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Los hombres deberian saber que de ningin lado
mas que del cerebro provienen las alegrias,
deleites, risas, bromas y pesares,
tristezas, depresiones y lamentaciones.

Y mediante esto, en un modo especial
adquirimos la sabiduria y el conocimiento,

y vemos y oimos y sabemos qué es lo malo
v qué¢ es lo bueno, qué es lo dulee v qué lo desagradable.
Por el mismo érgano nos volvemos locos y
delirantes, y nos asaltan miedos y terrores
algunos por la noche y otros durante el dia,
vy los suenos y los vagabundeos sin fin,

v las preocupaciones que son nada adecuadas,

v la ignorancia de las circunstancias del momento,
la groseria y la falta de habilidades.

Todas estas cosas le debemos al cerebro
cuando no esti sano...o cuando sufre
cualquiera otra afliccion inusual o preternatural.

Hipocrates
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Resumen

Resumen

I n la rata.  alteraciones en la integridad funcional del lado derecho del hipotalamo

anterior inhiben la secrecion de gonadotropinas. la ovulacion v la hipertrofia compensadora
del ovario in sit: mientras que la lesion del lado izquierdo no las modifica. Estas
diferencias funcionales entre uno y otro lado del hipotalamo parecen estar relacionadas con
¢l hecho de que la concentracion de la GnRH en el hipotalamo medio basal del lado
derecho es el doble que la del izquierdo. Pero esta asimetria no parcce ser constante. sino
que podria variar o presentarse en horas especiticas del dia. Por otra parte. si consideramos
que los procesos neuroendocrinos que culminan con la ovulacion son diferentes
especificos a lo largo del ciclo estral. es de suponerse que las asimetrias funcionales del
hipotalamo varien también durante el ciclo.

Con la finalidad de conocer si esta asimetria funcional del hipotalamo esta
relacionada con la cantidad de GnRH en uno v otro lado del hipotalamo. v de si esta varia a
lo largo del dia v en las diferentes fases del ciclo estral. en este trabajo se cuantifico la
expresion del gen para la GnRH en los lados derecho e izquierdo de POA-AHA durante ¢l
ciclo estral de la rata. Para lo cual se utilizo la téenica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

La maxima expresion del gen para la GnRH ocurre en la manana (09:00 horas) v
posterior al medio dia del dia (13:00 horas) del diestro-2:  esta expresion es mavor en ¢l
lado derecho de POA-AHA. En los otros dias del ciclo estral. la expresion del gen para la
GnRH permanece baja v sin diferencias entre los lados.

Estos resultados apovan las observaciones previas que indican que el hipotalamo
funciona en forma asimétrica. como resultado en parte. de diferencias en la expresion del
gen que codifica la sintesis de la GnRH entre los lados izquierdo v derecho de POA-AHA.
Dicha asimetria varia a lo largo del dia v en las diferentes fases del ciclo estral de la rata.
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Introduccion

Ll hipotalamo es considerado ¢l centro integrador que modula la seerecion de hormonas y
la ovulacion. por medio de la scerecion de la Hormona Liberadora de las Gonadotropinas
(GnRH; por sus siglas en inglés). misma que es sintetizada en los somas de neuronas
GnRHérgicas localizadas en el hipotalamo anterior y medio. v llevada por transporte
axonico hacia la eminencia media. donde es liberada hacia los gonadotropos de la hipolisis
por medio del sistema porta-hipotalamico-hipofisario. Este evento desencadena una serie de
fenomenos o mecanismos neuroendocrinos que involucran a los ovarios v que culminan ¢n
la secrecion de hormonas esteroides v la ovulacion.

Gerendai v col.. en 1978, mostraron que en ratas hembras tomadas al azar. la
cantidad de GnRH que hay en el lado derecho del Hipotalamo Medio Basal (HMB) es ¢l
doble con respecto al lado izquierdo. Estos resultados acerca de la asimetria en la cantidad
del péptido ha sido corroborado indirectamente. por medio de diferentes resultados que
muestran que la lesion. la deaferentacion o la implantacion de farmacos en ¢l hipotalamo.
provocan efectos asimétricos sobre la secrecion de gonadotropinas. la ovulacion y el grado
de hipertrofia compensadora del ovario (Fukuda v col.. 1982: Nance v Moger. 1982:
Nance v col.. 1983: Cruz v col.. 1989 v Moran v col.. 1994),

Los resultados experimentales de Gerendai. llevan a pensar que la funcion
asimétrica del hipotalamo no es un fenomeno estatico. sino que varia durante el ciclo estral.
posiblemente como resultado de la diferente cantidad de neuronas que sintetizan la GnRH.
de diferente tipo o cantidad de senales nerviosas entre las neuronas GnRHérgicas de uno
otro lado del hipotdlamo. o ambas posibilidades. de disimilitudes en la actividad neural
(que se traduce en variaciones en la sintesis de diferentes neuromoduladores). en la
cantidad v la sensibilidad de ciertos receptores. en las vias nerviosas procedentes de otras
zonas del sistema nervioso central que regulan la actividad de las neuronas hipotalamicas.
entre otros.

Para analizar si la diferencia en la cantidad de GnRH entre los lados izquierdo
derecho del hipotalamo medio basal (Gerendai v col. 1978) es un fenomeno resultado de la
sintesis de la proteina. v si esta asimetria cambia durante el ciclo estral. en este trabajo se
decidio cuantificar la cantidad del RNAm que codifica para la GnRII en los lados
izquierdo v derecho de POA-AHA. durante el ciclo estral de la rata adulta. Estos resultados
fueron correlacionados con las variaciones en las concentraciones plasmaticas de estradiol.
testosterona. LH v FSH durante ¢l ciclo estral.
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Ciclo Reproductivo

Il ciclo reproductivo. es el resultado de diversos eventos neuroendoerinos que se
llevan a cabo en ¢l cerebro, la hipofisis. los ovarios y el Gtero. La duracion del ciclo
reproductivo es especifico en cada especie: en la rata varia de 4 a 5 dias. en la vaca ¢s de 21
dias. en la oveja varia de 16 al 7 dias. en la cerda es de 21 dias v en ¢l primate es de 28 dias
(Kalra v Kalra. 1983).

La rata (modelo biologico utilizado para el presente estudio) ovula durante todo ¢l
ano v para su estudio. su ciclo estral se ha dividido en cuatro etapas: diestro 1. diestro 2.
proestro v estro. En aquellas ratas que presentan  ciclos de cuatro dias de duracion. la
concentracion de estradiol en plasma durante el estro es baja (82 pg/ml) (Butcher v col..
1974: v Freeman. 1994). empieza a aumentar en la tarde del diestro 2 hasta llegar a su
maximo valor (45 + 2 pg/ml) a las 9:00 a.m. del proestro (Butcher y col.. 1974). Durante la
tarde del proestro la concentracion de estradiol cae rapidamente v alcanza valores basales o
bajos en las primeras horas de la mafana del estro.

Ll aumento maximo en la concentracion de estrogenos en plasma desencadena un
estimulo neural ¢iclico que activa la liberacion de la GnRH desde el hipotalamo. La GnRI1
a su vez. estimula la secrecion de dos gonadotropinas  que son secretadas por la hipofisis
anterior v s¢ denominan  hormona luteinizante (LH) v hormona estimulante del foliculo
(FSH). La concentracion circulante de LH empieza a aumentar alrededor de las 14:00 o
15:00 horas del dia del proestro. y alcanza su concentracion maxima entre las 13:00 v 17:00
horas de ese dia (Butcher y col.. 1974: Freeman, 1994). A este momento ¢n el que aumenta
al maximo la concentracion de gonadotropinas en la sangre se le ha denominado ~pico™ u
olcada preovulatoria. Segun la especie. después del “pico™ de gonadotropinas (11 horas en
el caso de la rata v 36 horas en los primates). la ovulacion ocurre en las primeras horas del
dia del estro. En el dia del estro. ocurre un segundo aumento ¢n la concentracion plasmatica
de FSH. ¢l cual marca el inicio del siguiente ciclo (Leo. 1999).

Este rapido incremento de LH en combinacion con la FSH induce la ruptura del
foliculo v la ovulacion en las primeras horas del estro. La concentracion en plasma de LH
empieza a disminuir en la noche del proestro. alcanzando una concentracion basal e¢n las
primeras horas de la manana del estro y permanece asi durante el diestro 1 y diestro 2. El
patron de secrecion de la FSH y prolactina durante el ciclo estral es similar al de la LH.
excepto que la concentracion de FSH alcanza un segundo “pico™ en la manana del estro
cuva funcion esta relacionada con el reclutamiento de foliculos (Butcher v col.. 1974:
Freeman. 1994) (Fig. 1).

Otra hormona que participa en la regulacion del ciclo reproductivo es la progesterona
secretada  principalmente por el cuerpo luteo del ovario (Greenspan v Forsham. 1988).
Durante ¢l ciclo estral de la rata se presentan dos incrementos en la concentracion de
progesterona en plasma. El primer de ellos se presenta en la tarde del diestro 1y se

rolonga hasta las fit'l'lt.’l'&_l‘."» woras de la manan 1estro 2. omento en ¢ e aicansa
prolonga hasta las p | de | a del diestro 2. momento en ¢l que alcanz
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una concentracion basal. El segundo ocurre en la tarde del proestro y desciende a
concentraciones basales en el dia del estro (Janne, 1981) (Fig. 1)

El efecto de los estrogenos sobre la secrecion de las gonadotropinas varia durante el
ciclo estral (Fig. 1). Durante la mayor parte del ciclo, la concentracion plasmatica de
estradiol es baja regulando de manera inhibitoria la secrecion de gonadotropinas. Cuando
las concentracion plasmatica alcanza valores maximos en la maifiana del proestro,
estimulan la secrecion de FSH y LH. El aumento en la concentracion plasmatica de
estrogenos y su brusca disminucion a valores minimos o basales. se conoce como secrecion
preovulatoria de estrogenos. Esta secrecion preovulatoria es esencial para iniciar, mantener
e incrementar la respuesta de la hipofisis a la GnRH (Gallo, 1981).

Estrogencs Progesterona
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Fig. 1: Variaciones en la concentracion plasmatica de estradiol. progesterona. FSH
y LH durante el ciclo estral de la rata (Freeman, 1994).
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Anteriormente se pensaba que los estrogenos regulaban de mancra indirecta la
sintesis de GnRH. va que no se habia mostrado la existencia de receptores a estrogenos en
la neurona que sintetiza el decapéptido. aunque si se sabia que ¢l ARN mensajero del
receptor a estrogenos estaba presente.  Actualmente hay evidencias que indican que los
esteroides actdan directamente sobre la neurona que sintetiza a la GnRH y que son
mediados por receptores nucleares de tipo o v 3, los cuales funcionan como factores de
transcripeion (Kallo v col.. 2001).

La secrecion de las hormonas esteroides de origen ovarico se lleva a cabo mediante
la participacion de dos tipos de células del foliculo: las tecales v las de la granulosa.

La esteroidogenesis de foliculos astrales esta regulado por las gonadotropinas, De
acuerdo a la teoria de las dos células, la FSH secretada por la hipofisis actaa en las células
de la granulosa del ovario. por medio de su receptor de membrana. La union de la hormona
al receptor activa el sistema adenil-ciclasa (la cual incrementa los niveles de AMPc
{Adenosin monofostato ciclico) a partir del ATP (Adenosin trifofato)). la que a su ver
acliva la enzima aromatasa. la cual transforma los androgenos que provienen de la teca. en
estrogenos. principalmente en estradiol. Al mismo tiempo. la FSH induce una mayor
produccion de sus propios receptores. la sintesis de receptores a LH v estimula la mitosis de
c¢lulas de granulosa. Ademas. la FSH estimula la produccion de inhibina. activina e 1GF 1.
A medida que va aumentando la FSH en la fase folicular del ciclo. se van produciendo
cantidades cada vez mayores de estradiol. incrementando sustancialmente su efecto
paracrino y endocrino. El objetivo principal de este evento es la dominancia de los foliculos
que han alcanzado cierto nivel de crecimiento (Gore Ly Armstrong T.. 1994) (Fig. 2).
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Fig. 2: Rutas biosintéticas de las hormonas esteroides. en la regulacion de los
electos de las gonadotropinas en las células del foliculo ovarico ( Tomado v modilicado de
Gore-Langton v Armstrong. 1994).
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Ademas de los esteroides. el ovario sintetiza y secreta péptidos como la inhibina. la
activina. la folistatina. la relaxina v diversos factores de crecimiento como el factor de
crecimiento tipo insulina Ly [L(IGF Ly 1) v el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGE). entre otros. Los anteriores factores reguladores del erecimiento folicular. actiian
por via autocrina. pardcrina y endocrina. La accion endocerina se ejerce por medio del eje
Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario. En este sistema el hipotalamo envia la sefal GnRHérgica en
forma de pulsos. la que es recibida en la hipofisis. produciendo la liberacion de LH. la FSH
o ambas. las que actiian sobre el ovario (Shupnik. 1996).

HIPOTALAMO

-1 hipotalamo se localiza en la base del diencétalo. por debajo del talamo v a ambos lados
del tercer ventriculo. Esta delimitado en la parte anterior por el quiasma optico v en la parte
posterior por los cuerpo mamilares (McGeer v col. 1987). El hipotalamo se puede
subdividir para su estudio. en tres regiones de acuerdo a criterios anatomicos v funcionales,

Al referirse a la topografia del hipotalamo se emplea la denominacion de nicleo
cuando ¢s posible reconocer agrupaciones celulares bien caracterizadas. v se reserva la
denominacion de drea para referirse a sectores en los que se reconoce una clara
delimitacion citoarquitectonica (Fig. 3).

[}
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[[H]H]] HIPOTALAMO MEDIO
HIPOTALAMO POSTERIOR

Fig. 3: Corte sagital del cerebro de la rata, que muestra la distribucion topogréfica de los

nucleos y areas del hipotalamo. A: hipofisis anterior, AC: comisura anterior. AH: nucleo
hipotalamico anterior, AR: ntcleo arcuato, BN: base del nicleo de de la estria terminalis,
DL: darea hipotalamica dorsolateral, DM: nucleo dorsomedial, DP: nucleo dorsal
premamilar, I: lobulo de la hipofisis intermedia, LT: nucleo lateral tuberal, MB: cuerpo
mamilar, ME: eminencia media, MP: nicleo preoptico medial, N: hipofisi posterior, O:
organo vasculoso de la lamina terminalis, OC: quiama optico, PE: nicleo hipotalamico
periventricular, PF: nucelo perifornical, PH: nticleo hipotalamico posterior. PP: nicelo
predptico periventricular (medio). PS: hipofisis stalk, PV: nicelo paraventricular, RC: area
retroquiasmatica, SC: nucleo supraquiasmatico, SM: nucleo supramamilar. SO: nicleo
supradptico, TH: talamo. VM: nicleo ventromedial, VP: nticleo premamilar ventral (Conn.
1999).
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En cortes coronales rostro-caudales, los nucleos y areas hipotalamicas son divididas en
hipotalamo anterior, medio y posterior (Fig. 4. 5y 6)
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Fig. 4: Hipotalamo Anterior: AHA: nlcleo hipotalamico anterior parte central. Fx:
columna del fornix, LHA: area hipotalamica lateral. Ne: nicleo circularis, OPT: tracto
optico. PVHpv: niicleo paraventricular hipotalamico parte parvicelular anterior, RCH: area
retroquiasmatica, SCH: nlcleo supraquiamatico. SUP: comisura supraoptica v V3:

tercerventriculo (Koning y Klieppel | 1963).
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Fig. 5: Hipotilamo Medio: ARH: nicleo arcuato del hipotdlamo, DMHa: nucleo
dorsomadial hipotalamico parte anterior, Fx: columna del fornix, LHA: area hipotalamica
lateral. ME: eminencia media. V3: tercer ventriculo y VMHdm: nucleo ventromedial del
hipotdlamo parte dorsomadial (Koning  y Klieppel . 1963).
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Fig. 6: Hipotdlamo Posterior: MM: nicleo mamilar medial, PH: nucleo hipotalamico
posterior y SUMI: nucleo supramamilar parte lateral (Koning y Klieppel . 1963).
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LLAS NEURONAS GnRHERGICAS

LLas neuronas GnRHérgicas tienen su nucleo en el centro del soma v esta rodeado
por un borde delgado de citoplasma. que se alarga vy extiende dando origen a los conos de
las dendritas principales. El nicleo contiene uno o dos nucléolos. ¢l citoplasma tiene varios
sacos de reticulo endoplasmico rugoso v uno o dos sacos de Golei v granulos
neurosecretores. En las terminales sindpticas. la GnRH se encuentra contenida en granulos
de 40 a 120 nm de diametro. unidos a la membrana plasmatica (Silverman . 1994) ( Fig. 7)

Fig. 7: Fotografia de una neurona GnRHérgica. tomada del area preoptica ventral del mono
rhesus. con sus dendritas extendidas en cada polo. Esta célula esta proxima a muchas fibras
de células GnRHérgicas (Silverman y col. 1994)

Las neuronas que sintetizan GnRH (neuronas GnRHérgicas). se originan de la
placoda olfatoria medial durante el desarrollo embrionario (Swanzel-Fukuda v Pfaff. 1989)
v migran predominantemente hacia la banda diagonal de Broca (DBB). ¢l drgano vasculoso
de la lamina terminalis (OVLT) y el area preoptica (POA) (Barry v col. 1983).

Mediante técnicas inmuno-histoquimicas se han identificado las zonas del sistema
nervioso central donde se concentran las neuronas GnRHérgicas: estas son: ¢l area
preoptica medial. el drea anterior del hipotilamo y el ntcleo arcuato. asi como el septo v la
estria terminal.
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L:ste tipo de neuronas no forman agregados, sino redes laxas y difusas. La red mas
importante  por su participacion directa en el control de la secrecion de las gonadotropinas
se extiende desde la banda Diagonal de Broca hasta el drea septal, atravesando ¢l nicleo de
la estria terminal v las darcas predptico medial y lateral, hipotalamica anterior. ¢l nucleo
periventricular v la zona retroquiasmatica del diencéfalo. También forman parte de este
continuo las neuronas seeretoras de GnRH ubicadas en el hipotdlamo lateral v ¢l nucleo
supraoptico. Las neuronas GnRHérgicas de esta red principal proyectan sus axones hacia la
eminencia media por medio de las vias septo-preoptica infundibular v septo preoptica. Las
neuronas ubicadas en el drea septo-preoptica proyectan sus axones por medio del fasciculo
retroflexo hacia las dreas extrahipotalamicas como la amigdala. el complejo mamilar. el
area tegmental ventral. el cerebro medio. el rafé y la region periacueductual. Al parecer. en
los roedores estas proyecciones participarian en la regulacion del comportamiento sexual.
va que la administracion de GnRH directamente al area preoptica potencia el reflejo de
lordosis (Silverman . 1994).

En los roedores., el numero de neuronas GnRHérgicas es variable. vendo desde un
promedio de 356 neuronas en el hamster (Djungarian pospuberal) hasta 560 o 1300
células en la rata (Yellon y col.. 1990).

LA GnRH

Estructura del decapéptido GnR 1

Desde el punto de vista filogenético. la molécula de GnRH es muy semejante  desde los
peces hasta el hombre. Sin embargo. entre los  vertebrados existen al menos cinco
variantes: la primera de ellas. se aislo y se identifico a partir de 300.000 cerebros de pollo.
La existencia de estas variantes. dio la pauta para conocer la relacion estructura-funcion »
permitio que hasta la fecha se havan sintetizado mas de 3.500 analogos de GnRH (Russell
White. 1999).

La GnRH es un péptido pequenio constituido por 10 aminoacidos La secuencia
lineal de la GnRH en mamiferos es la siguiente (Susuki y col.. 1995) (Fig. 8).

pyroGlu 1-His2- Trp3-Ser4- Tyr5-Gly6-Leu7 -Arg8-Pr09-Glyl o-NH2

En diversas especies. se han identificado dos o mas formas de GnRH. Una forma de
origen hipotalamico (GnRH-I). la cual varia en estructura entre las diferentes especies v
una forma extra-hipotalamica altamente conservada que actua como un neuro-modulador
(Flanagan y col.. 1997). v que actualmente se le conoce como GnRH 11
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Estructura del gene de la GnRH

k1 gen que codifica la sintesis de la GnRH ha sido aislado de la rata. del raton y del
hombre. La informacion obtenida de las cadenas complementarias del acido desoxi-
ribonucleico (¢cDNAs) clonadas del hipotalamo y de la placenta. indica la presencia de
cuatro exones. La secuencia de codificacion transcribe una proteina precursora de 92
aminodcidos que origina la GnRH y un péptido de 56 aminodacidos llamado GAP (péptido
asociado con la GnRH). EI primer exén consiste de una region 3° no transerita. El segundo
exon codifica para el péptido sefial. GnRH (10aa) y los primeros 11 residuos de
aminoacidos de GAP. El tercer exon codifica para los residuos 12-43 de GAP. El cuarto
exon codifica para los 13 residuos terminales de GAP y el restante ARNm no se traduce.

Sintesis de la GnRH

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

La sintesis de la GnRH se inicia con la transcripcion del RNAm en los ribosomas
adosados al reticulo endopldsmico rugoso, dicha transcripcion forma un péptido precursor
(pre-pro-GnRH) de aproximadamente 10,000 daltones. El precursor de la GnRH se corta
por accion enzimatica en ¢l reticulo endopldsmico y da origen a la pro-GnRH. que sc
transfiere al aparato de Golgi. donde se produce la ruptura proteolitica de la cadena v la
eliminacion del par de aminoacidos basicos. En esta estructura se realiza ¢l proceso de
activacion. que consiste en la ciclizacion enzimatica de la glutamina N-terminal. la ruptura
del enlace gl‘\'rI - gI_\'m v la amidacion de la glicina en el carbono terminal ( Busby v col..
1987: Charli v col.. 1991). Posteriormente, la GnRH y su péptido asociado (GAP) son
almacenados en las vesiculas de secrecion (Fig. 8).

Es prudente senalar que algunos de los péptidos derivados del precursor de la
GnRH son biolégicamente activos y también estimulan la secrecion de  gonadotropinas e
inhiben la de prolactina. en este caso GAP. (Yen y col, 2001).
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Glu His Trp Ser Trp Gly Leu Arg Pro Gly

( GAP (56aa)
A ‘32

Gen de la pro GnRH

Citoplasma ‘ Transcripcion

Transcripto primario

Procesamiento

'

mANA

Transporte hasta
el ciloplasma

Vaso portal

Fig. 8 Gen de la GnRH y procesamiento de pre-pro-GnRH. Aj; Representacion
esquematica de la estructura y la secuencia de 92 aminodcidos de pre-pro-GnRH. El
decapéptido (aminodcidos 1 a 10) ocupa el lugar intermedio entre el péptido senal v la
secuencia Gly-Lys-Arg. La flecha indica el sitio de procesamiento proteolitico y la
amidacion C-terminal de la molécula de GnRH. B; Procesamiento molecular del
decapéptido de GnRH. En el nucleo el gen de pro-GnRH es procesado a ARNm después de
la transcripeion, el ARNm es transportado hasta el citoplasma del cuerpo celular (soma).
donde se genera el péptido pro-GnRH después de la traduccion. Un mayor procesamiento
conduce a la generacion del decapéptido GnRH vy del péptido asociado con GnRH (GAP).
Luego la GnRH y el GAP son transportados hasta las terminaciones nerviosas v secretados
en tandem en la circulacion portal (Yen y col, 2001)
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Una vez sintetizado ¢l péptido. ¢s transportado en la vesicula hasta la terminal
sinaptica que  finaliza en la eminencia media. v ahi ¢s liberado en los vasos del sistema
portal hipotalamico-hipofisario. La liberacion de ¢sta hormona se realiza por exocitosis en
respuesta a cambios en los potenciales de accion de la membrana. que permiten la apertura
de los canales de Ca'” dependientes de voltaje (Sitges. 1993). Como resultado de la entrada
de calcio se activan las enzimas proteoliticas que degradan la membrana plasmatica. de tal
forma que el péptido es liberado (Charli v col.. 1991).

Iin una serie de experimentos levados a cabo en ¢l mono rhesus por Knobil en 1980
se¢ establecio firmemente que el sistema neuronal de GnRI del interior del hipotalamo
basal medial muestra un comportamiento ritmico con salvas agudas y breves de actividad
eléetrica de multiples unidades. Estas salvas se desarrollan a intervalos de alrededor de una
hora y tienen su origen en la proximidad del nicleo arqueado en el interior del hipotalamo
medio basal. Este modo de secrecion de la GnRH se observa en todas las especies de
mamiferos estudiados. Existe una sincronia notable entre los pulsos de GnRH en sangre
portal v los pulsos de LH en sangre periférica (Knobil. 1980 v 1989: Minami v col.. 1990 y
Clarke ¥ Cummins. 1982) por ¢jemplo: en el dia del proestro la concentracion de GnRH
en el sistema portal aumenta entre las 12:00 v 15:00 horas (segun la especie) v hacia las
tres de la tarde las concentraciones de GnRH  caen dramaticamente. cuando la
concentracion de LH comienza a aumentar. Levine y Ramirez (1980) observaron que
durante el proestro. los pulsos de GnRH ocurren cada 48 minutos en promedio. La
secrecion de GnRH es modulada por diferentes substancias que son sintetizadas por
neuronas que hacen contacto (mediante conexiones axosomaticas. axodendriticas v
axoaxonicas) o no con la neurona GnRHérgica.

En la adenohipofisis. la GnRH se une a sus receptores membranales  en los
gonadotropos y activa a la adenilato ciclasa v a la fosfolipasa C. Como resultado de la
activacion de estos sistemas enzimaticos. se forman moléculas que actian como segundos
mensajeros. entre los que se encuentran la adenosina mono-fosfatada  ciclica (AMPc). ¢l
fostatidil inositol (IP). el diacil glicerol (DAG). asi como la movilizacion de calcio extra ¢
intracelular. Estos mensajeros activan ¢l sistema de proteinas cinasas C. lo que se traduce
como estimulo en la sintesis de la FSH v LH (Conn. 1993: Fink. 1998).

RECEPTORES A GNRH

Los receptores a GnRH son proteinas de membrana con un peso molecular de 136.356
daltones: constan de 7 dominios transmembranales y se caracterizan por movilizar caleio
(Fig. 9). Ll numero de receptores a GnRH cambia durante el ciclo estral  pero no su
afinidad. Ll nimero maximo de estos receptores en la hipofisis se da inmediatamente antes
del ~pico™ preovulatorio de gonadotropinas para disminuir posteriormente (Neill. 2002)
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Fig. 9: Secuencia de aminoacidos del receptor a GnRH de rata acoplado a proteinas G El
receptor presenta 7 dominios transmembranales conectados por una serie de vueltas intra v
extracelulares, tienen una region amino y carboxilo terminal Cada dominio
transmembranal es representado por un cilindro (Anderson, 1996).

LLa gonadectomia puede aumentar el niumero de receptores cuando la conexion
hipotalamo-hipofisis se mantienen integras;, en ausencia de la sefal hipotalamica, el
estradiol puede o no puede aumentar el nimero de receptores ( Conn y col.. 1999, Shivers
v col.. 1983)

REGULACION DE LA SECRECION DE LA GnRH

LLa sintesis y liberacion de la GnRH es modulada por neurotransmisores clasicos
(acetilcolina, noradrenalina, adrenalina, serotonina), por péptidos (neuropeptido Y (NPY)
substancia P, colecistoquinina, entre otros), opioides (endorfinas v encefalinas)
aminoacidos (glutamato, acido y-amino butirico - GABA-) (Kordon y col. 1994) (Fig 10)
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Fig. 10: Resumen de los neurotransmisores que controlan la secrecion de GnRH y de
gonadotropinas (Brown. 1994).

Algunas de las neuronas que sintetizan estas substancias hacen contacto sindptico con la
neurona GnRH. En ¢l dreano vasculoso de la ldmina terminal, las terminales GnRHérgicas
establecen contactos sinapticos con  fibras serotoninérgicas. En el area preoptica
hipotalamica anterior (POA-AHA) existe una comunicacion con terminales nerviosas
dopaminérgicas. GABA¢érgicas y noradrenérgicas ( Jennes y col., 1983) ( Fig. 11)
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Fig. 11: Posibles interacciones neuronales por medio de los cuales los neurotransmisores
podrian regular la secrecion de la GnRH  (Modificado de Brown, 1994)
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ASIMETRIAS HIPOTALAMICAS

Iin el hombre. ¢l hemisterio izquierdo del cerebro se especializa en la orcanizacion de la
informacion en forma analitica, como el lenguaje v las habilidades matematicas. mientras
que el hemisferio derecho se especializa en procesar la informacion en forma holistica.
como la relacionada con el reconocimiento espacial y las emociones. ['sto ha dado lugar a
la formacion de conceptos tales como el de lateralizacion cerebral. el cual se ha extendido a
otras especies. Por ejemplo. se ha mostrado que en algunas especies de aves la conducta del
canto es controlada por ¢l lado izquierdo del cerebro v por ¢l nervio hipogloso del mismo
lado vy que en la rata. aspectos emocionales y de orientacion espaciales son controlados por
el hemisferio derecho. semejante a lo que ocurre en los humanos. (Sanchez v Dominguez
1994)

Desde el punto de vista neuroendécrino se ha mostrado que ¢l hipotalamo v los
ovarios funcionan de manera asimétrica. Las primeras evidencias al respecto tueron dadas
por Gerendai y col. (1978). al indicar que en la rata hembra. la concentracion de la GnR1H
en el hipotalamo medio basal del lado derecho era el doble con respecto al izquierdo. Dicha
asimetria es semejante en la rata macho pero ¢sta solo se observa en horas especificas del
dia (Bakalkin y col.. 1984).

En el raton macho. el nimero de células inmunoreactivas a GnRH es mayor del
lado derccho del cerebro que del lado izquierdo. La orquidectomia bilateral o la extirpacion
del testiculo izquierdo disminuye el nimero de células GnRHergicas. en tanto que la
extirpacion de la gonada derecha no cambia este hecho (Inase y Machida. 1992 ). In la rata
macho. la deaferentacion del lado derecho del hipotalamo y la extirpacion del testiculo
derecho bloquean el incremento en la concentracion plasmatica de FSH que normalmente
ocurre después de la hemicastracion (Nance y col.. 1983).

In la rata hembra hemiovariectomizada. la lesion (por radiofecuencia) del lado
derecho del hipotalamo anterior inhibe la hipertrofia compensadora™del ovario in situ.
mientras que la lesion del lado izquierdo no la modifica (Fukuda v col.. 1984). La faha de
una gonada incrementa el contenido de GnRH en el hipotalamo medio basal del mismo
lado que se extirpa la gonada: la hemiovariectomia derecha incrementa ¢l contenido de
GnRH del lado derecho del hipotalamo ( haciendo mas marcada la asimetria). mientras que
la extirpacion del ovario izquierdo aumenta el contenido del decapéptido en ¢l lado
izquierdo (Gerendai y col.. 1978). La lesion con acido kainico. del lado derecho del area
retroquiasmatica bloquea el desarrollo de la hipertrofia compensadora cuando se extirpa el
ovario del mismo lado de la lesion (Nance y col.. 1984). La lesion del lado derecho del area
preoptica (POA) en el dia del estro. disminuye el nimero de animales ovulantes. mientras
que la lesion del lado izquierdo no la afecta (Moran v col.. 1994).
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[:stos resultados muestran, tanto en ¢l macho como en la hembra, que la scerecion
de gonadotropinas. las funciones de la gonada o ambas dependen del lado derecho del
hipotdlamo. Esta funcion asimétrica del hipotalamo pareceria depender de asimetrias
funcionales de moduladores que regulan la actividad de la neurona GnRHérgica. las que
cambian durante el ciclo estral. En el dia del estro. el implante de atropina (antagonista
colinérgico) del lado derecho de POA-AHA bloquea la ovulacion, mientras que el implante
del lado izquierdo no la altera. Cuando el implante se realiza en el dia del diestro 1. ambos
implantes bloquean la ovulacion: en el dia del diestro 2. solo los implantes del lado
izquicrdo la bloquean. y en el dia del proestro ninguno de los implantes la modifican (Cruz
y col.. 1989).

I'sta  influencia  asimétrica del sistema colinérgico sobre la  secrecion  de
gonadotropinas v la ovulacion parece ser el resultado. en parte. de la cantidad de
acetilcolina que se sintetiza en uno y otro lado de POA-AHA. ya que la actividad de la
enzima que la sintetiza (colino-acetil-transterasa: CAT) varia durante el ciclo estral en ¢l
lado derecho de POA-AHA y  permanece constante en el lado izquierdo (Sanchez v col..
1994).

De igual forma. el sistema dopaminérgico parece regular en forma asimétrica la
secrecion de gonadotropinas y la ovulacion. ya que el implante de haloperidol (antagonista
dopaminérgico) en el lado derecho de POA-AHA bloquea la ovulacion. sin ser afectada por
los implantes del lado izquierdo (Moran y col. 1994)
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Planteamiento del Problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha senalado. en el hipotdlamo se localizan un grupo de neuronas especializadas
que seeretan GnRH. Diferentes estudios en los que se ha utilizado a la rata como modcelo
experimental. y en los cuales se han producido lesiones, implantes de hormonas o farmacos
v dealerentaciones en uno de los lados del hipotalamo. han mostrado que esta estructura
del sistema nervioso central regula en forma asimétrica la secrecion de gonadotropinas v
las funciones del ovario (Gerendai y col., 1978; Nance y col.. 1983: Bakalkin v col.. 1984:
Hamilton y Vermiere. 1991-4: Aboitz y col., 1992; Inase y Machida. 1992 v Morin v col..
1994)

Una de las posibles explicaciones a esta funcion asimétrica  del hipotalamo
pareceria estar relacionada. entre otros aspectos, con diferencias en la cantidad de GnRI
que se sintetiza entre los lados izquierdo y derecho del hipotilamo. Otras de las
explicaciones a esa asimetria serian: diferente cantidad de neuronas GnRH. diferencias en
el arreglo. distribucion o cantidad de fibras o aun de neuronas que regulan directa o
indirectamente la funcion de la neurona GnRHérgica.

Aun cuando se ha mostrado que la actividad de algunos de los moduladores que
regulan funcion de la neurona GnRHérgica cambia durante el ciclo estral (Brown. 1994) se
desconoce si la actividad (expresada en funcion de la sintesis del péptido) también cambia
durante ¢l ciclo. va que Gerendai y col (1978) midieron la cantidad de GnRH en el
hipotalamo medio basal de animales hembras tomadas al azar. sin considerar la hora del dia
ni la etapa del ciclo estral de la rata. Por lo que, en este trabajo se decidio cuantificar la
expresion del gen que codifica el ARNm de la GnRH durante el ciclo estral en los lados
izquierdo y derecho de POA-AHA.



Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

En la rata. en el POA-AHA se localizan las neuronas que secretan la GnRI:
manipulaciones experimentales provocadas en el lado derecho de POA-AHA (mediante
téenicas de deaferentacion. lesion, bloqueo o estimulacion de receptores especificos).
modifica la secrecion de gonadotropinas y la ovulacion. luego entonces. la expresion del
gen que codifica para la sintesis de la GnRH en POA-AHA es asimétrica y varia durante el
ciclo estral.

OBJETIVOS

P Lstudiar los cambios en la expresion del gen para la GnRH en los lados derecho ¢
izquicrdo de POA-AHA durante el ciclo estral de la rata.

P Lstudiar la relacion que existe entre la variacion en las concentraciones hormonales de
FSH. LH. estradiol y progesterona con la expresion del gen de la GnRH
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METODO
Animales

Se utilizaron ratas hembra adultas (90-120 dias) de la cepa Cl-ZV. mantenidas e¢n
condiciones controladas de luz-oscuridad (luces de 05:00 a 19:00 h) y con libre acceso al
agua v al alimento.

El estudio del ciclo estral se llevo a cabo mediante la toma diaria de una mucstra
del exudado vaginal. entre las 9:00 y las 10:00 horas. Estas muestras o frotis fucron teiidos
con la téenica de hematoxilina-eosina y se observaron al microscopio de luz. Solo se

"

utilizaron aquellos animales que presentaron 3 ciclos consecutivos de cuatro dias de
duracion.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion en los dias del diestro 1. diestro 2.
proestro y estro a las 9:00 h, 13:00 h y 17:00 h (seis animales por grupo). Los animales se
sacrificaron por decapitacion, se colecto la sangre del tronco. se dejo coagular a
temperatura ambiente durante 20 minutos. y se centrifugo a 3000 rpm durante 15 minutos
para extraer el suero. en ¢l cual se cuantificaron las concentraciones de FSH. LH. estradiol
v progesterona..

Obtencian del tejido nervioso

Inmediatamente después de la decapitacion. se extrajo el cerebro v se disecaron las
porciones derecha e izquierda de POA-AHA conforme la técnica propuesta por Palkovitz
(1979). Las porciones derechas ¢ izquierdas de tejido nervioso de seis animales (Fig. 12).
fueron agrupadas para extraer ¢l ARNm total™".

¥ Los resultados obtenidos en las diferentes horas de cada dia del ciclo estral corresponden un total de 18
animales estudiados en tres repeticiones.

IJ
d
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Fig. 12: Esquema que muestra el drea izquierda y derecha de POA-AHA en cortes
coronales sucesivos desde la coordenada A-7190 — A-6360 en el plano antero-posterior
(Koning y Klieppel. 1963).
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Obtencion de ARN mensajero en los lados izquicrdo v derecho de POA-AHA.

Xl ARN total de las areas izquierdas v derechas de POA-AHA se extrajo de la siguiente
manera:

19
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0.

Al tejido preoptico-hipotalamico de los lados i1zquierdo como derecho. contenidos
en tubos eppendorf estériles se le agregaron 300 pl de trizol y se homogenizaron
con un Politron (marca: PT 3100 by kinematica).

Al tejido homogenizado se le agregaron 100 pl de cloroformo y fue agitado durante
30 segundos en un vortex. con la finalidad de extraer el ARNm.

LLos tubos se mantuvieron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 12.000 rpm a
4" C por 15 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: una fase inferior organica de
color rojo (organica) y la fase superior acuosa incolora. EI ARN quedd en esta
Gltima fase. mientras que el ADN y las proteinas se mantienen en la interfase y en la
fase organica.

Se transtirio la fase acuosa a otro tubo eppendorf v se agregd un volumen igual de
isopropanol. con la finalidad de precipitar el ARN. La muestra se mantuvo a 4° ¢
durante toda la noche.

Se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 12.000 rpm a 4° C. EI ARN se
precipité formando una pastilla blanca amarillenta.

Se removio el sobrenadante v se lavo la pastilla con etanol al 80 %. Se centrifugo a
7500 rpm durante 8 minutos a 4° C.

Después de una segunda separacion del sobrenadante. los tubos se colocaron en
sentido inverso sobre una gasa esteril v se seco la pastilla en un horno con vacio a
temperatura ambiente. sin que se secara por completo la pastilla para evitar la
insolubilidad de la misma.

Se disolvio la pastilla de ARN en 50 pl de H;O dietil pirocarbonada. Se hicieron
diluciones 2:750 y 3:750. Se leyo la absorbancia de estas muestras a longitudes de
onda de 260 y 280 nm.

La concentracion de ARN se¢ determino conociendo que: una unidad de
absorbancia a 260 nm equivale a 40 mg de ARN ml”'. La pureza del ARN se
determiné por medio de la relacion de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm
(260/280 nm).

12
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Método

Se realizo la electroforesis del ARN en un gel de agarosa al 1% (ver cuadro 1).

lLa agarosa se¢ disolvio en el agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonada).
Posteriormente  se  agregaron el formaldehido v el MOPS (3-«(N-morfolino)
paopanesulforico). se mezceld la solucion y se vertio en el molde de la camara de
clectroforésis.

Para el corrimiento electroforético se prepararon los reactivos del cuadro 2.

. EI ARN se mezelo con formamida. formaldehido v MOPS v se calento a 75 ° C por

5 minutos, se colocd inmediatamente en hielo por 5 minutos. Se le agrego el
amortiguador Loading y el Bromuro de Etidio.

. Se cargaron las muestras en gel y se corrieron a 90 volts por 120 minutos. Se

observaron las muestras en un transiluminador de luz ultravioleta.

. Se realizo la retrotranscripcion del ARN total para obtener el ADN complementario

{ ADNc ). El control negativo consistié de una muestra de agua en sustitucion del
ARN. Los volumenes utilizados en la técnica se especifican en el cuadro 3.

. Por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). se amplifico

un fragmento de los genes de la GnRH. Se utilizo GAPDH como gen control
interno. En el cuadro 4 se especifican los reactivos y volimenes utilizados en la
téenica.

. Se realizo la reaccion en cadena de la polimerasa en un termociclador eppendorf de

gradientes. modelo Mastercycle gradient. a las temperaturas y ciclos que se
muestran en el cuadro 5.

(abe senalar que las temperaturas de alineacion. asi como el namero de ciclos
utilizados para los genes en cuestion, fueron previamente estandarizados para la
optimizacion del experimento.

Una vez obtenidos los productos de PCR. se corrieron en gel de agarosa al 2%.
preparado con TBE al 1% vy tefiido con BrET. Se utilizaron camaras de
electroforesis horizontales modelo Horizon 216.

. Se tomaron fotografias del gel con una camara Kodak EDAS 216.

1.os negativos de las fotografias de los geles se cuantificaron por densitometria por
medio del programa Scion Image de Inc..
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Cuantificacion Hormonal

Las concentraciones séricas de LLH y FSH se cuantificaron por radio-inmuno-analisis. con
la téenica de doble anticuerpo. Los reactivos vy protocolos usados fueron proporcionados
por el National Hormone and Pitutitary Program (Baltimore. MD). Los coeficientes de
variacion inter ¢ intra ensayo fueron de 5.1% y 6.5% para L1 v 4% y 7.9% para FSH.
respectivamente.  Los resultados se expresaron como ng/ml de los estandares
internacionales de referencia NIH LH-RP3 y FSH-RP2.

Las concentraciones séricas de progesterona y 17f-estradiol fueron cuantificados
por RIA. utilizando estuches comerciales suministrados por Diagnostic Products (Los
Angeles. CA). Los coeficientes de variacion inter e intra ensayo fueron de 2.0% v 5.4 %
para progesterona y 6.1% y 7.4% para 1 7f-estradiol. respectivamente.

Analisis Estadistico:

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos fueron analizados mediante
un analisis de varianza de una sola via (ANOVA). seguida de la prueba de Tukey. Para ¢l
caso de la comparacion de los resultados de dos grupos experimentales se utilizo la prueba
de " de Student. Aquellas diferencias en las que la probabilidad fue < 0.05 % fueron
aceptadas como estadisticamente significativas.

Cuadro 1. Reactivos utilizados en la preparacion del gel de agarosa. para ¢l
corrimiento del ARN obtenido de POA-AHA.

Reactivo Concentracion | ] para 120 ml de gel
Agarosa 1% 120
Formaldehido 37 % 6% 19 ml
MOPS 12X 0.1 M 10 ml
Aguaestéril/DEPC | e | 91 ml
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Cuadro 2. Reactivos utilizados en el corrimiento electroforético de las muestras
de ARN obtenidas de los lados derecho e izquierdo de POA-AHA.

Reactivo
ARN
Formamida
IFormaldehido
MOPS
Amortiguador Loading para ARN
Bromuro de Etdio

Concentracion
3 g
50 %
(}.5 "/o
0.1 M
0.1 M
2.5 pg

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

Reactivo
ARN total
Buffer RT 1x

Tris-HCl (pH= 8.3)
DTT

DNTP's

RT M-MLV

Oligo dt

H20

Volumen
2pg
50 mM Tris-
HCI ( pH 8.3)
75 mM KCl
3mM MgCl,
50 mM
10 mM
0.5 mM c/u
400 unidades
0.05 pg
c.b.p. 10 pl

Cuadro 4. Reactivos utilizados en ¢l desarrollo
de la técnica de reaccion en cadena

de la polimerasa

Reactivo
Producto de RT
Buffer PCR
Mg2+4
Taq polimerasa
DNTP's
Oligo sense y
antisense
H20

Volumen
10 pl

15 mM

1000 unidades
1 mM c¢/u
0.05 pg c/u

c.b.p. 50 pl
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Cuadro 5. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para la retrotranscripeion.

asi como las temperaturas y ciclos utilizados para la técnica de PCR
Gen Secuencia Secuencia Tm ciclos
sentido antisentido
GnRH  caa cce ata gga cac tat ggtcac 55.8°C 32
ccagtgctg g cag cgg gg
GAPDH 61.4°C 32
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RESULTADOS

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE LH. FSH, 17[-ESTRADIOL Y PROGESTERONA
DURANTE EL CICLO ESTRAL

Las variaciones en las concentraciones plasmaticas de LH. FSH. 17p-estradiol y progesterona
a diferentes horas del dia y en las diferentes fases del ciclo estral son presentadas en la
Grafica |. Como puede observarse, el patron en las concentraciones de estas hormonas es
semejante a las observadas en otras cepas de rata y el mostrado con anterioridad para esta
cepa (Villegas, 1998):

Progesterona - La concentracion de progesterona en sangre tiene dos maximos
durante el ciclo estral. El primero se observa en la tarde del diestro 1 (D1) vy el segundo a la
misma hora pero del proestro (P). Durante el resto del ciclo estral las concentraciones de
progesterona no varian significativamente

17p-lstradiol - La concentracion de este esteroide en sangre comienza a aumentar en
la tarde del dia del diestro-2 (D2). con un maximo que se presenta en la manana del
proestro (P), el cual cae paulatinamente a valores basales en la tarde de este mismo dia:
concentraciones que se mantienen durante el resto del ciclo

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

/*SH : La concentracion de esta glucoproteina alcanza su maximo en la tarde del P
(17:00 horas) y durante el resto del ciclo permanece en valores basales ( Grafica 1)
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El gen de la GAPDH fue utilizado como control interno. Este gen fue utilizado para
comparar la secuencia del gen del gen de la GnRH para evitar que se estuviera analizando
un gen diferente por contaminacion (Fig. 13)

DIESTRO-2

oK 1300 1700
— — —

MWM D 1 D I D

500 pb g ; .

Fig. 13: Las bandas mas obscuras son la expresion del gen de la GAPDH cuyas bandas
muestran una longitud de 485 pb
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XPRESION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA GnRH.

Las bandas correspondientes al ARNm de la GnRH, fueron detectadas por amplificacion
de genes En todas las amplificaciones realizadas, se detectaron bandas de 370 a 375 pb
correspondientes al tamaio de los fragmentos de GnRH y de GAPDH (Graficas 2 y 3)
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CmRH/GAPDH

Graficas 2. Expresion relativa del ARNm para la GnRH y GAPDH. en los lados
izquierdo (I) y derecho (D) de POA-AHA de ratas hembras adultas sacrificadas a las
09:00. 1300 y 17:00 horas del dia del diestro-1 o diestro-2.

'
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Grifica 3. Expresion relativa del ARNm para la GnRH y GAPDH, en los lados izquierdo
(1) y derecho (D) de POA-AHA de ratas hembras adultas sacrificadas a las 09:00, 15 00y
17:00 horas del dia del Proestro o Estro.
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lLa maxima expresion relativa del ARNm para la GnRH se cuantifico a las 1300 horas
del D2, aunque va desde las 09:00 horas de este dia el valor es significativamente diferente
respecto a las demas horas y dias del ciclo estral (Grafica 4)
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Diestro 1 Diestro 2 Proestro Estro

* p<0.05 vs. las otras horas y fases del ciclo estral (ANOVA seguida de la
prueba de Tukey

Grafica 4: Expresion relativa del ARNm de la GnRH (media + eem.) total (ambos
lados) de POA-AHA a las 09:00, 13:00 y 17:00 horas de los diferentes dias del ciclo estral
de la rata adulta.
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Cuando consideramos el lado de POA-AHA, observamos que el lado derecho
mostro mayor cantidad relativa de ARNm para la GnRH que el lado 1zquierdo (Grafica S)
Como puede observarse, la cantidad relativa del ARNm para la GnRH vana durante el dia
del D2 del ciclo estral. En el dia de maxima expresion (diestro 2), esta es significativamente
mayor en ¢l lado derecho de POA-AHA

45
% 0
4 :
35
3
25 % O
T
GnRH S

/GAPDH

1.5
1
05

0900 13.00 17:00 :09:00 13:00 17:00 09:00 13.00 17:00: 0900 13:00 17:00

DIESTRO1 DIESTRO 2 PROESTRO ESTRO

—4—POA IZQUIERDA -# - POA DERECHA

* p<0.05 vs. lado izquierdo de POA-AHA a la misma hora (ANOVA, seguida de la

prueba de Tukey).
° p<0.05 vs. el resto de los grupos del mismo lado ( t-Student)

Grafica S Expresion relativa del ARNm de la GnRH (media + eem.) en los lados
izquierdo y derecho de POA-AHA a las 09:00, 13:00 y 1700 horas de los diferentes dias
del ciclo estral de la rata adulta
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Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la maxima expresion del gen para la
GnRH ocurre de las 9:00 a 13:00 horas del diestro-2: expresion que es mayor en el lado
derecho  de POA-AHA.

Estos resultados concuerdan con los observados por Gerendai v col (1978, 1997).
quienes mostraron que la cantidad de GnRH (como péptido) es mayor en el lado derecho
del hipotalamo medio basal. Cabe sefalar que estos autores no consideraron el dia del ciclo
estral ni la hora del dia en la cuantificaron la proteina.

Por otra parte, Gore y col (1995 y 1997). por medio de la técnica de proteccion de la
RNAasa v sin considerar la porcion izquierda y derecha de POA-AHA. describen en ¢l dia
del diestro-2. dos concentraciones maximas e iguales en la cantidad de ARNm para GnRH.
uno a las 11:00 y otro a las 18:00 h. y en el dia del proestro observa otro semejante a las
11:00 h. Sin embargo. ella sefiala que los maximos observados en diestro-2 son regulados
en forma diferente al valor maximo observado en proestro. ya que cuando cuantifica el
primer transcrito de GnRH. éste es constante v bajo en diestro-2 v solo se observa el valor
maximo a las 11:00 h del dia del proestro. Estos resultados no pueden ser comparados del
todo con los de esta tesis, ya que nosotros cuantificamos a las 13:00 h una concentracion
mayor a la observada a las 09:00 y 17:00 h. que ella no detecto quiza por no cuantificar a
esta hora ni el ARNm. ni el primer transcrito de GnRH.

LLa marcada asimetria en la expresion del gen de la GnRH entre los lados izquierdo
y derecho de POA-AHA, durante el diestro-2. podria estar relacionada con el numero de
neuronas GnRH: en el raton. hay mas neuronas inmunoreactivas a GnRH en el lado
derecho del hipotalamo que del lado izquierdo ( Inase y Machida. 1992: Bakalkin v col..
1984).

El fenémeno asimétrico observado durante la manana del diestro-2 desaparecio
hacia la tarde del mismo dia. resultado que concuerda con las observaciones hechas por
Bakalkin y col (1984). quienes mostraron en la rata macho que la asimetria observada
durante la manana en la cantidad de GnRH. desaparece en la noche. lo cual pone de
manifiesto un comportamiento asimétrico circadico. y que en la hembra seria ademas
variable durante el ciclo estral.

En funcion de la expresion del gen para la GnRH y de la cantidad de la proteina.
uno puede considerar que del lado derecho del hipotalamo dependen las funciones
reproductivas en las que interviene el eje hipotdlamo-hipofisis-conada.  Se ha mostrado
que alteraciones funcionales del lado derecho de POA-AHA o del hipotalamo. como
lesiones. deaferentaciones. bloqueos o estimulaciones de sistemas de neurotransmision
alteran la secrecion de gonadotropinas. la ovulacion. la esteroidogénesis de la gonada o
incluso el grado de hipertrofia compensadora ovarica del animal hemiovariectomizado
(Nance y col., 1983 y Inase y Machida. 1992).
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Se ha mostrado que la cantidad de GnRH en la sangre del sistema porta-hipolisario
aumenta a medio dia del proestro (Gerendai y col.. 1978). hecho que es antecedido por la
secrecion preovulatoria de estradiol y precedido por el de las gonadotropinas. En esta tesis.
se observd que el ARNm  de la GnRH aumenta en la manana del diestro-2. Si
consideramos que la sintesis de una proteina lleva en promedio entre 8 y 24 horas. estos
resultados concuerdan con lo observado en la literatura y las concentraciones plasmaticas
de FSH. LH. estradiol y progesterona cuantificados en nuestros animales experimentales.

El presente trabajo confirma la existencia de asimetria en la actividad de las
neuronas GnRHérgicas, sin embargo quedan por resolverse una gran cantidad de incognitas
como: /la neurona GnRHérgica por si misma funciona asimétricamente o es regulada de
esta forma por neuronas de actividad asimétrica?. como seria el caso de la acetilcolina. Sin
embargo. estos hallazgos junto con los observados por otros autores (Cruz y col, 1989 v
Sanchez v col.. 1994) permiten ir armando el rompecabezas que llevara a entender como
son los mecanismos neuroendocrinos de la funcion asimétrica del hipotalamo. No obstante
no permite responder cual es el significado de estas asimetrias.



Conclusiones
CONCLUSIONES

I:n nuestra cepa de ratas y bajo las condiciones experimentales utilizadas:

P Lacexpresion del gen para la GnRH es maxima a las 13:00 horas del diestro-2 del ciclo
estral

» [nel dia del diestro-2. la expresion del gen para la GnRH es asimétrica. esto es. mavor
en ¢l lado derecho de POA-AHA que en el izquierdo.

P La expresion del gen de la GnRH parece ocurrir aproximadamente 28 horas antes de la
liberacion del péptido
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