Orientacion Terminal: Biologia del Desarrollo
Linea de Investigacion: Biologia de la Reproduccion
Titulo del proyecto: Participacion de los receptores muscarinicos del
area preoptica-hipotalamica anterior (POA-AHA) en la requlacion de
la ovulacion de la rata.

Modelo experimental: rata adulta,
cepa CIlIZ-V

Introduccion Materiales y Métodos

= Evaluar el contenido de la proteina GnRH, kispeptina, REa y REB en el hipotalamo antero-medial de ratas con blogueo de los mAChR de POA-AHA
izquierda o derecha, realizado en los dias del estro y diestro-2 del ciclo estral de la rata.

» Analizar si el bloqueo unilateral de los mMAChR de POA-AHA resulta en un efecto asimétrico en la cantidad de la proteina kispeptina, GnRH, REa y RER.

» Estudiar si la falta de ovulacion en ratas con blogqueo unilateral de los mAChR de POA-AHA, realizado en estro o diestro-2, depende de kispeptina.
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. = En las trompas uterinas se verificara la presencia o ausencia de ovocitos.
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= Examinar el nimero y la distribucion de células gque expresan el anticuerpo para la proteina kispeptina en el hipotalamo anterior de ratas con bloqueo
de los mMAChR de POA-AHA izquierda o derecha, realizado en los dias del estro y diestro-2 del ciclo estral de la rata.
= Analizar si el blogueo unilateral de los mAChR de POA-AHA resulta en un efecto asimétrico en el numero y la distribuciéon de células que expresan el

anticuerpo para la proteina kispeptina en el hipotalamo anterior.
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= En hipotalamo antero-medial izquierdo y derecho de ratas con blogueo de los receptores muscarinicos, se cuantificara el contenido
de la proteina GnRH, kispeptina, REa y RE, por la técnica de western-blot.

Distribucion de las neuronas GnRH (puntos negros) en el cerebro de raton. Esquematizacion de un corte sagital y tres cortes coronales a diferentes
profundidades en torno a bregma. ME: Eminencia media, rPOA: Area predptica rostral, AHA: Hipotdlamo anterior, MS: septo medial, 3V: tercer ventriculo,
OVLT: organo vasculoso de la lamina terminal, OC: quiasma optico, ac: comisura anterior. (Tomado de Herbison, 2015)

En hipotalamo antero-medial izquierdo y derecho de ratas con blogueo de los receptores muscarinicos, se cuantificara el numero de
. células inmunoreactivas para kispeptina y GnRH por inmuno-histo-quimica..

Animales que ovulan después de bloquear los receptores muscarinicos

de POA-AHA izquierda o derecha, a las 13:00 h de cada fase del ciclo estral = En suero se cuantificara el contenido FSH, LH, P,y E, por RIAYy ELISA.

.= En las trompas uterinas se verificara la presencia o ausencia de ovocitos.

— 100 -
X
by - A C
S 80 & Cantidad relativa de ERp
m c
Lcu HAM | ADs sNTACTO VEgCUO ATROT _“;" g 0.020+ . HAM-I xDa INTACTO VEHICULO ATROPINA -
3 GnRH . 2 = HAM-D ERa 82— : . G o
S 60 - < 0.015- ERB 64— %
B-tubulin lh-.-m 2 -tubulin
o & i «— - e N ep e
= © 0.0104
HAM D INTACTO VEHICULO ATROPINA Do =
.g 40 ] De — ~— — 20 %
& GnRH . P s— N —— . ; 0.0054
g — — 60 3
o tubuiin ., DS & csn e a8 .. 2 e
8 20 - S Intacto ~ Vehiculo  Atropina
|L° B Condiciones experimentales
A V4
0 o NN DU e (i ? Cantidad relativa de ERa D
. . - =
control estro diestro-1 diestro-2 proestro 3 0.03 e — 3 0020, B HAM oy MO VeHicuLo ATROPNA
(Cruz, et al., 1989) Z == HAM-D 2 M HAMD  ERa h—_ [ TR . e
E a ..“—"8- 0.015+ ERB 64— —60
e o Btubulin w I
GDRH Neuron E I::U 0.010- i Qe m—ﬁﬂ
. & 0.01- ®
Acetilcholine 3 y _c_,@ ; g 0.005-
N . i, T @ ° T
Klspeptm ;,L g g
' i S Vet PR £ 0.000-
FiS5S Meunrsn 1 3 nacto ehicuo ropina S Intacto Vehiculo Atropina
GABA ‘! Condiciones experimentales Condiciones experimentales
norepinephrine glutamate | Media + e.e.m. del contenido de GnRH en el lado izquierdo o derecho del hipotdlamo Media + e.e.m. del contenido del ERB (A) y ERa (B) en el lado izquierdo o derecho del hipotdlamo antero-
GnRH antero-medial (HAM) a las 11:00 h del proestro, de ratas micro-inyectadas con vehiculo medial (HAM) a las 11:00 h del proestro, de ratas micro-inyectadas con vehiculo o atropina (62.5 ng) en la
.\'mf‘g Hauron o atropina (62.5 ng) en la porcién izquierda o derecha de POA-AHA a las 13:00 h del porcidon izquierda o derecha de POA-AHA a las 13:00 h del estro. A y B: Representacion grafica de los
(&) \ , @ estro. A: Imagen representativa de la electroforesis para la proteina de la GnRH (7.5 resultados del western-blot. C y D: Imagen representativa de la electroforesis para la proteina del ERB (55
p— kDa) y la proteina constitutiva B-tubulina (54 kDa), para las diferentes condiciones kDa) y del ERa (67 kDa), asi como de la proteina constitutiva B-tubulina (54 kDa), para las diferentes
2 A t experimentales. B: Representacion grafica de los resultados del western-blot. (Zanabria condiciones experimentales (Medina AE, 2016).
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(Dungan et al., 2006) Neuronas de POA-AHA que Fotografias a 10x (A) y 40x (B) en las que se muestran neuronas que expresan los REa 0 B en cortes coronales de POA-AHA
expresan el REP de ratas intactas sacrificadas en la mafiana del proestro.
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,! Evaluar los efectos del bloqueo de los mAChR sobre la expresion de los REa y REB en neuronas kispeptidérgicas
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o \\0 ‘ @ i . = En POA-AHA izquierda y derecha se cuantificara el contenido de los receptores kispeptidergicos (por western-blot)
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. » En POA-AHA izquierda y derecha se cuantificara la presencia del receptor a kispeptina en neuronas GnRHeérgicas (por inmuno-histo-quimica:
Arcuate Pituitary . IHQ).
. = En suero se cuantificara el contenido FSH, LH, P,y E, (por RIA)
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¢La ACh unida a los mAChR altera el contenido de kispeptina en el hipotalamo? Responsable del Proyecto: Dra. Maria Esther Cruz Beltran

Acadéemicos Co-responsables: Dra. Isabel Arrieta Cruz y M en IBSH Angélica Flores Ramirez

,La inyeccion de kispeptina es capaz de inducir la ovulaciéon en ratas con bloqueo de los : . ; X
¢ y pep P 9 Laboratorio de Neuroendocrinologia. Unidad de Investigacion en Biologia de la Reproduccion.
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mAChR de I?OA AHA . o Laboratorio 6, planta baja de la UMIEZ (Unidad Multidisciplinaria de Investigacion Experimental Zaragoza, Campo Il. FES Zaragoza,
¢La ACh unida a los mAChR regula de manera asimétrica la actividad de las neuronas UNAM
kispeptidérgicas? Teléfonos: 56-23-07-71 o 56-23-02-22 ext. 30181

Correos electronicos: anqyl414@yahoo.com.mx, arrieta777 @mail.com, mecbloy@yahoo.com.mx, tetecruzb@yahoo.com.mx

¢El sistema muscarinico regula la expresion de receptores a estrogenos en neuronas
kispeptidérgicas?
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