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RESUMEN 

Existen evidencias experimentales que muestran que el sistema colinérgico 

regula la secreción de las gonadotropinas y la ovulación. El papel regulador de este 

sistema en el área preóptica e hipotalámica anterior (POA-AHA) cambia durante el ciclo 

estral de la rata y es asimétrico. En el día del estro, el sistema colinérgico del lado 

derecho de POA-AHA estimula la liberación de las hormonas necesarias para que se 

produzca la ovulación, mientras que el del lado izquierdo la inhibe. En la fase de diestro-

1, ambos lados de POA-AHA ejercen un papel estimulante de la secreción hormonal 

necesaria para la ovulación. En diestro-2, la ovulación depende de la integridad 

funcional del sistema colinérgico del lado izquierdo de POA-AHA. Mientras que en el día 

del proestro, el sistema colinérgico del lado izquierdo inhibe los mecanismos 

neuroendócrinos que culminan con la ovulación, el del lado izquierdo los estimula. 

 

Con la finalidad de conocer la manera en la que el sistema colinérgico de POA-

AHA regula de manera asimétrica la ovulación en la fase del diestro-2, en el presente 

estudio se analizaron los efectos de la microinyección de atropina, a las 13:00 horas de 

este día del ciclo,  en la porción izquierda o derecha de POA-AHA sobre la expresión 

del ARNm para los receptores a estrógenos (RE-α y RE-β) y de la hormona liberadora 

de las gonadotropinas (GnRH), la concentración plasmática de gonadotropinas 

[Hormona Luteinizante (LH) y Folículo Estimulante (FSH)], de progesterona (P4), 

testosterona (T) y 17β-estradiol (E2) en la tarde (14:00 h) del diestro-2, en la mañana 

(09:00 h) y tarde del proestro(17:00 h) así como en el número de ovocitos liberados.  
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 La microinyección de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA interrumpió la 

ovulación de todos los animales en el día del estro esperado (0/4 vs. 9/10, p<0.01), 

mientras que la del lado derecho no la modificó (4/4 vs. 9/10) pero el número de 

ovocitos liberados fue menor respecto al animal inyectado con el vehículo (4.7±0.2 vs. 

8.3±1.1, p<0.05). La microinyección de atropina del lado izquierdo de POA-AHA inhibió 

la expresión del RE-α, RE-β y el de la GnRH en ambos lados de POA-AHA a las 14:00 

horas del diestro-2 y a las 09:00 y 17:00 horas del proestro; bloqueó la secreción 

preovulatoria (17:00 horas del proestro) de LH (1.27±0.51 vs. 53.35±11.13, p<0.05) y 

FSH (0.20±0.09 vs. 1.38±0.39, p<0.05), aumentó la concentración de P4 a las 14:00 

horas del diestro-2,  aumentó la concentración de T a las 9:00 y 17:00 horas del 

proestro y aumentó la de E2 en todas las horas estudiadas. 

 

 Estos resultados nos permiten sugerir que en el día del diestro-2, la activación 

del sistema colinérgico del lado izquierdo o del lado derecho de POA-AHA regula de 

manera asimétrica la ovulación. En este día del ciclo, la ovulación depende de la 

activación del sistema colinérgico del lado izquierdo,  al regular de manera estimulante 

la expresión del ARNm del RE-α, RE-β y de la GnRH, lo que a su vez, estimula la 

secreción preovulatoria  FSH y LH, P4, T y E2 en el día del proestro. En cambio, el 

sistema colinérgico del lado derecho de POA-AHA  parecería modular la respuesta del 

ovario a las gonadotropinas, lo que se refleja en el número de ovocitos liberados. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En los vertebrados el eje hipotálamo-hipófisis-ovario regula la reproducción 

mediante la secreción de neurotransmisores, péptidos de origen hipotalámico u ovárico 

y hormonas esteroides. Un tipo de neuronas localizadas en el hipotálamo, 

específicamente en las áreas preóptica e hipotalámica anterior (POA-AHA), secretan la 

hormona liberadora de las gonadotropinas ó GnRH, la que al unirse a sus receptores en 

la hipófisis estimula la secreción de la hormona luteinizante (LH) y la hormona folículo 

estimulante (FSH), también llamadas gonadotropinas. En el ovario, estas 

gonadotropinas regulan la ovulación y la secreción de hormonas, como la progesterona 

(P4), el 17β- estradiol (E2), la inhibina, la activina, la relaxina, entre otras. Estas 

secreciones hormonales del ovario actúan en el hipotálamo y la hipófisis donde 

estimulan o inhiben la secreción de las hormonas poilipeptídicas antes señaladas. En la 

rata hembra, estas señales neuroendócrinas se suceden en forma secuencial y 

sincrónica (evento fisiológico en “cascada”) que culminan en la ovulación. 

 

El hipotálamo regula en forma asimétrica la secreción de las gonadotropinas y 

cada gónada responde de manera también asimétrica a las señales neuroendocrinas 

que provienen del sistema nervioso central y de la hipófisis (Advis y col. 1989, Chavez y 

col. 1991, Chavez y col. 1987, Cruz y col. 1989, Cruz y col. 1990 b, Cruz y col. 1990ª, 

Domínguez y Cruz 1989, Domínguez y col. 1988, Fukuda y col. 1984, Gerendai 1980, 

Gerendai 1986, Gerendai y col. 1979, Mizunuma y col. 1983, Nance y col. 1984, Nance 

y Morger 1982, Nance y col. 1983, Nordeen y Yahr 1982, Rao y Edgerton 1984, 

Robinson y col. 1985). 
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El sistema colinérgico es uno de los sistemas de neurotransmisión que regula la 

secreción de las gonadotropinas y en consecuencia la ovulación. Desde la década de 

los 40, Everett y colaboradores (1949) mostraron que este sistema estimula la 

secreción de las gonadotropinas del proestro, ya que la inyección de 700mg/kg peso de 

sulfato de atropina a las 08:00 y 14:00 horas bloquea la ovulación en todos los 

animales tratados. Esta regulación que ejerce el sistema colinérgico varía durante el 

ciclo estral (Domínguez y col. 1982), 

 

Mediante la colocación (implante) de cristales de atropina (antagonista de los 

receptores muscarínicos) en POA-AHA se ha mostrado que en el día del estro, la señal 

colinérgica del lado derecho de esta zona es esencial para que se lleven a cabo los 

mecanismos neuroendocrinos que culminan con la ovulación. En el día del diestro-1, la 

señal colinérgica que se origina en ambos lados de POA-AHA es esencial; mientras que 

para el día del diestro-2 es la del lado izquierdo la que regula estos procesos. En el día 

del proestro, el bloqueo del sistema colinérgico no altera la ovulación esperada en la 

mañana del día siguiente (Cruz y col. 1989). 

 

Villegas y col. (1997) mostraron que la falta de ovulación por el bloqueo del 

sistema colinérgico de POA-AHA, resulta  en la inhibición de la secreción preovulatoria 

de la LH en la tarde del proestro. El bloqueo de la secreción de la LH en animales con 

implante unilateral de atropina en POA-AHA, parece resultar de modificaciones en la 

secreción fásica de la GnRH en la tarde del proestro, ya que la inyección subcutánea de 

la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) sintético a las 14:00 horas de 
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este día, induce la ovulación en ratas con implante de atropina (Cruz y col. 1989). A su 

vez, esta modificación en la secreción fásica de la GnRH parece ser consecuencia de 

una alteración en el efecto de “feedback” estimulante de los estrógenos, ya que al 

reestablecer la señal ovárica en el día del diestro-2, mediante la inyección subcutánea 

de benzoato de estradiol, los animales ovulan (Cruz y col. 1989). 

 

Estos resultados llevaron a considerar que el sistema colinérgico de POA-AHA 

regula la síntesis de los receptores a estrógenos y en consecuencia, la secreción de la 

GnRH. Así mismo, este mecanismo de regulación parecería ser asimétrico, ya que el 

bloqueo de los receptores muscarínicos de las porciones izquierda o derecha de POA-

AHA modifican de manera asimétrica la ovulación esperada en el día del estro (Cruz y 

col. 1989). En el día del estro o diestro-1, la inyección subcutánea de atropina modifica 

en forma asimétrica la cantidad de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de la GnRH y 

de los receptores de estrógenos α (RE-α) y β (RE-β) en las porciones izquierda y 

derecha de POA-AHA (Arteaga-López y col. 2003). 

 

Con la finalidad de proseguir con el análisis de la participación asimétrica del 

sistema colinérgico en los mecanismos que regulan la ovulación, en este estudio, se 

investigaron los efectos del bloqueo de los receptores muscarínicos en el día del 

diestro-2, sobre la expresión del ARNm de la GnRH, de los RE-α y RE-β de POA-AHA, 

de la concentración sérica de FSH, LH, E2, testosterona (T) y P4; así como en la 

ovulación de la rata. 

 5 



Marco Teórico 

 

CICLO ESTRAL 

 

En los roedores, el ciclo estral se caracteriza por cambios hormonales y 

conductuales, progresivos, altamente sincronizados y repetitivos, que incluyen una 

etapa en la que la hembra es receptiva al macho, denominada etapa de celo. El término 

estral se deriva de la palabra en latín “oistros” que significa “frenesí”; y corresponde a la 

etapa en la que la hembra acepta sexualmente al macho llamada “calor” o celo (Kilen y 

Schwartz 1999). En nuestro modelo de estudio, la rata de laboratorio, el ciclo estral es 

de 4 ó 5 días, lo que depende de la cepa que se utilice y del periodo luz oscuridad en 

que sean mantenidos los animales; su estudio se divide en: proestro, estro, diestro-1 y 

diestro-2 (Kilen y Schwartz 1999, Schwartz 2000). 

 

En el día del proestro, el frotis vaginal se caracteriza por la presencia de células 

epiteliales nucleadas. En la mañana de este día, la concentración de estradiol alcanza 

el valor máximo del ciclo, evento llamado “pico” de estrógenos. La disminución 

progresiva de esta concentración, induce el aumento de la concentración sanguínea de 

la LH y de la FSH. La concentración máxima de ambas hormonas en la sangre recibe el 

nombre de secreción preovulatoria, que ocurre en la tarde de este día (entre las 17:00 y 

19:00 horas según la cepa). La secreción preovulatoria de LH estimula la secreción de 

progesterona (P4), que alcanza un primer “pico” en la noche de este día (Fig. 1) 

(Freeman 1994, Kilen y Schwartz 1999, Schwartz 2000). 
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En el día del estro, el frotis vaginal presenta células epiteliales cornificadas y sin 

núcleo, (Kilen y Schwartz 1999). En la madrugada del este día ocurre la ovulación. La 

concentración de E2, P4 y LH son las más bajas del ciclo estral (basales), pero la de 

FSH vuelve a aumentar en la mañana de este día; la función de este segundo pico es 

reclutar los folículos que empezarán a crecer y ovularán en ciclos posteriores (Fig. 1) 

(Freeman 1994, Schwartz 2000). 

 

En la etapa de diestro-1, la citología vaginal se caracteriza por presentar una 

gran cantidad de leucocitos. El cuerpo lúteo secreta P4 por varias horas, lo que provoca 

que la concentración de esta hormona alcance un segundo “pico” hacia el medio día. En 

algunas cepas de ratas la secreción de P4 se prolonga, lo que conducen a ciclos de 5 

días (Kilen y Schwartz 1999, Schwartz 2000). Las concentraciones de E2, LH y FSH son 

basales durante este día del ciclo. 

 

En el día siguiente, diestro-2, en el frotis vaginal se observan una menor cantidad 

de leucocitos. La concentración de E2 empieza a aumentar paulatinamente desde la 

tarde de este día (Fig. 1) (Kilen y Schwartz 1999, Schwartz 2000). 

 

Esta serie de cambios son provocados por eventos neuroendocrinos que ocurren 

de forma recíproca y sincrónica entre el hipotálamo, la hipófisis y el ovario, el también 

llamado eje hipotálamo-hipófisis-ovario. 
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Figura 1. Concentración de LH, FSH, progesterona, prolactina y estradiol obtenido del 

plasma periférico cada 2 horas en cada día del ciclo estral de la rata. Cada punto representa la 
media ± e.e.m. de la concentración de hormona de 5 a 6 ratas. Las barras negras representan 
intervalos de oscuridad en el cuarto del animal (Tomada de Freeman, 1994). 
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EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-OVARIO 

 

La función del eje hipotálamo-hipófisis-ovario es regular los procesos 

reproductivos (Welsh y col. 1999). La funciones principales de los ovarios, la síntesis de 

hormonas esteroides, crecimiento y diferenciación de los folículos, que culminan o no 

en la ovulación, son reguladas por la LH y la FSH (Ferin 1999, Tresguerres 2003, Yao y 

Bahr 1999). 

 

A su vez, la secreción de FSH y LH es regulada por la GnRH; así mismo la 

secreción de la GnRH es modulada por hormonas esteroides ováricas, péptidos, 

opióides, neurotransmisores y aminoácidos (Yao y Bahr 1999). 

 

La GnRH es secretada por neuronas localizadas en el área preóptica (POA). 

Estas neuronas que denominaremos GnRHérgicas, establecen contacto con los 

capilares y venas del sistema portal hipotálamo-hipofisiario, donde liberan la GnRH, la 

que es trasportada a la hipófisis anterior y estimula la secreción de gonadotropinas de 

manera pulsátil. 

 

Las gonadotropinas son glicoproteinas constituidas por dos subunidades: una 

alfa (α) y otra beta (β). La actividad de estas hormonas requiere de la asociación de 

ambas subunidades, las que son sintetizadas y combinadas en los gonadotropos de la 

hipófisis anterior (Ferin 1999, Schwartz 2000). 
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EL HIPOTÁLAMO 

El hipotálamo se localiza en la base del diencéfalo, por debajo del tálamo y esta 

dividido en dos por el tercer ventrículo (McGeer y col. 1987). Para su estudio, el 

hipotálamo se divide en núcleos y áreas (Ganon 2001). Los núcleos son conglomerados 

de cuerpos neuronales (Norris 1996), mientras que las áreas son sectores de tejido en 

los que se reconoce una clara delimitación arquitectónica. Según Palkovits (2000) el 

hipotálamo se divide en cuatro regiones organizadas rostro-caudalmente: POA, 

hipotálamo Anterior (AHA), Medio y Posterior. La porción del hipotálamo en la que nos 

enfocamos en este estudio es el área POA-AHA, localizada en la parte rostral, esto es, 

la zona  anterior del encéfalo (Fig. 2) (Norris 1996, Palkovits 2000). 

 

Figura 2. Corte sagital del cerebro de la rata, que muestra la distribución topográfica de los 
núcleos y áreas del hipotálamo.  A: Hipófisis anterior, AC: comisura anterior, AH: núcleo hipotalámico 
anterior, AR: núcleo arcuato, Bn: base del núcleo de la estría terminal, DL: área hipotálamica 
dorsolateral DM: núcleo dorsomedial, DP: núcleo dorsal premamilar, I: lóbulo de la hipófisis 
intermedia, LT: núcleo lateral tuberal, MB: cuerpo mamilar, ME: eminencia media, MP: núcleo 
preóptico medial, N: hipófisis posterior, O: órgano vasculoso de la lamina terminal, OC: quiasma 
óptico, PE: núcleo hipotalámico periventricular, PF: núcleo perifornical, PH: núcleo hipotalámico 
posterior, PP: núcleo preóptico periventricular (medio), PS: tallo hipofisario, PV: núcleo 
paraventricular, RC: área retroquiasmática, SC: núcleo supraquiasmático, SM: núcleo supramamilar, 
SO: núcleo supraóptico, TH: tálamo, VM: núcleo ventromedial, VP: núcleo premamilar ventral 
(Palkovits 2000). 
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GnRH Y NEURONAS GnRHérgicas 

 

El neuropéptido conocido como hormona liberadora de las gonadotropinas 

(GnRH por sus siglas en inglés) es un decapéptido cuya secuencia es la siguiente 

(Ulloa-Aguirre y Timossi 2000). 

 

pyroGlu1-His2-Trp3-Ser4-Try5-*Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly*-NH2  

 

La GnRH es sintetizada por las neuronas GnRHérgicas, las cuales durante el 

desarrollo embrionario se originan de la placoda olfatoria, las cuales migran 

principalmente a POA-AHA y algunas son encontradas en el hipotálamo mediobasal 

(MBH) (Funabashi y col. 2002). En el adulto, estas neuronas se localizan como redes 

extensas y difusas distribuidas a lo largo de la ruta septo-preóptica–infundibular 

(Silverman1994).  

 

Las neuronas GnRHérgicas secretan el decapéptido de una manera sincronizada 

y pulsátil. Los axones de estas neuronas son proyectados a varias regiones del cerebro, 

donde el decapéptido actúa como neurotransmisor o neruomodulador de las funciones 

reproductivas (Ulloa-Aguirre y Timossi 2000).  

 

Existen al menos 13 formas distintas de la GnRH que han sido aisladas en 

diferentes vertebrados, una sola especie posee de dos a tres formas de GnRH que 

podrían tener distintas funciones a la de  estimular la liberación de las gonadotropinas 

(Parhar 2002). 
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La GnRH se sintetiza como parte de un precursor (prepro-GnRH), que consiste 

en 92 aminoácidos, dividido en tres partes: un péptido de 23 aminoácidos, seguido por 

una secuencia de Gly-Lys-Arg esencial para el procesamiento proteolítico y por un 

residuo de 56 aminoácidos conocido como péptido asociado con la GnRH (GAP) (Fig 

3A) (Yen 2001). Los genes que codifican las diferentes formas de GnRH tienen la 

misma arquitectura de cuatro exones separados por tres intrones, que se han 

conservado a lo largo de la evolución, a pesar de los cambios en tamaño y secuencia 

de los exones y los intrones. En cada gen el primer exón codifica a la región 5’ –no 

transcrita, el segundo exón codifica para el péptido señal para la GnRH, y los 11 

primeros residuos de amino ácidos de GAP, el tercer exón codifica para los 12 a 43 

aminoácidos de GAP y el cuarto exón codifica para los 13 residuos terminales de GAP y 

la región 3’ –no transcrito. (Parhar 2002, Ulloa-Aguirre y Timossi 2000). 

 

El procesamiento molecular en el interior de las neuronas de GnRH ocurre 

fundamentalmente en el núcleo del cuerpo celular (soma). Después de la transcripción y 

el procesamiento del gen de la Pro-GnRH de la cadena del ARNm, el ARNm, es 

transportado hasta el citoplasma, donde tiene lugar la traducción y la del decapéptido 

(Fig. 3B). Luego los productos (la GnRH y el GAP), son transportados hasta las 

terminaciones nerviosas y secretados a la circulación (Yen 2001). 

 

En la rata (tanto en el macho como en la rata), la cantidad de GnRH en el lado 

derecho del hipotálamo medio basal es significativamente mayor que en el izquierdo 

(Bakalkin y col. 1984). Es posible que esta asimetría esté definida por el momento y el 

tipo de participación de los diversos sistemas de neuro-secreción que regulan la síntesis 
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y liberación de la GnRH (Gerendai y col. 1979). La secreción de GnRH es regulada por 

neurotransmisores (acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina), aminoácidos 

(ácido gama amino butírico (GABA), ácido glutámico, aspartato, glicina), opióides, 

péptidos y hormonas esteroides (Norris 1996). En los roedores, el esteroide con mayor 

actividad biológica que regula la secreción de la GnRH es el 17β-estradiol. 

 

Figura 3. A. Representación esquemática de la estructura y la secuencia de 92 
aminoácidos de la pre-pro-GnRH. El decapéptido (aminoácidos 1 a 10) ocupa el lugar 
intermedio entre el péptido señal y la secuencia Gly-Lys-Arg. La flecha indica el sitio de 
procesamiento proteolítico y la amidación del C-terminal de la molécula de GnRH. B. 
Procesamiento molecular del decapéptido de GnRH. En el núcleo, el gen de pro-GnRH es 
procesado a ARNm después de la trascripción; el ARNm es transportado hasta el citoplasma 
del cuerpo celular (soma), donde se genera el péptido pro-GnRH y del péptido asociado con la 
GnRH (GAP). Luego la GnRH y el GAP son trasportados hasta las terminaciones nerviosas y 
secretados en la circulación porta. (Yen 2001). 
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ESTRUCTURA Y SÍNTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES 

 

El precursor de las hormonas esteroides es el colesterol (Yao y Bahr 1999). Las 

células lo obtienen por medio de tres fuentes principales, 1) el sintetizado de novo a 

partir de acetato, 2) la hidrólisis de esteres, de colesterol almacenados en los lípidos y 

3) de las lipoproteínas de baja densidad o de alta densidad presentes en la circulación 

sanguínea (Stocco 1999). 

 

Las hormonas esteroides se clasifican según su estructura química y su actividad 

biológica, en: progestinas, andrógenos y estrógenos los cuales tienen un núcleo 

esteroide compuesto por 21 átomos de carbono, agrupados en cuatro anillos 

aromáticos, tres ciclohexanos y un ciclopentano (Brown 1999). 

 

La P4, tienen un núcleo esteroide pregnano de 21 átomos de carbono y un átomo 

de oxígeno en la posición C3 y otro con doble enlace en C20 (Brown 1999, Burris 

1999). 

 

El andrógeno con más actividad biológica es la testosterona, la cual tienen un 

núcleo esteroide androstano, que es un compuesto orgánico con 19 átomos de 

carbono, con un átomo de oxígeno con doble enlace en la posición C3 y un grupo 

hidroxilo en la posición C17 (Brown 1999, Burris 1999). 

 

Los estrógenos comprenden la estrona, estriol y el E2; este último es el de mayor 

actividad biológica. El estradiol tiene un núcleo esteroide estrano que es un compuesto 
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que contiene 18 átomos de carbonos, tienen un grupo hidroxilo en la posición C3 como 

en C17 (Fig. 4) (Smith 1999). 

 

 
Figura 4. Estructura de las hormonas esteroides (Modificado del Brown 1999; Burris 1999). 

 

En la hembra, las hormonas esteroides son sintetizadas por tejidos endocrinos 

como los ovarios, las adrenales, el útero y la placenta, además de sitios 

extraglandulares como el cerebro, tejido adiposo, la piel, hueso, varios tejidos fetales 

(Brown 1999). 
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La etapa inicial en la biosíntesis de los esteroides es la transferencia del 

colesterol al interior de la mitocondria que es realizada por la StAR (proteína reguladora 

de la estereidogénesis aguda). En las membranas mitocondriales el colesterol es 

convertido en pregnenolona por la enzima citocromo P450scc (20, 22 desmolasa). Una 

vez en el retículo citoplasmático, la pregnenolona puede ser transformada al compuesto 

inmediato por dos rutas, la Δ4 y Δ5. En la ruta Δ4  la pregnenolona es transformada a 

progesterona por la enzima 3β-HSD; la progesterona es convertida a 17α-hidroxi –

progesterona por la enzima P450c17α; la desmolasa (17,20-esteroide liasa) la convierte a 

androstenediona. Este metabolito es transformado  en testosterona por la enzima 17β-

HSD. Las células teco-intersticiales de los folículos son la primera fuente de andrógenos 

ováricos. Tanto la androstenediona como la testosterona pueden ser transformadas a 

estrógenos por la enzima P450 arom. En el Sistema Nervioso Central algunas células 

poseen el complejo enzimático de aromatización, por lo que convierte a los andrógenos 

en estrógenos (Fig. 5) (Domínguez, 1997; Yao y Bahr, 1999; Smith 1999). 

 

En la ruta Δ5 la pregnenolona es transformada 17α-hidroxi-pregnenolona por   la 

enzima 17α-hidroxilasa. Después, la C17,20-liasa  transforma 17α-hidroxi-pregnenolona 

en dehidro-epiandrosterona (DHEA), esta a su vez es transformada a androstenediona 

por la enzima 17β-HSD. A partir de aquí la androstenediona sigue la ruta Δ4 (Fig. 5) 

(Yao y Bahr, 1999). 
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Figura 5. Biosíntesis de hormonas esteroides en el ovario (Tomada de Smith 1999). 

 

En los folículos en crecimiento, las células de la teca interna secretan 

andrógenos al ser estimuladas por la LH. Tanto la androstenediona como la 

testosterona difunden a través de la membrana basal del folículo y llegan a las células 

de la granulosa donde son aromatizadas a estrógenos por estimulación de la FSH, 

quién activa  a la enzima aromatasa. Este mecanismo forma la base de la teoría de la 

doble célula-doble hormona (Fig. 6) (Yao y Bahr 1999). 
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Figura 6. Esquematización de la teoría de la doble célula-doble hormona que explica la 
síntesis de hormonas esteroides a partir del colesterol: LH, (hormona Luteinizante); FSH, 
(hormona folículo estimulante); ATP (trifosfato de adenosina), AMPc (monofosfato cíclico de 
adenosina) (Tomada de Yoshinaga 1999). 
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RECEPTORES A ESTRÓGENOS 

Los estrógenos ejercen sus efectos por medio de su unión con receptores 

específicos. Estos receptores están localizados en el núcleo y en el citoplasma de las 

células blanco como el útero, la vagina, las glándulas mamarias y el encéfalo (Ing 1999). 

 

La unión del estrógeno a su receptor (complejo hormona-receptor) provoca la 

“activación” del receptor, mediante cambios conformacionales en su estructura terciaria 

y cuaternaria. Estos cambios permiten que el complejo hormona-receptor se una con 

alta afinidad a secuencias específicas del ácido desoxirribonucleico (ADN), llamados 

elementos de respuesta a la hormona (ERH). Esta unión regula la transcripción de uno o 

varios genes “reguladores” minutos después de que el estrógeno entra a la célula 

blanco. Existen diversas vías mediante las cuales estos genes “reguladores” causan sus 

efectos: 

• Algunas de las proteínas que se sintetizan por la expresión de genes regulados por 

estrógenos tienen actividad enzimática en el citoplasma o la membrana, por ejemplo, las 

cinasas y las proteasas, las cuales a su vez podrían inducir cambios en el transporte de 

la membrana, síntesis proteica, procesamiento o secreción de proteínas (Norvithch y col. 

1989; Falkenstein y col. 2000) 

• La proteína reguladora enzimática puede modificar factores nucleares, los cuales a 

su vez, pueden regular la estructura de la cromatina (Hager y Archer 1991) o activar el 

procesamiento del ácido ribonucleico ARN, interfiriendo en la vida media del ARN 

mensajero (ARNm) (Forsthoefel y Thompson 1987; Fink y col. 1988; Lau y col. 1990; 

Barrett y Spelsberg 1998) 
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• Las proteínas reguladoras pueden ser factores nucleares que actúen directamente 

como factores de transcripción que activen la expresión de genes tempranos (minutos) o 

tardíos (horas) (Landers y Spelsberg 1992; Barrett y Spelsberg 1998) 

 

Los factores de transcripción estimulan a la enzima polimerasa del ácido 

ribonucleico (ARNp) que inicia la trascripción de un gen específico; este evento provoca 

la síntesis de un pre –ARNm  de gran tamaño, que incluye todos los exones y todos los 

intrones del gen. El pre-ARNm es procesado por un complejo proteico (denominado de 

empalme) que separa todos los intrones y reúne los exones en una secuencia continua 

que codifica el producto proteico respectivo del gen (Malley y Strott  2001). El ARNm es 

transportado al compartimento citoplasmático de las células, allí la información vuelve a 

ser descodificada (traducida) en los ribosomas, lo que genera el producto proteico   

específico del gen en cuestión (Fig. 7) (Malley y Strott 2001). 

 
Figura 7. Vía molecular de acción de las hormonas esteroides. TF, factores de trascripción. S 

esteroides. R, receptores. SR complejo esteroide-receptor (Modificado de Malley y Strott 2001). 
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El gen que codifica para el RE ha sido dividido en seis dominios, que se 

denominan con las iniciales de la A a la F, la primera región A/B, está localizada en el 

extremo N-Terminal conocida como activador funcional-1 (AF-1). En la región C, el sitio 

de unión al ADN (DBD por sus siglas inglés) (Gustafsson y Marrhews 2003), tiene una 

región corta de 66-70 aminoácidos. La región D o también conocida como “Hinge”, 

consiste en dos dedos de zinc que permiten al receptor interactuar con el ADN 

(McDonnell 2000, Catt 1999). En la región E o dominio de unión del ligando (LBD por 

sus siglas en inglés) comprende aproximadamente 300 aminoácidos con secuencias 

que facilitan la homodimerización (McDonnell 2000) y la región F o AF-2 localizado en el 

extremo C-Terminal (Fig. 8) (Gustafsson y Marrhews 2003). 

 

En el año 1996, Kuiper y col (3), clonaron un ácido desoxirribonucleico 

complementario (DNAc) del RE de la próstata de rata, al cual denominaron RE subtipo 

beta (RE-β), para distinguirlo del que previamente se había clonado del útero de la rata, 

al cual consecuentemente se denominó RE subtipo alfa (RE-α). Las dos formas del RE 

son codificadas por diferentes genes pero evolutivamente conservan los dominios 

estructurales típicos de la A a la F (McDonnell 2000, Gustafsson y Marrhews 2003), 

excepto que no son farmacológica ni funcionalmente equivalentes, ya que ambos 

receptores tienen distintos mecanismos de respuesta a fármacos agonistas y 

antagonistas, y se han localizado en distintas células blanco (McDonnell 2000). Los RE-

α son expresados en el útero, hígado, riñón, corazón, mientras que los RE-β son 

expresados principalmente en el ovario, próstata, pulmón, tracto gastrointestinal, 

vesícula y sistema nervioso central. Las células de la glándula mamaria, del epidídimo, 
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tiroides, adrenal, hueso y ciertas regiones del cerebro expresan ambos RE (Gustafsson 

y Marrhews 2003). 

 

Se ha mostrado que la expresión del ARNm para el RE-α y RE-β es diferente 

entre el lado izquierdo y derecho del área preóptica e hipotálamica anterior (POA-AHA) 

y cambia durante el ciclo estral: la expresión del ARNm para RE-alfa  alcanza un 

máximo en la tarde del estro (17:00 horas), que es seguido de un segundo aumento de 

menor magnitud al mediodía del diestro-2 (13:00 horas); mientras que para el RE-beta, 

la máxima expresión del gen se observa solamente al mediodía del diestro-2. Estas 

variaciones en la expresión del gen que codifica para el ARNm del RE alfa y beta  no 

sólo dependen del día del ciclo, sino que es asimétrica. De tal forma que en el día del 

estro, en el lado derecho de POA-AHA hay más ARNm para el RE-alfa  que en el lado 

izquierdo. En el día del diestro-2, la cantidad de ARNm para el RE-beta  se expresa 

primero en el lado izquierdo (a las 09:00 horas)  y después en el lado derecho (a las 

13:00 horas) ((Arteaga-López y col. 2003). 

 
 

  AF-1         DBD         Hinge            LBD            AF-2
595

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 8. Estructura del RE-α y del RE-β  (Modificado del McDonnell 2000). 
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EFECTOS ASIMÉTRICOS FUNCIONALES DEL HIPOTÁLAMO SOBRE LA 

SECRECIÓN DE GONADOTROPINAS Y LAS FUNCIONES DEL OVARIO 

 

Resultados experimentales de varios autores han mostrado que la regulación 

neuroendocrina que ejerce el hipotálamo, sobre la función de uno y otro ovario, es 

asimétrica (Advis y col. 1989; Cook 1987, Cruz y col.1989; Cruz y col.1990b, Fukuda y 

col. 1984, Gerendai 1986, Gerendai 1980, Gerendai y col. 1984, Mizunuma y col.1983, 

Nance y Morger 1982, Nance y col.1983, Nance y col.1984, Nordeen y Yahr. 1982).  

 

La región preóptica responde de manera asimétrica a las hormonas esteroides, 

ya que el implante de estradiol en el lado derecho de POA o el núcleo ventromedial de 

ratas hembras de 5 días provoca masculinización cuando los animales llegan a la edad 

adulta (estas hembras prefieren sexualmente a otras hembras). En cambio cuando el 

estradiol se implanta en el lado izquierdo, ocurre defeminización (los animales no tienen 

ciclos estrales) (Nordeen y Yahr 1982). 

 

Asimismo, el lado derecho de AHA parece jugar un papel preponderante en el 

proceso de hipertrofia compensadora del ovario, ya que la lesión por radio frecuencia 

del lado derecho de esta área, en la rata con ovariectomia unilateral previene la 

hipertrofia compensadora del ovario remanente, en tanto que la lesión del lado izquierdo 

no la modifica (Fukuda y col. 1984). La lesión unilateral de esta misma área del 

hipotálamo con ácido kaínico, bloquea la hipertrofia compensadora sólo si la lesión y la 

ovariectomia unilateral se hacen del mismo lado (Nance y col.1983). 
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En la rata prepúber el proceso de hipertrofia compensadora del ovario parece 

estar controlado por el hipotálamo izquierdo, ya que su deaferentación bloquea la 

hipertrofia compensadora del ovario, en tanto que la deaferentación del hipotálamo 

derecho no modifica este proceso (Nance y col.1984).  

 

Cada lado de POA-AHA regula la ovulación y la hipertrofia compensadora del 

ovario ipsilateral, siendo esta regulación asimétrica respecto al ovario contralateral; 

mientras que el hipotálamo medio (que comprende a los núcleos arcuato y ventro-

medial) regula la ovulación de uno u otro ovario de manera estimulante, y de  manera 

asimétrica la hipertrofia  compensadora del ovario (Cruz y col, 1990a). 

 

No sólo cada lado del hipotálamo regula en forma asimétrica la función de una y 

otra gónada sino que éstas responden de manera asimétrica a los mecanismos 

neuroendocrinos que la regulan. Así, el número de ovocitos liberado por el ovario 

izquierdo de la rata adulta es mayor que el del derecho (Domínguez y col. 1988). 

Cuando se extirpa el ovario derecho, el número de animales que ovulan es 

significativamente menor que cuando se extirpa la gónada izquierda (Chávez y col. 

1987). En la cerda, el número de receptores a la gonadotropina criónica humana (hCG), 

la concentración de progesterona, la actividad de la β-N-acetil-D-glucosaminidasa y de 

la glucosa-fosfato deshidrogenasa son mayores en los cuerpos lúteos del ovario 

izquierdo que en los del derecho (Rao y Edgerton 1984). La concentración de 

testosterona en la vena testicular aumenta al doble en el 58% de los animales 

hemicastrados del lado izquierdo, mientras que sólo ocurre en el 27% de los que fueron 

hemicastrados del lado derecho (Frankel y col. 1989). 
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PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA COLINÉRGICO EN LA REGULACIÓN DEL EJE 

HIPOTÁLAMO HIPÓFISIS-OVARIO 

 

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

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

acción de la colinoacetiltransferasa (ChAT) (Fig. 9) (Eckenstein y Thoenen 1982). 

 

Figura 9.- Síntesis de Acetilcolina a partir de colina y acetil- CoA 

 

Los resultados experimentales obtenidos acerca del papel del sistema colinérgico 

en la regulación de la secreción de las gonadotropinas no son concluyentes. Las 

primeras evidencias de la participación del sistema colinérgico en la regulación de la 

secreción de las gonadotropinas fueron los experimentos realizados por Everett, 

Sawyer y Markee (1949) quienes mostraron que el bloqueo del sistema colinérgico, por 

la inyección subcutánea de atropina interrumpe la ovulación. En el caso de la coneja, un 

animal de ovulación refleja, se interrumpe la ovulación cuando el fármaco se administra 

inmediatamente después del coito; y en la rata, un animal de ovulación espontánea, 

cuando se inyecta en la mañana del proestro. 

 

 25



Marco Teórico 

En la rata, la inyección subcutánea de sulfato de atropina (700 mg/100 g de 

peso) o su aplicación directa al tercer ventrículo (250 μg) entre las 11:00 y 13:00 horas 

del proestro bloquea la secreción de LH, FSH y prolactina (PRL) horas más tarde. En 

estos animales, la inyección de LHRH sintético restablece la liberación preovulatoria de 

LH, por lo que se concluye que sus efectos son sobre el sistema nervioso central y que 

el bloqueo de los receptores colinérgicos muscarínicos altera la secreción normal de 

GnRH (Libertum y McCann 1973). 

 

Aunque la acetilcolina fue la primera sustancia reconocida como mensajero 

químico, la falta de una técnica equivalente a la fluorescencia para las catecolaminas, 

que revelara directamente la presencia de acetilcolina en las neuronas de los sistemas 

nerviosos central y periférico ha dificultado el estudio neuroanatómico de este sistema 

de neurotransmisión (Nistico y Müller 1989). 

 

Aunado a lo anterior, la colina y el acetato están involucrados en muchos otros 

procesos metabólicos por lo que se dificulta aún más la discriminación entre los sitios 

colinérgicos específicos y los sitios metabólicos inespecíficos. En la actualidad, el 

estudio de la neuroanatomía del sistema colinérgico es realizado con base en técnicas 

histoquímicas que revelan la presencia de enzimas de síntesis y desactivación de la 

acetilcolina (Nisticó y Müller 1989) y apoyados posteriormente con el desarrollo de 

técnicas inmunohistoquímicas con anticuerpos poli (Eckenstein y Thoenen 1982) y 

monoclonales (Egozi y col. 1986), así como con marcadores radioactivos. Las neuronas 

que sintetizan y liberan ACh son llamadas neuronas colinérgicas, organizándose 

principalmente como circuitos locales y neuronas de proyección. 
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En el cerebro anterior de la rata se han identificado dos vías colinérgicas 

principales. La vía tegmental dorsal, la cual contiene los somas neuronales colinérgicos 

del núcleo cuneiforme de la formación reticulada mesencefálica y proyectan sus fibras 

hacia el téctum, el área pretectal, los cuerpos geniculados, el tálamo y el sistema 

límbico. La vía tegmental ventral cuyas neuronas se localizan en la sustancia negra y el 

núcleo tegmental ventral del cerebro medio cuyos axones viajan a lo largo del haz 

tegmental ventral y atraviesan el hipotálamo y el subtálamo hasta llegar al tallo cerebral. 

(Nistico y Müller 1989). 

 

En el núcleo submamilar del hipotálamo se encuentra un núcleo denso de 

neuronas colinérgicas. Dispersas en las áreas posterior y lateral del hipotálamo existen 

otras neuronas acetilcolinerasa-positivas. El área preóptica lateral es rica en células 

acetilcolinesterasa-positivas y aquellas que se ubican en la porción dorsal del área 

preóptica envían fibras hacia la amígdala, por medio de la estría terminal (Nisticó y 

Müller 1989). 

 

Estudios in vitro muestran que en POA de la rata hembra, el número de 

receptores muscarínicos varía durante el ciclo estral. En el día del proestro se observa 

un aumento en la proporción de sitios de unión de alta afinidad a los agonistas 

muscarínicos, comparado con el diestro-2 o en la tarde del proestro. Cuando un 

homogenizado de POA se expone a la presencia de 17 β -estradiol resulta en la 

conversión de los sitios de unión de alta y baja afinidad a los agonistas muscarínicos 
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(Avissar y col. 1981). Este efecto de la hormona se observa únicamente en muestras de 

POA obtenidas en la mañana del proestro y puede ser bloqueado por clomifeno 

(antiestrógeno) o prevenido por la ocupación previa de los receptores muscarínicos por 

sus propios ligandos antes de la adición de la hormona. Los cambios significativos en 

los receptores muscarínicos de POA coinciden con el llamado periodo crítico, 

caracterizado por altas concentraciones de estrógenos y gran número de receptores a 

estrógenos en POA (Egozi y col. 1986). 

 

En el hipotálamo y la adenohipófisis de la rata, las propiedades de los sitios de 

unión a los agonistas muscarínicos evaluadas por ensayos de competencia con H3-N-

metil - 4 piperidil bencilato (antagonista muscarínico tritiado de alta afinidad), muestran 

que únicamente el 17 β -estradioI y la progesterona, afectan las propiedades de los 

sitios de unión a los agonistas muscarínicos. Ambas hormonas provocan decremento 

en la proporción de sitios de unión de alta afinidad y en la constante de disociación. 

Esto permite sugerir una vinculación entre el sistema colinérgico muscarínico y los 

mecanismos por los cuales los esteroides ováricos inducen la liberación de las 

gonadotropinas por la hipófisis (Sokoiovky y col. 1981). 

 

El contenido de acetilcolina, la actividad de las enzimas de síntesis 

(colinocetiltransferasa) y de degradación (acetilcolinerasa) y el número y la afinidad de 

los receptores muscarínicos en POA-AHA presentan cambios durante el ciclo estral 

(Cruz y col. 1998, Egozi y col. 1986, Rainbow y col. 1980, Sánchez y col. 1994). 
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La sensibilidad del sistema colinérgico al sulfato de atropina varía durante el ciclo 

estral, ya que la dosis necesaria para bloquear la ovulación en el 100 % de los casos 

depende del día del ciclo y la hora en que se administra, siendo el diestro-1 el día más 

sensible (Domínguez y col. 1982). 

 

Durante el ciclo estral de la rata hembra, en POA existe un ritmo colinérgico 

endógeno: el día del diestro-1 se presentan las concentraciones máximas de 

acetilcolina y en diestro-2 las mínimas. El número y la afinidad de los receptores 

muscarínicos también varían durante el ciclo estral. El marcaje con el agonista 

muscarínico {3H}-N-metil escopolamina muestra que la unión especifica y la constante 

de disociación para dicho fármaco son máximas en el día del estro y disminuyen 

progresivamente en los demás días del ciclo estral (Cruz y col. 1989). Mediante el 

marcaje con el antagonista colinérgico muscarínico, {3H} bencilato de quinuclidina, se 

observan también cambios cíclicos en el marcaje, con un máximo en proestro y un 

mínimo en los días del diestro (Rainbow y col. 1980). La discrepancia aparente de estos 

resultados podría explicarse por el hecho de que los fármacos usados en los 

experimentos, posiblemente tengan diferente afinidad a los subgrupos de receptores 

muscarínicos en POA-AHA y abre la puerta a la especulación sobre la importancia de 

cada uno de estos subgrupos de receptores en la regulación del proceso reproductor. 

 

El número y la afinidad de los receptores muscarínicos en el hipotálamo es 

regulado por los esteroides ováricos. Experimentos in vitro con POA muestran que 
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existe una relación directa entre la concentración de 17 β -estradioI y Ia proporción de 

receptores muscarínicos de alta y baja afinidad (Egozi y col. 1986). 

 

En ratas ovariectomizadas, la administración sistémica de benzoato de estradiol 

aumenta significativamente el marcaje de los receptores muscarínicos por {3H} bencilato 

de quinuclidina en el hipotálamo medio basal y lo disminuye en el área preóptica medial 

de modo dosis dependiente (Dohanich y col. 1982). En el hipotálamo y la hipófisis, las 

progestinas y sus metabolitos inhiben el marcaje de los receptores muscarínicos por 

{3H} bencilato de quinuclidina (Klangkalya y Chan 1988). 

 

El sistema colinérgico regula la respuesta de las neuronas hipotalámicas a los 

estrógenos. Por ejemplo el tratamiento con betanecol, un agonista colinérgico 

muscarínico, incrementa el número de sitios de unión al estradiol en el citosol de 

neuronas hipotalámicas de ratas hembras ovariectomizadas y el pre-tratamiento con 

atropina bloquea los efectos del betanecol (Lauber y Whalen 1988). 

 

La liberación de GnRH desde la eminencia media en ratas cíclicas es estimulada 

por la administración de antagonistas muscarínicos 11{(2) (dietilamino) metil } {1-

piperidinil}-acetil-5.(AF-DX-116) y metoctramina. Dicha estimulación depende del día del 

ciclo estral en que se realice el tratamiento. Es posible que los efectos inducidos por la 

administración de estos fármacos sean mediados por receptores muscarínicos del 

subtipo M4. El bloqueo de los efectos de los antagonistas muscarínicos solo fue posible 

en presencia de prazosin, (un antagonista α –adrenérgico). Una posible explicación 
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para la estimulación de la Iiberación de GnRH por un antagonista muscarínico es que 

los efectos son el resultado de una intercomunicación entre los receptores muscarínicos 

y los receptores 1-α adrenénergicos. Así, los agonistas muscarínicos inhiben la 

liberación de GnRH inducida por los agonistas α 1-adrenérgico y los antagonistas 

muscarínicos, al cancelar este efecto inhibitorio permite que los agentes α 1- endógenos 

(noradrenalina) induzcan la liberación de GnRH (Koren y col. 1992). 
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PROPÓSITO DEL ESTUDIO 

 

 

Con la finalidad de analizar el papel de los receptores muscarínicos de POA-AHA 

sobre el eje hipotálamo-hipófisis-ovario en el día del diestro-2, en este trabajo se 

cuantificaron los efectos de la microinyección de atropina sobre la expresión del ARNm de 

los RE-α, RE-β y el de la GnRH, en los lados izquierdo y derecho de POA-AHA, la 

concentración sérica de LH, FSH, E2, T y P4, y la ovulación, en horas posteriores al 

bloqueo colinérgico. 
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HIPÓTESIS 

 

La falta de ovulación por el bloqueo de los receptores muscarínicos del lado 

izquierdo de POA-AHA en el día del diestro-2, es el resultado de la alteración de la 

expresión del ARNm del receptor a estrógenos α, β y el de la GnRH. 

 



Hipótesis 
 

OBJETIVO GENERAL 

 

 Estudiar los efectos del bloqueo de los receptores muscarínicos de las porciones 

izquierda o derecha de POA-AHA sobre el eje hipotálamo-hipófisis-ovario en el día del 

diestro-2. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Analizar los efectos del bloqueo de los receptores muscarínicos de las porciones 

izquierda o derecha de POA-AHA (realizado en el diestro-2) sobre la ovulación, la 

concentración sérica de LH, FSH, de E2, T y de P4. 

 

2. Cuantificar la cantidad de ARNm  de la GnRH y de los receptores α y β a 

estrógenos en animales que no ovularon por el bloqueo de los receptores muscarínicos 

de POA-AHA en el día del diestro-2. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 
Se utilizaron ratas hembras adultas vírgenes (190-230 g) cíclicas de la cepa CIIZ-

V, mantenidas en condiciones controladas de iluminación (luces encendidas de 05:00 a 

19:00 horas), con libre acceso al alimento (Purina S.A., México) y agua. Los animales 

fueron anestesiados con pentobarbital sódico (Anestesal, Smith Kline Norden de 

México) (40 mg/kg p.c.) por vía intraperitoneal, a las 12:30 horas del diestro-2. Se 

colocaron en un aparato estereotáxico y a cada animal se le microinyectó 6.25 μg de 

atropina en un volumen de 1 μl, durante un minuto, en el lado izquierdo o derecho de 

POA-AHA, siguiendo las coordenadas del atlas del cerebro de la rata de Köning y 

Klippel (1963). 

 

Figura 8. Corte coronal del cerebro de la rata  donde se muestra el lado izquierdo y 
derecho de POA-AHA. Las coordenadas correspondientes al corte son: antero-posterior 
0.4 mm, lateral ± 0.6 mm y vertical 0.86mm con respecto al punto de Bregma (Köning y 
Klippel, 1963) 

  

Grupos de animales microinyectados fueron sacrificados en los siguientes 

horarios posteriores a la microinyección del fármaco: 

 14:00 horas del diestro-2 (una hora después de la microinyección cerebral) 

 09:00 horas del proestro 

 17:00 horas del proestro 

 09:00 horas del estro esperado 

 34



Material y Métodos 
 

 

Como grupos  testigo absoluto se utilizaron animales intactos sacrificados a las 

mismas horas que los tratados con atropina. Los animales del grupo control  fueron 

tratados de la misma manera que los grupos experimentales, excepto que en lugar de 

inyectar el fármaco se suministró el vehículo en el que se disolvió la atropina, que 

consistió de agua estéril. Estos animales fueron sacrificados en las horas antes 

señaladas. 

 

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA 

 

Todos los animales fueron sacrificados por decapitación. Se recogió la sangre 

del tronco, la que se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, y se 

centrifugó a 3000 rpm durante 15 minutos. El suero se almacenó a -20°C, hasta la 

cuantificación de E2, T, P4, LH y FSH por radio-inmuno-análisis (RIA). En los animales 

sacrificados a las 14:00 horas del Diestro-2 ó 09:00 y 17:00 horas del proestro, se 

disecaron las porciones izquierda y derecha de POA-AHA, según la técnica propuesta 

por Palkovits (1973) y se obtuvo el ARNm total, el cual se almacenó a –70 ºC hasta la 

medición de la expresión del ARNm de la GnRH y del RE α ó RE β por la técnica de 

retro-trascripción de la reacción en cadena de la polimerasa reversa (RT-PCR). A los 

animales sacrificados en la mañana del estro se les extrajo las trompas uterinas para 

verificar la presencia o ausencia de ovocitos. 
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CUANTIFICACIÓN DE HORMONAS 
 

La cuantificación de las concentraciones plasmáticas E2, T, P4, se realizó por RIA 

mediante el uso de estuches comerciales marca Coat-A-Count (Diagnostic Products, 

Los Angeles, CA, USA), que contienen tubos de polipropileno impregnados con 

anticuerpos de coneja, viales de hormona marcada (125I-Progesterona, 125I-Testosterona 

ó 125I-Estradiol) y calibradores para la realización de la curva patrón (P: 0.00, 0.02, 0.1, 

0.5, 2.0, 5.00, 10.0, 20.0 y 40.0 ng/ml; T: 0.0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 ng/ml; 

E2: 0.0, 10.0, 20.0, 50.0, 150.0, 250.0, 500.0 y 900.0 pg/ml ). A cada tubo del estuche se 

le adicionaron 100 μl de suero problema más 1000 μl  de la hormona marcada (125I-P, 

125I-T ó 125I-E2). Los tubos se agitaron durante un minuto y se incubaron a temperatura 

ambiente durante tres horas; posteriormente se decantaron y limpiaron, finalmente con 

la ayuda de un contador de centelleo gama, se cuantificó la cantidad de la hormona 

problema. Los datos de la concentración de E2, T, se expresaron en pg/ml y los de P4 

en ng/ml. Los coeficientes de variación intra e inter ensayo fueron de 5.3% y 9.87 para 

P4, 6.9% y 10.8% para E2  y para T de 5.6% y 8.7%. El límite de detección para  P4 fue 

0.003 ng/ml, para  E2 y para T fue de 0.09 y 0.00213 ng/ml. 

 

La cuantificación de LH y FSH se realizó por RIA con el anticuerpo rLH-RP3 

(NIAMDD-Rat), para la cuantificación de LH y rFSH-RP2 (NIAMDD-Rat) para el caso de 

FSH, proporcionados por la Nacional Hormona and Pituitary Program (Baltimore, MD, 

USA). A 100 ml de suero se le adicionó 100 μl de hormona marcada con 125I y 100μl del 

primer anticuerpo de suero de borrega para LH o para FSH, y se incubaron a 

temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente se le agregaron 100 μl del segundo 
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anticuerpo (suero normal de conejo) y se incubaron durante dos horas; los tubos se 

centrifugaron a 3000 rpm a –4 ºC por 30 min. El sobrenadante se decantó, se secaron 

las paredes de cada tubo y se colocaron en un contador de centelleo gama para su 

análisis. Los datos de la concentración de cada hormona se expresaron en ng/ml. Los 

coeficientes de variación intra e inter ensayo fue 7.91% y 5.74% para LH y 9.3% y 

6.82% para FSH. El límite de detección de LH y FSH fue de 0.05 y 0.01 ng/ml, 

respectivamente. 

 

 

EXTRACCIÓN DEL ARN TOTAL DE LAS ÁREAS IZQUIERDAS Y DERECHAS DE 

POA-AHA: 

 

1. A la porción izquierda ó derecha de POA-AHA, contenidas en tubos eppendorf 

estériles se le agregó 300 μl de trizol y se homogenizó con un Politron, modelo PT -

MR 3100 (Kinematica AG,  Littau, Suiza). 

 

2. Al tejido homogenizado se le agregó 100 μl de cloroformo y se agitó durante 30 

segundos en un vortex, con la finalidad de extraer el ARNm. 

 

3. Los tubos se mantuvieron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 12,000 rpm a 

4º C por 25 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: una fase inferior orgánica de 

color rojo y la fase superior acuosa incolora. El ARN quedó en esta última fase, 

mientras que el ADN y las proteínas se mantienen en la interfase y en la fase 

orgánica. 
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4.  La fase acuosa se transfirió a otro tubo eppendorf y se agregó un volumen igual de 

isopropanol, con la finalidad de precipitar el ARN. La muestra se mantuvo a 4º C 

durante 72 horas. 

 

5. Se centrifugaron las muestras por 25 minutos a 12,000 rpm a 4º C. El ARN se 

precipitó formando una pastilla blanca amarillenta 

 

6. Se removió el sobrenadante y se lavó la pastilla con etanol al 80 %. Se centrifugó a 

12,000 rpm durante 15 minutos a 4º C. 

 

7. Después de una segunda separación del sobrenadante, los tubos se colocaron en 

sentido inverso sobre una gasa estéril y la pastilla  se secó a temperatura ambiente 

para evitar la insolubilidad de la misma. La pastilla de ARN se disolvió en 30 μl de 

H2O inyectable (lo que consistió la muestra). 

 

8. Se hicieron alícuotas de 0.4 μl de muestra en 100 μl H2O inyectable. Se leyó la 

absorbancia de estas muestras a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La 

concentración de ARN se determinó conociendo que: una unidad de absorbancia a 

260 nm equivale a 40 mg de ARN ml-1. La pureza del ARN se determinó por medio 

de la relación de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm (260/280 nm). 
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9. Para obtener el ADN complementario (ADNc) se realizó la retro transcripción del 

ARN total.  El control negativo consistió de una muestra de agua que sustituyó al 

ARN. Los volúmenes utilizados en la técnica se especifican en el cuadro 1. 

Cuadro 1. Reactivos utilizados en el desarrollo en la técnica de retrotranscripción. 
Reactivo Para c/ muestra 

ARN total 2 µg 
Buffer RT 1x 2 µl 
DTT 1 µl 
DNTP´s 0.5 µl c/u 
RT M-MLV 0.5 µl + 0.5 µl H2O 
Oligo dt 0.05 µl 
H2O Aforado a 10 µl 

 

10. Por medio de la técnica de retro transcripción de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), se amplificó un fragmento de los genes de los RE-α, RE-β y el de 

GnRH. Se utilizó GAPDH como gen control interno. En el cuadro 2 se especifican los 

reactivos y volúmenes utilizados en la técnica. 

Cuadro 2. Reactivos utilizados en el desarrollo de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa. 
Reactivo Para c/ 

muestra 
Producto de RT 10 μl 
Buffer PCR   5 μl 

  MgCl2 2.5 μl 
Taq polimerasa 0.8 μl 
DNTP´s 0.5 μl c/u 
Oligo 1 2.0 μl c/u 
H2O 25.7 μl 

 

 

11. La reacción en cadena de la polimerasa se realizó en un termociclador de 

gradientes (marca Eppendorf Scientific Inc, Alemania), a las temperaturas y ciclos 

que se muestran en el cuadro 3. 
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Cuadro 3. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para la retrotranscripción, así como las temperaturas 
y ciclos utilizados para la técnica de RT-PCR. 

Gen Secuencia 
sense 

Secuencia 
antisense 

Temperatura Ciclos 

     
GnRH CAA CCC 

ATA GGA 
CCA GTG 
CTG G 

CAC TAT 
GGT CAC 
CAG CGG 
GG 

53.0 º C 32 

REα TTC ACA CCA 
AAG CCT 

CGG G 

TGC AGC AGC 
ATC AGC 

GGA 

64.2 32 

REβ TCC CGG CAG 
CAC CAG 

TAA C 

CCC AGA TGC 
ATA ATC 

GCT GC 

55 32 

GAPDH   55.1 º C 32 
 

Cabe señalar que las temperaturas de alineación, así como el número de ciclos 

utilizados para los genes en cuestión fueron previamente estandarizados para la 

optimización del experimento. 

 

12.  Una vez obtenidos los productos de PCR, se corrieron los productos en gel de 

agarosa al 2%, preparado con TBE al 1% y teñido con BrET. Se utilizó una cámara 

de electroforesis horizontal, modelo Horizon 11-14 (Life Technologiestm, gibco brl, 

USA). 

 

13. Se tomaron fotografías del gel con una cámara Kodak EDAS 216. 
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14. Los negativos de las fotografías de los geles se cuantificaron por densitometría por 

medio del programa Scion Image de Inc. Y los resultados se mostraron en expresión 

relativa. 

 

 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

 

Los resultados del porcentaje de animales ovulantes se analizó por la prueba de 

X2 y los del número de ovocitos  por la prueba de Kruzkall-Wallis seguida de la prueba 

de “U” Mann-Withney. Los datos de las concentraciones séricas de las hormonas y de 

la expresión relativa del ARNm para RE-α, RE-β, y la de GnRH fueron analizados 

mediante la prueba de análisis de las varianzas (ANDEVA) seguida de la prueba de 

Tukey. En los casos en que se compararon dos grupos, el análisis se realizó por medio 

de la prueba de “t” de Student.  En todos los casos sólo se aceptaron como 

significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue ≤ 0.05. 
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RESULTADOS 
 
 Animales Ovulantes 
 

La inyección del vehículo en el lado Izquierdo o derecho de POA-AHA a las 

13:00 horas del diestro-2 (una hora después del tratamiento) no modificó el porcentaje 

de animales que ovulan al estro esperado. En cambio,  la inyección de atropina en el 

lado izquierdo de POA-AHA bloqueó la ovulación de todos los animales tratados, 

mientras que la del lado derecho no la alteró (Gráfica 1). 
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Gráfica 1. Porcentaje de animales que ovularon en el día del estro esperado, después 
de ser inyectados con vehículo (Vh) o con atropina (ATR) en el lado izquierdo o derecho 
de POA-AHA. 
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 Número de Ovocitos 

 
En comparación con el grupo de animales intactos, la inyección de vehículo no 

modificó el número de ovocitos liberados. Aún cuando los animales con microinyección 

de atropina en el lado derecho de POA-AHA ovularon, el número de ovocitos fue 

significativamente menor que en los animales intactos o inyectados con vehículo 

(Gráfica 2). 
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* p<0.05 vs. Intactas; & p<0.05 vs. Vh en POA-AHA derecha (KrusKall Wallis seguida de la 

prueba de U de Mann-Withney) 
 
Gráfica 2. Media + e.e.m del número de ovocitos liberados por ratas intactas o 
microinyectadas con vehículo (Vh) o con atropina (ATR) en el lado izquierdo o derecho 
de POA-AHA. 
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Resultados 

 

Los únicos grupos en los que se cuantificó la concentración de gonadotropinas, 

hormonas esteroides y la expresión relativa del ARNm para el receptor a estrógenos (α 

y β) y de la GnRH fueron los tratados del lado izquierdo de POA-AHA, ya que la 

inyección  del fármaco en ese lado de POA-AHA resultó en bloqueó de la ovulación. 

 

Expresión relativa del ARNm para el receptor a estrógenos α (RE-α) 

 

En el grupo de animales sin tratamiento sacrificados a las 09:00 y 17:00 horas 

del proestro, la expresión relativa del RE-α es asimétrica: la mayor expresión se 

observó en el lado derecho de POA-AHA. 

 

A las 09:00 horas del proestro, el tratamiento con el vehículo provocó aumento 

significativo del ARNm en ambos lados de POA-AHA y desaparece la asimetría. En 

cambio, a las 17:00 horas del mismo día del ciclo, este tratamiento no modificó la 

expresión del RE-α y por lo tanto se mantiene la asimetría descrita en los animales 

intactos. 

 

La microinyección de atropina bloqueó la expresión del RE-α en ambos lados de 

POA-AHA y en las dos horas del proestro estudiadas. (Gráfica 3). 

 

Los resultados de la expresión del ARNm del RE-α de los animales sacrificados a 

las 14:00 horas del diestro-2 no se muestran debido a que las muestras de los grupos 

inyectados con el vehículo y la atropina se contaminaron. 

 

Expresión relativa del ARNm para el receptor a estrógenos β (RE-β) 

 

En el animal intacto, la expresión del ARNm del RE-β es asimétrica a las 14:00 

horas del diestro-2, siendo significativamente mayor del lado izquierdo. En el día del 

proestro desaparece la asimetría y disminuye significativamente la expresión del ARNm 

(Gráfica 4). 
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La inyección del vehículo provocó disminución de la expresión ARNm del RE-β 

en ambos lados  de POA-AHA a las 14:00 horas del diestro-2,  la aumentó a las 09:00 

del proestro y no la modificó a las 17:00 horas de este día. En los tres tiempos 

estudiados la asimetría desaparece (Gráfica 4). 

 

La inyección de atropina en POA-AHA bloqueó la expresión del ARNm  del RE-β 

en ambos lados de POA-AHA en las horas estudiadas. (Gráfica 4). 

 
Expresión relativa del ARNm para la GnRH 

 
En el animal intacto, la expresión del ARNm de la GnRH es asimétrica a las 

14:00 horas del diestro-2, la que es mayor del lado derecho de POA-AHA. En el 

proestro la asimetría desaparece y la expresión es menor que en diestro-2 (Gráfica 5). 

 

La inyección del vehículo provocó disminución en la expresión del ARNm de la 

GnRH en ambos lados de POA-AHA cuando se cuantifica a las 14:00 horas del diestro-

2. Cuando los animales son sacrificados a las 09:00 o 17:00 horas del proestro no se 

observaron cambios significativos respecto al grupo de animales intactos. (Gráfica 5). 

 

La inyección de atropina en POA-AHA a las 14:00 horas del diestro-2, no provocó 

cambios en la expresión del ARNm de la GnRH respecto al grupo inyectado con 

vehículo. Cuando ésta se cuantificó a las 09:00 o 17:00 horas del proestro el ARNm  no 

fue detectado (Gráfica 5). 
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*p<0.05 vs. POA-AHA Izquierda; **p< 0.05 vs. Intacto del mismo lado (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey) 

 
Gráfica 3. Media + e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para RE-α, en el lado 
izquierdo o derecho de POA-AHA en ratas hembras adultas intactas o microinyectadas 
con vehículo (Vh) o con atropina (ATR) en la porción izquierda de POA-AHA. 
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Grafica 4. Media + e.e.m. de la expresión del ARNm para RE-β, en el lado 

izquierdo o derecho de POA-AHA en ratas hembras adultas intactas o microinyectadas 

con vehículo (Vh) o con atropina (ATR) en la porción izquierda de POA-AHA. 
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Gráfica 5. Media + e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para GnRH, en el lado 
izquierdo o derecho de POA-AHA en ratas hembras adultas intactas o microinyectadas 
con vehículo (Vh) o con atropina (ATR) en la porción izquierda de POA-AHA. 
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Resultados 

Concentración de Progesterona 
 
En los animales intactos, la concentración de progesterona alcanzó el máximo 

hacia las 17:00 horas del proestro. La inyección del vehículo provocó aumento 

significativo en la concentración de esta hormona a la hora de haber realizado la 

microinyección (diestro-2, 14:00 horas) e inhibió el máximo observado a las 17:00 h del 

proestro.  

 

En los animales inyectados con atropina, la concentración de la hormona no se 

modificó respecto al grupo de animales inyectados con el vehículo, excepto que a las 

09:00 horas del proestro el fármaco aumentó la  concentración de la hormona (Gráfica 

6). 

 
†   p<0.05 vs. Las otras horas estudiadas (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey); 
*   p<0.05 vs. Intactas a la misma hora;  ** p< 0.05 vs. Vh;  (Prueba “t” de Student).  

 

 

 

Gráfica 6. Media + e.e.m. de la concentración de progesterona en el suero de ratas 
intactas o microinyectadas con vehículo (Vh) o atropina (ATR) en la porción izquierda 
de POA-AHA.  
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Concentración de Testosterona 
 

En los animales intactos, la concentración de testosterona aumentó 

significativamente en la tarde del proestro (17:00 horas). La inyección de vehículo 

provocó disminución de la concentración de la hormona en todas las horas estudiadas. 

En cambio, la microinyección de atropina provocó aumento en la concentración de la 

hormona, en la mañana y en la tarde del proestro (09:00 y 17:00 horas), alcanzando 

valores semejantes a los observados en los animales intactos. (Gráfica 7). 

 

 
†   p<0.05 vs. Las otras horas estudiadas (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey); 
*   p<0.05 vs. Intactas a la misma hora;  ** p< 0.05 vs. Vh;  (Prueba “t” de Student).  
 

 
 
 
 
 
Gráfica 7. Media + e.e.m. de la concentración de testosterona en el suero de ratas 
intactas o microinyectadas con vehículo (Vh) o atropina (ATR) en la porción izquierda 
de POA-AHA. 
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Concentración de Estradiol 
 

En los animales intactos el máximo en la concentración de la hormona ocurrió a 

las 17:00 horas. 

 

En los animales microinyectados con vehículo disminuyó la concentración de la 

hormona respecto al animal intacto en todas las horas estudiadas.  

 

La microinyección de atropina provocó aumentó de la concentración de estradiol, 

respecto a los animales tratados con el vehículo, de tal forma que la concentración de la 

hormona fue semejante a los animales intactos (Gráfica 8). 

 

 
†   p<0.05 vs. Las otras horas estudiadas (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey); 
*   p<0.05 vs. Intactas a la misma hora;  ** p< 0.05 vs. Vh;  (Prueba “t” de Student).  
 

 
 
 
 
Gráfica 8. Media + e.e.m. de la concentración de estradiol en el suero de ratas intactas 
o microinyectadas con vehículo (Vh) o atropina (ATR) en la porción izquierda de POA-
AHA. 
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Concentración de la Hormona Luteinizante 
 

En los animales intactos la concentración máxima de la LH ocurrió a las 17:00 

horas del proestro. Tanto la microinyección de vehículo como de atropina disminuyó la 

concentración de LH a las 17:00 horas del proestro (Gráfica 9). 

 

 
 

†   p<0.05 vs. Las otras horas estudiadas (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey); 
*   p<0.05 vs. Intactas a la misma hora;  ** p< 0.05 vs. Vh;  (Prueba “t” de Student).  
 

 
 
 
 
 
Gráfica 9. Media + e.e.m. de la concentración de la LH en el suero de ratas intactas o 
microinyectadas con vehículo (Vh) o con atropina (ATR) en la porción izquierda de 
POA-AHA. 
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Resultados 

 

Concentración de la Hormona Folículo Estimulante 
 
 En los animales intactos, la concentración máxima de la FSH ocurrió a las 17:00 

horas del proestro. Tanto la microinyección de vehículo como de atropina disminuyó la 

concentración de FSH a las 17:00 horas del proestro (Gráfica 10). 

 

 †   p<0.05 vs. Las otras horas estudiadas (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey); 
 

 
*   p<0.05 vs. Intactas a la misma hora;  ** p< 0.05 vs. Vh;  (Prueba “t” de Student).  

 

Gráfica 10. Media + e.e.m. de la concentración de la Hormona Folículo Estimulante en 
el suero de ratas intactas o microinyectadas con vehículo (Vh) o con atropina (ATR) en 

la porción izquierda de POA-AHA. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Los resultados de este estudio nos permiten corroborar que en la rata, el 

sistema muscarínico de POA-AHA regula la ovulación de manera estimulante y 

asimétrica (Cruz y col.1989). La falta de ovulación (realizada en el diestro-2) en los 

animales con bloqueo del sistema muscarínico en la porción izquierda de POA-

AHA, estaría vinculada al bloqueo de la expresión de los ARNm del RE-α, del RE-

β y del de GnRH así como a la alteración en el patrón de secreción de las 

gonadotropinas y las hormonas esteroides. 

 

El implante de cristales de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA, a las 

13:00 horas del diestro-2 interrumpe la ovulación, efecto que no se observa 

cuando él implante se coloca en la porción derecha de esta región. Estos hechos 

llevaron a sugerir que  en este día del ciclo, la ovulación depende de la activación 

de los receptores muscarínicos de la porción izquierda de POA-AHA (Cruz y 

col.1989). Estos mismos efectos se observaron al microinyectar la atropina en 

solución, lo que confirma la participación asimétrica del sistema muscarínico en la 

regulación de la ovulación (Cruz y col.1989). 

 

La falta de ovulación por el bloqueo de los receptores muscarínicos de la 

porción izquierda de POA-AHA puede ser explicada por la falta de expresión de 

los ARNm del RE-α  y RE-β, lo que provocó una ausencia de la secreción de la 

GnRH, inhibición de la secreción preovulatoria de la LH y en consecuencia la falta  

la ovulación. Esta idea es apoyada por el hecho de que la inyección subcutánea 
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de GnRH sintética o de LH a las 14:00 horas del proestro induce la ovulación en 

todos los animales que fueron implantados con atropina en la porción izquierda de 

POA-AHA (Cruz y col.1990). En el día del diestro-2, animales inyectados por vía 

subcutánea con sulfato de atropina a las 13:00 horas no presentan el “pico” 

preovulatorio de LH que ocurre en la tarde del proestro (Villegas y col. 1997). Un 

hecho semejante lo observamos en este estudio al microinyectar atropina en la 

porción izquierda de POA-AHA a las 13:00 horas del diestro-2. 

 

Los cambios horarios y asimétricos observados en la expresión del ARNm 

para el RE-α, RE-β y de la GnRH, por la inyección del vehículo podrían estar 

asociados a efectos del estrés quirúrgico, aunque dichos cambios no 

comprometieron la ovulación de los animales en el día del estro esperado. Ya ha 

sido mostrado que la adrenalectomía reduce la expresión ARNm del RE-β en el 

núcleo paraventricular del hipotálamo, área involucrada en el comportamiento del 

estrés y la ansiedad, mientras que la inyección de corticoides revierte totalmente el 

efecto de ella (Isgor y col 2003). 

 

El hecho que desaparezca la asimetría en la expresión de los mensajeros 

cuando se inyecta el vehículo, podría ser explicado si ésta fuese establecida por 

señales nerviosas provenientes de otras zonas del sistema nervioso central que 

transcurran por la parte dorsal del hipotálamo, las cuales al ser seccionadas por la 

aguja, estimule o inhiba la secreción de factores que establezcan la asimetría en la 

expresión del ARNm de los factores estudiados.  Esta señal tendría conexión con 
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ambos lados de POA-AHA. Para corroborar esta hipótesis sería necesario llevar a 

cabo toda la maniobra experimental, sin inyectar el agua estéril y cuantificar en 

ambos lados de POA-AHA la expresión de los mismos mensajeros en las horas 

analizadas 

 

El hecho que la microinyección de atropina en el lado izquierdo de POA-

AHA, a las 13:00 h del diestro-2, haya bloqueado la expresión del ARNm del RE-α 

en ambos lados de POA-AHA, nos confirma que la expresión del gen del RE-α es 

estimulada por el sistema colinérgico, específicamente por los receptores 

muscarínicos. Al parecer este efecto ocurre en cualquier etapa del ciclo, ya que 

Arteaga-López y colaboradores (2005), observaron que en el día del estro y del 

diestro-1, la inyección subcutánea de sulfato de atropina bloquea la expresión del 

ARNm del RE-α en ambos lados de POA-AHA a la hora de inyectar el fármaco. 

 

Los resultados llevados a cabo con ratones mutantes, en los cuales el RE-α 

es desactivado (ratones knockout) llevaron a plantear que el RE-α es necesario 

para que se lleve a cabo el efecto feedback estimulante de los estrógenos sobre la 

secreción de GnRH (Wintermantel y col. 2006).  

 

Dado que las neuronas GnRH de POA-AHA no expresan el RE-α pero sí el 

RE-β, se considera que los efectos que pueda producir la unión del estradiol al 

RE-α serían de manera indirecta, al actuar sobre inter-neuronas que expresan 

dicho receptor (como son las neuronas que sintetizan glutamato, GABA, 
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acetilcolina y neuropéptido Y, células de la glía o células endoteliales) 

(Wintermantel y col, 2006; Rage col. 1997; Smith y Jennes 2001; Shughrue y col. 

2000; Petersen y col. 2003; Prevot 2002).  

 

La falta de expresión del ARNm para el RE-β y para la GnRH en ambos 

lados de POA-AHA en los animales micro-inyectados con atropina al medio día del 

diestro-2, nos lleva a sugerir que la acetilcolina por medio de los receptores 

muscarínicos también regula de manera estimulante la expresión de estos genes. 

Aunque la neurona GnRH expresa  el REβ, se desconoce si tiene receptores 

muscarínicos.  Se ha mostrado que los astrocitos localizados en el área preóptica 

coexpresan tanto RE-α, RE-β y receptores muscarínicos (Hösli y col. 2001). Así 

que es posible que los efectos de la atropina sobre el mensajero del REβ y de la 

GnRH también ocurran por medio de los astrocitos.  

 

Arteaga-López y col. (2005) mostraron que la inyección subcutánea de 

sulfato de atropina disminuye el mensajero del REβ y de la GnRH en ambos lados 

de POA-AHA pero no lo inhibe, como lo observamos al microinyector la atropina 

en POA-AHA. La diferencia observada entre uno y otro grupo de  resultados 

puede ser explicada en función de la dosis y al tiempo de acción al que son 

expuestas las células de esta zona del hipotálamo.  

 

 Otra explicación a la falta de ovulación en animales con bloqueo del 

sistema muscarínico, estaría  relacionada con la modificación temporal del patrón 
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de secreción de la progesterona, o al retraso de la secreción preovulatoria de 

estradiol en el día del proestro, la que a su vez modificaría los mecanismos 

neuroendocrinos centrales y periféricos que inducen la ovulación. En este estudio, 

la microinyección de atropina en la porción izquierda de POA-AHA indujo un 

aumento (4 veces) en la concentración de progesterona a la hora del inyectar 

tanto el vehículo como el fármaco. Everett y col. (1949) mostraron en ratas con 

ciclos de cuatro días, que la inyección de progesterona en los días de diestro-1 o 

diestro-2 retrasa la ovulación 24 horas. Por tanto, es posible que en los animales 

con microinyección de atropina en el lado izquierdo de POA-AHA, la ovulación se 

haya retrasado, lo que indicaría que en esta zona de estudio existiría un “reloj” 

vinculado al sistema muscarínico que regularía el momento de la ovulación en la 

rata. 

 

También es posible que los animales con inyección de atropina en POA-

AHA no hayan ovulado debido a que la concentración de E2 se mantuvo elevado 

por más horas (hasta las 17:00 horas del proestro), momento en el que en 

condiciones normales la concentración de E2 ha caído. Es bien sabido es 

indispensable que la concentración de E2 disminuya rápidamente, para que se 

presente la secreción preovulatoria de las gonadotopinas en la tarde del proestro 

(Smith 1999). 

 

Dado que los animales con bloqueo del sistema muscarínico en la porción 

derecha de POA-AHA ovularon, pero el número de ovocitos promedio que 

liberaron fue significativamente menor que los animales inyectados con el 
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vehículo, podemos sugerir que en este día del ciclo, la porción derecha de POA-

AHA no regularía la secreción de GnRH y gonadotropinas, pero sí la respuesta de 

los ovarios a estas últimas. Es posible que esta función implique una vía neuronal 

que surja desde esta zona del hipotálamo. Mediante el uso de técnicas de 

infección neuronal (inmunotinción del virus de la rabia) se ha estudiado la vía 

neural que conecta al ovario con diferentes áreas del sistema nervioso central 

(Gerendai y col 2000). Una vez inyectado  el  virus de la rabia en el ovario, la 

marca fue identificada en células de la columna intemediolateral  del asta dorsal y 

del núcleo autonómico central, en el bulbo y el puente (área postrema, núcleo del 

tracto solitario, complejo vagal dorsal, núcleo ambiguo, núcleo para-gigantocelular, 

núcleo para-piramidal, núcleo A1, A5 y A7, núcleo del rafé dorsal, locus ceruleus, 

núcleo sub-ceruleus, núcleo de Barrington, núcleo Kölliker-Fuse); en el 

mesencéfalo (la zona ventrolateral de la materia gris periacueductal); el diencéfalo 

(núcleo hipotalámico paraventricular, hipotálamo lateral y dorsal, núcleo arcuato, 

zona incerta, área perifornical e hipotálamo anterior); en el telencéfalo (núcleo de 

la estría terminal y el núcleo central de la amígdala) (Gerendai y col, 1998) 

 

En conjunto, los resultados de este estudio nos llevan a sugerir que en el 

día del diestro-2, el sistema colinérgico del lado izquierdo de POA-AHA regula de 

manera estimulante la secreción preovulatoria de la FSH y de la LH, así como la 

de P4 en la tarde del día del proestro. En cambio, el sistema regularía de manera 

inhibitoria la secreción de  E2 y T.  
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En este día del ciclo estral, la actividad del sistema colinérgico del lado  

derecho de POA-AHA regularía los efectos de las gonadotropinas sobre el 

crecimiento y diferenciación de los folículos, lo que se traduciría en disminución 

del número de ovocitos liberados. 
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CONCLUSIONES 

1. En el día del diestro-2, el sistema colinérgico de POA-AHA regula de manera 

asimétrica la ovulación. 

 
2. El sistema colinérgico del lado izquierdo de POA-AHA estimula la expresión del 

ARNm del RE-α, del RE-β y de la GnRH, la secreción preovulatoria de FSH y LH, 

así como la de P4 en el día del proestro. 

 
3. El sistema colinérgico del lado izquierdo de POA-AHA inhibe la secreción de E2 y 

P4 en el día del proestro. 

 
4. El sistema colinérgico del lado derecho de POA-AHA modula la respuesta del 

ovario a las gonadotropinas, lo que se refleja en la disminución del número de 

ovocitos liberados. 
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