
de grosor.

4. Los cortes fueron depositados en celdas de cultivo de 6x4 que contenian solucién
anticongelante. Se almacenaron a —20°C hasta su uso.

5. Los cortes cerebrales se procesaron por medio de la técnica de
inmunohistoquimica por flotacion (free floating sections) para lo cual se utilizo el
siguiente protocolo:

e Lavar con KPBS dos veces diez minutos

Lavar con solucion de peroxido de hidrogeno al 1% por 10 min.

Lavar con KPBS dos veces diez minutos.

Lavar con solucion de borohidruro de sodio al 1% por 8 min.

Lavar con KPBS hasta que el borohidruro de sodio sea enjuagado

(ausencia de burbujas)

e Incubar el tejido con el anticuerpo primario a una diluciéon de 1:50 por
48H hs. a 4°C

e Lavar con KPBS 10 min. 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 solucion de DAB a temp. Ambiente de 2 a 5 min.

Inactivar la reaccion con agua destilada.

Posteriormente los cortes fueron colocados en portanbjetos tratados con

poli-L-lisina, se secaron a 37°C por 2 hs.

¢ Una vez montados, los cortes fueron deshidratados con lavados de 15 seg.
Cada uno en agua destilada, etanol al 50, 70,90,96 y 100%. Solucién de
etanol-xilol 1:1, y xilol 100%.

e Una vez deshidratados y secos se cubrieron con resina de Canada y se
protegieron con un cubreobjetos bien limpio.

e Por ultimo se observaron al microscopio optico y se cuantifico el numero
de receptores en el area de interés utilizando el analizador de imagenes
modelo KS300 (Karl Zseiss).
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