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RESUMEN




Se estudio 1a asimetria funcional presente en el area preoptica-area hipotalamica
anterior durante el ciclo estral de la rata, asi como la posible modulacion que ejerce la
amigdala medial sobre esta asimetria.

Se realizaron los siguientes experimentos:

a) Actividad electroencefalografica en POA-AHA durante el ciclo estral

b) Contenido de Catecolaminas en POA-AHA durante el ciclo estral

c) Acitividad de 1a enzima acetilcolintransferasa en POA-AHA durante el ciclo estral

ch) Sitios de union para la {3H] n-metilescopolamina en POA-AHA durante el ciclo estral

d) Efecto de la lesion unilateral de la amigdala medial en diferentes dias del ciclo estral
sobre 1a ovulacion

e) Efecto de la lesion unilateral de !a amigdala medial durante el diestro 1 sobre 1a actividad
de la enzima acetilcolintransferasa en POA-AHA

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

1) POA-AHA presenta diferentes tipos de asimetria funcional

a) electronecefalografica

b) en el contenido de catecolaminas

c) en la actividad de la enzima de sintesis de 1a acetilcolina

ch) en la cantidad de sitios de union para la n-metilescopolamina

d) en la respuesta a la modulacion de la amigdala medial
2) El patron asimétrico electroencefalografico no cambia durante el ciclo estral
3) El contenido de catecolaminas cambia durante el ciclo estral y la asimetria encontrada
esta relacionada con una conducta lateralizada
4) La asimetria del sistema colinérgico depende principalmente de los cambios que suceden
en el lado derecho de POA-AHA durante el ciclo estral
5) La variacion que tiene la actividad de 1a CAT en el lado derecho puede ser parte de los
mecanismos relacionados con los diferentes grados de participacion que tienen los lados
izquierdo y derecho de POA-AHA en la regulacion de 1a ovulacion.

6) La amigdala medial derecha participa en forma preferencial en la modulacion de la
actividad de POA-AHA y de los ovarios

7) Se propone que la via neuroenddcrina que comunica a la amigdala con POA-AHA y la via
nerviosa que conduce informacion entre 1a amigdala al ovario son asimétricas y favorecen
la modulacion del lado derecho de esta estructura limbica.



ORGANIZACION GENERAL DEL TRABAJO:
Objetivos:

1) Estudiar la asimetria funcional presente en el area predptica-area hipotalamica anterior
(POA-AHA) durante el ciclo estral de la rata.

2) Estudiar 1a modulacién que ejerce la amigdala medial sobre la asimetria funcional de
POA-AHA.

En la introduccion (pag 1) se da un panorama general sobre los antecedentes
relacionados con la asimetria cerebral y, en particular, con los datos obtenidos en nuestro
laboratorio sobre la asimetria encontrada en POA-AHA y su relacion con el proceso de la
ovulacion. En esta misma seccion se exponen las dos preguntas basicas en las que se basa el
desarrollo del trabajo (pag 3) y la forma de aproximarnos a la respuesta mediante el
planteamiento de los 6 experimentos descritos en la tesis (pag 4):

a) Actividad electroencefalografica en POA-AHA durante el ciclo estral

b) Contenido de Catecolaminas en POA-AHA durante el ciclo estral

¢) Actividad de 1a enzima acetilcolintransferasa en POA-AHA durante el ciclo estral

ch) Sitios de union para la {3H] n-metilescopolamina en POA-AHA durante el ciclo estral

d) Efecto de la lesion unilateral de la amigdala medial en diferentes dias del ciclo estral
sobre 1a ovulacion

e) Efecto de la lesion unilateral de la amigdala medial durante el diestro 1 sobre la actividad
de la enzima acetilcolintransferasa en POA-AHA

En l1a seccion de antecedentes se hace una revision general de los tres elementos que
se manejan en esta tesis: el hipotalamo, la asimetria, mediante el articulo de revision
publicado en Arch Nac Neurol Neurocir 9: 66-72, 1994 y la amigdala.

La discusion se dividio en dos partes:

1) Los experimentos sobre la actividad electroencefalografica y del contenido de
catecolaminas en POA-AHA dependen de 1a direccion en 1a torsion del cuerpo que presentan
normalmente cada animal. La discusion general de estos experimentos se encuentra en las
paginas 41-46.

2) Los demas experimentos se agruparon para hacer una discusion encaminada a
postular una dominancia funcional en la modulacion que ejerce la amigdala medial sobre el
funcienamiento de POA-AHA y de los ovarios (pag 47-57).

Por ultimo, se describe un modalo hipotético de 1a modulacion que ejerce la amigdala
sobre algunos aspectos de 1a blologia de la reproduccion de la rata, en el que se postulan dos
vias asimétricas de regulacion: una neuroenddcrina desde la amigdala hacia POA-AHA y
otra nerviosa desde la amigdala hacia los ovarios (pag 58).
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En el siglo pasado, con los estudios ya clasicos de Dax y Broca sobre la asimetria

funcional de los hemisferios cerebrales humanos (Dax, 1836, Broca, 1861, citados por
Springer y Deutch, 1986) se abrio una nueva area de investigacion en las neurociencias que
no ha dejado de estar activa, sobre todo a partir de 1a segunda mitad de este siglo.

Gran parte de la atencion se ha dirigido al estudio de las diferencias entre el lado
izquierdo y derecho del cerebro humano y se sabe ahora, por ejemplo, que el hemisferio
izquierdo esta relacionado preferentemente con el procesamiento de la informacion en forma
sintética, como son el lenguaje y las habilidades matematicas, mientras que el hemisferio
derecho esta mas especializado en el procesamiento holistico como son 1a adquisicion de la
mto'rmaci(m espacial, o las emociones (Springer y Deutch, 1986)

A pesar de la gran cantidad de estudios en el campo de la asimetria cerebral en
humanos, sobre todo en el aspecto morfologico (Rosen y col, 1992) y electrofisiologico (Galin y
Ornstein, 1972, Boldyreva y Zhavoronkova, 1991), no se han podido esclarecer ampliamente
los mecanismos biologicos que subyacen a estas diferencias funcionales.

Afortunadamente, en la actualidad se trabaja con otros modelos animales con los
cuales no sélo se ha podido entender un poco mas algunos mecanismos que pudieran
explicar diversas observaciones que se han hecho en los humanos (Heffner y Heffner, 1984;
Hamilton y Vermeire, 1988), sino que el estudio de la asimetria funcional se ha ampliado a
campos como la endocrinologia (Gerendai, 1986), 1a inmunologia (Neveu y col, 1988) y la
neuroguimica (Jerussi y Glick, 1976). |

Estos nuevos enfoques que se tienen para el estudio de los sistemas de comunicacion
de los vertebrados nos da la oportunidad de conocer mejor las interacciones que hacen
posible que la comunicacion neuroinmunoendocrina funcione en concierto. Ademas, nos ha
abierto una puerta que nos apoyara en el entendimiento de las bases biologicas de las

asimetrias funcionales incluyendo las encontradas en el cerebro humano.



Algunas de las investigaciones relacionadas con estas dreas han empezado a dar sus
frutos en el campo de la investigacion clinica. Parte de los estudios basicos que se hacen
sobre el tema de la asimetria se han podido asociar de tal forma que se pueden describir
correlaciones entre la conducta, el sexo, la edad, los desbalances neuroguimicos en el
cerebro o las glandulas enddcrinas, con algunos desordenes inmunes (McKeever y Rich,
1990), padecimientos neurologicos como la epilepsia (Drislane y col, 1994) y problemas
psiquiatricos como 1a depresion (Galin, 1974, Cazard y col, 1932) y 1a esquizofrenia (Buckley y
0 Donovan, 1994).

En estos padecimientos se presentan cambios morfofuncionales en los patrones de
asimetria respecto a los individuos sanos, aunque no se sabe si estos cambios son causa o
efecto de los desordenes del funcionamiento de los organismos.

Se describen cambios en los patrones de asimetrias funcionales anuales, mensuales,
diarios y horarios que no estan asociados necesariamente con alguna patologia. Al parecer,
el estado hormonal de los individuos puede influir en forma normal en la aparicion, en el
cambio de magnitud o direccion de algunas asimetrias. En las hembras de roedores como la
rata, los cambios en el patron de asimetria pueden variar de un dia a otro durante el ciclo
estral e incluso dentro del mismo dia (Bakalkin y col, 1984). Estos cambios parecen ser
necesarios para el desarrollo normal de su ciclo ovarico.

En nuestro laboratorio nos hemos enfocado al estudio de los mecanismos
neuroendocrinos que regulan la ovulacion de la rata. Algunos resultados de trabajos
basados en este modelo nos han permitido proponer que la ovulacion en la rata es un
proceso que involucra un componente nervioso que participa en la recepcion y emision de
informacion del y hacia el ovario. Ademds hemos propuesto que este mecanismo de
regulacion presenta asimetria en su funcionamiento. Esta diferencia entre el lado izquierdo
y derecho se presenta en estructuras del sistema nervioso central, en el sistema nervioso

periférico y en los propios ovarios (Chavez y col, 1987, Dominguez y col, 1988, Cruz y col, 1989).
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La idea de los estudios en los que se basa esta tesis surgio de trabajos previes en
nuestro laboratorio (Cruz y col, 1989, 1390). En el primer estudio se mostro que la lesion de
una zona que comprende el area preoptica y el area hipotalamica anterior (POA-AHA) afecta
la ovulacion y sus resultados dependen del lado del hipotalamo y del dia del ciclo estral en
que Se realiza l1a lesion. En el segundo estudio se relaciono al sistema colinérgico, que se
localiza en POA-AHA y participa en la regulacion de la ovulacion de la rata, con los cambios
en la regulacion de la ovulacion. En este segundo estudio se mostré que el boqueo de los
receptores muscarinicos de uno de los lados de POA-AHA en los diferentes dias del ciclo estral
afecta la ovulacion espontanea de manera diferente. En breve, se encontré que el bloqueo de
los receptores en el lado derecho de POA-AHA durante el dia del estro interrumpe la
ovulacion, mientras que en el lado izquierdo no la afecta. Lo contrario ocurrié cuando el
bloqueo fue hecho en el dia del diestro 2. En el dia del diestro 1 se presento la interrupcion de
la ovulacion con el bloqueo de los receptores en cualquiera de los lados, mientras que en el
proestro no hubo efecto sobre la ovulacion en ningun caso.

Con estos resultados se propuso que: 1) existe asimetria en los mecanismos
hipotalamicos que regulan la ovulacion, 2) que en esta asimetria esta involucrada la accion
del sistema colinérgico y 3) que la asimetria cambia durante el ciclo estral de la rata.

A partir de las propuestas anteriores surgieron varios cuestionamientos, para
algunos de 1as cuales ya se ha empezado a buscar su posible respuesta. En particular para
esta tesis se plantearon dos preguntas: 1) jqué otras caracteristicas funcionales de POA-AHA
presentan asimetria y son modificadas durante el ciclo estral? y 2) ;como pueden ser
modificadas algunas de estas funciones asimetricas de POA-AHA por la modulacion de
estructuras nerviosas extrahipotalamicas?.

El primer cuestionamiento tuvo el proposito de introducirnos al estudio de los
posibles mecanismos que explican la asimetria funcional de POA-AHA y conocer si estos son
un fenomeno general que puede expresarse en diferentes funciones. Para tal propdésito se

planearon 4 experimentos que nos permitieron analizar la actividad general de POA-AHA y
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poder compararia entre los lados izquierdo y derecho en el mismo animal y en diferentes
dias del ciclo estral (experimento 1. actividad electroencefalografica; experimento 2:
contenido de catecolaminas) y entender un poco mas los mecanismos relacionados con la
actividad colinérgica de POA-AHA que son responsables de la asimetria funcional ya descrita
en nuestro laboratorio (experimento 4: actividad de la acetilcolintransferasa y experimento
4: receptores colinérgicos).

Para el segundo cuestionamiento escogimos a la amigdala medial como zona
extrahipotalamica que modula la actividad del hipotalamo por las siguientes razones: 1)
existen evidencias experimentales de que la amigdala modula la actividlad de POA-AHA
(Perkin y col, 1977; Velasco y Taleisnik, 1969, Bagga y col, 1984); 2) los umbrales de excitacién
de la amigdala cambian durante el ciclo estral (Teresawa y Timiras, 1968) y 3) la
estimulacion provoca liberacion de LH, mientras que la lesion bilateral provoca un bloqueo
de la ovulacion (Bagga y col, 1984).

Con estas evidencias como base planeamos el experimento 5 que tuvo como proposito
analizar: 1) si la amigdala medial presenta asimetria funcional relacionada con la
ovulacion; 2) si esta asimetria tiene variacion durante el ciclo estral y 3) si la asimetria
encontrada en POA-AHA puede ser modulada por la manipulacion de la amigdala

(experimento 6: actividad de la CAT en POA-AHA en ratas con lesion en 1a amigdala).
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EL AIPOTALAMO

1 Anatomia del hipotalamo
El hipotalamo es una estructura diencefalica que se encuentra en la base del

cerebro. Su limite anterior es el quiasma optico y la lamina terminalis; en su parte posterior
se encuentra delimitado por los cuerpos mamilares y la comisura posterior; dorsalmente por
el plano horizontal al nivel del sulcus hipotalamico sobre la pared medial del tercer
ventriculo y lateralmente por la capsula Interna y el pedinculo basal. Las estructuras gue
rodean al hipotalamo son: rostralmente, la sustancia innominata y el area septal;
caudalmente, el cerebro medio, la sustancia gris periacueductal y la formacion reticular
mesencefalica; dorsalmente el subtdlamo y la zona incerta (Riskind y Martin, 1984).

Con base en los estudios histologicos, Nauta y Haymaker (1969) dividieron al
hipotalamo en tres zonas: 1) zona lateral, 2) zona medial y 3) zona periventricular. Las zonas
lateral y medial se clasificaron de esta forma tomando en cuenta la densidad celular, de tal
manera que se encuentra una zona medial con gran cantidad de células, flanqueada por una
zona lateral con relativamente menos células. La separacion entre estas dos zonas se da por
el plano del fornix. La zona iateral incluye el area predptica lateral y a las areas
hipotalamicas que son atravesadas por el haz medial del cerebro anterior, un haz de fibras
que conecta al sistema limbico con regiones del tallo cerebral. La zona medial incluye al
area predptica medial, area hipotalamica anterior y los micleos dorsomedial, ventromedial y
premamilar. La zona periventricular incluye algunos nicleos que se encuentran bordeando
las paredes del tercer ventriculo y que se localizan desde el area predptica periventricular en
la parte anterior, hasta el niicleo arcuato en la parte posterior.

Las neuronas de la zona lateral presentan un gran arbol dendritico que se dispone
perpendicularmente al haz medial del cerebro anterior. En contraste, las neuronas del

hipotalamo medial y periventricular se encuentran mas especializadas en funciones de

regulacion neuroendocrinas y viscerales.



2 Embriologia del hipotalamo

El hipotalamo se origina de la placa basal del ;ubo neural, mientras que las demas
estructuras diencefalicas pl;ovienen de ]a placa alaf. ﬁu 1a rata, su desarrollo embriologico
se lleva a cabo entre los dias 13 y 18, en los cuales el neuroepitelio crece, Se diferencia migra
y da origen a los diversos nucleos que componen a esta compleja estructura (Altman y Bayer,
1978).

En la sigulente tabla se resumen los datos obtenidos por Altman y Bayer (1978) en su

estudio sobre el desarrollo del diencéfalo de la rata mediante técnicas autorradiograficas.

ESTRUCTURA TIEMPO DE DESARROLLO
Nicleos mamilares E12-E15
Nucleo paraventricular E13-E15
Nuicleo supradptico E13-E15
Nucleo premamilar E13-E15
Nucleo preoptico medial E13-E16
Nucleos tuberomamilares E15-E18
Nucleo arcuato E16-E19
Nicleos anterioreé E16
Nucleos anterobasales E17
Nicleo dorsomedial E17
Nucleo ventromedial E17

Tabla 1.- Etapa de desarrollo embrionario de diversos nicleos hipotalamicos de la rata (E= dias después de la
copula)

Durante el desarrollo embrionario de la rata, existen cuatro migraciones celulares
que dan lugar a los diferentes nicleos y areas del hipotalamo: de la primera migracion se

forman los nucleos predptico lateral, mamilares y el area hipotalamica lateral: de la
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segunda migracion se forman los nicleos supradptico, paraventricular, premamilar,
hipotalamico posterior, 1a parte ventral del nucleo ventromedial y el area hipotalamica
medial; con la tercera migracion aparecen los nucleos arcuato, supraquiasmatico,
dorsomedial, 1a parte dorsal del micleo ventromedial y el area predptica periventricular; la
uitima migracion forma los nicleos tuberoinfundibulares y 1a zona infundibular del nucleo
arcuato.

Existen evidencias que indican que el desarrollo de 1as zonas laterales, como el area
predptica lateral y los nucleos mamilares laterales, es influenciado por el haz medial del
cerebro anterior, el fornix y el tracto mamilar principal (Altman, Shirley y Bayer, 1978),
mientras que el desarrollo de las zonas mediales y periventriculares esta asociado con la
aparicion de ceélulas especializadas que se encuentran en la pared del tercer ventriculo
(Altman y Bayer, 1978).

Los nucleos supradptico y paraventricular, que constituyen al sistema neurosecretor
magnocelular, se originan de l1a misma zona neuroepitelial localizada en la pared del
ventriculo. Ambos grupos celulares se forman en estadios tempranos del desarrollo y,
posteriormente las células que dan origen al nicleo supradptico migran hacia zonas
Iatei'ales alrededor del dia 16. Justo en este tiempo se empiezan a apreciar procesos neurales
en la eminencia media que presumiblemente son enviados desde las neuronas

magnocelulares hacia la neurohipofisis (Fink y Smith, 1971).

3 Eje hipotalamo hipofisis

En los vertebrados, el control que ejerce el hipotalamo sobre 1a hipofisis se realiza
por dos diferentes vias: 1) Las hormonas de la hipofisis posterior son liberadas a la
circulacion por los axones de las neuronas magnocelulares de los nucleos supradptico y
paraventricular y 2) las hormonas de la hipofisis anterior son liberadas gracias a la accion
de las hormonas liberadoras vertidas por los axones de las neuronas parvocelulares y que

son conducidas por el sistema portal hacia la hipéfisis.



La porcion ventral del hipotalamo comprende una parte convexa llamada tuber
cinereum o eminencia gris. Este color se lo da la gran acumulacion de cuerpos celulares
mezclados con fibras no mielinizadas. La eminencia media o infundibulum, es una rica
banda vascular que recorre longitudinalmente a lo largo de la linea media del tuber
cinereum.

La eminencia media forma el piso del tercer ventriculo, se extiende ventralmente y se
continia con el pedunculo hipofisiario. Juntos forman la zona de contacto entre las
terminales de las neuronas tuberoinfundibulares y el sistema porta hipofisiario. Entre las
caracteristicas mas sobresalientes de estas estructuras estian la gran vascularizacion, el
epitelio fenestrado y las células ependimales especlalizadas conocidas como tanacitos. La
funcion de estas células es aun incierta, sin embargo se ha propuesto que sirvan como
conductores funcionales para transferir hormonas del liquido cefalorraquideo a 1la
eminencia media y viceversa (Ben-Jonathan y col, 1974).

En la eminencia media existen tres zonas: 1) zona ependimal interna; 2) zona
empalizada interna y 3) zona empalizada externa.

La zona empalizada interna contiene los axones no mielinizados que vienen desde las
neuronas magnocelulares hacia 1a neurchipéfisis. Por los resultados obtenidos mediante
técnicas de lesion e inmunocitoquimica, se sugiere que por la zona interna pasen fibras
peptidérgicas y catecolaminérgicas (Kizer y col, 1976).

La zona empalizada externa contiene las terminales de las neuronas
tuberoinfundibulares que secretan sus productos al sistema porta. Esta zona esta compuesta
por axones no mielinizados, terminales axdénicas, células gliales y procesos basales de
tanacitos (Knigge y Scott 1970).

" Los resultados de la activacion antidromica con un estimulo aplicado desde la
eminencia media, muestran que menos del 10% de las neuronas hipotalamicas pueden
clasificarse como tuberoinfundibulares. Se sugiere que esta zona hipotalimica emite

colaterales a otras areas hipotalamicas y a otros sitios extrahipotalamicos (Renoud, 1989).
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La estimulacion de la eminencia media produce efectos sinapticos sobre estructuras
extratuberoinfundibulares como el hipotdlamo mediobasal, el area preoptica medial y la

amigdala (Hamamura y Yagi, 1980).

5 Localizacion de los factores hipofisiotroficos
‘ ESTRUCTURA TRH GnRH | GRH | CRF SOM
Eminencla media & & dl & 8
N dorsomedial hipotalamico bo X))
N. ventromedial hipotalamico bo
N paraventricular hipotalamico Y4 o of
Regidon periventricutar e o]
Hipotalamo lateral o)} of Y of
o Hipotalamo anterior Y
Area preoptica 8 & & of
" Nucleo supraqulasmatico loll}
Cuerpos mamllares o
Niicleo arcuato LRt} g oL
N base de )a stria terminalis L)) 8 L))
Area septal 4 e}
Nucleo acumbens &
Amigdala medlal o)) 4
Amigdala central e 9
Org vasculoso de la lamina ter & H& &
Organo subfornical 8
Organo subcomisural 8
: Area postrema &
Corteza olfatoria &
o Sustancia innominata , &
Hipocampo 4
Niicleo del tracto solitario lofi
Niicleo parabraguial et
el Locus coeruleus et}
Formacion reticular 8
- Sustancia gris mesencefalica 8 bl
Neurohipofisis & &

Tabla 2.- Localizaclon de los somas _y de las fibras bque contienen los factores hipofisiotropicos. TRH, hormona
liberadora de la tirotropina; GnRH, hormona liberadora de las gonadotropinas; GRH, hormona liberadora de la

- hormona de crecimiento; CRF, factor liberador de la crticotropina; SOM, somatostatina.

Los factores quimicos que inducen cambios en la sintesis y liberacion de hormonas de

1a hipofisis se encuentran distribuidos en diversas estructuras cerebrales. En muchos de los



casos su funcion no esta asociada a la estimulacion hipofisiaria, sino que pueden estar
actuando como neurotransmisores o neuromoduladores en otros circuitos neuronales. A
continuacion se resumen los datos que se tienen sobre su distribucion en el cerebro y su

localizacion en los somas o en las terminales de las neuronas.

6 Hormona liberadora de las gonadotropinas

La GnRH (del inglés: gonadotropine release hormone), es un decapéptido compuesto
por Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly (Matsuo y col, 1971, Burgos y col 1972). Esta
hormona es sintetiza a partir de un precursor mas grande de 92 aminoacidos, en cuya region
24-34 se localiza 1a GnRH y entre 1a 38-92 se encuentra una proteina asociada a Ja liberacion
de gonadotropinas (GAP, del inglés: gonadotropine asociated peptide). Ambas moléculas se
separan por una accion enzimatica posterior a la traduccion (Harsthemke y col, 1981).

La GnRH es liberada a la circulacion portal en forma de pulsos con amplitud y
frecuencia determinadas (Knobil, 1990). Dierschke y col, (1970), fueron los primeros en sugerir
1a existencia de un generador de pulsos de GnRH en los monos rhesus hembra
ovariectomizadas. Ellos describieron que las descargas ritmicas de GnRH se deben a las
sefiales intrinsecas de estructuras del sistema nervioso central que no estan influidas por la
concentracion en el plasma de LH. Con estudios hechos en monos y en ratas se sabe que la
deaferentacion del hipotdlamo mediobasal no bloquea la secrecién pulsatil de GnRH, lo cual
permite sugerir que el generador de pulsos es una propiedad intrinseca de esta region
hipotalimica (Krey y col, 1974; Jarry y col, 1993),

En la rata, la frecuencia normal de secrecion de GnRH es de 1 pulso cada hora y se
sabe que una disminucion (2-3/h) o0 un aumento (1/30 min) abate la liberacion de la hormona
luteinizante (LH, del ingleés: luteinizing hormone) pero produce un incremento de la hormona
foliculo estimulante (Marshall y Griffii, 1993). Por otra parte, se ha demostrado que cuando

aumenta la amplitud del pulso de GnRH disminuye la de la LH y viceversa (Reance, 1984).
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La estimulacion eléctrica y electroguimica del area predptica y del hipotalamo
mediobasal pueden alterar el patron de secrecion de LH y 1a ovulacion, resultando en un
incremento de ambos procesos (Teresawa y Sawyer, 19693; Cramer y Barraclough, 1971; Gore y
Teresawa, 1991). A su vez, 1a GnRH puede actuar como neuromodulador en el drea preoptica
(Moss y Dudley, 1978). Se sabe que la GnRH no puede alterar la actividad espontanea in vitro
de las neuronas del Area predptica, pero si puede funcionar como modulador para la
respuesta a norepinefrina y serotonina de las neuronas GnRHérgicas preopticas.

Una vez liberada al sistema porta, 1a hormona interacciona con el receptor localizado
en la membrana de los gonadotropos de la hipofisis anterior (Heritier y Dubois, 1994).
Diversos estudios han mostrado que el nitmero de receptores varia a lo largo del ciclo estral
de la rata, encontrandose una mayor cantidad en la manana del proestro, precediendo al
pico de liberacion de LH que se da en la tarde del mismo dia (Savoy-Moore y col, 1980). Este
aumento esta determinado, en parte, por 1a misma GnRH, ya que se ha visto que su
adminisiracion o su incremento en los animales castrados provoca un aumento en el niumero
de receptores (Frager y col, 1981). También, el patron de liberacion es un factor importante,
ya que el m’nmerb de receptores disminuye al aumentar o disminuir la frecuencia de los

pulsos normales de GnRH (Katt y col, 1985).

7 Accion de los esteroides gonadales en el hipotalamo

Las seiiales hipofisiarias, la hormona foliculo estimulante y 1a hormona luteinizante
(FSH y LH, por sus siglas en inglés), liberadas como consecuencia de la estimulacion de la
GnRH hipotalamica sobre los gonadotropos hipofisiarios, modulan la sintesis y liberacion del
estradiol y la progesterona por los ovarios, que influyen directamente en estructuras
cerebrales donde modulan la conducta y la fisiologia reproductiva (Kalra y Kalra, 1983,
Blaustein y Olster, 1989').

Tradicionalmente, los efectos de las hormonas esteroides se han dividido en 2

categorias: activacional y organizativa (Young y col, 1964; Arnold y Gorsky, 1984). Los efectos

H



activacionales se definen como el encendido y apagado de circuitos neuronales previamente
establecidos en el adulto, mientras que los efectos organizativos se definen como cambios
estructurales permanentes inducidos por hormonas durante el desarrollo. La activacion no
involucra alteraciones morfologicas permanentes, sino modificaciones ciclicas que
generalmente siguen a los cambios en las concentraciones hormonales durante los ciclos
biologicos (DeVoogd y Nottebohm, 1981; Gould y col, 1930; Frankfurt y col, 1390).

Como ejemplo de efectos activacionales es la accion del estradiol y 1a progesterona
sobre el nucleo ventromedial del hipotalamo donde activan la respuesta de lordosis en la
rata (Takahashi y col, 1985). La modulacion conductual ejercida por estas hormonas se debe
a la activacion genomica y al incremento en la capacidad de sintesis de proteinas. La
activacion celular promovida por la accion de los esteroides ovaricos se traduce en una
modulacion del circuito neuronal responsable de la conducta de lordosis. En el nuacleo
ventromedial la incrementa la densidad dendritica en l1as neuronas sensibles a 1as hormonas
sexuales como consecuencia de la accion hormonal, aumentando por consiguiente la
comunicacion y la modulacion neuronal. Los mismos cambios pueden apreciarse durante el
ciclo estral de 1a rata, en donde se ha mostrado un incremento de 1a densidad dendritica en
el dia del proestro y un descenso brusco 24 horas después (Frankfurt y col, 1990).

Efectos organizativos. La accion organizativa de las hormonas sexuales se evidencia
en las diferencias morfologicas y fisiologicas entre los cerebros masculino y femenino que se
establecen en una etapa precisa al inicio del desarrollo postnatal (Gorsky, 1983; Rhees y col,
1930). En los roedores se estima que este periodo critico se encuentra entre los dias 7 y 10 de
vida postnatal (Vom Saal y Bronson, 1980).

En Ja rata hembra, la accion de las hormonas sexuales durante los primeros dias
después del nacimiento, provoca desfeminizacion, la cual se expresa conductualmente por la
desaparicion de la respuesta de lordosis y fisiologicamente por la interrupcion de los ciclos
de las hormonas relacionadas con la reproduccién en la etapa adulta (McEwen, 1983). El sitio

primario de desfeminizacién se encuentra en el nucleo ventromedial del hipotalamo, en el
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cual se ha observado que e! tratamiento con testosterona en las primeras etapas de
desarrollo postnatal de la rata provoca la disminucion de la cantidad de receptores a
progesterona en la etapa aduita, a concentraciones similares a los que se encuentran en el
macho. Esto podria explicar la falta de respuesta de lordosis y la inhibicion del incremento
de 1a densidad dendritica en las neuronas hipotalamicas esumuladaé con estradiol. (Mc
Ewen, 1983)

En la rata macho existe un nicleo dentro del area predptica medial
significativamente mas grande que en la hembra, denominado nicleo dimorfico sexual
(Gorski y col, 1978), el cual es influenciado por el medic hormonal durante los primeros dias
de' vida postnatal (Honda y col, 1985). La castracion en el macho reduce en forma
significativa el volumen de este nicleo y provoca la feminizacion (Gorski, 1978)) y la
testosterona restaura el volumen del nucleo en el area preoptica (Jacobson y col, 1981).

Los efectos organizativos de los esteroides pueden determinar a largo plazo las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de algunas de las respuestas activacionales a
las mismas hormonas en la etapa adulta (Segarra y McEwen, 1991). Es en los primeros dias
de desarrolio postnatal en los cuales el cerebro y las gonadas, a través de l1a comunicacioén
hormonal determinan en gran medida la estructura y fisiologia de los nicleos hipotalamicos
relacionados con la reproduccion; es esta comunicacion temprana la que define en términos
morfologicos, funcionales y conductuales las diferencias entre el cérebro masculino y

femenino.

8 Asimetrias hipotalamicas

Los efectos organizativos a largo plazo que se dan por la accion de las hormonas

‘gonadales sobre algunas estructuras hipotalamicas presentan asimetria. Nordeen y Yahr

demostraron en 1982, que el implante de estréogenos en el hipotdlamo de 1a rata hembra
recién nacida, induce efectos conductuales diferentes en la etapa adulta que dependen del

lado y del micleo hipotalamico en que se coloca el implante. Asi, 1a exposicion a los

o)
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estrogenos del lado izquierdo del mucleo ventromedial disminuye la conducta sexual
femenina, expresada por la disminucion del coeficiente de lordosis; mientras que el implante
del lado derecho del area predptica ocasiona el incremento de 1a conducta sexual masculina,
que se evidencia por la aparicion de la conducta de monta. Estos resultados permiten sugerir
que los estrogenos tienen un efecto organizativo que depende de las estructuras
hipotalamicas y el lado del cerebro en el cual actien (Bianki y Filippova, 1992; Schwarz y
Rogers, 1992; Holman y Hutchison, 1993; . Diferentes ejemplos de asimetrias hipotalamicas se

expondran en el capitulo “Asimetrias en los sistemas neuro inmuno endécrino”.
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Asimetrias en los Sistemas Nervioso,
Inmune y Endocrino

Dr. Marco Antonio Sanchez, Dr. Roberto Dominguez

Unidad de Investigaciones en Biologia de la Reproduccion, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico, D.F.

RESUMEN: En esta revision se resumen algunos conceptos y avances que selienen en el campo de la asimetria
funcional del sistema neuroinmunoendocrino. En humanos el hemisterio izquierdo esta relacionado con el
procesamiento de la informacion en forma sintética como el lenguaje, mientras que el hemisferio derecho esta
mas especializado con el procesamiento de la informacion en forma holistica, como el reconocimiento espacial.
l.as conductas asimétricas observadas en algunos animales pueden explicarse por la existencia de desbalances
neuroquimicos en algunas areas cerebrales. En particular se asocian a las aminas biogénicas con la conducta
de giro espontaneo y a la condicion de un animal de ser zurdo o diestro (asimetrias neuroquimicas). El cerebro
modula en forma asimétrica el funcionamiento del sistema inmune. Se sugiere que en algunos animales el
hemisferio izquierdo controla la respuesta inmune mediada por linfocitos y el lado derecho regula la actividad de
las celulas asesinas naturales. Esta modulacion puede ser modificada en funcion del sexo y de si el animal es
zurdo o diestro (asimelrias inmunoldgicas). Las hormonas sexuales pueden modular el establecimiento de
algunas asimetrias funcionales en los esladios tempranos del desarrollo y provocar diferencias contrastantes
entre los dos sexos. Los cambios ritmicos en los niveles plasmaticos de las hormonas modifican los patrones de
asimelria durante la vida posnatal, enlre una estacion y otra del afo, enire un dia y otro del ciclo estrual, o en
diferentes horas del mismo dia (Asimelrias endocrinas).

Palabras clave: Asimetria del Cerebro, Sistema Inmunoldgico, Sistema Endadcrino.

ABSTRACT: In this anticle some concepts and advancements in the neuro-immuno-endocrine system are
reviewed. In humans, the left hemisphere processes information in a synthetized form, such as in language;
whereas the right hemisphere is specialized in the processing of information in a holistic form, such as in spacial.
recognition. The asymmetric behavior seen insome animals may be explained by the eristence of neurochemical
imbalances in some brain areas. For example, biogenic amines have been associated with spontaneous rotation
and whether an animal is left-or right-handed (neurochemical asymmetries). The brain modulates the immune
system in an asymmelric way. It has been suggested that in some animals,the left hemisphere controls the
immune response that is mediated by lymphocytes and the right hemisphere regulates the actlivity of natural killer
cells. This hemispheric modulation of immune function can be modified depending on the sex of the animal and
whether the animal is left or right-handed (immunological asymmetries). Sex hormones may regulate the
establishment of some of the functional asymmetries in early stages of development, resulting in differing
asymmetries depending on sex. The rhythmic changes in the levels of hormones in plasma modify the patterns
of asymmetry during postnatal life: belween one season and another, between one day and another inthe estrus
cycle, or in different hours of the same day (endocrine asymmeltries).

Key words: Asymmetries of brain, Immune System, Endocrine System,

INTRODUCCION

arc Daxen 1836', fue el primero en descubrir

una asimetriafuncional en el cerebro humano
y sugerir que sclamente el hemisferio cere-
bral izquierdo esta involucrado en la comunicacion
verbal. Sin embargo, su trabajo no fue reconccido, en

desconocido para la comunidad cientifica de aquella

epoca. Ahos despues, Paul Broca (1861)‘. al estudiar

los cerebros de pacientes que en vida habian tenido
problemas de afasia, descubrido que presentaban
malformaciones o lesiones solamente en la corteza
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temporal izquierda. Los estudios posteriores permitieron
localizar ain mas la zona involucrada, con lo cual se
reconocio al ared ue Broca (en honor a su descubridor)
como la zona que controla la comunicacion verbal.
Estos trabajos no sélo abrieron el interés de diversos
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investigadores de la época, sino también permitieron
iniciar un creativo e interesante campo de estudio
dentro de la neurociencia: la asimetria cerebral.

Asimetr(as un los Hemisferios Cerebrales.

A mediados de este siglo, los estudios sobre laasimetria
tuncional tuvieron un gran impulso a partir de las
observaciones realizadas en pacientes en los que se
separan los hemisferios cerebrales mediante el corte
delcuerpo calloso2+4, Con este procedimiento quinirgico
(utilizado para disminuir las crisis epiléplicas
generalizadas) se pudieron estudiar las diferencias en
el procesamiento de la informacion que realizan de
manera independiente, cada uno de los lados del
cerebro.

Se reconocido que el hemisferio izquierdo se
especializa en la organizacion de la informacion en
forma analitica, como el lenguaje y las habilidades
matematicas, mientras que el hemisferio derecho se
especializa enprocesar la informacion enforma holistica,
como la relacionada con el reconocimiento espacial y
las emociones.

Enuna persona normal, lasdos mitades delcerebro
aportan sus capacidaci»s para que la recepcion e
integracionde los estimulos puedan servirpara dar una
respuesta integral, que incluya no sdlo la relacion con
el entorno en forma general, sino también con los
diferentes componentes de! ambiente. Esta
coordinacion en el trabajo es posible gracias a la
comunicacion neural que se establece entre los
hemisferios a traves del cuerpo calloso (un sistema de
fibras que juega un papelimportante enladiferenciacion
hemisférica)s-10 su ausencia puede minimizar el
establecimiento de algunas asimetrias funcionales??,
Ciertos conceptos generales sobre los estudios de la
asimetria funcional de los hemisferios cerebrales
humanos han sido aplicados en otros animales. En
particular sabemos que los macacos (Macacafuscata)
presentan deficiencias en la discriminacion de las
vocalizaciones de sus conespecificos cuando se les
lesiona las cortezas auditiva primaria y secundaria
izquierdasperonolas derechas'?2, Ademas, los macacos
(M. mulata) que tienei: separados sus hemisferios
cerebrales mediante elcone del cuerpo calloso, pueden
diferenciar entre patrones de lineas punteadas
(procesamiento analitico) solo con el hemisferio
izquierdo y diferentes caras (procesamiento holistico)
solamente con el hemisterio derecho13, similara lo que
ocurre en humanos.

ASIMETRIAS EN EL SISTEMA
NEURO-INMUNOENDOCRINO

Paralelo a los trabajos relacionados con las asimetrias
funcionales en los hemisferios humanos, surgieron
diversas observaciones sobre estudios realizados con

distintos modelos animales, con las que se explicaron
otros lipos de asimetrias como las conductuales,
cognoscitivas, neuroquimicas, inmunologicas y
endocrinas, que permitieron en conjunto tener una idea
mas clara y amplia de los mecanismos que explican las
diferencias en las habilidades de las partes homologas
del cerebro.

a) Asimetrias neuroquimicas.

Uno de los modelos mas usados en animales, para
estudiar la neuroquimica de los ganglios basales, es la
conducta de giro que se induce por la lesion unilateral
de la sustancia negra y la inyeccion posterior de un
agonista dopaminergico como la anfetamina. Este
proceso trae consigo un desbalance neuroguimico vy,
por consecuencia, una asimetria en el movimiento
(contralateral a la lesion) en el animal.

Sin embargo, algunos autores observaron que la
inyeccion de anfetamina en ratas intactas produce la
conducta de giro'4.15 cuya direccion depende
generalmente de la preferencia del animal16, Ademas,
Glick y colaboradores 17 encontraron que la anfetamina
solo incrementa una conducta que es espontanea y
que se evidencia duranic la actividad nocturna de la
rata. Robinson y Becker!8, propusieron que existe un
lado dominante en el cuerpo estriado que siempre es
contralateral a la direccion del giro y que esta
determinado por la mayor regulacion dopaminérgica
provenienie de la sustancia negra ipsilateral.

Otros de los factores que deben considerarse son
el sexo del animal y la pata delantera que usan con
preferencia. Robinson y colaboradores'? fueron los
primeros en observar que la conducta de giro
espontanea que se da enlas noches, es mas frecuente
en hembras que en machos, ademas de que éstas
presentan mayor susceptibilidad al efecto de la
anfetamina. Posleriormente Glick y colaboradores20
demostraron que cuando se les inyecta cocaina (que
se utiliza como bloqueador de dopamina en el cuerpo
estriado), las hembras diestras rotan mas que las
zurdas y lo contrario ocurre en los machos. En este
mismo estudio se vio nuevamente que las hembras son
mas susceptibles al efecto del farmaco.

Eslas diterencias entre los animales zurdos y
diestrostienenuna correlacionbioquimicaendiferentes
estructuras cerebrales. Barneaud y colaboradores??
observaron que los ratones de la cepa C3H/He a
quienes se les determiné la preferencia en el uso de
una de las patas delanteras, muestran patrones de
asimetriasdiferentes enlas concentraciones dealgunas
catecolaminas en la corteza cerebral, en el hipotalamo
y en la region bulbar.

La asimetria conductual no siempre depende de
las diferencias neuroquimicas de los hemisferios, sino
que la dependencia también puede ser inversa. Por
ejemplo, en la rata, el entrenamiento de una de las
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palas conduce a un incremento en la concentracion de
la enzima acetilcolinesterasa2? y la alteracion del arbol
dendntico en la corteza sensono motora contralateral a
\a pala usada?3, asi como a cambios asimetricos en el
melabolismo de la dopamina24.25,

Los modelos conductuales como la preferencia del
uso de la pata o de la conducta de giro, no sélo han
permiido conocer las diferencias asimetricas en el
contendo de neurotransmisores en areas especificas
del cerebro, sino tambien han dado un impulso
imporiante al conocimiento de la participacion del
sislema de recepcion para estos {ransmisores Quimicos
en el establecimiento de las asimetrias conducluales.
Por ejemplo, el nucleo acumbens de la rata esta
involucrado en elcontrol de la locomocion espontanea?6
y la lesion del lado derechn produce hiperactividad,
mientras que la lesion del lado izquierdo no tiene
electos2?, Ademas este nucleo presenta grandes
cantidades de receptlores -dopamineérgicos D1 y D228,
Con estos antecedentes, Belcheva y colaboradores?2s
determinaron si la asimetria mostrada por el nucleo
acumbens podia eslarasociada con la actividad de una
de los receptores dopaminergicos. Para ello usaron
ratas machosa quienes inyectaron apomorfina (agonista
D1yD2), SKF38393 (agonista D1)yquinpirole (agonista
D?2) en este nucleo y postariormente registraron su
aclividad locomotora. Tanto la apomorfina como el
SKF38393 incrementaron la aclividad de ia rata y el
efectofue significativamente mayor cuando la inyeccion
se hizo en ellado derecho; entanto que el quinpirole no
luvo efectos asimélricos sobre la conducla, es decir,
solamente el receptor D1 esla asociado al control
asimetricode la aclividad locomotora presentado por el
nucleo acumbens.

Gracias a los estudios “echos en los diferentes
modelos animales, se ha avanzado mucho en el
conocimientode laasimelria del sistema neuroquimico.
Asimismo, se han acumulado suficientes evidencias
para proponer que exisle una relacion bidireccional
entre cieros patrones conductuales asimeétricos y las
diferencias en el sistema de comunicacion neuronal
entre los lados izquierdo y derecho del cerebro.

b) Asimetrias en el sistema inmune
En 1982 Geshwind y Behai30 observaron que existe
una relacion entre la dislexia, los desordenes inmunes
y las personas zurdas. A pesar de que este trabajo
recibio diversas criticas, principalmente por la
helerogeneidad y el niumero bajo de pacientes
estudiados, abrio un campo nuevo e interesante en el
tema de la neuroinmunologia, que fue rapidamente
impulsado con estudios hechos en animales de
experimentacion.

Primero Renouxy colaboiadores3ly posteriormente
Neveu y colaboradores32 mostraron que el cerebro
modula en forma asimeétrica las funciones del sistema

inmune. Los primeros autores demostraron que la
corteza ceretyal de larata modifica la sintesis o liberacion
de factores inductores de células Ty que existe una
correlacion entre la preferencia enelusodelapatayla
actividad de los linfocitos T pero no con los B,

Neveu y colaboradores33 estudiaron ia cepa de
ratones New Zeland, la cual presenta enfermedades
autoinmunes parecidas al lupus eritrematoso, como la
glomerulonelritis y ia anemia hemolitica, y observaron
que las hembras zurdas presentaron los anticuerpos
mas tempranamente que las diestras, en tanto que en
los machos no se encontraron diferencias.

El hecho de que en los machos no se hayan
encontrado diferencias no indica que la regulacion
neuroinmurne no sea asimeétrica en animales de este
sexo, sino que depende del parametro inmunologico
que se esté midiendo. Neveu y colaboradores34
mostraron que las hembras zurdas de dos cepas de
ratones (C3H/He y C3H/ovlico) presentaron mayor
proliferacion de linfocitos inducida por mitogenos que
las diestras, pero no se encontro ninguna relacion entre
la preferencia de pata y la actividad de las células NK
(del inglés Natural Killers). Contrario a esto, las NK de
los machos dieslros tienen mayor actividad que las de
los zurdos, pero no hay correlacion entre la preferencia
delusode patay la proliferacion linfocitica. Esto, sibien
apoya nuevamentle la idea de que existe una asociacion
entre la preferencia del uso de pata y la reactividad
inmune, indica que esta asociacion depende de los
parametros inmunologicos probados, asi como del
sexo del animal,

Adentrandose un poco mas a los mecanismos
responsables de este lipo de asirnetrias, Belluardo y
colaboradores33 irabajaron con las NK y los linfocitos
citotoxicos (LCT) y mostraron que en el raton la
decorticacion unilateral puede afectar de manera
asimeétrica estas dos subpoblaciones. Ellos encontraron
que la corteza del lado izquierdo se especializa en la
modulacion de la respuesta inmune mediada por LCT,
por medio de la activacion del eje hipotalamo-pituitario-
adrenaly del sistemadopaminérgicotuberoinfundibular,
mientras que la derecha esla especializada en la
regulacion de la actividad de NK, aunque aun no se
sabe que mecanismo esta mediando este efecto.

c) Asimelrias en el sistema endacrino
Como se menciono en los capitulos anteriores, algunas
asimetrias conductuales, morfologicas, neuroquimicas
e inmunes presentan ciertas diferencias entre los ma-
chos y las hembras, lo que ha hecho pensar que las
particularidades en el estado hormonal de ambos sexos
son elementos importantes en el origen y
establecimientode las diferencias entre ellado izquierdo
y derecho del cerebro.

Diamond y colaboradores36 observaron que en los
roedores algunas areas corticales son mas anchas en
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el lado derecho que en el izquierdo, mientras que en las
hembras sucede lo contrario. Ademas, mostraron Que
este patrén puede ser alterado por la concentracién
plasmatica de las honrmonas gonadales desde el periodo
posnatal.

Es probable que el eleclo de estas hormonas
sexuales durante el periodo perinatal (en el cual se
establece la diferenciacion sexual en e! cerebro de los
roedores) no sea igual en el lado izquierdo que en el
derecho37. Se observo que las ratas recién nacidas de
la cepa Long-Evans, presentan asimelrias en el
contenido de receptores a estrogenos en la corteza
cerebral, que dependen del sexo del animal. En el
macho se encuentran un mayor numero de receptores
en el lado izquierdo y lo conlrario se presenia en la
hembra, principalmente en el cuario dia de vida
posnatal.

Shall y Kimm38 mostraron que en los fetos de los
macacos (M. mulata) los receptores a andrégenos
también presentan asimetrias en su distribucion.
Encontraron mayor cantidadde receplores enla corteza
frontal derecha y en la corteza temporal izquierda;
mientras que en las hembras solo se encontré una
asimetria enla corteza parielalque fue contraria a ladel
macho.

Es probable que el desbalance en la concentracion
de receptores y, por lo tanto en los efectos producidos
por las hormonas gonadales en las etapas perinatales,
pueden repercutir en la etapa adulta para cambiar los
patrones de asimetria entre ambos sexos39, Estos
cambios pueden estar relacionados conlas diferencias
en la maduracion entre el lado izquierdo y derecho del
cerebro40.41 debido a los efectos de los esteroides
sobre el eslablecimiento y mantenimiento de las
sinapsis42-44

Relacionado con lo anterior, Nordeen y Yahr45
observaron que los implantes de estrogenos en el
hipotalamo de la rata hembra recién nacida, inducen
efectos conductuales diferentes en la etapa adulta, que
dependen del lado y del nucleo hipotalamico en que se
coloca el implante. Asi, la exposicion del lado izquierdo
del nucleo ventromedial a los estrégenos disminuye la
conducta sexualfemenina, expresada por la disminucion

del coeficiente de lordosis; mientras que elimplante del
ladoderecho del area predpticaocasiona elincremento
de la conducta sexual musculina, que se evidencia por
la aparicion de la conducta de monta. Los autores
propusieron que el periodo critico para la
masculinizacién empieza y termina antes de la etapa
critica de la feminizacion, y que el lado izquierdo del
hipotalamo presenta una maduraciéon mas temprana
que el lado derecho, como ocurre con otras regiones de
la corteza cerebral46. S
Una vez que se establece algun tipo de asimetria,
ésta puede cambiar tanto de magnitud como de
direccidn. En el sistema enddcrino existen diversos

ejemplos de estos cambios de la asimetria, desde
aquellos que suceden enfuncion de la estaciondel ano,
hasta los que se presentan de una hora a otra en el
mismo dia.

Nottebohm y colaboradores47 observaron que en
los pajaros existen asimetrias relacionadas con la
conducta de canto, demosirando que el lado izquierdo
del cerebro y el nervio hivogloso del mismo lado estan
mas relacionados en la generacion del canto, mieniras
que el lado derecho funciona como un modulador en
esle sistema de comunicacion. Ademas, se demostro
que esta requlacion funcional asimétrica se hace
evidente en la época de reproduccion, en la cual el
pdjaro canta, hay incremento del arbol dendritico48, y
neurogénesis49 en los nucleos relacionados con esta
conducta; se incrementa la regulacion del nervio
hipogloso hacia el 6rgano vocal y aumenta la
concentracion plasmatica de testosterona®0.

Lasvariaciones en las concentraciones hormonales
que existen durante el ciclo estrual de las hembras de
algunas especies, pueden estar panicipando en el
cambio del patron asimétrico de ciertas funciones que
sedanencada unodelosdias. Cruz y colaboradoresS!
mosiraron que el bloqueo de la ovulacion provocado
por el implante unilateral de atropina (un antagonista
delsistema colinergico), depende del lado del hipotalamo
anterior y del dia del ciclc 2strual en que es colocado el
tarmaco. De esta forma, en el dia del estro la atropina
bloquea la ovulacion cuando se pone del lado derecho
mientras que en el lado izquierdo no hay efecto; en
contraste con esto, en el dia del diestro 2 la atropina
bloquea la ovulacion cuando se pone del lado izquierdo
pero no del derecho. Esto parece indicar que el papel
que desempena el sistema colinérgico del hipotalamo
anterior en la regulacion del proceso de ovulacion varia
durante el ciclo estrual, y que el lado izquierdo y
derecho participan alternadamente en este proceso,
presentando de esla manera, una asimelria que en la
rata se inviete entre el dia del eslro y el dia del
diestro 2.

Los mecanismos que podrian explicar los datos
anteriores aun noquedan claros, noobstante, setienen
evidencias de que la actividad de la enzima
colinacetiliransferasa (la enzima de sintesis de la
acetilcolina) cambiadurante el ciclo estrual, presentando
mayor actividad en el lago derecho en el dia del estro
y en el lado izquierdo en el dia del diestro 252, Con
estos datos se sugiere que elfuncionamiento delsistema
colinérgico es asimétrico y nuevamente apoyan la idea
de que enlos mecanismos responsables de laregulacion
de la ovulacion de la rata pueden existir asimetrias que
cambian de un dia a otro en el ciclo estrual.

Por otra parte, los cambios enddcrinos que se dan
entre el dia y la noche en las ratas de ambos sexos,
parecen estar involucrados también en esta capacidad
de cambio que se observa en algunas asimetrias
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tuncionales. Por ejemplo, Bakalkin y Tsibezov®3
mostraron que la hormona liberadora de las
a.nadolropinas $e encuentra en mayor concentracion
¢ ¢l lado derecho que en el izquierdo del hipotalamo
de la rala macho, pero esta asimetria que siempre se
ewuenlra en la manana, desaparece en la noche
detndo alincremento de la concentracionde la hormona
que se da unicamenie en el lado izquierdo.

Todo parece indicar que la asimetria no es un
tenomeno eslatico, sino Que presenta variaciones
durante el desarrollo, los ciclos anuales, estruales y
circauianos que estan estrechamente relacionados con
las concentraciones plasmadlicas de las hommonas.
tstas modificaciones endocrinas alleran en forma
importante la morfologia del sistema nervioso en las
lasestempranas de sudesarrollo, asicomo enla etapa
adulta, promoviendo los cambios dinamicos que se
aprecian en algunas asimeltrias funcionales.

CONSIDERACIONES FINALES

Desde los trabajos de Dax y Broca en el siglo pasado
hasta las comunicaciones recientes de resultados
obtenidos en diversos modelos animales, las
investigaciones relacionadas con las asimetrias
funcionales han provisto de apontes valiosos, no solo
para esta area del conocimiento, sino que han
enriquecido los conceptos de aspeclos relacionados
con la neurofisiologia y psicnlisiologia del lenguaje, de
los sistemas sensoriales, del aprendizaje y la memoria
enlos humanos; conlos mecanismos de comunicacion
relacionados con los sistemas nervioso, endocrino e
inmune; asi como con los estudios de desarrollo
ontogenético y filogenético en algunos animales
incluyendo al hombre.

La informacion obtenida sobre el tema,
principalmente a panir de la segunda mitad de este
siglo, nos ha permitido pensc-que la asimetriapresente
endiversos animales no es una excepcion, sinolaregla
en la estructura y el funcionamiento de los diferentes
sistemas que conforman a un organismo y no una
propiedaddistintiva de una especie en particular, como
se pensa inicialmente cuando el modelo de estudio era
el humano.

Naturalmente quedan por contestar una gran cantidad
de preguntas como las que se refieren al origen
ontogenético de las asimetrias y su significado
adaptativo en los organismus. Respecto a la primera
pregunta se han presentado evidencias de que el
cerebro izquierdo madura en un tiempo diferente al
derecho gracias a la accion de las hormonas
esteroides39-41,44,54_ Sin embargo, no se ha podido
explicar porqué los sistemas de recepcion para estas
- hormonas se distribuyen en forma asimétrica en el
cerebro, aun antes de que se presente la accion
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dierenciadora de sus ligandos. Hasta donde se ha
llegado en el estudio del origen ontogenetico de una
asimelria es a relacionar a los componentes de la
matriz extracelular en el establecimienlio de las
diferencias entre ambos lados de un organismo desde
las primeras etapas del desarrollo embrioldgico®9.

Porotrolado, el significadobiclogicode la asimetria
aun no ha sido esclarecido, no obstante, existen
evidenciasdeque laasimetria del sistema nigroestriatal
es necesaria para Que un organismo presente una
buena discriminacion entre su espacio izquierdo y
derecho. A su vez, esla discriminacion se considera
como un requisito imporntante para que los procesos de
aprendizaje y memoria se presenten en forma optima
durante la vida de un animal°®, lo cual parece indicar
que la asimetria neuroquimicay conductualle confieren
al organismo una ventaja adaptativa en surelacion con
el medio ambiente respecto a los animales
simétricos>7.98,

Gracias al uso de los modelos en animales de
experimentacion se han podido dar pasos importantes
en el estudio de las asimetrias. Sabemos ahora que los
conceplos tedricos sobre el procesamiento analiticoy
holistico manejados en las investigaciones sobre las
capacidades hemistericas en humanos, tambiénpueden
ser utilizados en los estudios realizados en macacos,
los cuales constituyen un modelo de experimentacion
valioso para conocer las bases biologicas de este tipo
de asimetrias hemisféricas.

Los modelos experimentales en roedores nos han
permitidointroducirnos a tncamporelativamente nuevo
como es el caso de los estudios de las asimetrias
neurcinmunoendocrinas. Estas investigaciones han
podido integrar diversos conocimientos que antes
parecian dispersos. Entendemos ahora, por ejemplo,
que cierlas pantes de la corteza cerebral en las que
Diamond y colaboradores36 observaron diferencias
morfologicas asimétricas dependiendo del sexo, son
las mismas zonas en las que Barneoud y
colaboradores@! demostraron asimetrias en el
contenido de catecolaminas y el grupo de Belluardo35
encontré que la lesion del lado izquierdo afecta la
proliferacion de LCT y provoca el incremento de
corticosteroides, mientras quela lesion dellado derecho
solo afecta la actividad de NK.

El desarrollo de este tipo de investigaciones en
donde podamos integrar conocimientos de diversas
areas, seran de una gran utilidad para dar
interpretaciones mas confiables en los estudios de la
asimetria funcional. Asitambién ayudara a entender la
gran diversidad de formas con las que la asimetria
puede expresarse en un organismo y su posible papel
en el control de la conducta, del funcionamiento de los
hemisferios cerebrales y del sistema de comunicacion
neuroinmunoendocrina.
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LA AMIGDALA

La amigdala (del latin: almendra) se localiza en la parte ventral del lobulo temporal

en los mamiferos; esta parcialmente cubierta por la corteza periamigdalina del giro
hipocampal y adyacente al hipocampo ventral;, forma el apice y las paredes rostromedial y

rostrodorsal del asta inferior del ventriculo lateral.

1 Divisiones de l1a Amigdala
La amigdala ha sido dividida en cuatro grupos que presentan distinta composicion
neuroquimica, conexiones anatomicas y funciones asociadas:
1) Amigdala olfativa:
.Area amigdalina anterior
-Nucleo del tracto olfatorio lateral
-Extremo rostral del nticleo amigdalino medial
-Parte anterior y posterior del niicieo amigdalino cortical
-Area de transicién amigdalo piriforme
2) Amigdala Medial
-Nicleo amigdalino medial
-Porcion posteromedial e intermedia de la sustancia innominata sublenticular
-Division medial e intermedia del niicleo basal de la estria terminalis
-Amigdala vomeronasal
-Nucleo cortical
-Area de transicion amigdalo-hipocampal
-Nucleo basomedial
3) Amigdala Basolateral
-Nucleo lateral

-Nitcleo basolateral
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-Algunos elementos del nicleo basomedial
4) Amigdala Central
-Niicleo central
-Porcion dorsal de la sustancia innominata sublenticular
-Division lateral y ventral del nicleo basal de 1a estria terminalis
-Parte del nucleo basomedial
De acuerdo a los objetivos que se tienen en esta tesis, s0lo se hara la descripcion de

las generalidades, conexiones y fisiologia reproductiva de 1a amigdala medial.

2 La amigdala Medial

En forma general, la amigdala medial pertenece a la porcion filogenéticamente mas
antigua de la amigdala, comparandola con los nicleos lateral y basal que pertenecen al
grupo filogenéticamente mas reciente. La amigdala corticomedial tiene un volumen mayor
en los animales filogenéticamente mas antiguos, mientras que ocupa una porcién
relativamente pequeria en los primates y en el humano(Crosby y col, 1966, citado por
Richardson, 1973).

La amigdala medial ha sido asociada con procesos fisiologicos y conductuales como

la agresion, el aprendizaje, 1a olfacion, el gusto, la conducta sexual y la regulacion

endocrina (Chozick, 1986).

3 Conexiones de la Amigdala Medial

La amigdala tiene dos sistemas de fibras eferentes principales: la estria terminalis y
la via amigdalofugal ventral. El primer sistema de fibras tiene una gran relevancia en los
mamiferos filogenéticamente mas antiguos, convirtiéndose en una via vestigial en el
hombre; mientras que 1a segunda via ha ido evolucionando hasta convertirse en la ruta de

comunicacion principal en los mamiferos filogenéticamente mas recientes, como los

primates (Richardson, 1973).
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Ambas vias conducen fibras cuyo blanco principal es el hipotalamo ventromedial,
lateral, anterior y el area predptica. Se ha demostrado que estas estructuras pueden sufrir
degeneracion cuando se lesiona la estria terminalis (Heimer y Nauta, 1969). Las conexiones
eferentes y aferentes de la amigdala medial se resumen a continuacion:

Conexiones eferentes:
Corteza insular
-Hipocampo
-Hipotalamo

Nicleo ventromedial

Nucelo paraventricular

Niicleo periventricular

Area retroquiasmatica

Nucleo supraoptico

Nucleo dorsomedial

Nucleo arcuato

Area tuberal

Area predptica
-Talamo

Nucleo mediodorsal

Nucleo perpendicular
-Tallo cerebral

Area tegmental

Conexiones aferentes:
-Bulbo olfatorio
-Corteza insular

-Hipocampo

17



-Banda diagonal
-Nucleo endopiriforme
-Hipotalamo

Nicleo ventromedial

Nucleo periventricular

Area anterior

Area predptica

Nucleo arcuato

Area lateral

Nucleo paraventricular
‘Talamo

Nucleo paratenial

Nicleo posterolateral

Nucleo posteromedial
-Tallo cerebral

Sustancia nigra compacta

Nicleo del Rafé

Nucleo parabraquial

Locus coeruleus

En forma general, 1a amigdala medial tiene conexiones directas con aquellas areas
cerebrales relacionadas con la conducta reproductiva y los aspectos hormonales asociados a
ésta, como el bulbo olfatorio, el niicleo ventromedial del hipotalamo, el area predptica medial
y estructuras del tallo cerebral (McBride y Sutin, 1977). Estudios electrofisiologicos han
mostrado que los esteroides gonadales pueden alterar el umbral de excitacion de las
neuronas localizadas en estructuras cerebrales moduladas por la amigdala (Kawakami y

Sawyer, 1959; Dudley y col, 1990; Wong y Moss 1992).
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4 La amigdala medial y los procesos reproductives

La amigdala medial participa en la regulacion de los aspectos fisiologicos y
conductuales relaclonados con la reproduccion en los mamiferos incluyendo al hombre.
Estudios donde se estimula eléectricamente a 1a parte anterior de 1a amigdala corticomedial
en la rata hembra, han demostrado que se presenta un incremento en la respuesta de
lordosis, mientras que la lesion reduce la receptividad sexual (Masco y Carrer, 1980). Se
sugiere que la conducta de lordosis esta mediado por la acecion estimuladora de los
estrogenos sobre neuronas sensibles de la amigdala, ya que la inyeccion de estos esteroides
ocasiona el incremento en la actividad neuronal y en el coeficiente de lordosis en la rata
(Segarra y McEwen, 1991).

Existen evidencias que muestran la relacion de la amigdala con los cambios del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas durante la pubertad. Teresawa y Timiras (1968) describieron
un incremento en la actividad bioeléctrica de la amigdala durante el inicio de la pubertad
proponiendo con esto que esta estructura participa activamente en los cambios fisiologicos
que dan origen a esta etapa del desarrollo.

En el animal adulto se han descrito cambios en el umbral de excitacion de la
amigdala medial, que acompaiian a las variaciones de las concentraciones de los esteroldes
gonadales. Esta correlacion puede desaparecer en los animales ovariectomizados y
restaurarse por el tratamiento con estrogenos (Teresawa y Timiras, 1968). Ademads
Kalimullina en 1390, mostro cambios en la actividad eléctrica de la amigdala medial de la
rata durante el ciclo estral. El observo un incremento en el dia del proestro, en el cual
aumenta significativamente la concentracion de estrogenos en el plasma.

No obstante los resultados anteriores, los estrogenos implantados en la amigdala
pueden tener tanto efectos inhibidores como excitadores sobre el eje hipotalamo-hipofisis-
gonadas (Beltramino y Taleisnik, 1978). Desde el punto de vista de la funcion reproductiva, la
amigdala medial parece tener dos grupos de neuronas, que ejercen sus efectos sobre la

liberacion de gonadotropinas y sobre el proceso de ovulacion, uno con accién inhibidora y

19



[

otro con efectos excitadores (Beltramino y Taleisnik, 1978). Segun les estudios
electrofisiologicos, ambos grupos envian sus proyecciones hacia el hipotilamo por medio de
la estria terminalis. Por su parte, 1a via excitadora tiene una conexion directa con el area
preoptica, lo que podria explicar el por qué los estrogenos implantades en la amigdala no
presentan ningun efecto excitador en la liberacion de gonadotropinas en aquellos animales
que se les practica una deaferentacion en la parte anterior de} hipotalamo (Sawyer, 1971).

La influencia que tiene la amigdala sobre el aumento brusco de la concentracion
plasmatica de LH varia durante el ciclo estral y el sitio dq_,‘esumu'lacién. En este sentido
Carrillo y col (1977), mostraron que 1a liberacion de LH no se altera cuando se estimula a la
amigdala medial justo antes de iniciar 1a liberacion fasica, mientras que la estimulacion de
l1a amigdala basolateral ocasiona el retraso en la aparicion del pico de LH y la disminucion
en la concentracion de esta gonadotropina. Por otra parte, cuando se estimula a la amigdala
medial 12 horas antes del pico de liberacion, la concentracion de LH incrementa y, sobre
todo, se presenta una sincronia en cuanto al tiempo de aparicion del pico de liberacion de la
hormona, contrario a lo que ocurre con los animales testigo, en donde se aprecian
van’gciones tanto en la cantidad de LH liberada, como en el tiempo de aparicion del pico
hormonal. La estimulacion de la amigdala basolateral, por otra parte, provoca el retraso en
la aparicion del pico hormonal y la disminucion de los niveles de LH en el plasma (Carrillo y
col, 1977).

Estos resultados indican que dentro de la amigdala, se pueden encontrar nicleos con
funciones opuestas respecto a la liberacion de las gonadotropinas y, por otra parte, que el
efecto de la estimulacion de la amigdala medial depende del estade funcional del eje

amigdalo-hipotalamo-hipéfisis durante las diferentes horas y dias del ciclo estral de la rata.
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Se utilizaron ratas hembras virgenes de tres meses de edad de la cepa CII-ZV

abtenidas del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza de la UNAM. Los
animales fueron colocados en grupos de 6 en cajas de acrilico. Durante todo el experiinento
estuvieron en cuartos con ciclos de luz obscuridad de 14-10 horas iniciando el periodo de luz a
las 05:00 horas y con acceso libre al agua y al alimento.

Diariamente se les hicieron frotis vaginales entre las 10:00 y las 12:00 horas para
registrar el dia del ciclo estral en el que se encontraban. Una vez obtenidos los frotis se
tifieron con la teécnica de hematoxilina-eosina y se observaron con la ayuda de un
microscopio de luz. Aquellos frotis vaginales en donde se encontraron células basofilas con
nucleos perfectamente identificables se registraron como obtenidos en el dia del proestro; los
frotis en donde se observaron escamas se les clasifico como del dia del estro; los frotis con
clara presencia de leucocitos fueron identificados como de los dias del diestro 1 y diestro 2
consecutivamente.

Los animales sometidos a 1a lesion y al implante de electrodos fueron anestesiados
con pentobarbital sodico (Anestesal, Smith Kline Norden de Mexico) con una dosis de 35
mg/Kg por via intraperitoneal. Colocados en un aparato estereotaxico con el sujetador de los
incisivos levantado 5 mm del plano horizontal tomando como referencia la linea interaural
segun lo indica el atlas de Pellegrino y colaboradores (1979). Una vez colocado el animal, se
corto 1a piel y se puso al descubierto el craneo. Tomando como referencia el punto bregma
(union de las suturas temporoparietal y medial) se obtuvieron las siguientes coordenadas:
para la amigdala medial anteroposterior (AP) 0.0 mm, lateral (L) 3.5 mm y vertical (V) 9.3 mm.
Para la estria terminalis AP 0.0 mm, L 2.4 mm y V 4.2 mm. Para el implante de electrodos en
POA-AHAAP 1.0mm,L 1.0 mmy V84 mm.

Se practicaron los trépanos correspondientes a cada una de las coordenadas APyLy
se introdujo un electrodo de lesion o de registro. En el primer caso el electrodo fue

conceéntrico de acero inoxidable con aislante a todo lo largo excepto en la punta (0.5 mm) que
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se introdujo hasta la coordenada V correspondiente. El electrodo se conecté a un emisor de
radiofrecuencia, el cual provoco un incremento de la temperatura en la punta en forma
inmediata. Las lesiones se produjeron con un calentamiento de 60-70 °C durante 2 segundos.

El electrodo de registro consistio de dos alambres trenzados de acero inoxidable
aislados excepto en las puntas. Previo a la introduccion al cerebro se les midio la impedancia
y solo se ocuparon aquellos que registraban entre 40 y 50 KW. En cada rata se introdujeron
un par de electrodos de 1a misma impedancia a cada lado de POA-AHA. Una ves colocados en
su sitio, los electrodos se unieron a un conector, el cual se sujeté con acrilico al craneo del
animal.

Después de la cirugia, todos los animales fueron regresados a sus cajas en el
bioterio. Se esperd un periodo postoperatorio de una semana, tiempo en el cual solo se
obtuvieron los frotis vaginales. Una vez terminado el experimento correspondiente se
sacrificaron a los animales por decapitacion y se autopsiaron para obtener los oviductos y
hacer el conteo de los ovocitos liberados con la ayuda de un microscopio estereoscopico.

También se extrajeron'los cerebros y se depositaron en frascos individuales con
formel al 10 % para su fijacion. Posteriormente se hicieron cortes de 60 mni con el microtomo
de congelacion. Los cortes seriados se montaron en portaobjetos y se tifieron con la técnica
de Nissl (violeta de cresilo). Se determino el sitio de la lesion o del implante de los electrodos
de registro y solo aquellos animales con lesion ¢ implante localizados en el sitio de estudio
fueron contados en el trabajo.

Para los estudios del contenido de catecolaminas, sitios de union y actividad de la
CAT, se hizo el sigulente procedimiento: Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion entre
las 12 y 14 horas en los cuatro dias del ciclo estral. Se obtuvieron los cerebros y se realizaron
las disecciones para obtener POA-AHA desde la parte ventral. Se separaron los lados
izquierdos y derechos de POA-AHA de cada animal en cada uno de los dias del ciclo estral y se
colocaron en forma individual en tubos conieniendo acido perclérico (para el estudio del

contenido de catecolaminas), buffer de fosfatos (para el estudio de la actividad de la CAT) o

23



- — —

ki e e S

en paquetes de 8 mg de tejido izquierdo o derecho de cada dia del ciclo estral y almacenados
en congelacion a -70°C en buffer tris (para el estudio de receptores).

El procedimiento para el estudio de union para los receptores muscarinicos fue el
siguiente:
- El tejido hipotalamico fue congelado y almacenado en buffer tris-HCl 25 mM, MgCl, 5 mM,
EDTA tmM, NaCl 100mM a pH 7.5.
- Al iniciar el estudio el tejido se homogenizo con buffer frio (tris-HCl 20 mM a pH 7.5,
enriquecido con sacarosa, al 0.25 M)
- Las muestras fueron concentradas en el mismo buffer y almacenadas en tubos de plastico
en volimenes de 5 ml a -70°C. La concentracion final del tejido fue 0.6 g/15ml.
- Se tomaron 2 alicuotas de 100ml por region y se realizo una dilucion 1:100 para la
determinacion de proteinas por el método de Lowry.
- Los ensayos de binding se realizaron con suspenciones de membranas de 0.4 mg de
proteina. Fueron incubados en buffer de fosfatos monobasico (NaH, P04-H,0, 44 mM a pH 7.7)
a 30°C durante 30 minutos. A cada tubo se le afiadio "H-N- metilescopolamina, con una
actividad especifica de 78.9 Ci/nmol en un rango de concentracion de 0.039 a 4 nM.
- La union inespecifica fue determinada con la adicion de 100 ml de atropina 4 mM. El
volumen final de cada tubo fue 1000 m!
- Después de 1a incubacion, el contenido de cada tubo fue filtrado utilizando filtros Whatman
WF/B de vidrio de 2.4 cm de diametro en el “Cell Harvester” (Brandel M-2412). Los filtros
fueron lavados 3 veces con buffer de fosfatos monobasice pH 7.7. Posteriormente estos filtros
fueron colocados en viales con 5 ml de liquido de centellee (11 tolueno, 0.1 gr POPOP, 5 g PPO),
para determinar la cantidad de marca radiactiva con el contador de centelleo.

El andlisis estadistico para cada uno de los experimentos se expondra en forma

particular posteriormente.

- e e em e omoam — o B .



RESULTADOS

\



ke 3 s

EXPERIMENTO 1: ACTIVIDAD ELECTROENCEFALOGRAFICA DE POA-AHA
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INTRODUCCION

There is evidence showing a relationship between cerebral functional asymmetry and
behavioral asymmetry (6, 29). It is known that left- and right-paw rats have differences in
the distribution of monoamines in some cerebral structures (3), and the reinforcement in paw
use lead to chemical (37) and morphological changes (18) in different contralateral areas. In
addition, the normal rotation behavior is modulated by the asymmetry in the dopamine
content (17) and the cerebral organization (22). The direction of this turn in the adult can be
predicted from birth, because a well-defined asymmetry in the body postural direction is
present in neonates (30).

Hemispheric asymmetries in the electroencephalographic (EEG) activity has been
shown in humans and experimental animals. In the brain, the expression of such differences
depends on the task used in the experiment (11,21,27), the cerebral regions analyzed (9,13),
the functional state (1,15), age (5,24), and handedness (16). During human ontogeny, the
asymmetry in the pattern of EEG changes because of lateralized variations of autonomic
nervous function (35), differences in the development rate of the left and right hemispheres
(33). In the rat, the EEG pattern also changes during the estrous cycle probably influenced by
steroid hormones (32).

We have previously shown the existence of asymmetry on the cholinergic system of
the Preoptic-Anterior Hypothalamic Area (POA-AHA) regulating ovulation (7), on the choline
acetyltransferase activity (31), and the positive-feedback effects of estradiol related to
ovulation (8). Because the asymmetry in these mechanisms changes during the estrous cycle,
we suggested that the functional state of POA-AHA is modified by hormonal levels.

Based on previous evidence, it was decided to study whether the EEG activity in both
sides of POA-AHA changes during the estrous cycle.
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MATERIALS AND METHODS

Adult female rats of CII-ZV strain mantained under light-controlled conditions (light
on from 05:00 to 13:00 h) with food and water ad libitum were used. Under pentobarbital
anaesthesia (15 mg/Kg) chronic stainless-steel electrodes with the same impedance (50 kW)
were implanted on both sides of POA-AHA according with the stereotaxic atlas coordinates of
Pellegrino et al. (28). When the animals were anesthetized and placed on the stereotaxic
apparatus, the postural displacement of the body was recorded. After the surgery the
animals were allowed to recover in individual home-cages. One week later, daily vaginal
smears were taken and only rats with at least two consecutive 4-day cycles were used.
Begining at 09:00, 13:00, 17:00 and 21:00 h of each day of the estrous cycle, the EEG was
recorded during 10 min in three rats with monopolar and in seven rats with bipolar‘
electrodes, with the aid of a Grass Polygraph and stored in a Hewlett-Packard Recorder.
Thereafter, the power, amplitude and coherence of the EEGs were analyzed with the Rhythm
Program (Stellate System).

The results were analyzed by muitivariate analysis of variance (MANOVA) followed by
Tuckey test.

RESULTS

The EEG activity on POA-AHA recorded with monopolar electrodes did not show
differences during the estrous cycle, nor between the right and left sides of POA-AHA.

Because the absolute activity of the power and amplitude on the delta, theta, alpha,
and beta rhythms of the EEG showed paralell changes when bipolar electrodes were used,
here we present only the results of the absolute activity of the amplitude.

No differences in the pattern of deita, theta, alpha, and beta rhythms related to the

hours and days of estrous cycle were observed. In four rats we found more EEG- activity in
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the right side of POA-AHA than the left one, and three rats had the contrary pattern. A positive
correlation between the direction of body position adopted by the animal in the anesthetized

state and the side of POA-AHA with more EEG activity was observed.
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Figure 1. Absolute amplitude of the alpha, beta and theta rhythms in the POA-AHA of rats with the positicn of the
body to the left side and to the right side.

The mean amplitude for alpha, betha and theta rhythms did not show significant
differences throughout the estrous cycle. Taken together the results obtained in the left and
right side of the POA-AHA region show that the amplitude was always higher in the right side
(N=112. alpha 41.38 +2.0 vs. 36.63+1.5, p <0.06; beta 42.21+2.0 vs. 35.71+1.4, p <0.01; theta
50.16+:2.0 vs. 43.08+2.0, p=0.05).

Figure 1 represents the means of absolute amplitude by the left and right POA-AHA,
according with the body position aglopted by the anaesthetized animals. The activity for
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alpha, beta and theta EEG-rhytms was always higher on the opposite side of the
hypothalamus to the position of the body: i.e. when the rats moved their body to the left side,
the amplitude recorded in the left side of POA-AHA was lower than in the right side and vice

versa.
DISCUSSION

Present results show that: 1) the EEG activity in both sides of POA-AHA is asymmetric,
2) the asymmetry is present in the POA-AHA (bipolar recorder) but not in surronding areas
from POA-AHA to superficial cortical areas (monopolar recorder), 3) the asymmetric activity
did not show significant vartation during the hours recorded nor during the estrous cycle, 4)
the direction of asymmetry has a positive correlation with a lateralized behavior measured
as the direction of body position adopted by the anaesthetized animal.

Several studies have shown asymmetries in EEG activity in human hemispheres in
normal (34), neurologic (20,23), and psychiatric (2,19) persons. Galin and Ornstein (14)
demonstrated EEG asymmetry in the human cerebral hemispheres related with verbal ability
task. They showed that alpha rhythm decreased in the left hemisphere during the test, wich
suggests that this side increased its arousal state. On the other hand, a relationship between
increased spatial-task dificuity and relative right-hemisphere alpha rhythm decrenient has
been found (11). The EEG activity seems to be related with dominant hemispheres measured
by its participation in the intelectual task and the motor control of the hands. Major EEG
coherence levels have been observed in dominant hemispheres in left-handed and right-
handed subjects (4): The difference in the alpha rhythm activity between both hemispheres
can be related with handedness too, for example, less alpha rhythm in the left hemisphere in
right-handed subjects and the contrary in left-handed subjects has been described (12). To

take into account the alpha rhythm, our results can be interpreted as more activity in the left
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side of POA-AHA in the animals with right turn of the body and more activity in the right side
in the left gyrus one.

Electric asymmetry found in POA-AHA is not necessarily related with motor control
expresed by the lateralization in the body position when the animal is anaesthetized, but this
behavior can be a consequence of a general asymmetry of the brain. Bernéaud et al (3)
reported asymmetry in the hypothalamic-catecolamine content and cerebral cortex
correlated with bias-handed mice, but asymmetrical differences in the striate was not found.

There are different index of behavioral asymmetry related with neurochemical (3),
anatomic (36) and functional (26) imbalance in the brain, for instance, the rotation behavior
is- a reflex of the striatal-dopaminergic system asymmetry (17). Greater values of the
correlation of the EEG symmetrical hemispheres are obtained in the right-handed healthy
subjects than in the left-handed ones (38). The asymmetric posture of the body in the rat is
observed since the early states of neonatal development, and the direction is mantained in
the adult animal (10,29). We suppose that the behavior asymmetry index reported here culd
be related with lateralizing behavior in the neonatal rats and the direction of the rotation in

adults, however, this has not been evaluated.
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EXPERIMENTO 2: CONTENIDO DE CATECOLAMINAS EN POA-AHA



INTRODUCCION

Aunque muchos de los datos que se han reportado en relacion a la participacion de

las catecolaminas en la regulacion de 1a secrecion de gonadotropinas son controversiales, se
sugiere que la norepinefrina hipotalamica actua en forma excitadora sobre la neurona
GnRHérgica y provoca la liberacion de GnRH en la tarde del proestro, mientras que la
dopamina presenta el efecto contrario (Molnar y Barraclough, 1394).

Las observaciones hechas por Mohankumar y colaboradores (1994) sobre la
concentracion de catecolaminas en el area preoptica durante el ciclo estral, indican que la
liberacion de norepinefrina incrementa durante la tarde del proestro, coincidiendo con el pico
de LH, y el nivel mas alto de liberacion se alcanza a las 18:00 hrs. En el caso de la uber;clén
de dopamina, ésta decrece gradualmente en el proestro hasta llegar a su nivel mas bajo a
las 20:00 hrs del mismo dia.

Por otra parte, Dominguez y colaboradores (1987) mostraron que el sistema
noradrenérgico y dopaminérgico tienen diferentes grados de panlclpa'clén en los
mecanismos relacionados con 1a regulacién de i1a ovulacion durante el ciclo estral. Estos
autores sugirieron 1a posibilildad de que el sistema noradrenérgico del hipotalamo puede
tener un papel mas importante en el proceso de la ovulacion en el dia del proestro, mientras
que el sistema dopaminérgico lo tendria en los primeros dias del ciclo estral.

Por otra parte, el grupo de Dominguez ha mostrado que diferentes aspectos
funcionales de POA-AHA relaclonados con la ovulacion de la rata presentan asimetria. Se
tienen evidencias que permiten sugerir que algunas de estas asimetrias funcionales

muestran cambios durante el ciclo estral.
OBJETIVOS

En este estudio se explord la posible asimetria en el contenido de catecolaminas en

ambos lados de POA-AHA durante el ciclo estral de Ia rata.
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RESULTADOS

En 1a grafica 1 se muestra el contenido - = norepinefrina, dopamina y serotonina en
POA-AHA durante los cuatro dias del ciclo estral de la rata. Como se puede apreciar, sdlo el
contenido de dopamina varia durante el ciclo, presentandose mayor concentracion en el dia
del diestro 1 y menor concentracion en el dia del proestro (p< 0.02 pruerba de t). La

concentracion de norepinefrina y serotonina no presentan variaciones significativas durante

el ciclo estral.
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Figura 1.- Contenido de catecolaminas (ng/mg de proteina) en POA-AHA durante el ciclo estral de la rata. Estro
n=12, Dlestro 1 n=12, Diestro 2 n= 11 y Proestro n=11.

Si comparamos los resultados obtenidos entre el 1ado Izquierdo y derecho de POA-AHA

en los cuatro dias del ciclo estral (figura 2) apreclamos que en la norepinefrina, la

concentracion en ambos lados no presentan camblos significativos a lo largo del ciclo estral.

En la dopamina se encontrd una diferencia significativa entre ambos l1ados de POA-AHA en el

dia del estro, presentandose mayor concentracion en el 1ado izquierdo (p < 0.01 en prueba de



t). En los otros dias del ciclo no se observaron diferencias significativas. En el caso de la

serotonina no hubo diferencias significativas en ningun dia del ciclo estral.
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Figura 2.- Contenide de catecolaminas (ng/mg de proteina) en el 1ado lzqulerdo y derecho de POA-ARA durante el
ciclo estral de 13 rata. Estro n=12, Diestro 1 n=12, Diestro 2 n= 11 y Proestro n=11.

Al analizar los datos separando los grupos con torsion del cuerpo hacia la lzquierda y
hacia la derecha (ver articulo anterior) encontramos asimetrias en el contenido dé los
neurotransmisores en POA-AHA que dependieron del dia del ciclo estral. Se encontré mayor
concentracion de norepinefrina en el lado izquierdo de POA-AHA en el dia del estro y mayor en
el lado derecho de los demas dias en aquellos animales con torsion del cuerpo hacia la
izquierda. La diferencia asimétrica sélo fue significativa en el dia del proestro (p < 0.002 en
prueba de t). En las ratas con torsién del cuerpo hacla Ia derecha se observé un patrén
invertido, esto es, una mayor concentracion en el lado derecho en el estro y una mayor
concentracion en el lado izquierdo en los demas dias. Solo hubo diferencia significativa en el

diestro 1 (p < 0.02 en prueba de t) (Fig. 3A)
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Flgui'a 3a. Contenido de Norepinefrina (ng/mg de proteina) en ambos lados de POA-AHA durante el ciclo estral, en
los animales con torsion del cuerpo hacia la izquierda y a 1a derecha. Estro n=12, Dlestro 1 n=12, Dlestro 2 n=

11y Proestro n=11.

Las ratas con torsion del cuerpo hacia la izquierda presentaron diferencias

significativas en el contenido de dopamina entre ambos lados de POA-AHA en el estro y

diestro 1. En ambos dias el lado izquierdo presenté mayor contenido del neurotransmisor

(p < 0.02 en prueba de t). En los animales con torsion del cuerpo hacia la derecha se encontré

una mayor concentracton en el lado lzquierdo en el estro, diestro 2 y proestro, mientras que

en el diestro 1, 1a mayor concentracion del neurotransmisor se presentd en el lado derecho.

Solo hubo diferencias significativas en el dlestro 1 (p <0.05 en prueba de t) (Fig 3B).
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animales con torslon del cuerpo hacla la 1zquierda y a la derecha. Estro a=12, Dlestro 1 n=12, Diestro 2n= 11 y

Proestron=11.
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Figura 3a. Contenido de Serotonina (ng/mg de proteina) en ambos lados de POA-AHA durante el ciclo estral, en los
animales con torsion del cuerpo hacla 1a lzquierda y 1 12 derecha. Estro n=12, Diestro 1 n=12, Dlestro 2 n= 11y
Proestro n=11,

El analisis de las diferencias entre el lado izquierdo y derecho de cada rata, obtenido
por 12 resta del contenido del lado izquierdo-contenido del lado derecho nos mostrd las
siguientes resuitados (el signo positivo Indican mayor contenido del neurotransmisor en el
lado izquierdo y el signo negativo mayor contenido en el lado derecho):

Existe una correlacton inversa entre los grupos con torsion del cuerpo hacia la
izquierda y hacia la derecha. En el primero de estos, la diferencia en el contenido de
norepinefrina entre ambos lados de POA-AHA durante el estro favorece al lado izquierdo,
mientras que en los demas dias del ciclo las diferenclas favorecen al lado derecho. En los
animales con torsion del cuerpo hacta la derecha ocurrid exactamente lo contario. La
comparacion entre ambos grupos uos dié diferencias significatvas en el estro (p <0.05),
diestro 1 (p <0.05) y prosstro (p < 0.02)

Las diferencias promedio en la concentracion de dopamina fue significativa en el dia
del diestro 1 (p < 0.01) entre los animales con torston del cuerpo hacia la derecha e izquierda;
inientras que en la serotonina se observd una diferencia significativa en el dia del estro

entre ambos grupos de animales (p <0.02). (Fig 4).
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i amn b n  pm—in e e Sramas i [ - - . See mie 4 e et ———



o S

EXPERIMENTO 3: ACTIVIDAD DE LA CAT EN POA-AHA

ARTICULO PUBLICADO EN NEUROREPORT 5:433-434, 194
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Neurophafmacology and Neurotoxicology

neuroigeport

THeRE is evidence that the cholinergic system modulates,
in a circadian and asymmetric way, the neural activity
involved in the regulation of ovulation. In the present
study we measured choline acetyltransferase (ChAT)
activity during the oestrous cycle in both sides of the
preoptic-anterior hypothalamic area (POA-AHA) of the
rat. The right side of POA-AHA showed significant
changes in ChAT activity during the oestrous cycle. The
activity of the enzyme was higher in the right side on the
day of oestrous (47.3 = 3.2 nmol mg* protein 1 h' s
258 = 2.4, p < C.C5), whilst on the second day of dioes-
trous the activity was higher in the left one (30.6 = 3.4 vs
200 = 1.5). The differences in the activity of ChAT
observed support theidea of the existence of asymmetry in
the POA-AHA cholinergic system which varies during
the oestrous cycle,

Key words: Asymmetry; Cholinergic system; Ocestrous
cycle; Choline acetyltransferase activity

NeuroReport 5, 433-434 (1994)

Asymmetrical changes

in the choline
acetyltransferase activity
in the preoptic-anterior
hypothalamic area during
the oestrous cycle of

the rat

Marco A. Sanchez,’
Juan C. Lopez-Garcia,? M. Esther Cruz,’
Ricardo Tapi and Roberto Dominguez'°A

'‘Laboratorio de Neuroendocrinologia, Unidad
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Zaragoza, ‘Departamento de Neurosciencias,
instituto de Fisiologia Celular, Universidad
Nacional Auténoma de Mexico, A.P, 9-020,

C.P. 15000, México D.F., México

v Carresponding Author

introduction

Everett et al' gave the first evidence that the chol-
inergic system is involved in the regulation of gonado-
trophin secretion related to ovulation. There is
evidence that the cholinergic system modulates in acir-
cadian way the neural activity involved in the regu-
lation of ovulation.! By the analysis of the effects of
unilateral implants of atropine in the preoptic-anterior
hypothalamic arca (POA-AHA), we have shown the
existence of an asymmetry in the participation of this
svstem in the regulation of ovulation.™ In brief, the
blockade of muscarinic receptors by atropine implant
in the right side of POA-AHA on the day of oestrous
blocked ovulation, while it had no effect when the
implant was done in the left side. When the blockade
was performed on the day of dioestrous 1 ovulation
was affected by the implant in either side of POA-
AHA, while when the animals were treated on the day
of dioestrous 2, ovulation was blocked by an implant
on the leftside. The administration of oestrogen had a
positive-feedback effect on ovulation when the atro-
pine implant was placed in the left side, and was inef-
fective when it was in the righe side.!

In order to continue with the study of asymmetrical
variations in the activity of the cholinergic system, we
measured the activity of choline acetyltransferase
(ChAT) during the oestrous cycle in both sides of
POA-AHA of the rat.

¢ Rapid Communications of Oxford Ltd

Materials and Methods

Fifty four female rats of the CII-ZV strain main-
tained under light-controlled conditions (light on from
$5:00 to 19:00 h) with food and water ad libitum were
used. Daily vaginal smears were taken and only rats
with at least two consecutive 4-day cycles were used.
Different groups of rats (13-14 animals per group)
were sacrificed by decapitation, without anaesthesia, at
13.00h oncach day of the vestrous cycle. The brain was
quickly extracted, the hypothalamus dissected, the left
and right sides of POA-AHA were separated, homo-
genized incold water and ChAT activity was measured
using the method previously described.) All the
reagants were purchased from Sigma, St Louis, MO,
USA, except the radiolabelled acetyl-coenzyme A
which was obtained from Amersham, IL, USA. In
bricf, the homogenates were incubated in a final vol-
ume of 300 ul of a mixture containing NaCl (300 mM),
buffer phosphate (41 mM), pH 7.4; eserine sulphate
(0.1 mM); ethylene diamine tetraacetic acid (10 mM),
choline chloride (10 mM), ['H]acetyl-coenzyme A
(100 nCi, 0.2 mM) and Triton X-100 (0.5%). Samples
were incubated at 37°C for 15 min and the reactions
stopped by dilution with 5 ml of 10 mM sodium phos-
phate buffer. Subsequently, 2 ml of acetonitrile, con-
taning 10 mg of sodium tetraphenylborate, were
added for the extraction of acetylcholine into a tolu-
ene-based scinullation mixture. The radioactivity of
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Chaline-acetyltransferase activity and oestrous cycle

FIG. 1. Mean - s.e.m. of the
choline-acetyltransferase ac-
tivity in the left and right side
of the preoptic-anterior hypo-

thatamic area during the 50
oestrouscycle. *p - 0.05com-
pared with the left side
{ANQVA followed by Tukey's
test).
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the newly svathesized [‘Hlacetylcholine in woluene
was counted by liquid scintillation. Protein was deter-
mined by the method of Lowry et il The results were
analysed by a multiple analvsis of variance (ANOVA)
followed by Tukey's test.

Results

Figure | shows the variations in the activity of ChA'T
in cach side of POA-AHA during the oestrous cvele.

Two different asymmetries were observed: (1) Only
the right side of POA-AHA showed significant
changes in ChAT activity during the oestrous cyele
(vestrous 47.3 = 3.2 nmol mg protein h; dioestrous- 1
28.9 = 2.8; dioestrous-2  20.0 = 1.5; pro-oestrous
326 =53). In the lete side of POA-AHA ChAT
activity was 26-32 nmol myg protein h* and did not
vary significantly during the oestrous cycle. (2) The
activiey of the enzyme was higher in the right side on
the day ot oestrous, whilst on the second day of dioes-
trous the activity was higher on the left side (Fig. 1),

Discussion

These results are in accord with the previously
reported usceptibility of the system to atropine, when
implantation of atropine in the left side of POA-AHA
on the day of oestrous did not affect ovulation, while
the implant in the right side inhibited itin all animals,
In contrast, on the second day of dioestrous the effect
wis the opposite, and no effects were observed when
the implants were donein the first day of dioestrous or
the day of pro-oestrous.” A similar pattern oceurs in
the activity of the enzvme, since significant differences

434 Vol 5 No 412 January 1994

between the right and lett side of POA-ATIA were
observed in theday ot oestrous and dioestrous two, but
not in the first day of dioestrous nor duriny
pro-oestrous,

According to Luine ¢t al,” the concentration ot
ChAT in the preoptic area depends on the presence o
oestrogens and the time of exposure to them. The
results obtained hereinagree with their results since the
highest enzyme activity was observed on the day o
oestrous and the lowest in the second day
dioestrous.

Conclusion

The differences in the activity of ChAT between the
right and lefrside of POA-AHA, and the sensitivity o
the enzyme to oestrogens, agree with previous resulis
showing that vestrogens failed to induce ovulation
rats with an implant of atropine in the right side of the
POA-AHA whereas atropine was ineffective in block
g oestrogen action when implanted in the lefe side
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EXPERIMENTO 4: RECEPTORES COLINERGICOS EN POA-AHA
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INTRODUCCION
Los datos reportados por Cruz y col (1989) permiten sugerir que el funcionamiento

del sistema colinérgico de POA-AHA presenta un componente asimétrico que varia durante el
ciclo estral. Segun los resultados obtenidos, el bloqueo del funcionamiento del sistema
colinérgico del lado derecho de POA-AHA durante el estro, disminuye la tasa de animales
ovulantes, mientras que el bloqueo en el 1ado izquierdo no tiene ningun efecto. Esta asimetria
funcional se invierte en el dia del diestro 2.

Por otra parte, los resultados reportados en el articulo de la pagina 53 de esta tesis,
indiean que la actividad de la enzima de sintesis de la acetilcolina es mayor en el lado
derecho de POA-AHA durante el estro; lo contrario se puede observar en el diestro 2.

Los datos obtenidos en ambos estudios nos permiten sugerir que la actividad del
sistema colinérgico de POA-AHA y su participacion en los mecanismos relacionados con la
ovulacion presentan un patron asimeétrico que cambia durante el ciclo estral.

O0BJETIVOS

Para estudiar otro elemento del sistema colinérgico, se decidio medir los sitios de
union de la N-metilescopolamina en ambos lados de POA-AHA durante el ciclo estral.
RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este experimento muestran que la cantidad de sitios de
union (Bmax) para la [3Hjn-metilescopolamina en las membranas de tejido obtenido de POA-
AHA cambian durante el ciclo estral de la rata.

Durante el estro, 1a Bmax del 1ado derecho fue de 3.9 pmol/mg proteina, mientras que
en el lado izquierdo se obtuvo una Bmax de 4.1 pmol/mg proteina. En el diestro 1 ambos lados
de POA-AHA tuvieron 3.3 pmol/mg de proteina. En el diestro 2, el lado izquierdo se mantuvo sin
cambios respecto al dia del diestro 1; en contraste, en el lado derecho se presentd la
disminucion de 1a cantidad de sitios de unién a un valor de 2.5 pmol/mg de proteinas. Durante

el proestro, los sitios de union disminuyeron en ambeos lados de POA-AHA, encontrandose en ol
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lado izquierdo 2.1 pmol/mg de proteina, mientras que en el lado derecho no se pudieron

detectar. (Fig 5)

Bmax de la [3H] n-metilescopolamina en POA-AHA

pmal/mg de proteina

4
* .
3 'mpoa-aha izq
(COpoa-aha der
2
1
0

ESTRO DIESTRO 1 DIESTRO2 PROESTRO
% P<0.05izq vs der

Figura 5.- Unidn de la [“H] nnetilescopolamina a membranas celulares extraidas de POA-AHA durante los cuatro
dias del ciclo estral. Se realizaron tres ensayos con 5 puntos. Cada punto se hizo por triplicado en los ensayos.

TV
e,
Pyits.
-
v
-
PR
o
-
e
o
-



EXPERIMENTO 5: LESION UNILATERAL DE LA AMIGDALA Y OVULACION

ARTICULO PUBLICACION EN BRAIN RESEARCH BULLETIN

37



I Hiwn Hoeweao b Baffonm v o 38 No ppe S LTt
2z Yy ~ : N .

v ’ . Copsrrh o 1995 BEae e Soence B

aF ) | erpamon Prostcd i the US Y A oehies conenved
vl Q301 Q2UVHY W50 ¢ W)

0361-9230(93)(H094-1

Differential Effects of Unilateral Lesions in the Medial
Amygdala on Spontaneous and Induced Ovulation

MARCO A. SANCHEZ' AND ROBERTO DOMINGUEZ

Biology of Reproduction Research Unit, FES Zaragoza UNAM. AP 9-020, CP 15000, Mexico DF
[Received 30 June 1994; Accepted 2 May 1995]

ABSTRACT: The possibie existence of asymmetry in the control right mediobasal hypothalamus is higher than in the left, and
of ovulation by the medial amygdala was explored. Unilateral hemicastration alters this in o lateradized pattern {TH. These re-
_lesions of the medial amygdala were performed on each day of  sulis suggest that the hidirectional communication between the
the estrous cycle. The estral index diminished in almost all ani- v oihalamus and the ovaries is achieved by an asymmetric neu-
mais with a lesion in the right side of mediat amygdala. Lesions ral pathway
of the right medial amygdala, when performed on diestrus-1, e Bl vt f
resulted in a significant decrease in the number of rats ovulating IW" ‘h.m. '"""'m"'l_y r%[n'xmd'lhg ""“"“f‘;" of u 'f’”‘”:;."“l
compared to controls (4/8 vs. 8/8, p < 0.05). in ovulating animals ah)mmu.ry in ”“‘, preoptic-unterior h)pul!m- amic area (POA-
a significant reduction in the number of ova shed by the left AHAY of the rat. The blockade of muscarinic receptors on the
ovary was found {2.2 = 0.8 vs. 63 = 0.8, p = 0.05). Lesions of right side of POA-AHA during the day of estrus blocked ovu-
the stria terminalis performed on diestrus-1 d|d not affect ovu- lation. There were no effects when the implant was made on the
lation. In a second experiment, administration of GnRH did not feft side. When the blockade was performed on the day of dies-
restore ovulation in rats with lesions of the right medial amyg-  (rus. |, ovulation was affected by the implant of atropine on either
dala. However, sequential injections °: PMSG-hCG did resultin  (ije of POA-AHA. When the animals were implanted with at-
ovulation by all members of a group of lesioned animals. Inthis —,in. i, the left side of POA-AHA on the day of diestrus-2,
last condition a significant decrease in the number of ava shed | . 0 0 NG GEfeets were observed when the i
by the right ovary was found compared to animals in the lesion- ¢ 7 DOCREL. TG LHEL DS VLTE OUAL N
only condition {1.5 + 0.5 vs. 6.0 = 1.5, p « 0.05). These data PNt was on the right side of POA-AHA. These results suggest

suggest that contro! of ovulation by the medial amygdala is that the functional asymmetry in the POA-AHA changes during

asymmetric and varies during the estrous cycle. the estrous cycle {7.8].
Electrophysiological and nmrphulnnlul evidence supgest the
KEY WORDS: Amygdata, Ovulation, Asymmetry existence of a direct communication between the medial amyyg-
- + ] ] M

dala and the POA-AHA and ventromedial hypothalamic nucieus

{3.4.9]. Moreover, a significant increase of gonadotropin release
INTRODUCTION oceurs by stimulating the corticomedial amygedata {4.23] and by
' implanting estradiol and progesterone into this region [,

To analyze the possible existence of a functional asymmeirs
in the participation of the medial amygdala on the mechunisims
regulating ovalation, we studied the effects of unilateral lesions
of the amygdala, performed on cach day of estrous ceyele, on
spontancous and induced ovulation.

The amygdata is o himbic structure associated with the regulation
of physiological processes including respiration, heart rate, blood
prosaure, mastrie secretion, ovulation, pituitary hormone release,
food intake, und sexual behavior (1,6,17.21]. In particular, the
corticomedial amygdala has been involved in the regaliation of
the reproduction process {15). Stimulation of the medial mnyg-
dala induces the lordotic response, whereas lesion decreases i . .
[ O] and reduces the percentage of animals ovalating {2]. Cyclic METHODS
changes in the wnygdata’s excitatory threshold during the estrous

. ) General Method
cyele of the rut have been described [22]. The threshold decreases

during the morming of proestrus, when estrogen coneentration Virgin adult female rats of CH-ZV strain were maintained
increases in the blood, The threshold change disappears with a room with controtled light -dark cyeles (lights on from 08 (k)
ovariectomy and increases with estrogen treastment {22]. Also, o 19:000 and food and water available ad lib, Daily vapinat
variations in estradiol binding in the amygdala during the estrous smcirs were taken, and only rats with two consecutive 4-day
cyele have heen observed [21. estrous cycles were used,

It has also been shown that the regulatory mechanism related Lesion procedure. The rats were anaesthetized with sodiam

to ovulation in rats exhibits asymmetry {10,111} Compensatary pentobarbital (Anestesal, Smith Kline Norden de México, Mén
hypertrophy of the ovary is blocked if the left, but not the right, ico) (35 my/kg body weight), placed in a siereotaxic apparatus,

hypothakunus is deafferented (18] In normad female rats, the the skin opened, the skull drilled, and the electrode (0.7 mm
concentration of gonadotropin releasing hormone (GnRHY inthe diumeter] introduced o the left or right side of the medial amy y

[ . e frr :
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FIG. 1. The locations of small and medium-large lesions on the amygdala. The small lesions
include the medial amygdaloid nucleus and portions of the ventral medial amygdaloid nucleus
and basomedial amygdaloid nucleus. The medium-lirge lesions include those nuclei and portions
of the dorsal medial amygdaloid nucleus and the contical amygdaloid nugleus. The lesion in the
stria terminalis includes the steia terminalis, portion of the fimbeia, and the internal capsule. F =
timbria; St = stria terminalis; L.C. = internal capsule; MeD = dorsal inedial amygdaloid nucleus;
Me = medial amygdaloid nucieus; BM = basomedial amygdaloid nucleus: MeV = ventralinedial

amygdaloid nucleus.

dalia or the stria terminalis. The parameters used to introduce the
electrode into the amygdala were those of the stereotaxic atlas of
Pellegrino et al. [20], AP 0.0 mm to bregma; L 3.5 mm to mid-
line, and H: 9.3 to dura. To produce the lesion in the stria ter-
minalis the coordinates were as follows: AP 0.0 mm to bregma;
L 2.5 mm to midline, and H: 4.2 mm to dura.

To produce the lesions, an electrode was connected to a ra-
diofrequency lesion maker [Radionies Inc. Burlington, Mass,
USA]. Lesions were induced by elevating the temperature of the
tip of the electrode to 70°C for 3 s. In a second group ol animals
{sham-operated| current was not passed through the electrode,
An additional group of animals served as nontreated controls.
Viginal smears were continued after lesioning until the appear-
ance of two consecutive $-day cycles. Animals were sacrificed
on the day ol estrus after two consecutive cycles.

Vaginal smears duta. Between the time of lesioning and the
day of sacritice, the percentage of days cach animal exhibited .
cornified smeir was calculated (estral index).

Autopsy procedure. The animals were killed by decapitatuon
under ether anaesthesia. The oviducts were dissected and the ova
counted with the aid of a dissecting microscope. The brain, lined
in 0% formalin, was cut serially at 60 zm and stained with ciesy ]
violet. The lesions were located with the aid of the stereotavi
atlas of Pellegrino et al. {20]. Those animals with a lesion in
cluding other arcas of the amygdala or outside it were not in
cluded in this report (15 animals)

Statistival analvses. Data on number of ova shed were ana
lyzed by Kruskal -Wallis followed by Mann-Whitney {/ e
and estral index by anatysis of variance followed by Tukey's s
The results are expressed as means = SEM. The pereentage o
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LESIONS IN THE MEDIAL AMYGDALA
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TABLE |

OVULATION RATE JOR] NUMBER OF OVA SHED BY THE LEFT AND RIGHT OVARY
OF RATS WITH A LESION IN THE LEFT AND RIGHT MEDIAL AMYGDALA
IN EACH DAY OF ESTROUS CYCLE

Nusniber of Ovis Shed

Giroup OR Left Ovary Ripht Ovary Fstral findes
Controd L4144 63+ 08 S2+x06 25 £ 0
Lesion on estrus

[eft 6/6 5108 Ssx1d 22~ |t

Right 55 52+t 5026 * 5
Lesion an diestrus |

l.eft 5/5 6.2+ 0.3 52 £ 07 20+ 3

Right 48 22 > 0.8¢ 60 % 1.5 9« 2f
Lesion on diestrus 2

Left 575 62 06 55+ 1.1 o= 3t

Right 5/5 32 +08 SO +07 17 1t
Lesion on proestrus

[eft 518 48+ 05 405 19+ 3

Right 414 77+ 08 20« Lt 14 x it

* p < 0.05 vs. control {Fisher's exact probability test].
t p < 0.05 vs. control [Kruskal-Walhs followed by Mann-Whitney U test}.

animals ovulating (ovulation rate = number of ovulating animals/
number of treated ones) was analyzed by the Fisher's exact prob-
ahility test,

Experiment I, Effects of a Lesion on the Right or Left Side of
the Medial Amygdala or the Swria Terminalis on Number of
Animals Ovudating and Number of Ova Shed

To resolve the possible existence of a functional asymmetry
in the participation of the medial amygdala on the mechanisms
regulating ovulation, and its variations during the estrous cycle,
the effects of unikuteral fesions of the amygdala, perforined on
cach day of estrous cyele, on spontancous ovulation were studied.
Because the stria terminalis is one of the pathways between the
hypothalamus and the amygdala, the effects of its unilateral fe-
sion were also studied. The lesions of medial amygdala were
done on cach day of the estrous cycle between | 10O and 15:00
h. Lesions of the stria terminalis were performed at the same time,
but only on diestrus-1.

Because there were no differences in the number of animals
ovulating and number of ova shed between sham-operated and
nontreated control group, the results of both groups were com-
bined to form a single controf group.

TABLE 2
OVULATION RATE {OR], NUMBER OF OVA SHED BY THE LEFT
AND RIGHT OVARY OF RATS WITH A LESION IN THE LEFT AND
RIGHT STRIA TERMINALIS PERFORMED ON DIESTRUSA

Nutibwer ol Ovis Shed

Group OR Loft Ovanry Right Ovary Extral hindes
Control RTAR] 6.3 =08 522006 250
Lesion .

On len mn 6.7 = 0.7 5210 12 2]

On right s 6.3 £ 0.6 48 =07 1322

oo 005 vy contiol [IMANOVA followed by Tukey’s test}.

The diagram in Figure | represents the size and places of the
festons in the amygdala and stria terminalis. Lesions of the right
medial amygdala resulted in prolonged periods of diestrus as re-
flected by decreases in the estral index (Table 1). When per-
formed on diestrus-1, these right-side lesions resulted in a sig-
nificant decrease in the percentage of animals ovulating and
reduced numbers of ova shed by the left ovary among ovulating
animals. With lestons performed on the day of proestrus, the
numbers of ova shed by the right ovary were reduced compared
to controls.

Lesions of the teft medial amygdala, when performed on the
day of estrus or on diestrus-2, also resulted in periods of pro-
longed diestrus, There were no significant effects of left-side le-
stons on cither the percentage ot animals ovulating or numbers
of ova shed.

The unilateral lesion of the stria terminalis made on diestrus-
b induced prolonged periods of diestrus, but the animals recov-
cred their estrous cycle. The number of animals ovulating and
number of ova shed were similar to control group (Table 2).

Experiment 2. Effects of GanRH or PMSG-WCG Injection on
Number of Animals Ovulating, and Number of Ova Shed in

Lesioned Animals

To analyze if the lesion in the amygdala resulting in a dimi-
nution in ovulation affected the release of GnRH, the effects of

TABLE 3

OVULATION RATE [OR] AND NUMBER OF OVA SHED 8BY THE
LEFT AND RIGHT OVARY OF LESIONED ANIMALS (N THE RIGUT
MEDIAL AMYGDALA ON DIESTRUS DAY |,

INJECTED WITH GaRH OR PMNG-WCG

Nustiber of Ova Shed

Growp OR Laft Ovary Right t vy
Lesion + GaRI 10 312+ 11 42 00
Lesion + PMSG-hCG 474 010 IS 05
§ AN
o ” N $h el MY
- Y ‘; 3 *l '*. (I (T 'u'i o
] i" : $ v g A ]
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the hormone replacement to rats with a unilateral lesion in the
amygdala performed on diestrus-1 were analyzed,

GnRH administration. Rats with a lesion of the left or right
side of the medial amygdala performed on the day of diestrus-1,
48 h later (on proestrus) were injected with synthetic GnRH (8]
(Sigma Chem. Co., St. Louis MO, USA) (3.7 pg/Kg SCyat 13:00
h in the expected day of proestrus; the animals were killed 20 h
later. Only 40% of the rats with a lesion in the right amygdala,
performed on diestrus- 1, ovulated when injected with GnRH dur-
ing the expected day of proestrus (Table 3).

Induciion of ovulation by sequential gonadotropin treaiment.
To analyze the reactivity of the ovaries 1o exogenous gonadotro-
pins, rats with a lesion on the right medial amygdala were in-
jected with PMSG (8 1U, SC, Sigma) at 16:00 h on the day of
lesion and 48 h later hCG (10 1U SC, Sigma); the rats were
sacrificed 20 h after hCG injection.

The sequeantial injection of PMSG and hCG restored ovulation
in rats with a lesion (Table 3). However, the number of ova shed
by the right ovary was fower than in animals with a lesion on the
right amypdala without gonadotropin weatment [ 1.5 = 0.5 vs. 6.0
*+ |.5].

DISCUSSION

tt has been shown that the bilateral lesion of the medial amyg-
dala causes a blockade to ovulation in rats [2]. Qur data suggest
an important role for the right medial amygdala in this regulation
of ovulation.

The existence of asymmetry in the neuroendocrine mecha-
nisms regulating the reproduction process has been previously
demonstrated [7,11,18). For instance, it is known that the left
ovary releases more ova than the right one. This is probably due
to differences in the neural information received by the ovary [5).
LH-RH content in the ventromedial hypothalamus exhibits asym-
metry, which can be altered by hemiovariectomy, and the effect
on the LH-RH content depends on which ovary was extirpated
[1O,11]. There is evidence suggesting that only the right side of
the POA-AHA participates in the positive feedback of the estro-
gen on gonadotropin release {8).

It has gencerally been accepted that the amygdala participates
in the mechanisms regulating ovulation through a acuroendo-
crine mechanism, which includes an increase in the release of
gonadotropins through the stimulation of the hypothalamic ven-
tromedial nucleus and medial preoptic area, which is connected
by the stria terminalis [ 19,22].

The functional asymmetry found in this study, however, can-
not be explained by the amygdala’s regulation of ovulation
through this neuroendocrine mechanism, because: (1) the reduc-
tion of ovulation was only presented by one ovary (left ovary
when the fesion was done during diestrus- 1, and right ovary when
it was done during proestrus); (2} the administration of GnRH
did not restore ovulation; and (3) the ovulatory response to the
sequential injection of PMSG and hCG was different by the lefi
and right vvary,

This evidence suggests that the right amygdala participates in
the regulation of ovulation through o ncural pathway, which
muodulates the ovarian reactivity to gonadotropins. Such interpre-
tation agrees with Gerendai et al. [12] results. They have shown
that compensatory ovarian hypertrophy was significantly reduced
following right but not left-sided deatferentation in the medial
portion of the temporal tobe, including the corticomedial amyp-
daloid nucleus, The serum levels of luteinizing hormone de-
creased significantly regurdless of the side of deatferentation,
whereas follicte stimulating hormone levels were not miodified.

Becuuse the uniluteral lesion of the stria terminalis affected
the estral index and not avulation, we suggest that the amygdala

SANCHEZ AND DOMINGUEZ

reculates the ovulation process through twa different mecha-
nisms: (a) amygdala efferents in the strig terminalis regulate go-
nadotropin release, and (b) a proposed nonstnal asymmetrical
pathway, yet to be described in detait, regulates the reactivity of
the avaries to gonadotropins, Such neural communication be-
tween the amygdala and the ovaries seems to be preterentially
contralateral, from the right amygdala to the left ovary, and its
role varies depending on the day of the estrous cycle, as it occurs
with other regulatory mechanisms {13].
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EXPERIMENTO 6: ACTIVIDAD DE LA CAT EN POA-AHA Y SU MODULACION POR LA

AMIGDALA
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INTRODUCCION

En diversos estudios se ha mostrado que l1a amigdala modula la actividad de POA-

AHA y existe una relacion entre la actividad de 1a amigdala y la liberacion de LH (Perkin y
col, 1977; Terasawa y Timiras, 1968; Velasco y Taleisnik, 1963; Bagga y col, 1984). Los datos
del articulo de la pagina 59 de esta tesis muestran que la amigdala presenta asimetria
funcional relacionada con la ovulacién que varia durante el ciclo estral. Por otra parte, de
acuerdo al articulo de la pagina 53 de esta tesis, 1a actividad de la CAT en POA-AHA presenta
un patron asimeétrico que varia durante el ciclo estral.

OBJETIVOS

Con estas evidencias se planed el ultimo experimento con el fin determinar si la
asimetria encontrada en POA-AHA puede ser modulada por 1a manipulacion de la amigdala
medial.

Se midié l1a actividad de la CAT (nmol/mg de proteina/h) en ambos lados de POA-AHA
(tal como se describe en el articulo 3 de esta tesis) a las 24, 48 y 72 horas después de haber
lesionado unilateralmente a la amigdala medial durante el diestro 1.

RESULTADOS

Los resultados que se muestran en la figura 6, indican que la lesion derecha provoca
el aumento de la actividad de la CAT en ambos lados de POA-AHA (P < 0.05). Este incremento
es significativo en el lado derecho comparandolo con el control, mientras que la lesién
izquierda solo provoca camblos significativos de la actividad de la enzima en el lado
ipsilateral, respecto a lo encontrado en el control (p < 0.05).

48 horas después de la lesion de 1a amigdala derecha, se aprecia el aumento de la
actividad de la CAT en el lado ipsilateral. Este incremento es significativamente diferente
respecto al control y da, como consecuencia, ia aparicion de una diferencia asimétrica en la
actividad de la enzima entre ambos lados de POA-AHA. En contraste, la lesion de 1a amigdala

izquierda no altera la actividad de la CAT en ninguno de los lados.
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Después de 72 horas de la lesion unilateral de 1a amigdala, no se aprecian cambios

significativos en la actividad de 1a CAT respecto al control.

24 hrs. después de la lesion 48 hrs despues de la lesion
tod iy de pratcna:h amplang de projgmah
70 40
60 I a5
50 30
40 WPOA1Z 25 WPOALLO
CIPOA-DER| 20 CIPOA-DER
30 15
20 10
10 5
0 7 0 7
CONTROL LESION12Q LESION DER CONTROL  LESION1ZQ LESIONDER
*P<0.05 RESPECTO AL CONTROL % P< 005 RESPECTO AL CONTROL

72 hrs después de la lesion

pPMemG Se ptotnah T

40

30

WA

20 CPOA-DEN

10

o

CONTROL  LESION12Q LESION DER
Figura 6.- Actividad de 1a enzima acetlicolintransferasa de ambos lados de POA-AHA después de 24, 48 y 72 horas
de la lesion unilateral de 1a amigdala medial. El control a 1as 24 horas es del diestro 2 (n=6); el control a las 48
horas es del proestro (n=6); el control a Ias 72 horas es del estro (n=7). Grupo experimental a las 24 horas (n=8);
a las 48 horas (n=8) y a las 72 horas (n=8).
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Los resultados obtenidos en este estudio muestran diferentes formas en las que se

puede expresar el funcionamiento asimetrico de estructuras cerebrales relacionadas con la
biologia reproductiva de la rata hembra. Las diferencias entre el lado izquierdo y derecho
encontradas en 1as areas preoptica-hipotalimica anterior y en 1a amigdala medial aportan
nuevas evidencias que indican que 1a regulacion neuroendacrina de 1a reproduccion tiene un

componente asimetrico.

I Asimetria en POA-AHA y conducta lateralizada

Catecolaminas y ovulacion

La variacion en la liberacion de catecolaminas y en su participacion en el proceso de
la ovulacion puede estar modulado por los cambios en los niveles de concentracidn de
estrogenos que se dan durante el ciclo estral. En este sentido, se sabe que el 17-(3-estradiol
decrementa la concentracion de dopamina en el hipotalamo (Jones y Naftolin, 1990), por
inhibicion de la actividad de la tirosina hidroxilasa (Beattie y col, 1372). Se ha observado que
esta modulacion que se da durante el ciclo estral, provoca disminucion en el contenido del
neurotransmisor a su nivel mas bajo en el proestro. Efectos similares se han encontrado en
el sistema portal-hipofisiario, en donde se ha visto una modulacion inhibitoria en la
liberacion de dopamina y disminucion de los sitios de union para |3H| spiperona (agonista
dopaminergico) en Ia hipofisis anterior por la acclon de los estrogenos (Pilotte y col, 1984)

Los datos obtenidos en este trabajo parecen coincidir con el comportamiento que se
observa usualmente con el sistema dopaminérgico a nivel hipotalamico, en donde se ha

encontrado que durante el proestro decrece la liberacion y 1a concentracion de dopamina asi
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como la actividad de la enzima de sintesis; en nuestro caso, observamos una menor
concentracion de dopamina (sin diferenciar entre el lado izquierdo y derecho) en el proestro
(4.3 ng/mg proteina) respecto a los otros dias; y un pico maximo en el diestro 1 (8.4 ng/mg
proteina) (p< 0.01 en prueba de t proestro vs. diestro 1). Esto ultimo podria apoyar la
sugerencia de Dominguez y colaboradores (1987) en el sentido de que la dopamina puede
tener un papel mas importante en los procesos neurcendocrinos relacinnados con la
ovulacion al inicio del ciclo estral.

En el caso de 1a norepinefrina, los datos que obtuvimos en el proestro no coinciden
con lo reportado por el grupo de Mahankumar, sin embhargo esto puede deberse a que ias
observaciones las realizamos siempre a las 13:00 horas, mientras que lo que reporta este
autor es que el incremento del neurotransmisor inicia en la tarde del proestro y ilega a su
maximo hasta las 18:00 hrs. Ademas, debemos considerar que el contenido de catecolaminas
en POA-AHA tan solo es un indicador que nos sugiere cierta actividad del sistema de
neurotransmision, pero no la medida de la actividad en si. Para determinar con mayor
precision el grado de participacion de las catecolaminas en un proceso y zona cerebral
determinados, es necesario definir el estado funcional del sistema en su conjunto, desde la
actividad de la enzima de sintesis, el metabolismo y liberacton del neurotransmisor, hasta el

sistema de recepcion, en cada uno de los dias del ciclo estral.

Asimetria en el contenido de catecolaminas en POA-AHA

Cuando los datos de este trabajo fueron analizados haciendo la comparacién entre el

tado izquierdo y derecho de POA-AHA, se notd que 1a concentracion de dopamina en el dia del



estro fue significativamente mayor en el iado izquierdo que en el derecho (p < 0.01 en prueba
de t correlacionada). Aun no se ha explorado la posible relacion entre la asimetria en este
sistema de neurotransmision y los mecanismos que regulan la ovulaciin de 1a rata, pero es
posible que esta asimetria esté relacionada con las observaciones que se han hecho en el
siistema colinérgico, en donde se muestra que el lado derecho de POA-AHA participa
preferentemente en los mecanismos relacionados con la ovulacion (Cruz y col, 1989) y en
donde se ha encontrado una mayor actividad de la enzima de sintesis de la acetilcolina
(Sanchez y col, 1994). En este sentido, 1a menor concentracion de dopamina en el lado derecho
podria traducirse en un menor grado de inhibicton sobre los mecanismos responsables de la
liheracion de GnRH, siendo esto un elemento mas para apoyar la idea de que en el dia del
estro, el lado derecho de POA-AHA tiene un predominio sobre este proceso de modulacion
neuroenddcrina (ver mas adelante, en la seccion del analisis de la actividad colinérgica). Es
posible que en el hipotalamo exista una interaccion de dopamina y acetilcolina, tal como se
presenta en otras zonas cerebrales, en donde se sabe que la dopamina suprime la actividad
neuronal dependiente de la accion de la acetilcolina (Yang y col, 1990).

La menor concentracion de dopamina en el lado derecho también podria estar
relacionada con 1a menor cantidad de GnRH en el hipotalamo, encont}ado por Gerendal y
colaboradores (1979). Desafortunadamente en este estudio los autores no mencionan en que
dia del ciclo estral se hizo 1a medicion, ademas de que sdlo se midio el contenido de GnRH del
hipotalamo mediobasal.

Por otra parte, 1a asimetria encontrada en el contenido de dopamina en el dia del

estro, nos permite sugerir que existe un desbalance en la actividad del sistema
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dopaminérgico que explicaria los resultados encontrados por Becker y colaboradores (1982).
Los autores observaron que en las ratas hembra, 1a mayor conducta de giro ocasionada por
la administracion de anfetamina se da en el dia del estro respecto a los otros dias, a pesar
de que la concentracion del firmaco es la misma en los cuatro dias del ciclo. Esto nos
permite sugerir que en el estro existe una asimetria intrinseca en la actividad del sistema
dopaminérgico, en especial en el contenido del neurotransmisor y en el sistema de recepcion,

lo que daria como resultado la potenciacion de una conducta asimeétrica {(conducta de giro).

Relacion entre la asimetria neuroquimica en POA-AHA y una conducta

lateralizada

Al separar los datos que obtuvimos en este estudio en dos grupos, tomando en cuenta
la direccion de la torsion del cuerpo (izquierda o derecha), encontramos asimetrias en el
contenido de las catecolaminas, que dependieron del'ciclo estral y la direccion de la torsion
del cuerpo.

Barneoud y colaboradores (1330) demostraron que existen asimetrias en el contenido
y metabolismo de las catecolaminas en diferentes zonas del cerebro de ratones y que estas
asimetrias dependen de si los animales son zurdos o diestros. Los autores encontraron que,
solo en los animales zurdos, 1a concentracion de dopamina es mayor en el lado derecho del
hipotalamo anterior, mientras que la concentracion de norepinefrina y serotonina no
mostraron asimetrias.

La mayor cantidad de dopamina en el lado derecho encontrada por el grupo de

Barneoud, difiere de lo encontrado en el presente estudio, en donde observamos que la
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asimetria presente en ios animales con torsién del cuerpo hacia la izquierda o derecha son
debido a 1a mayor concentracion de dopamina en el lado izquierdo de POA-AHA durante el dia
del estro (grafica 3). Esto reafirma la idea de que las asimetrias funcionales encontradas en
modelos de estudio conductuales (Glick y col, 1983) inmunologicos (Neveu y col, 1991)
morfolagicos (Dlamond y col 1981) enddcrinos (Sandhu y col 1986) y neuroquimicos (Bakalkin
y col, 1984) son opuestas en la hembra respecto al macho.

Las asimetrias encontradas en la concentracion de catecolaminas en POA-AHA no
parecen tener relacion con la actividad motora que se presenta en forma asimeétrica, tal
como sucede con las observaciones de Barnéoud y su grupo (1390), quienes inclusive no
observaron asimetrias en el contenido de dopamina en el e\smado, el cual esta relacionado
con el control motor. Tampoco en el estudio realizado por Schwarting y colaboradores (1987)
se encontrd una relacion entre las asimetrias en el contenido y metabolismo de las
catecolaminas en el estriado y 1a pata usada preferentemente por el animal.

Por uitimo, el analisis de las diferencias entre el lado izquierdo y derecho de cada
rata, mostrd una clara relacion entre ia direccién de la torsion del cuerpo que presenta la
rata y los camblos en !a asimetria del contenido de norepinefrina de POA-AHA (figura 4). No
existen elementos suficlentes para definir sl esta asimetria neuroquimica depende
directamente de la conducta mostrada por el animal o viceversa. En este sentido, se describe
que la asimetria conductual que se presenta en forma fnatural esta asociada a un
desbalance entre la actividad del sistema nigroestriatal del lado izquierdo y derecho
(Zimmerberg y col, 1974). Se ha mostrado que el contenido de dopamina es significativamente

mayor en el estriado contralateral a la direccion en la que la rata se desplaza
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preferentemente en un laberinto en T. Tamblén se ha observado que 1a asimetria
neuroquimica puede ser modificada segun la experiencia o el entrenamiento del animal, esto
es, los animales entrenados a ocupar una de sus patas presentan cambios neuroguimicos
(Krivonek y Buresova, 1972), metabolicos (Yamamoto y Freed, 1982) y neuroplasticos
(Greenough y col, 1985), especiaimente en el lado contralateral a la pata con mas uso. Los
estudios anteriores confirman la idea de que la relacion entre asimetria conductual y
asimetria neuroquimica encontrada en la rata es un fenomeno refacionado con

determinantes biologicos (Alonso y col, 1993} y factores ambientales externos (Collins, 1975).

Relacion entre la asimetria electroencefalografica de POA-AHA y una

conducta lateralizada.

Una relacion slmflar entre la asimetria de POA-AHA y la asimetria conductual se
encontro en el estudio de la actividad eléctrica medida por medio del electroencefalograma
con electrodos bipolares l'mplantados en esta region. En este ejemplo existe también una
clara diferencia entre los animales con torsion del cuerpo hacia la izquierda y hacia la
derecha en cuanto a la amplitud de las tres bandas obtenidas en el EEG (c+.>. t). (ver articulo
numero 2: The EEG asymmetry on the preoptic-anterior hypothalamic area is related with the
body postural position in rats, que se encuentra en esta tesis). En los animales con torsion del

cuerpo hacia la derecha se encontré mayor amplitud en las tres bandas en POA-AHA

izquierda y viceversa.
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II Asimetria en la actividlad del sistema colinérgico y la

modulacion ejercida por la amigdala.

Sistema colinérgico y mecanismos relacionados con la ovulacion

Los estudios de Everet y colaboradores (1949 ) mostraron que el sistema colinérgico
presenta una accion estimulante sobre el “pico do litsracidn preovulateria de LH" que ocurre
en la tarde del proestro, los autores demostraron que el sulfato de atropina inyectado
subcutineamente bloquea tanto la elevacion de la hormona hipofisiaria como la ovulacion
esperada en el dia del estro.

Posteriormente Dominguez y colaboradores (1381) observaron que la participacion del
sistema colinergico en la regulacion de la ovulacidn varia en forma ciclica durante el ciclo
estral, Mostraron que se necesitan diferentes dosis de atropina en los distintos dias del ciclo
estral para poder bloquear 1a ovulacion de la rata y que la capacidad del farmaco para
bloquear la ovulacion presenta variaciones en las diferentes horas de cada dia del ciclo
estral. Los autores propusieron que las altas dosis necesarias en el proestro para bloquear
la ovulacion indican un efecto del farmaco sobre los ovarios. No obstante, las variaciones
circadicas observadas, permiten suponer que la atropina tiene efectos directos sobre areas
hipotalamicas relacionadas con 1a regulacion de 1a ovulacion.

Existen evidencias de que la actividad del sistema colinérgico en areas hipotalamicas

varia segun el estado hormonal en el que se encuentra el animal. Por ejemplo, en ratas
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ovariectomizadas, el tratamiento con benzoato de estradiol indujo el aumento de la actividad

de la CAT en el area predptica (Luine y col, 1980; Lapchack y col, 1990).

Asimetria en el sistema colinérgico de POA-AHA

Cruz y col, (1989) mostraron que los efectos del bloqueo colinergico en POA-AHA sobre
la tasa de ovulacion varia dependiendo del lado y del dia en que se bloquea dicho sistema.
Cuando el implate del bloqueador colinérgico (atropina) sé coloco en el lado derecho en el dia
del estro, ninguno de los animailes ovuld, mientras que el implante en el lado izquierdo no
provoco alteraciones. Cuando el tratamiento se realizo en el dia del diestro 1 la tasa de
animales ovulantes disminuydé en forma independiente del lado en que fue colocado el
implante, mientras que cuando se realizo en el dia del diestro 2, 1a ovulacion disminuyé en
aquellos animales con implante en el lado izquierdo de POA-AHA y ho hubo efectos con el
implante en el lado derecho. En el proestro, los implantes de atropina de cualquiera de los
lados no ocasiond variacion en ta ovulacion.

Con los antecedentes expuestos se sugiere que: 1) el sistema colinergico participa en
forma importante en los mecanismos neurales relacionados con el control de la ovulacion de
la rata; 2) su accion esti modulada por et estado hormonal del animal y 3) que 1a asimetria
en la actividad colinérgica presente en POA-AHA varia a lo largo del ciclo estral.

Los datos obtenidos en este trabajo en relacion a 1a actividad de 1a CAT y el nimero
de receptores muscarinicos de POA-AHA, aportan nuevas evidenclas que apoyan la idea de
que el sistema colinergico tiene diferentes grados de participacion dependiendo del dia del

ciclo estral. También apoyan los datoes de Cruz y colaboradores (1989)en el sentido de que los



efectos asimétricos del implante unilateral de atropina sobre la ovulacion, esta relacionado
con la funcion asimétrica intrinseca que tiene el sistema colinérgico de POA-AHA en las ratas.

El cambio en el patron asimeétrico de la actividad de la CAT en POA-AHA podria
deberse al cambio cn la participacion de sdlo uno de los lados del area hipotalamica. Esto
nos conduce al concepto de dominancia cerebral, con el cual podemos considerar que el lado
de POA-AHA que presenta dominancia en la participacion de los mecanismos que regulan la
ovulacion, es aquel que presenta mayor actividad de ciertos parametros aeuroquimicos. Es
posible que la variacion en la actividad colinérgica del lado derecho sea la responsable del
cambio de dominancia presente durante el ciclo estral, ya que su dominancia expresada en
el dia del estro es cedida al izquierdo en el diestro 2, no por un cambio intrinseco de este lado,
sino por la disminucion en 1a actividad de 1a enzima del lado derecho.

Cambios de dominancia en POA-AHA relacionada con l1a actividad colinérgica durante
el ciclo estral.

El cambio de dominancia durante el ciclo estral puede explicar los resultados
obtenidos por Cruz y col, (1989) respecto al efecto asimetrico que tiene el bloqueo del sistema
colinérgico por la atropina, sobre la ovulacion. E! bloqueo total de la ovulacién en los
animales con implante en el lado derecho de POA-AHA durante el estro se puede deber a que
esta alterado el lado que mantiene el control de los mecanismos colinérgicos relacionados
con la regulacion de 1a ovulacion.

En el diestro 1, la disminucion de la actividad de la CAT en el lado derecho a valores
similares que en el lado izquierdo puede ser un indice de que el sistema colinérgico de ambos

lados tienen el mismo grado de participacion en el proceso de 1a ovulacion.
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En el diestro 2, 1a actividad de 1a CAT en el l1ado derecho fue significativamente menor
que en el lado izquierdo, lo que podria traducirse en un cambio de 1a dominancia en la
participacion del sistema colinérgico. La aparicion de 1a dominancia izquierda en el diestro 2
dependiente de los cambios en la participacion del lado derecho de POA-AHA, se puede
apreciar también con los datos obtenidos del estudio de los receptores muscarinicos. En este
dia se aprecia una asimetria en 1a union de n-metilescopolamina, debida principalmente a la
disminucion de los sitios de unian del lado derecho.

En el proestro, 1a actividad de la CAT del lado derecho nuevamente es similar a la
encontrada en el lado izqulerdo, y 1a accion bloqueadora de la atropina en cualquiera de los
lados es practicamente nulo. Esto sugiere que no hay un lado de POA-AHA dominante en este
dia. y que el sistema colinérgico no parece tener una participacion importante en los
mecanismos que regulan la ovulacion de la rata durante el proestro. Esta proposicion ;asta
apoyada por los escasos sitios de union a 1a n-metilescopolamina que se encontraron en

ambos lados de POA-AHA en el dia del proestro.

Cambios en la cantidad de sitios de unién de la n-metilescopolamina
durante el ciclo estral

La disminucion de los sitios de union del agonista muscarinico en la tarde del
proestro es comparable con los resultados obtenidos por Egozi y col (1982) y Dohanich y col
(1982). Ambos grupos mostraron que la disminucion de la concentracion de estrogenos
plasmaticos por efecto de la ovariectomia provoca el incremento del nimero de receptores

muscarinicos en POA, mientras que el tratamiento con 17-b-estradiol los reduce a valores
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similares a los hallados en el grupo testigo. Esta regulacion parece depender de la region
hipotalamica que se estudia, ya que en el nicleo mediobasal del hipotalamo, la aplicacion de
17-b-estradiol en las ratas ovariectomizadas ocasiono incremento en la cantidad de
receptores muscarinicos, hecho que fue dependiente de 1a dosis de estradiol utilizada.
Nuestros resultados sobre los receptores muscarinicos podrian exnlicarse bajo este
mecanismo de regulacion, debido a que la menor cantidad de sitios de unidon se presento
durante el proestro, que es el dia del ciclo estral en el cual se .ap'recia un auments ¢n el uivel
de la concentracion plasmatica de estradiol. Esto nos permite sugerir que el sistema
colinérgico de POA-AHA tiene un papel importante en los mecanismos que modulan la
ovulacion durante el estro y los dos dias del diestro, pero no ¢n el proestro, en el cual
existiria una regulacion negativa dependiente de los estrogenos. Ademas, la diferencia en la
regulacion que ejerce el estradlol sobre los receptores muscarinicos de distintas zonas
cerebrales, incluso dentro del mismo hipotalamo, nos sugiere que ia participacion del
sistema colinérgico en la regulacion de 1a ovulacion depende, ademas del ciclo estral, de la
region cerebral. Esta consideracton podria explicar 1a aparente contradiccion que existe
entre nuestros resultados y los obtenidos por Everet y col (1949) y Dominguez y col (1981)
respecto a que el sistema colinérgico tiene una mayor relevancia para la ovulacion en el dia
del proestro. No obstante, los dos grupos de investigacion inhibieron al sistema colinérgico
en forma general, sin diferenciar sitios especificos de accion. En este sentido, los estudios
posteriores en donde relacionen al sistema colinérgico con la ovulacion, deben tomar en

cuanta variables como el dia del ciclo estral, 1a hora del dia, 1a region cerebral y el lado



o s

derecho o izquierdo de cada una de estas regiones, con el fin de evaluar con mayor detalle ia
participacidn del sistema,

El lado derecho del cerebro de la rata hembra parece tener una participacion mayor
que el lado izquierdo en la regulacion de diferentes procesos fisiologicos en los que participa
el sistema neuroenddcrinv. Sandhu y col, (1986) demostraron que en la rata hembra recién
nacida se encuentran un mayor nimero de receptores a estrogenos en el lado derecho que en
el izquierdo de la corteza cerebral y lo contrario ocurre en los machos. Gerendal y
colaboradores (1382) observaron que el hipotalamo mediobasal derecho existe una mayor
cantidad de GnRH respecto al area contralateral. Los estudios de deaferentacion del area
hipotalamica anterior indica que la desconexion del lado derecho bloquea el proceso de
hipertrofia compensadora del ovario, mientras que la deaferentacion del-lado izquierdo no
tiene ningun efecto sobre este proceso (Fuckuda, 1386). Se tienen datos que indican que la
actividad del sistema colinérgico es mayor en el derecho que en el izquierdo. Pediconi y col
(1993) mostraron una mayor cantidad de sitios de union para [3H] benzilato de quinuclidinilo
(agonista colinérgico) en la corteza cerebral derecha, ademas de que la regulacion
retrograda del receptor fue también ‘més activa en este lado (Pediconl y Barrantes, 1993). La
actividad de la enzima aromatasa en la amigdala medial derecha de la rata es mayor que en
el lado izquierdo en el dia 22 de de la gestacidn. Segun los autores, esta diferencia puede ser
pairte de los mecanismos de diferenciacion en el sistema limbico dependientes de las

hormonas sexuales (von-Ziegler, 1992)
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I Dominancia de la amigdala derecha y su relacion con el proceso

de 12 ovulacion

Los datos que obienidos en los experimentos de lesion de la amigdala medial y sus
efectos sobre 1a ovulacion de la rata y sobre la actividad de la CAT, constituyen otro ejemplo
en el cual se presenta la dominancia del lado derecho sobre el izquierdvo.

Diversos estudios indican que la amigdala participa en los mecanismos que regulan
la ovulacion de la rata (Chozic, 1986), por medio de la modulacion del sistema
neuroenddcrino. Se sabe que la amigdala tiene conexiones directas con estructuras
hipotalamicas como el nucleo ventromedial, el area hipotalamica antertor y el fu*ea
preoptica (Layton y col; 1981). presenta una acclon estimulante sobre la secreclon de
gonadotropinas; posee, ademas, receptores a estrogenos, los cuales cambian durante el ciclo
estral y estan asoctados a 1a accién que ejerce la hormona sexual sobre 1a actividad de la
amigdala (Kalimullina, 1930).

Todos estos elementos forman parte de un circuito de retroalimentacion que regula
tanto 1a secrecian de las gonadotropinas coma la de estrogenos en el ovario. En este circuito,
la amigdala funciona como un mediador entre los efectos de las hormonas liberadas de los
ovarios y la actividad secretora de los gonadotropos. Este sistema de comunicacidn
neurcendocrina ha sido estudiado por diversos grupos, no obstante practicamente no se
tienen datos que relacionen la funcién asimétrica de 1a amigdala con la regulacion del

proceso de ovulacion.
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Los datos obtenidos en este estudio, en relacion a los efectos de 1a lesion unilateral de
la amigdala, no pueden ser explicados totalmente por el modelo de regulacidn
neurcenddcrina. Mediante este modelo es posible explicar correctamente las alteraciones en
el indice estral ocasionadas por la lesion unilateral de la amigdala en cualquier dia del ciclo
estral. Sin embargo, no es posible explicar el hecho de que sdlo la amigdala derecha durante

el diestro 1 o el proestro proveque la disminucién de la ovulacion en el ovario izquierdo y

i ‘:’» eo;

derecho respectivamente.

Ademas, 1a aplicacion de PMSG y hCG en las ratas lesionadas en el diestro t,
puedieron revertir los efectos de la lesion sobre la ovulacion, aunque en los animales con
lesion derecha, el ovario ipsilateral presento una ovulacion significativamente menor que el
ovario izquierdo.

Estos datos pueden ser explicados si al modelo neuroendocrino se le agrega un
elemento neural que comunique a la amigdala medial con los ovarios de manera asimétrica.
De esta forma la amigdala estaria participando en los mecanismos responsables de la
regulacion de la ovulacion por dos vias: 1) una neuroenddcrina, por la estria terminalis, que
comunicaria a l1a amigdala con aréas hipotalamicas relacionadas con la regulacion de la
secrecion de gonadotropinas y 2) una via nerviosa asimétrica responsable de 1a modulacion

de la funcion ovarica.

1) Via neuroenddcrina.,

Los datos que obtuvimos en relacion a los efectos de la lesion unilateral de la

amigdala sobre 1a actividad de la CAT, aportan evidencias en el sentido de que 1a amigdala
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modula en forma asimétrica la funcion de POA-AHA. La lesion del lado derecho altero la
asimetria en la actividad de la enzima encontrada en los animales intactos. Esta alteracion
se presento a las 24 en ambos lados de POA-AHA y 48 horas después de la lesion en el lado
derecho de POA-AHA, mientras que la lesion izquierda solo cambio el patron de asimetria en
el lado ipsilateral 24 horas después de la lesion.

Estos datos nos permiten sugerir nuevamente una dominancia del lado derecho sobre
el izquierdo en relacion a los aspectos funcionales de POA-AHA asociados con la ovuldcién. ‘S'e‘
propone que la amigdala derecha tenga un papel preponderante en la modulacion de la
funcionalidad de ambos lados de POA-AHA y que la amigdala izquierda regule la actividad de
la CAT solo en el lado ipsilateral. La via responsable de esta mudulacion es la estria

terminalis, 1a cual ha sido decrita extensamente por diversos investigadores (Fif 7A).

2) Via nerviosa.

Aun no se han estudiado las posibles vias nerviosas que pudieran comunicar a la
amigdala medial con los ovaries. No obstante, en la rata existen evidencias indirectas en
donde se sugiere una comunicacidn nerviosa entre estructuras cerebrales relacionadas con
la regulacion de la ovulacion y los ovarios.

Por ejemplo, Gerendal y colaboradores (1993) mostraron en la rata, un efecto
asimétrico sobre 1a capacidad compensatoria del ovarlo cuando se deaferentd
unilateralmente al lobulo temporal, que incluye a la amigdala medial. En este estudio se
mostro que la deaferentacion lzquierda no interfirid con la ganancia de peso del ovario

remanente posterior a la hemiovariectomia, mientras que la deaferentacion derecha redujo |
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significativamente la hipertrofia compensadora del ovario remanente. Los autores

propusieron la existencia de una via nerviosa responsable de 1a modulacion de 1a hipertrofia
compensadora, 1a cual debe comunicar a las estructuras del lgbulo temporal con los ovarios;
sugirieron ademas que esta via sea asimétrica, lo que permitiria al lado derecho del cerebro
tener una dominancia sobre este tipo de regulacion.

Cruz y colaboradores (1990) reportaron que la lesion del lado derecho de la region
anterior del hipotalamo disminuye la ovulacion del ovario derecho y l.'a'“"'ré‘sién izquierda lo
aumenta. Mientras que en un animal hemicastrado, la deaferentacion del area hipotalamica
anterior derecha bloquea el proceso de hipertrofia compensadora, en tanto que la
deaferentacidn del 1ado izquierdo no la altera (Fukuda, y col, 1986).

Por otra parte Luiten y col (1986), mostraron algunas conexiones desde diferentes
partes del sistema limbico, incluyendo 1a amigdala, hasta el pancreas. En este estudio los
autores reportaron que la amigdala se conecta con el nucleo ventromedial del hipotalamo,
éste a su vez envia proyecciones hasta la sustancia gris periacueductal. Posteriormente se
identifico una via que comunica a la sustancia gris con la formacién reticular y de ésta
hasta el nucleo intermediolateral. A partir de este ultimo nicleo, la informacion nerviosa

sale de 1a medula espinal y llega directamente a las céelulas a del pancreas.

IV Modelo de comunicacion nerviosa entre el cerebro y las gonadas

Gran parte de los resultados obtenidos en este trabajo y 1a de otros grupos, permiten
sugerir que en la comunicacion nerviosa entre determinadas estructuras cerebrales y las

gonadas, debe predominar el hemisferio cerebral derecho sobre 1a modulacion de la funcion
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evarica. La posilile via de transmision de informacion se ilustra en la figura 7B, en donde se
propone que la amigdala derecha tiene una comunicacion hacia ambos evarios, mientras
que la amigdaia izquierda se comunica solo con el ovario ipsilateral, aunque esta via no
tendria relevancia funcional en la regulacion del proceso de ovulacion. Existe una evidencia
anatomica que indica que la comunicacion nerviosa hacia estructuras viscerales puede tener
este tipo de distribucion, en este sentido Powley y sus colaboradores (1983) describieron que
en la rata macho, el nervio vago derecho presenta mas fibras que el izquierdo a nivel
abdominal, pero es el nervio izquierdo el gue proyecta sus terminaciones hacia estructuras
del iado izquierdo y derecho, mientras que el nervio derecho solo inerva a las estructuras
ipsilaterales.

Este modelo de comunicacion nerviosa entre el cerebro y las gonadas con dos vias
ipsilaterales y una contralateral que sale del lade derecho del cerebro, puede ser apoyado en
parte por los resultados obtenidos por Cruz y col, (1990) en relacion a los efectos de la lesion
del hipotalamo anterior sobre la ovulacion y la hipertréfia compensadora del ovario; por los
resultados de 1a deaferentacion hipotalamica y su efecto sobre la hipertrofia compensadora
obtenidos por Fukuda y col, (1986); y por los estudios de Gerendai (1993) sobre los efectos de la
deaferentacion del lobulo temporal derecho sobre 1a hipertrofia compensadora.

Los cuatro estudios, incluyendo el de esta tesis, muestran como la alteracion de
estructuras cerebrales derechas afectan a ambos ovarios, mientras que la alteracion del
lado izquierdo puede o no tener efectos signiﬁcétivos sobre su funcion, lo cual nos lleva a
sugerir que en la rata hembra presenta una dominancia cerebral derecha sobre diversos

procesos relacionados con la biologia de la reproduccion.
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Fig, 7a

FIG &b

HEMISFERIO DERECHO

T e——

OVARIO DERECHO

HEMISFERIO IZQUIERDO

OVARIO IZQUIERDO

Figura 7.- Modelo de comunicacion Neuroendocrina (7a) y nerviosa (7b) entre la amigdala POA-AHA y los ovarios.
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