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RESUMEN   

 

Numerosos  han sido los protocolos experimentales utilizados  en el Sistema 

Nervioso Central (SNC)para el estudio de los  mecanismos  neuroendocrinos  que  

regulan  la secreción de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH, por sus 

siglas en inglés), los cuales van desde lesiones electrolíticas, deaferentaciones hasta la   

micro-inyección de  fármacos. En cualquiera de estos métodos se utiliza un electrodo o 

una aguja de diferentes dimensiones. La introducción de una  aguja  de  acero   

inoxidable 25G en la porción derecha de POA-AHA, a las 09:00 h del diestro-1 bloquea 

la ovulación  en el 100% de los animales  (Cruz  y cols, 2014), mientras que la  micro-

inyección de agua o de solución salina  al 0.9% induce la ovulación en el 40% de los 

animales tratados (Min, 2012; Pérez, 2012). 

 Este tipo de  manipulaciones  experimentales  generan  daño  en el  tejido  

nervioso que  va  desde la isquemia hasta el proceso inflamatorio, lo que induce  la 

activación  del sistema  inmune,  el  que   podría estar participando como uno de los 

múltiples factores que alterar  la  ovulación. Por  lo tanto, en este  estudio se decidió  

analizar los efectos  de la inserción de  una  aguja  de  25G y la micro-inyección de 

agua en la porción derecha de POA-AHA, sobre  la  expresión  de citocinas  pro-

inflamatorias en ambas porciones de  esta  zona  hipotalámica, y su posible  vinculación 

con el  bajo porcentaje  de animales  que  ovulan  después  de micro-inyectar el  agua. 

Por lo que también se cuantificó la concentración de 17β-estradiol (E2), progesterona 

(P4), hormona luteinizante (LH) y hormona folículo estimulante (FSH)  en el suero de 

animales sacrificados en horas posteriores a cada tratamiento.  

 Ratas adultas (3 meses), con ciclos estrales de 4 días fueron seleccionadas al 

azar en la fase del diestro-1. Entre las 8:30 y 9:30 horas las ratas fueron colocadas en 

un estereotáxico, a 5 grupos de ratas (n=9) se les inserto una aguja 25G mantenida en 

la porción derecha de POA-AHA durante un minuto, y a otros 5 se les micro-inyectó un 

µL de agua en un minuto. Un grupo de ratas con cada tratamiento fueron sacrificadas a 

las 3, 6, 24 y 50 horas después de la cirugía, para cuantificar por RT-PCR la expresión 

del ARNm para la interleucina-1 (IL-1), para del factor de crecimiento tumoral alfa 
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(TNF-) y  para el interferón gama (INF-) en la porción izquierda y derecha de POA-

AHA. En estos grupos experimentales y en otros sacrificados a las  56 h, se cuantificó 

por RIA la concentración de E2, P4, LH y FSH, así como los pesos de los ovarios y del 

útero. Como grupo experimental control de comparación para los micro-inyectados con 

agua, se utilizaron animales sin tratamiento sacrificados a las mismas horas ya 

descritas. 

En la región POA-AHA de las ratas intactas, la expresión del ARNm de la IL-1  y 

del INF-se observó a las 12:00 y 15:00 h del día del diestro-1; mientras que la del TNF-

α se presentó en todas las horas analizadas. Este patrón es muy similar en una y otra 

porción de POA-AHA. La inserción de la aguja incrementa la expresión de los ARNm de 

las tres citocinas, pero principalmente el de la IL-1, ya que este se expresa desde las 

tres a las 50 horas de insertar la aguja, en particular del lado de POA-AHA estudiado. 

Este efecto no fue modificado por la micro-inyección del agua, pero a las 50 h de 

realizar este tratamiento, no fue cuantificable el ARNm del IL-1 en ninguna porción de 

POA-AHA. 

 La inserción de la aguja estimula la secreción de P4 a las 50 horas; efecto que no 

fue modificado por la micro-inyección del agua, e impide la secreción pre-ovulatoria de 

FSH y LH.  Finalmente, la inserción de la aguja incrementa el peso de los ovarios a las 

tres y seis horas, pero lo disminuye a las 50. Estos efectos son revertidos por la micro-

inyección de agua. 

 En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir que la inserción de una aguja 

de acero inoxidable 25G a las 09:00 h del diestro-1 estimula la síntesis de citocinas pro-

inflamatorias, especialmente de la IL-1.  Esta citocina estaría promoviendo la secreción 

prematura de P4, lo que provocaría la inhibición de la secreción preovulatoria de LH y 

FSH. La falta de expresión del ARNm  para IL-1 en una y otra porción de POA-AHA, a 

las 50 horas de micro-inyectar el agua podría explicar que el 40% de los animales 

tratados ovulen. 
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INTRODUCCIÓN   

En los mamíferos, el proceso reproductivo está regulado por la interacción de  

tres sistemas de regulación: el sistema endocrino, el nervioso y el inmune. El Sistema 

Nervioso Central (SNC) recibe estímulos del entorno ambiental por medio de los 

órganos de los sentidos y por vías nerviosas provenientes de los órganos periféricos. El 

sistema endocrino regula la reproducción mediante la secreción de hormonas 

secretadas por el hipotálamo, la hipófisis y las gónadas, que actúan mediante 

mecanismos de retro-alimentación (también conocidos como retro-control o “feedback”, 

por sus siglas en inglés) sobre los tres componentes del eje Hipotálamo-Hipófisis-

Gónada (Ptaszynska y Molina, 2007). El sistema inmune proporciona protección frente 

a enfermedades infecciosas por medio de  células y  moléculas responsables del 

proceso inmune (Abbas y cols, 2012), pero además regulan de manera inhibitoria la 

secreción de la GnRH (Wu y Wolf, 2012). 

 

Estos tres sistemas están intercomunicados por medio de citocinas, 

neuropéptidos, hormonas proteicas, esteroideas, factores de crecimiento, 

neurotransmisores, aminoácidos, entre otros. Cada uno de estos factores de 

comunicación celular pueden regular la expresión o la actividad de los demás 

(Sternberg, 1998). 

 

El estudio de los  mecanismos  neuroendocrinos  que  regulan  la secreción de 

GnRH se llevan a cabo a través de diseños experimentales que van desde las  lesiones 

electrolíticas, las deaferentaciones hasta la micro-inyección de  fármacos en zonas 

hipotalámicas y extra-hipotalámicas que están involucradas en esta función. En 

cualquiera de estos métodos se utiliza la inserción de electrodos o agujas de diferentes 

dimensiones en el SNC.  Por  ejemplo, la introducción  de una  aguja  de  acero 

inoxidable 25G (25x16mm ó 5/8´´) en la porción derecha de POA-AHA, a las 09:00 h del 

estro, bloquea la ovulación  en el 100% de los animales. Este efecto  no ocurre  si la  

aguja  se  introduce  en POA-AHA izquierda. En el  día del diestro-1, la  inserción de la  

aguja  en uno  u otro lado de POA-AHA  provoca  el  bloqueo  de la  ovulación. En 

cambio, en el diestro-2 y el proestro este tratamiento no la afecta (Cruz et al., 2014).  
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La  micro-inyección de  solución salina  al  0.9% o de  agua en la porción 

izquierda de POA-AHA en el día del diestro-1 revierte el efecto  provocado por  la aguja, 

es decir  induce  la  ovulación en todos los animales tratados. En cambio, cuando se 

realiza este procedimiento en el lado derecho, induce la ovulación en el 40% de los 

animales (Min, 2012, Pérez, 2012). 

 

Este tipo de  manipulaciones  experimentales  generan  daño  en el  tejido  

nervioso que  va  desde la isquemia hasta el proceso inflamatorio, lo que induce  la 

puesta en  marcha  del sistema  inmune, lo  que   podría  impactar  en la  ovulación. Por  

lo tanto, en este  estudio se decidió  analizar los efectos  de la inserción de  una  aguja  

de  25 G y de  la micro-inyección de agua (como uno de los diferentes vehículos que 

son utilizados) en la porción derecha de POA-AHA, sobre  la  expresión  de citocinas  

pro-inflamatorias en ambas porciones  de  esta  zona  hipotalámica, como  posible  

explicación al bloqueo o a la disminución en el porcentaje de animales que ovulan en el 

día del estro esperado después de realizar dichas manipulaciones experimentales en la  

fase de  diestro-1. 
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MARCO TEÓRICO 
 

Eje Hipotálamo-Hipófisis-Ovario 
 

En los mamíferos, el proceso reproductivo está regulado por el eje hipotálamo-

hipófisis-ovario (Welsh y cols, 1998). El hipotálamo y la hipófisis conforman una unidad 

funcional cuya comunicación se establece por diversas hormonas peptídicas entre las 

cuales se encuentra, la hormona liberadora de la gonadotropinas (GnRH, por sus siglas 

en inglés), cuya secreción es modulada por las hormonas esteroides, péptidos, 

opioides, neurotransmisores y los aminoácidos (Yao y Bahr, 1998).  
 

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

el área hipotalámica anterior (AHA), cuyos axones establecen contacto con los capilares 

y venas del sistema porta hipotalámico-hipofisario, donde liberan la GnRH, que al ser 

transportada a la hipófisis anterior, estimula de manera pulsátil la secreción de dos 

hormonas glucoproteicas: la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona 

luteinizante (LH)( Yen, 2001).  

 

 Ambas gonadotropinas al actuar en el ovario, regulan el crecimiento y la 

diferenciación de los folículos,  la secreción de hormonas esteroides (estrógenos, 

progesterona y andrógenos), la ovulación y la formación del cuerpo lúteo (Arimura, 

2000). La ovulación es la etapa final de esta serie de procesos  que se iniciaron en el 

hipotálamo (Figura.1). 

 

El Hipotálamo 
 

El piso del tercer ventrículo recibe el nombre de hipotálamo, donde están 

dispuestos los centros que regulan la temperatura del cuerpo, el apetito, el equilibrio del 

agua y el metabolismo de los hidratos de carbono y de las grasas, la presión  arterial y 

el sueño (Villee, 1996).  
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Figura 1.  El proceso reproductivo de los mamíferos está regulado por una cascada de señales 

endocrinas y nerviosas entre el sistema nervioso central, ciertos tejidos secretores, tejidos diana y 

varias hormonas. El esquema  es una representación de los órganos y hormonas más importantes 

implicadas en la reproducción de la hembra (Tomado de Yen, 2001) 

 
 

 

 

 

 

 

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

dividido por el tercer ventrículo en dos porciones: el hipotálamo izquierdo y derecho 

(McGeer y cols, 1987). Histológicamente, la arquitectura de esta región del cerebro se 

compone de núcleos y de áreas celulares. 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.  El hipotálamo se divide en cuatro 
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regiones organizadas rostro-caudalmente: el área preóptica (POA), el hipotálamo  

anterior, el medio y el posterior (Figura 2). 

 

 

 

 

Área preóptica: Desde el punto de vista funcional se le considera parte del 

hipotálamo aunque su origen embriológico es diferente. En la rata esta áreaocupa una 

cuarta parte del total del hipotálamo e incluye el núcleo preópticomedial, el núcleo 

preóptico periventricular y el órgano vasculoso de la láminaterminal. 

 

Hipotálamo anterior: Es una continuación del área preóptica. La parte medial está 

formada por los núcleos periventricular, supraquiasmático, hipotálamo anterior y 

paraventricular; la parte lateral contiene el núcleo supraóptico.En el hipotálamo medio 

se reconocen tres zonas: media basal,dorsal y lateral. La zona media basal incluye la 

eminencia media y losnúcleos arcuato y ventromedial; la zona dorsal es 

ocupadacompletamente por el núcleo dorsomedial; el borde de la zona medial ylateral 

se localiza el núcleo perifornical. 
 

Figura 2. Corte sagital del cerebro de rata donde se muestra la ubicación  del hipotálamo y el 

área preóptica, con respecto a las otras zonas del cerebro (tomado y modificado de Paxinos y 

Watson, 2007) 
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Hipotálamo posterior: representa una pequeña parte del hipotálamo y también 

sele conoce como región premamilar. Incluye los núcleos: Premamilardorsal y ventral, 

tuberomamilar, supramamilar, hipotálamo posterior ynúcleo arcuato (Silveran, 1994; 

Palkovits, 2000). 
El hipotálamo secreta diferentes péptidos y algunos de ellos  son liberados a la 

circulación local y actúan sobre sus células blanco a distancia. Otros péptidos son 

liberados en el sistema sináptico, donde actúan como neurotransmisores. La mayoría 

de las neuronas peptidérgicas del hipotálamo proyectan axones al sistema límbico y 

otras estructuras relacionadas con el sistema nervioso autónomo (Yamashita y col, 

1983; Kupfermann, 1985). 

 

Las neurohormonas liberadas por las neuronas del hipotálamo son: la GnRH, la 

hormona liberadora de la corticotropina (CRH), la hormona liberadora de la tirotropina 

(THR), la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), la hormona 

inhibidora de la liberación de la hormona de crecimiento (GHIH) y el factor inhibidor de 

la liberación de la prolactina (PIF) ( Brown, 1994) 

 

Las neuronas que regulan la función reproductora en los mamíferos se 

encuentran principalmente a lo largo de la pared del tercer ventrículo y en la parte 

rostral o anterior del hipotálamo. Los cuerpos celulares que secretan a la GnRH pueden 

encontrarse en cualquier lugar a lo largo de un eje que se extiende desde los bulbos 

olfatorios a los núcleos septales mediales, banda diagonal de Broca y área preóptica 

medial hasta el hipotálamo medio basal (MBH) (Herbison,2006 ). 
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La GnRH 

 Es un decapéptido que se ha conservado desde los peces hasta el hombre. Esta 

hormona se genera por pulsos regulados por diferentes neuromoduladores y por los 

estrógenos. En la de la  regulación de la secreción  del decapéptido, intervienen, 

además, otros factores como las endorfinas, el ácido gamma-aminobutírico (GABA), la 

dopamina, la noradrenalina y la serotonina, la acetilcolina (ACh), el glutamato, la glicina, 

la kispeptina, el neuropéptido Y (NPY), la subtancia P (SP), el péptido intestinal 

vasoactivo  VIP,  estradiol  (E2) y la  progesterona (P4) (Prieto y Velázquez, 2002). 

 La GnRH se sintetiza a partir de un precursor (pro-GnRH), que consiste de 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) (Yen, 2001). 

EL gen que codifica GnRH está situado en el cromosoma 8 en humanos y  en el 

cromosoma 14 en ratón. El gen forma parte de cuatro exones cortos y tres largos 

intrones de aproximadamente 4.5 kb (Herbison, 2006). El primero exon (I) contiene la 

región 5’ no traducida; el exón dos (II) codifica para el péptido señal del decapéptido de 

la GnRH, para el sitio de amidación y para el sitio del precursor, también codifica para el 

sitio de amino terminal de once aminoácidos de un segundo péptido asociado de 56 

aminoácidos denominado GAP, el cual contiene el segmento prepro-GnRH; el exón 

tres(III) codifica para los siguientes 32 residuos del GAP; el exón cuatro (IV) codifica 

para los últimos trece aminoácidos del GAP, para el codón de terminación y para la 

región 3’ no traducida del ARN mensajero (Fan y col, 1995).  

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

fundamentalmente en el núcleo. Después de la transcripción y el procesamiento del  

gen de la Pro-GnRH, el ARNm es transportado hasta el citoplasma o el ribosoma, 

donde tiene lugar  la traducción con la generación de GnRH (Yen, 2001). Una vez 

sintetizado el péptido, es transportado en la vesícula hasta la terminal sináptica, la cual 

finaliza en la eminencia media, en donde es liberado en los vasos del sistema portal 

hipotalámico  hipofisario (Figura. 3).  La liberación de la GnRH se realiza por exocitosis 

en respuesta a cambios en los potenciales de acción de la membrana, que permiten la 
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apertura de  canales de Ca+2 dependientes de voltaje (Sitges, 1993). Como resultado de 

la entrada de calcio se activan las enzimas proteolíticas que  degradan la membrana 

plasmática, de tal forma que el péptido es liberado (Charli y cols, 1991). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 

Figura 3.-A. Representación esquemática de la estructura y la secuencia de 92 aminoácidos de la 
prepro-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 (tomado de Yen 2001). 
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Las Hormonas  Esteroides 

 

 El colesterol es el precursor de los esteroides, las células lo obtienen por medio 

de tres fuentes: 1) del plasma donde el colesterol es transportado unido a lipoproteínas 

de alta y baja densidad, 2) del sintetizado por las células a partir de acetato producido 

del ciclo de Krebs y 3) de esteres de colesterol acumulado en el citoplasma de esa 

célula (O’ Malley y Strott, 2001)  

Entre las  hormonas esteroideas se encuentran los estrógenos,(las más 

importantes son el  17β-estradiol y la estrona), los andrógenos (testosterona y 

dihidrostestosterona), la hormona progestativa (progesterona) y las hormonas del cortex 

adrenal (cortisol, aldoesterona y la corticosterona).En los machos, los estrógenos 

regulan el comportamiento sexual, mantienen el sistema óseo, el cardiovascular y 

participan en la función normal de los testículos y la próstata. La importancia de los 

andrógenos en la hembra es que son los precursores de los estrógenos y substratos en 

los que actúa la aromatasa, enzima que sintetiza el 17β-estradiol (E2), así como su 

papel regulador en órganos como el útero, la glándula mamaria y el cerebro (Pettersson 

y Gustafsson,2001). 

 

Las células de la teca interna del folículo ovárico sintetizan androstenediona y 

testosterona a partir de colesterol. Los folículos  obtienen el colesterol de tres fuentes: 

1) de lipoproteínas de baja densidad en la sangre; 2) del colesterol almacenado en las 

células foliculares o 3) de la síntesis de colesterol por las mismas células foliculares 

(Gore-Langton y cols,, 1994; Hinshelwood, 1999). El primer paso en la síntesis de 

hormonas esteroides es la formación de la pregnenolona, que es estimulada por la 

unión de la LH a los receptores que se encuentran en la membrana celular, lo cual 

induce la formación de adenosinmonofosfato cíclico (AMPc) a partir de 

adenosintrifosfato (ATP), el cual activa al complejo enzimático citocromo P450 que 

cataliza la formación de pregnenolona en la membrana interna de las mitocondrias de 

las células de la teca (Gore-Langton y cols,, 1994;Hinshelwood, 1999).  
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Una vez sintetizada la pregnenolona, sale de la mitocondria y se transforma en 

progesterona; es a partir de ésta que se forma la 17-hidroxiprogesterona; esta ultima 

por la acción de la C17,20-liasa se biotransforma a androstenediona, que se convierte a 

testosterona por acción de la enzima 17β-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (17β-HSD) 

(Gore-Langton y cols, 1994; Hinshelwood, 1999).La androstenediona y testosterona se 

difunden a través de la membrana basal y llegan a las células de la granulosa, donde 

son aromatizadas a estrógenos por el complejo enzimático P450-aromatasa, que se 

activa por el incremento de AMPc a partir de ATP inducido por la unión de la FSH a sus 

receptores. La testosterona se transformara en E2 y la androstenediona se transforma 

en estrona, que será transformada en E2 por medio de la enzima 17β-HSD (Gore-

Langton y cols, 1994). 

 

En la rata, los estrógenos regulan la secreción de la GnRH (Silverman  y cols, 

1998), al actuar directamente sobre la neurona GnRHérgica o indirectamente, por  

medio de neuronas que se vinculan con ella, localizadas principalmente en  POA-AHA.   

La función estimulante o inhibitoria de los estrógenos sobre la secreción de la GnRH, 

cambia durante el ciclo, como resultado de modificaciones en su concentración en la 

sangre. Lo que determina el patrón de secreción de la  GnRH durante la edad adulta 

(Freeman ,1994; Funabashi  y  cols,2002). 

 

Los receptores a estrógenos (RE) son proteínas activadoras ligando-

dependientes, que median la actividad de los estrógenos en las células que los poseen 

o las  células blanco (MacGregor yJordan, 1998).  

 

 En 1996 Kuiper y colaboradores clonaron el ácido desoxi-ribonucleico 

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

, para distinguirlo del que previamente se había clonado del útero de la rata, al cual 

consecuentemente se denominó RE subtipo . La importancia biológica de los dos 

subtipos del RE aún no es muy clara.  Mediante la detección del ácido ribonucléico 

mensajero (ARNm)  (por hibridización in situ) y la cuantificación de los RE (por la 

técnica de unión con estrógeno tritiado) en neuronas GnRHérgicas (identificadas por  
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inmuno-histoquímica) se mostró (Hrabovsky,  Shughreu   y   cols, 2000), que la mayoría 

de las neuronas GnRHérgicas del área preóptica contienen el RE-pero no el ARNm 

para el RE-. Otros investigadores (Butler,  Sjoberg  y  cols, 1999) mostraron que en las 

áreas rostrales del cerebro anterior (estría terminal, núcleo medial de la amígdala y el 

núcleo preóptico peri-ventricular e incluso el área preóptica), hay neuronas 

GnRHérgicas que co-expresan el ARNm para ambos tipos de RE, otras expresan sólo 

el ARNm del REy otras sólo el del RE (Shughrue, Lane  y  cols,1998). 

 

Hay  evidencia de que las células gliales participan en  la plasticidad gonadal 

dependiente de esteroides dentro del hipotálamo. Los astrocitos y células  ependimarias 

expresan  REs  y pueden servir como dianas importantes para el estrógeno en la 

alteración de la actividad de  la GnRH. El estrógeno podría actuar en la glía para alterar 

sus relaciones con las neuronas GnRH  o cambiar su patrón de secreción del factor de 

crecimiento (Petrov, 2002). 

Un buen ejemplo  de la plasticidad inducida por los estrógenos  se produce 

dentro de la eminencia media en el momento de la oleada de GnRH.  En este caso no 

hay evidencia de un reordenamiento de la relación entre los pies  del tanacíto y las 

terminales de GnRH que se traduce en un mayor número de terminales de GnRH 

dentro del espacio pericapilar (King y Letourneau,  1994; Petrov y  cols,  1999). Esto 

está previsto para promover el acceso de la GnRH vertido a la vasculatura portal 

(Petrov,  2002;  King,  Ronshei  y cols, 1995). También se han reportado cambios 

dependientes de esteroides gonadales en aposiciones decélulas glial con los cuerpos 

celulares de GnRH (Witkin,  Ferin  y cols, 1991). Cabe señalar que las alteraciones 

dependientes de estrógenos en la morfología celular glial no son necesariamente 

lentos,  ya que in vitro cambios significativos se puede observar en 5 horas (García-

Segura,  Luquin  y cols,  1994). 

 Hay evidencia que sugiere que el estrógeno altera la secreción de factores de 

crecimiento derivados de células gliales para modular la actividad de las neuronas 

GnRH. Estudios in vitro en células GT1han demostrado que el estrógeno puede 

aumentar la síntesis y la liberación de TGF-β de los astrocitos y que esto puede 
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entonces actuar para estimular la secreción de GnRH (Makarenko, Ugrumov y cols, 

2001). 

 

La  Hipófisis 

 Se denomina glándula pituitaria en el hombre, es una pequeña glándula 

dealrededor de 1 cm de diámetro y 0.5-1 g de peso, situadaen la depresión del hueso 

esfenoides  (una cavidad ósea de la base del cráneo)y unida al hipotálamo mediante el 

tallo hipofisario, el cual contiene el sistema porta hipofisario de vasos sanguíneos. 

Desdeuna perspectiva fisiológica, la hipófisis se divide en dospartes bien diferenciadas: 

el lóbulo anterior o adenohipófisisy el lóbulo posterior o neurohipófisis. Entre 

ambosexiste una pequeña zona poco vascularizada denominadaparte intermedia 

(Guyton y Hall, 2001). 

Los lóbulos son en realidad dos órganos endocrinos más o menos separados, 

(en algunas especies  tres) que secretan hormonas. Las hormonas conocidas que 

secreta  la hipófisis anterior son la hormona estimulante del tiroides (TSH); 

adrenocorticotrópica (ACTH); leutinizante (LH); estimulante del folículo (FSH); 

crecimiento (GH) y prolactina. La ACTH, la prolactina y la hormona del crecimiento son 

simplemente polipéptidos o proteínas, en tanto que la TSH, la LH, la FSH son 

glucoproteínas. Las hormonas secretadas por la porción posterior de la hipófisis en los 

mamíferos son la oxitocina y la vasopresina. En alunas especies se ha localizado un 

lóbulo hipofisiario intermedio, que contiene derivados hormonales de la molécula pro-

opiomelacorticona, las hormonas estimulantes de melanocitos (MSH),las cuales son la 

hormona estimulante de melanocitos α (α-MSH) y la hormona estimulante de 

melanocitos ß (ß -MSH)  (Kim y cols, 2010).    

 

Desde el punto de vista embriológico, las dos porciones de la hipófisis tienen 

procedencias diferentes: la adenohipófisis deriva de la bolsa de Rathke, una 

invaginación embrionaria del epitelio faríngeo, y la neurohipófisis lo hace de una 

evaginación de tejido nervioso del hipotálamo. El origen de la adenohipófisis en el 
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epitelio faríngeo explica la naturaleza epitelial de sus células, mientras que el origen de 

la neurohipófisis en el tejido nervioso justifica la presencia de abundantes células de 

tipo glial en esta glándula. 

 

La reproducción en casi todas las especies animales está regulada por un 

mecanismo neuro-hormonal a  través  de la FSH  y la LH producen la maduración de la   

gónada  y la esteroidogénesis (Prieto y Velázquez, 2002). 

 

La FSH y LH 

Estas  hormonas  conocidas como gonadotropinas, pertenecen a una familia  de 

hormonas diméricas glicoproteicas, que comparten características estructurales. Cada 

hormona es heterodimérica, lo que consiste en dos subunidades diferentes asociadas 

no-covalentemente; una subunidad-α y una subunidad-β. Mientras que la subunidad-α 

es común para ambos, cada subunidad-β tiene una secuencia diferente de 

aminoácidos, siendo  de 111 para la FSH y de 121 para la LH, respectivamente, 

confiriendo así la especificidad biológica (Bernard y cols, 2000; Káiser, 2011). 

Los mecanismos que regulan su secreción son complejos. En parte, depende de 

la estimulación ejercida por la GnRH y en parte por la acción de inhibinas, que como su 

nombre lo indica inhiben su secreción, y de activinas que la estimulan (Carroll y cols, 

1991).Se ha sugerido que la potencia de la regulación de la GnRH sobre la secreción 

de las gonadotropinas sería diferente como se ha mostrado en el carnero, especie en la 

que la GnRH-II libera más FSH que LH cuando se comparan los efectos con la GnRH 

(Millar y cols, 2001).  Otro decapéptido GnRH para el que se sugiere tiene un papel en 

la regulación de la gonadotropina en el mamífero es la GnRH-III. Esta molécula fue 

identificada en el hipotálamo humano en 1988 y se ha demostrado  que tiene una 

distribución en el cerebro muy similar a la de GnRH en los seres humanos y ratas, y es 

posible que esta variante sea secretada desde las terminales nerviosas GnRH en la 

eminencia media. Y que desempeña un papel fisiológico relacionado con su capacidad 

de  inducir la liberación de FSH (Stopa y cols, 1988). 
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El evento inicial en el mecanismo de acción de las gonadotropinas es la unión a 

sus respectivos receptores altamente específicos, localizados en las membranas de las 

células blanco. Estos receptores pertenecen a una súper familia de receptores 

acoplados a la proteína G, cuya característica es la de presentar siete regiones 

transmembranales. La estructura particular del receptor, y los cambios 

conformacionales que se generan cuando este reconoce a los carbohidratos de la 

subunidad beta de la hormona, permiten activar al receptor (Ulloa-Aguirre y Timossi 

1998; Ulloa-Aguirre y cols, 1999; Zambrano y cols, 1995). Una vez que las hormona se 

une con su receptor, altamente específicos, se lleva a cabo la activación de una o más 

proteínas asociadas al nucleótido guanina (proteína G), que realiza el proceso de 

transducción de señales. Se ha descrito que la glicosilación de la subunidad alfa es 

esencial para inducir la transducción de señales de las moléculas de FSH y de LH 

(Ulloa-Aguirre y cols, 1999). Las gonadotropinas pueden ser producidas, no solo por 

distintos gonadotropos, sino también por el mismo tipo de células. Estas cumplen 

diferentes funciones biológicas y su síntesis y secreción están reguladas 

diferencialmente. Esto se debe en gran medida a las diferencias en los mecanismos de 

regulación transcripcional, post-transcripcional y post-translasional de sus subunidades 

beta, que son únicas y diferentes para cada gonadotropina  (Bemard y cols, 2010). 

 
El Ciclo Estral 
 
 La palabra estro es una adaptación latina de la palabra griega “oistros” que 

significa tábano, picadura, o frenesí. Este término fue utilizado por primera vez por 

Heape en 1900  para describir el "período de deseo sexual de la hembra”. Por el 

contario, utilizó el término de anestro para describir la época no reproductiva o período 

de descanso en la hembra, cuando los ovarios y órganos reproductivos accesorios son 

relativamente hipofucionales y los intentos de apareamiento del macho son mínimos. La 

rata es un mamífero policíclico, es decir, presenta varios ciclos estrales durante todo el 

año, cuya duración promedio es de cuatro a cinco días, lo que depende de la cepa. El 

ciclo estral de la rata se ha dividido en cuatro fases: diestro-1, diestro-2, proestro y estro 

(Hrabovszky y cols, 2000).  
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La identificación de las diferentes etapas del ciclo estral están  basadas en 

monitoreo diario del frotis vaginal. En la etapa de diestro-1, la citología vaginal se 

caracteriza por presentar una gran cantidad de leucocitos. En el día siguiente, diestro-2, 

en el frotis vaginal se observan una menor cantidad de leucocitos y algunas células 

epiteliales nucleadas. En el día del proestro, el frotis vaginal se caracteriza por la 

presencia de células epiteliales nucleadas. En el día del estro, el frotis vaginal presenta 

células epiteliales cornificadas y sin núcleo (Schwartz, 2000). 

En los días de estro, diestro-1, diestro-2 y la mañana del proestro, las 

concentraciones plasmáticas de  LH y FSH se mantienen en concentraciones basales, 

principalmente por el efecto “feedback negativo” o inhibitorio que ejercen los estrógenos 

y  la inhibina. Las concentraciones de LH y FSH circulantes, si bien son bajas, son 

suficientes para estimular el crecimiento de los folículos ováricos. Conforme los folículos 

crecen y maduran, la concentración plasmática de E2 aumenta hasta alcanzar su 

concentración máxima en la mañana del proestro, evento también llamado secreción 

preovulatoria de estrógenos o “pico de estrógenos” (Hrabovszky y cols, 2000). La 

secreción preovulatoria de E2 estimula la secreción fásica de ambas gonadotropinas, 

que horas después (en madrugada del estro) induce la ovulación (Figura.4). 

Esta secreción masiva de ambas gonadotropinas se conoce como “pico” o 

secreción preovulatoria de las gonadotropinas. En la mañana del estro ocurre un 

segundo aumento en la concentración de FSH, cuya función es reclutar los folículos 

ováricos que iniciarán su crecimiento. Una vez que se produce la ovulación, el folículo 

se transforma en el cuerpo lúteo, cuya función principal es la secreción de P4, como 

resultado del efecto luteinizante que la LH ejerce en la estructura de este órgano,  de  

tal  forma  que   en la  noche   del  proestro  se  observa  un máximo en la 

concentración de P4, y el otro ocurre en el diestro-1(Smith y cols, 1975). 
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Figura 4. Las concentraciones deprogesterona,estradiol, LH, FSHyen el 
plasmaperiféricoenintervalos de 2 hora a lo largodel ciclo estralde la rata.Cada punto 
representala concentraciónde la hormonamedia (±SE)de5a6ratas.Las barras 
negrasrepresentanel intervalo deoscuridaden la sala delos animales 06: 00-18: 00 (tomado y 
modificado de Freeman, 2006) 
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La Asimetría Hipotalámica 
 

 La existencia de una función asimétrica ha sido descrita en los distintos órganos 

endocrinos pares, incluyendo, la glándula tiroides, las suprarrenales y las gónadas, 

incluso en el sistema nervioso central (SNC) (Gerendai, 1986).Una de las primeras 

evidencias de la función asimétrica del hipotálamo, fue mostrada por Gerendai y 

colaboradores en 1978, al observar que en la porción derecha del hipotálamo medio 

basal (HMB) hay dos veces más GnRH que en la izquierda. La  expresión del ARNm de  

la  GnRH  en  POA-AHA  derecha  es   mayor que en  la izquierda  a las 13:00 del 

diestro-2 (Arteaga y col, 2003). 

 

No solo existe una asimetría en POA-AHA de rata, la cantidad de ARNm para el 

RE tiene un máximo en la tarde del estro (17:00 horas), seguido de un aumento de 

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

máxima expresión del gen se observa al mediodía del diestro-2 (13:00 horas). Estas 

variaciones durante el ciclo estral también son asimétricas, de tal forma que el lado de 

POA-AHA que más expresa el RE es el lado derecho, mientras que el  mensajero del 

REse expresa en ambos lados: en el lado izquierdo a las 09:00 horas y en el lado 

derecho a la una de la tarde del diestro-2,  (Arteaga y col, 2003).Estos resultados ponen 

de manifiesto que los mecanismos neuroendocrinos que se generan en las porciones 

izquierda y derecha de POA-AHA son diferentes.  

 

Los estudios llevados a cabo para analizar la participación del hipotálamo en los 

mecanismos de regulación de la ovulación implican la utilización de técnicas invasivas, 

ya que se introducen al SNC electrodos para estimular  y  lesionar ciertas zonas del 

cerebro, cánulas de acero inoxidable para micro-inyectar fármacos, el cuchillo de Haláz 

para deaferentar secciones específicas del hipotálamo, etc. 

.  

Por  ejemplo, la inserción de una aguja de acero inoxidable para micro-inyectar 

fármacos,  involucra la ruptura de capilares que desencadenan la activación de células 

sanguíneas como macrófagos, leucocitos y glóbulos rojos, que generan una respuesta 
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inmune. Entre las substancias que se liberan están citocinas que pueden actuar 

directamente sobre la neurona GnRH. Introducir una aguja hasta POA-AHA y 

mantenerla allí durante un minuto, bloquear  la ovulación, pero que depende de la 

porción izquierda o derecha de POA-AHA en la que se introduce la aguja y de la fase 

del ciclo en el que se lleva a cabo la operación simulada. En la fase del estro, la 

inserción de la aguja en POA-AHA derecha provoco el bloqueo de la ovulación en el 

100% de los animales, mientras que la inserción en POA-AHA izquierda no induce 

modificaciones, ya que el 80% de los animales ovula. El número de ovocitos, liberados 

por el ovario izquierdo disminuye en los animales con inserción de la aguja en POA-

AHA izquierda, pero el peso de este ovario es semejante al grupo control. En cambio, 

en las ratas con inserción de la aguja en POA-AHA derecha, se observó aumento 

significativo del peso de los ovarios. Estos resultados se acompañaron del aumento del 

peso del útero (Cruz y cols,, 2009).En la fase de diestro-1, la inserción de la aguja en 

POA-AHA izquierda o derecha resulta en el bloqueo de la ovulación en el 100% de los 

animales, así como el aumento del peso del útero. En las fases de diestro-2 y proestro, 

la inserción de la aguja en POA-AHA de uno u otro lado no afecta la ovulación (Cruz y 

cols, 2009). 

  

 Cuando se analiza la participación de moléculas endógenas en la regulación de 

un mecanismo generado en el cerebro, se utilizan fármacos que requieren disolverse 

para que puedan actuar con facilidad en la zona de estudio. Dos de estos solventes 

serán agua y solución salina. Estos  resultados sugieren que  en las fases del estro y 

diestro-1  la aguja durante un minuto dentro de POA-AHA  genera cambios que son 

fundamentales para que la secreción de GnRH ocurra en el tiempo y la forma que 

garantiza la ovulación de la rata.   

 

La micro-inyección de agua durante un minuto en el lado derecho de POA-AHA, 

induce que el porcentaje de animales ovulantes disminuya con respecto a los animales 

intactos. En cambio, la micro-inyección de agua en la porción izquierda de POA-AHA no 

modifica la ovulación (Min ,2012). Pero cuando estos resultados se comparan con los 

obtenidos en los grupos en los que se introduce una aguja vacía, podemos decir que el 
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agua estimula la ovulación. Estos resultados muestran que todas estas formas de 

penetrar al hipotálamo provocan daños al tejido que puede ir desde la isquemia, el 

desequilibrio osmótico del líquido intercelular hasta la necrosis. El daño producido al 

tejido puede enmascarar los efectos reales de la variable a estudiar. 

 
 
La Inflamación  
 

 La inflamación es una respuesta innata del sistema inmune que tiene como 

objetivo proteger y defender el cuerpo. Los desencadenantes pueden ser una 

intervención que aunque bien  esterilizada puede  inducir  una  respuesta inflamatoria  

causada    el daño  tisular  por la lesión mecánica, o por la falla de  asepsia (como la 

invasión bacteriana o viral). La respuesta inflamatoria está regulada por la movilización 

y la interacción de varios tipos de células y moléculas de señalización, produciendo una 

respuesta que es tanto local como sistémica (Monty y cols, 2014). Suele acompañarse 

de una respuesta generalizada que se conoce como reacción de fase aguda, y se 

caracteriza por la alteración rápida de las concentraciones de varias proteínas 

plasmáticas. En algunas enfermedades la activación inmunológica persistente puede 

ocasionar inflamación crónica, que a menudo tiene consecuencias patológicas (Kindt y 

cols, 2006). 

 

El  tipo de respuesta inflamatoria aguda es de corta duración y, en general 

beneficiosa para neutralizar amenazas potenciales para el sistema nervioso central, 

reduciendo al mínimo el daño celular (Skaper, 2007; Fernandes-Alnemri y cols, 2009). 

Sin embargo, una respuesta inflamatoria excesiva puede causar o contribuir al daño 

tisular y a una patología conocida  como el  Alzheimer o la esclerosis  múltiple. Una vez 

desencadenadas, las células activadas se dirigen no sólo el sitio inicial de la 

inflamación, sino también a sitios remotos que están respondiendo al estímulo 

inflamatorio. La inflamación periférica desencadena una respuesta neuro-inflammatoria 

que implica a la barrera hematoencefálica, la glía y neuronas. La  neuro-inflamación es 

un término usado para describir la amplia gama de respuestas inmunes del SNC. La 
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barrera hematoencefalica, es un  endotelio (de Vries y cols, 1996; Laflamme y cols, 

1999) que protege   al  cerebro de las respuestas inmunes e inflamatorias periféricas, el 

SNC también es capaz de activar el sistema inmune innato de protección en respuesta 

a varias formas de lesión, incluyendo trauma, infección, accidente cerebrovascular y 

neurotoxinas (Skaper, 2007). 

 
Evidencia experimentales de inflamación en lesiones agudas del SNC 
 

 Condiciones neurodegenerativas agudas tales como la isquemia cerebral y la 

lesión cerebral traumática se caracterizan por lesiones rápidas y severas al cerebro que 

conducen a la pérdida sustancial de células nerviosas con déficits en su función (Figura. 

5). El primero está relacionado con la interrupción brusca del suministro de sangre al 

cerebro como resultado de un coágulo o hemorragia, mientras que el segundo es 

resultado de una lesión física, que en sí a menudo conduce a la isquemia secundaria. 

Varios procesos han sido implicados en el daño subsiguiente, incluyendo el aumento de 

la liberación de glutamato (exocitotoxicidad), el estrés oxidativo y alteraciones en la 

homeostasis iónica  (Allan y Stuard, 2003). La revisión del campo de la inflamación en 

los procesos de isquemia, abarcan la respuesta inflamatoria celular junto con los 

mediadores inflamatorios y los factores de transcripción. Las principales citocinas que 

actúan en los procesos de inflamación son: las interleucinas (IL) IL-1, IL-6, el factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α), el Interferón gamma (IFN-) y el factor de crecimiento 

transformante beta (TGF-β), todas ellas pro inflamatorias (Cuenca-López y cols, 2010).   
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Figura 5. La activación de la microglía en la neuroinflamación y la neurodegeneración. La microglía  en reposos 

se activa tras la exposición a una variedad de los estímulos del sistema nervioso central, incluyendo lesiones 

traumáticas, accidentes cerebro vascular, infecciones, contaminantes del aire como el ozono y las partículas en el 

aire, varias neurotoxinas, funciones celulares desreguladas  de origen genético o la acumulación de péptidos 

beta-amiloides. A pesar de la naturaleza protectora de la barrera hematoencefálica (BBB), cualquier 

interrupciónpuede exponer la microglíaa una variedad deagentesde circulaciónpro-inflamatorias que pueden 

conducir a la activaciónalreconocimiento por parte delos receptores de superficie de la microglía. Estos incluyen 

citocinas pro-inflamatorias (por ejemplo, IL-1, IL-6, TNF), óxido nítrico (NO) y otras especies reactivas de oxígeno 

(ROS), así como moléculas inmunogénicas (por ejemplo, LPS, ADN bacteriano) que activan microglía.  Los 

receptores tipo Toll (TLRs). Tras la activación, la  microglía desencadenan la liberación de mediadores pro-

inflamatorios,  incluyendo: Especies de oxígeno reactivo (ROS), así como citocinas y quimiocinas (por ejemplo, IL-

1β, IL-6, TNF). Como resultado de la liberación de mediadores pro-inflamatorios, este proceso se amplifica 

rápidamente a través de la activación adicional de la  microglía, dando como resultado una respuesta 

inflamatoria aguda que puede ser beneficioso para el sistema nervioso central, a condición de que se corta. La 

progresión normal de la inflamación aguda resulta en la reparación de tejidos, el despacho de fagocitosis y la 

homeostasis, es presumiblemente mediado por citocinas anti-inflamatorias (por ejemplo, IL-10), y la liberación 

de anti-inflamatorio y pro-resolución de mediadores lipídicos, como lipoxinas, resolvinas y neuroprotectinas. La  

respuesta  inflamatoria prolongada  conduce a la inflamación crónica destructiva (neuroinflamación) que resulta 

en la muerte neuronal y en última instancia a la aparición de enfermedades neurodegenerativas, como la 

enfermedad de Alzheimer (AD), la esclerosis lateral amiotrófica (ALS), degeneración macular relacionada con la 

edad (AMD) , la enfermedad de Huntington (HD), esclerosis múltiple (MS) y la enfermedad de Parkinson (PD) 

(tomado de Bazan y  cols. 2012) 
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Las Citocinas 
 
 En el SNC, las citoquinas son responsables de la activación de la microglía, 

astrocitos, células endoteliales (Gehrmann y cols, 1995; Cuenca-López y cols, 2010;). 

Entre las citocinas que pueden actuar directamente sobre la neurona GnRH están la  

interleucina-1beta (IL-1), factor de necrosis tumoral alfa  (TNF-), e interferón gama 

(INF (Wu y Wolfe, 2012). 

 
La Interleucina-1 (IL-1) 
 

 La IL-1 es una citocina producida por múltiples estirpes celulares, principalmente 

por macrófagos activados, monocitos y células dendríticas. Se produce en grandes 

cantidades como respuesta a infecciones o cualquier tipo de lesión o estrés. Se 

conocen tres isoformas:IL-1α, IL-1β y el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA), 

inhibidora de las dos anteriores (Thornberry y cols, 1992).  

  

La IL-1 actúa a través de dos receptores diferentes, los receptores tipo I y II 

(Dinarello, 1991). El receptor tipo I puede encontrarse en varios tipos celulares y se une 

a ambas isoformas de la IL-1. Por el contrario, el receptor tipo II se encuentra sobre la 

superficie celular de neutrófilos, linfocitos B y macrófagos, y manifiesta una alta afinidad 

por la IL-1β (Koga y cols, 1992). 

 

 En condiciones fisiológicas, la IL-1 es sintetizada en el SNC por varios tipos 

celulares como la microglía, astrocitos, neuronas y células endoteliales en 

concentraciones bajas o indetectables (Rothwell, 1991). Sin embargo, la expresión del 

ARNm de IL-1β aumenta rápidamente después de diferentes estímulos neurotóxicos, 

como la neurotoxicidad inducida por cainato o lipopolisacaridos, o después de un 

proceso isquémico (Buttin y cols, 1994), lo que conduce a un aumento de la proteína 

unas horas después (Davies y cols, 1999). En modelos animales, se ha observado que 

tan solo 20 minutos después de una oclusión cerebral global transitoria aumentaron 

tanto las concentraciones de ARNm como de proteína de la IL-1β, no solo durante la 
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repercusión temprana (1 h) sino también en las 6 a 24 horas posteriores, indicando la 

existencia de una expresión bifásica de dicha citocina (Haqqaniy cols,2005). 

 

Las dos isoformas y su inhibidor endógeno, el IL-1RA, se han estudiado en el 

infarto cerebral experimental. Diversos estudios han correlacionado el aumento de las 

concentraciones de IL-1 después de la isquemia con un incremento en el volumen del 

infarto. Además, las concentraciones elevadas de IL-1 se han asociado al mal 

pronóstico  en los pacientes con infarto cerebral. Este hecho podría deberse a que la IL-

1 es un potente pirógeno, que media en el aumento de la temperatura corporal 

(Azzimondi y cols, 1995).  

 

Por otro lado, diferentes estudios llevados a cabo en rata han demostrado que la 

inyección interventricular de IL-1β recombinante después de una oclusión de la arteria 

cerebral media (ACM) aumenta la formación del edema cerebral, el tamaño de la zona 

infartada y la infiltración de neutrófilos (Yamasaki y cols, 1995). Sin embargo, y a pesar 

de los resultados hasta ahora expuestos, la neurotoxicidad de la IL-1 es controversial, 

ya que la administración de IL-1 en el cerebro sano no causa ningún daño, y cuando se 

añade a neuronas aisladas en cultivo, tampoco causa su muerte. Es más, otros 

estudios han reflejado un posible efecto neuroprotector de la IL-1. Así, la adición de IL-

1α o IL-1β a cultivos celulares de neuronas corticales de ratón produjo la atenuación de 

la neurotoxicidad inducida por N-metil-D-aspartato (NMDA) (Carlson y cols, 1999). El 

tratamiento de neuronas corticales de rata en cultivo con IL-1β atenuó la muerte 

neuronal causada por la exposición aminoácidos excito tóxicos como glutamato, NMDA, 

AMPA o cainato. Asimismo, los ratones deficientes en IL-1, en comparación con ratones 

silvestres, presentan infartos más pequeños cuando se sometieron a modelos de 

isquemia. La sobreexpresión o el tratamiento con IL-1RA reduce el tamaño del infarto y 

la gravedad de los déficit neurológicos, mientras que ratones deficientes en IL-1RA 

exhiben un aumento drástico del daño isquémico. Se ha postulado que los efectos 

neuroprotectores atribuidos a IL-1β puedan estar parcialmente mediados por la 

inducción de factor de crecimiento nervioso (NGF), ya que en algunos casos la 



F E S - Z A R A G O Z A | 30 

Gonzalez Cruz Luis Enrique 

neuroproteccion mediada por la IL-1 se inhibió tras la administración de un anticuerpo 

neutralizante de la actividad del NGF (Carlson y cols, 1999). 

 

Evidencia experimental mostró que en el hipotálamo, IL-1β mejoró los niveles de 

síntesis, y la liberación de péptidos opioides endógenos (POE) y taquiquininas (Tachs), 

dos familias de los neuropéptidos que inhiben la actividad LHRH. Farmacológica y 

datos bioquímicos sugieren que la IL-1 estimula taquiquininas en el hipotálamo, que 

inhiben las neuronas LHRH, ya sea mediante la estimulación de la actividad de β-

endorfina o por la acción directa. IL-1 puede mejorar en sí POE en el hipotálamo para 

suprimir LHRH (Kalra y cols, 1998) 

 

 

El Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF) 

 

 El TNF-αes una sustancia química del grupo de las citocinas pro-inflamatorias 

que es liberada por células del sistema inmune. En el SNC, esta citocina constituye el 

principal mediador de inflamación que induce una cascada de eventos celulares que 

culminan con la muerte neuronal. El TNF-αposee una diversidad de funciones 

implicadas en la defensa inmunitaria, homeostasis celular y protección frente a varios 

tóxicos neurológicos (Sriram y cols, 2007).Las acciones biológicas del TNF-α están 

mediadas por dos tipos de receptores celulares: el receptor 1 (TNFR1, p55) y el 

receptor 2 (TNFR2, p75) (Wang y cols, 1994). 

 

Se ha demostrado que, después de una oclusión de la ACM, la inducción de 

TNF-α se asocia con la exacerbación del déficit neurológico y el incremento del tamaño 

del infarto cerebral (Barone y Feuerstein, 1999). 

 

 El análisis de la expresión temporal del ARNm de citocinas en ratas isquémicas 

ha revelado que la sobrerregulación del ARNm del TNF-α es proporcional a la 

sobreexpresión de IL-1 e IL-6. Inicialmente se observan aumentos en la expresión entre 

1-3 horas después de la inducción de la isquemia cerebral  y, posteriormente, vuelve a 
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haber un segundo pico de expresión entre las 24-36 horas, mostrando por tanto una 

expresión en dos fases (Murakami y cols, 2005). 

 

 

El Interferón Gamma IFN- 

 

 Los interferones se caracterizaron primero como proteínas antivirales producidos 

por células huésped. Más tarde se encontró que los interferones tienen actividad 

antiproliferativa y también sirven como agentes moduladores de los macrófagos y las 

células asesinas naturales. Consisten en tres familias de moléculas proteínacas (α, β,) 

cuya producción puede ser inducida, en la mayoría de las células,  por varios estímulos 

diferentes. El interferón-α es inducido en varios tipos de leucocitos por células extrañas, 

células infectadas por virus, células tumorales, células bacterianas y virales. El 

interferón-β se produce en fibroblastos, células epiteliales y macrófagos por ácidos 

nucleicos virales y otras. El interferón-γ se induce en los linfocitos T por antígenos 

extraños a la que las células T se sensibilizan (Ballow, 2005; Samuel, 2001), y las 

células asesinas naturales (NK). Tiene importancia fisiológica  en regulación  inmune y  

eventos inflamatorios. IFN- también promueve respuestas anti y pro-inflamatorias, a 

través de su capacidad para mejorar la producción TNF- Se proponen que esta 

citocina participa en el proceso inflamatorio del cerebro, ya que está asociada al 

desarrollo de mielina y la re-mielinización (Tanner y cols, 2011). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

 Previamente se ha mostrado que la inserción de una aguja de acero inoxidable 

en la porción derecha de POA-AHA en el día del diestro-1,  a las  9:00 de la mañana, 

provoca bloqueo de la ovulación, mientras que  la   inyección de agua provoca que se 

estimule la  ovulación en el 40% de los animales. Ambas manipulaciones quirúrgicas 

provocan daño físico al tejido, y quizá isquemia y edema transitorios, lo que podría estar 

vinculado con la falta de ovulación. Por lo que  en este estudio se decidió analizar los 

cambios en la expresión del ARNm de IL-1β, TNF-α e INF-γ en la porción izquierda y 

derecha de POA-AHA de animales a los que se les inserto una aguja de acero 

inoxidable o se les micro-inyecto1 µL agua en POA-AHA derecha. Con la finalidad de 

analizar las causas por las que uno y otro tratamiento modifica la ovulación, en grupos 

con inserciónde la aguja de acero inoxidable o con micro-inyección de1 µL agua en 

POA-AHA derecha se les cuantifico las concentraciones séricas  de 17β-estradiol (E2), 

progesterona (P4), FSH y LH.  

 

HIPÓTESIS 

 

 Dado que en la mañana del diestro-1, la inserción de una aguja de acero 

inoxidable, en la porción derecha de POA-AHA provoca el bloqueo de la ovulación, 

como resultado deldaño físico al tejido nervioso,entonces la expresión del ARNm de 

citocinas pro-inflamatorias como la IL-1, TNF-αe INF- estará aumentada y la 

concentración sérica de E2, P4, FSH y LH se verán alteradas. 

 Si la micro-inyección de 1 µL de agua en la porción derecha de POA-AHA induce 

la ovulación solo en el 40% de los animales, entonces tantola expresión del ARNm de 

citocinas pro-inflamatorias como  la concentración sérica de E2, P4, FSH y LH serán 

diferentes a las observadas en los animales con inserción de la aguja. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

 Analizar  si la modificación en la ovulación  resultado de la inserción de una aguja 

de acero inoxidable o la micro-inyección de agua  en la porción derecha de POA-AHA 

en el día del diestro-1,  se  debe  a un  proceso  inflamatorio en esta  zona hipotalámica. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Analizar la expresión del ARNm de IL-1ß, TNF-α  e INF- de lado derecho e 

izquierda de  POA-AHA, en animales con inserción de una aguja de acero inoxidable 

en la porción derecha de POA-AHA a las 3, 6, 24 y 50 horas posteriores a la cirugía.  

 

 Cuantificar la concentración de E2, P4 FSH y LH, en el suero de animales con 

inserción de una aguja de acero inoxidable en la porción derecha de POA-AHA a las 

3, 6, 24. 50 y 56 horas posteriores a la cirugía. 

 

 Analizar la expresión del ARNm de IL-1ß, TNF-α  e INF- de lado derecho e 

izquierda de  POA-AHA, en animales con micro-inyección de agua en la porción 

derecha de POA-AHA a las 3, 6, 24 y 50 horas posteriores a la cirugía.  

 

 Cuantificar la concentración de E2, P4 FSH y LHen el suero de animales con micro-

inyección de agua en la porción derecha de POA-AHA a las 3, 6, 24, 50 y 56 horas 

posteriores a la cirugía. 
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MATERIALES Y MÉTODO 
 

Animales 

 Se utilizaron ratas hembra adultas de tres a cuatro meses de edad, de la cepa 

CIIZV, las cuales fueron mantenidas desde su nacimiento en un periodo de 14 horas luz 

y 10 horas de obscuridad (luz de 05:00 a 19:00 horas), a una temperatura de 23±1ºC, 

con libre acceso al agua y alimento. El ciclo estral fue monitoreado diariamente por 

medio de la toma de frotis vaginales, sólo se utilizaron aquellos animales que 

presentaron dos ciclos consecutivos de cuatro días de duración. 

 
Cirugía esterotáxica 
  
 A las 8:00 h del día del diestro-1, las ratas se anestesiaron con 25 mg/kg de 

pentobarbital sódico (PISA Agropecuaria) por vía intra-peritoneal.Una vez anestesiadas, 

entre las 8:30 y 9:30 horas los animales se colocaron en el aparato esterotáxico, fueron 

afeitadas en  la zona  dorsal  de  su  cabeza, con jabón antiséptico para dejar al 

descubierto el cuero cabelludo y realizar una incisión de aproximadamente un 

centímetro de largo, desde el hueso frontal a la parte media de los parietales.  
  

 Se procedió a limpiar el área con agua oxigenada hasta que se visualizó  Bregma 

(punto donde se unen los dos huesos parietales con el frontal). Para llegar a la zona de 

estudio e introducir  la aguja, se utilizaron las coordenadas: Antero-Posterior=0.4, 

Lateral=0.6 y Vertical= 0.85, con base a las coordenadas del Atlas del cerebro de rata 

de Köning y Klippel (1963). 

 

Una vez en el punto cero o Bregma, se perforó el cráneo, mediante el uso de una 

fresa acoplada a un roto-motor odontológico y se conformaron los siguientes grupos 

experimentales.  
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Operación simulada: se introdujo una aguja  de acero inoxidable de  25G  

(0.5mm)   de  diámetro x16 mm  de largo  (marca BD plastipak) hacia la porción derecha 

de POA-AHA. 

 

Micro-inyección de  agua: una vez introducida la aguja en POA-AHA  se inyecto 1 

μl de agua (destilada y estéril) a una velocidad de 60 segundos, a través de un tubo de 

teflón de 0.06 de diámetro interno,  conectado a una jeringa Hamilton de 25μL, 

acoplada a una bomba de micro-inyección automática (CMA/100). Finalmente se retiró 

la aguja, se suturo la herida.  

 

 Grupos control: intactos los cuales no se les realizo modificación alguna. 

 

Sacrificio y autopsia 

 

Los animales de inserción de aguja y micro-inyección con agua fueron 

sacrificados por decapitación a las 3, 6, 24, 50 y 56 horas posteriores a la cirugía. Se 

colectó la sangre del tronco, y se dejó a temperatura ambiente por 20 min. Después fue 

centrifuga a 3000 rpm durante 15 minutos para obtener el suero, el cual se almacenó a 

-4°C hasta la cuantificación de gonadotropinas por  radio-inmuno-análisis. Los ovarios y 

el útero fueron extraídos  y pesados en una balanza analítica. 

 

Extracción de  ARN total 
 

  El cerebro se extrajo de la cavidad craneal y fue colocado en solución salina 

estéril fría,  se disectó POA-AHA, y se procedió a separar  en  lado  izquierdo  y derecho 

las pociones del área, inmediatamente se colocaron en tubos eppendorf con 500 µL de 

Trizol®, es  importante mencionar que  por cada punto evaluado de POA-AHA izquierda 

o derecha son tres porciones izquierdas y derechas respectivamente. En total se  

procesaron los cerebro de 9 animales, e haciendo un total de 3 tubos por modelo 

experimental. Estas muestras fueron  homogenizadas  en  un  Politron; modelo PT-

MR3100 (Kinematica AG, Littau, Suiza).  
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 Se  adicionaron  250µL de cloroformo al 99% de  pureza y se agito por  30 

segundos. Los tubos se  centrifugaron  a 12,000 rpm a 4°C durante  30 minutos. 

 

Los tubos presentaron  dos  fases: una  fase inferior  orgánica de  color rosa y  la  

fase  superior incolora. 

 

 La fase incolora se transfirió a otro  tubo eppendorf  y se  agregó un  volumen, 

similar a lo extraído, de alcohol isopropilico. Después fueron almacenadas a 4°C 

durante 24 hrs como mínimo  y como máximo 72horas. 

 

 Los tubos fueron centrifugados a 12,000 rpm durante 15 min para la 

precipitación del ARN, terminada la centrifugación se decantó el isopropilico con 

cloroformo del tubo y se  le  adicionaron 100 µL de  alcohol al 80% y se centrifugó por 

15 min a 12,000 rpm. 

 

 Finalizada la centrifugación se decantó y se colocaron  los tubos de  forma  

inversa sobre  una  gasa estéril y se dejó secar a temperatura ambiente por 10 min, 

esto debido  la insolubilidad  del ARN en alcohol. 

 

Ya seco el ARN se hidrato con 30 µL de H2O con DEPC 0.1% y se almacenaron 

a  -70°C hasta la cuantificación de la muestra. 
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Cuantificación del ARNm 
 

La concentración  de ARN en la  muestra de POA-AHA, se  determinó con una 

dilución  de 1:100, obteniendo  2 µL de la  muestra, previamente centrifugada durante 5 

segundos, a los cuales se adicionaron 198 µL de  agua estéril, esto por cada  muestra. 

 

Se realizó la lectura de las muestras a una absorbancia de 260 nm y 280 nm, la 

concentración  de ARN se determinó  por la siguiente relación:  

 

 

(ARN) = Abs 260nm    X      (40)   X    FD          =   µg/ µL 

1000 

Donde: Abs 260nm   es la  absorbancia   a  260nm. 

              40  es el coeficiente absortividad molar del ARN   

              FD es el  factor de dilución 

 

Obtención del ADNc  a partir  del  ARN mediante  retrotranscripción  

 

La obtención del ADNc se realizó mediante una retrotranscripción en la cual se 

adicionaron 2 µg de ARN total.  La desnaturalización se llevó a cabo en un  volumen de 

10 µL con los siguientes  componentes: 

 

Agua  + 0.5 µL de oligo dT (0.5 µg/ µL) + 2.0 µg ARN=10 µL. 

 

Se incubaron a  65ºC por  10 minutos en el termociclador ( Eppendorf Scientific 

Inc. Alemania),  e  inmediatamente después  se colocaron en  hielo durante 5 minutos. 

Se centrifugó por  5 segundos,  y se volvió   a colocar  en hielo. 
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A cada muestra se le adicionaron 10 µL de la  mezcla de retrotranscripción cuyos 

componentes  se muestra en la tabla 1. 

 

Tabla 1.- Reactivos utilizados en la retrotranscripción 

Reactivos Para c/ muestra 

Amortiguador RT 5x 4.0 µL 

DTT 2.0 µL 

dNTP´S 2.0 µL 

RT M-MLV 0.5 µL 

 

Después se incubaron  a  62ºC por  60 minutos, inmediatamente  se incubaron a 

95°C por 5 minutos. Se colocaron en hielo durante  5 minutos y se   centrifugaron   a  

14,000rpm durante   5  segundos. Se etiquetaron los tubos  con  fecha y se enumeran   

dependiendo   de la  muestra, se les adicionaran 80 µL  de  agua  DEPC, y se 

almacenaron a  -70ºC hasta que se  realizó el PCR punto final. 

 

Evaluación de la expresión de citocinas mediante PCR punto final 
 

Para la evaluación de la expresión  de los genes de  citocinas se  utilizaron  

oligonucleótidos específicos  para  cada  gen a  amplificar,  los genes  amplificados  

fueron Interleucina -1β(IL-1β), Factor de Necrosis Tumoral α (TNF-α) e Interferón γ (INF-

γ), y como control interno se utilizó β-actina, en la  tabla 2 se especifican  las secuencia 

de los  oligonucleótidos  y en el tabla 4 los reactivos y volúmenes  utilizados  en la  

técnica de PCR punto  final. 
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Tabla 2.- Secuencia de los  oligonucleótidos, temperatura  y número de ciclos del PCR  

Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido 
Temperatura 

(°C) 
Ciclos 

Β-actina 
AGA GGG AAA TCG 

TGC GTG AC 

CAA TAG TGA TGA 

CCT GGC CGT 
56 ºC 29 

IL-1 
CAA CCA ACA AGT 

GAT ATT CTC CAT G 

GAT CCA CAC TCT 

CCA GCT GCA 
56 ºC 29 

TNF-α 
CAT CTT CTC AAA ATT 

CGA GTG ACA A 

TGG GAG TAG ACA 

AGG TAC AAC CC 
56 ºC 29 

INF-γ 
TCA AGT GGC ATA 

GAT GTG GAA GAA 

TGG CTC TGC AGG 

ATT TTC ATG 
55 ºC 29 

 

Las  reacciones se efectuaron en un  termociclador de  gradiente a  las 

temperaturas y ciclos  que se muestran  en la tabla 3. 

 

Tabla 3.- Reactivos utilizados en el PCR punto final 

Reactivos Para c/ muestra 

Amortiguador 10x 1 µL 

dNTP´S 0.4 µL 

Oligos 0.4 µL 

Agua 4.95 µL 

MgCl2 1.2 µL 

Taq Polimerasa 0.05 µL 

 

Los  números de ciclos además  de  la  temperatura  de  alineación  de  los 

genes en  cuestión  fueron  previamente  estandarizados  para  la  optimización  del  

experimento. 
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Electroforesis 
 

Los productos de PCR se evaluaron mediante una electroforesis en  geles de  

poliacrilamida,  para los cuales  en la tabla 4, se  mencionan los componentes para  la 

reacción de  los geles.  

 

Tabla 4.- Reactivos utilizados en la electroforesis 

Reactivos Cantidad c/ muestra 

Agua  Destilada 2.75 ml 

Acrilamida – Bisacrilamida 1.66 ml 

TBE 10x 0.5  ml 

APS 80 µL 

TEMED 6 µL 

 

A cada tubo con  los productos de PCR se le añadieron 5 μl de solución 

amortiguadora de carga, después se colocaron  en  los pozos de  los geles. La 

electroforesis se realizó en  una  cámara  vertical (modelo Mini-PROTEAN 3 Dodeca 

Cell para 1 a 12 geles, marca Bio-Rad), para la corrida de las  muestras, se llenó la 

cámara de electroforesis con  buffer amortiguador TBE 1x.  Se conectaron  los 

electrodos de la cámara a la fuente  de poder, se graduó el voltaje a 150V y se dejaron 

correr durante 45  min. 

 

Las bandas resultantes de los corrimientos de las muestras en  los geles se 

observaron en un  transluminador de luz ultravioleta. Las fotografías  del gel fueron 

tomadas con  una cámara Kodak EDAS 216. Y las  bandas fueron  analizadas  por  

medio   del sistema de análisis  Logic Gel 112.Los pesos  para  cada  una de las 

citocinas  y del  control se muestran en  la tabla 5. 
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Tabla 5.-  Peso de  las secuencias esperadas  en las reacciones de PCR punto 
final. 

GEN PESO DEL  GEN 
Β-ACTINA 138 pb 

IL-1β 152  pb 

TNF-α 460 pb 

INF-γ 690 pb 

 

 
Valoración del entre cruzamiento de las muestras de rata con oligonucleótidos de 

ratón por electroforesis 
 

Debido a  que los  oligonucleótidos utilizados   para  evaluar  las muestras  

utilizadas en  esta  tesis fueron  de  rata, se   hizo  una  evaluación  de las  mismas  

muestras mediante  una electroforesis  con  muestras de  rata  y  como  control positivo 

una  muestra de  ratón, en las siguienteimagen se  muestran  cada  uno  de los  geles  

evaluados  para  cada  uno de los  oligonucleótidos  utilizados  en este   experimento 

(Figura 7). 
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Figura 5.- Evaluación de geles de poliacrilamida de cada gen. Los números corresponden a los 

siguientes muestras de los grupos experimentales   1.- Marcador de peso, 2.-Control positivo, 3.- 
Control negativo, 4.- Intacto izquierdo, 5.-Intacto derecho, 6.-Micro-inyección izquierda lado  derecho 

POA-AHA, 7.- -Micro-inyección izquierdalado izquierdo POA-AHA, 8.-Micro-inyección derecha  lado  
izquierdo POA-AHA, 9.- Micro-inyección izquierda lado  derecho POA-AHA. 

Cuantificación  de  hormonas 

Para realizar la cuantificación de la concentración de hormonas esteroideasy 

proteicas, se realizaron por ensayo por Radio Inmuno Analisis (RIA), de las cuales  se  

determinó la concentración de FSH y LH,  los estuches comerciales de  la  marca Coat-

A-Count (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA) fueron utilizados para determinar 

la concentración  de estas hormonas; para el caso de  la determinación de  hormonas  

esteroides se cuantificó  mediante ensayo  inmunoenzimático (ELISA) y por RIA, en la 

cual se utilizó  el kit para Elisa  de DRG® Progesterone. 

 

Para la cuantificación por medio de RIA se utilizaron tubos de  polipropileno  

impregnados  con anticuerpo de  coneja, viales de  hormonas marcadas (FSH marcado 

con I-125 anticuerpo  policlonal en fase  liquida y anti-FSH monoclonal  inmovilizado en  

los tubos de polipropileno; LH marcado con I-125 anticuerpo  policlonal en fase  liquida y 

anti-LH monoclonal  inmovilizado en  los tubos de polipropileno ),  los calibradores para  
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establecer  la curva  patrón para  cada  hormona (FSH:I125 0, 1.5, 5, 15, 30, 60  y 100 

ng/ml; LH:I125 0, 1, 5, 7, 15, 30, 75, 150 y 300 ng/ml).   

 

A cada tubo se  le  adicionaron 100µL del  suero de  la muestra más 1000µL de 

la  hormona marcada.  Los  tubos fueron agitados durante  un  minuto y se  incubaron a  

temperatura  ambiente  durante  tres  horas.  

 

Posteriormente se los tubos  se decantaron  y se  limpiaron por la parte  externa, 

finalmente  con  la  ayuda  de  un  contador  de  centello Gama (modelo Cobra 5005, 

packard), se cuantifico la cantidad de  hormona  problema.  Los datos de la  

concentración  de FSH y LH se expresaron  en ng/ml.  

 

Para las cuantificaciones de las hormonas progesterona y estradiol por  ELISA se 

utilizó el kit para progesterona y estradiol de DGR®, el cual consta de una placa de 96 

pozos sensibiliza de anticuerpo policlonal anti-progesterona y anti-estradiol, además 

para construir la curva patrón se  utilizaron  calibradores para  cada  hormona (P4: 0, 

0.3, 1.25, 2.5, 5, 15 y 40 ng/ml; E2: 0, 25, 100, 250, 500, 1000 y 2000 ng/ml).  

 

Se  añadieron 25 µL de  la  muestra o del control esto dependiendo del arreglo 

en la placa y se dejaron  incubar  durante 5 minutos. 

 

Después se le agregaron  200 µL  de enzima conjugada esto para los dos tipos 

de ensayos, se agitó durante 10 segundos. 

 

Se incubaron 60 minutos esto para progesterona,  mientras que el estradiol  se  

dejó  incubar  durante  120 minutos. 

 

Pasado el  tiempo de  incubación se   hizo  un lavado en tres tiempos usando  la 

solución de  lavado  antes preparada como menciona el  inserto del kit. 
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Inmediatamente después  se le adicionaron 200 µL de solución de sustrato en el 

caso de progesterona y 100 µL para estradiol, se dejan  incubar  durante  15 minutos a  

temperatura  ambiente. 

 

Posteriormente se le agregan 100µL de solución de paro esto para  

progesterona, mientras que estradiol  se le adicionaron  50µL de la misma,  y se dejaron  

reposar  durante 10 minutos. 

 

Para la  lectura   se  utilizó el espectrofotómetro Multiskan™ GO (Marca Thermo 

Scientific™), a una absorbancia  de  450±10 nm. 

 

Los datos de la concentración  de progesterona se expresaron en ng/ml y  los de 

estradiol en pg/ml. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados de los datos del peso de los ovarios, del útero, de la 

concentración sérica de las hormonas y de la expresión  relativa del ARNm para β-

actina, IL-1β, TNF-α e INF-γ, fueron  analizados mediante la prueba de análisis de 

varianza múltiple (ANOVA), seguida de la prueba de Tukey. En el caso en que se 

compararon dos grupos, el análisis se realizo por medio de una “t” de Student. En todos 

los casos se aceptaron como significativas todas aquellas diferencias en las que la 

probabilidad fue ≤ 0.05. 
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RESULTADOS 

Expresión de   citocinas en diferentes momentos del ciclo estral de la rata 

adulta intacta 

 

En la región POA-AHA de las ratas intactas, la expresión del ARNm de la IL-1  y 

del INF-se observó a las 12:00 y 15:00 h del día del diestro-1; la del TNF-α se presenta 

en todas las horas analizadas (Grafica 1). 

 

a; p<0.05vs 12:00 h diestro-1 y 11 h proestro (ANDEVA seguida de  la prueba de Tukey); b, p<0.001 vs 15:00 h 
Diestro-1 (Prueba “t” de Student). 

Grafica 1. Expresión relativa del ARNm de la Interleucina-1beta (IL-1β), del Factor de Necrosis Tumoral 

alfa (TNF) e  Interferón gama (INF-) en la región  POA-AHA de ratas adultas en diferentes momentos 
del ciclo estral.  

 

El patrón de expresión en la porción izquierda y derecha de POA-AHA del animal 

intacto es muy semejante durante las fases y horas del ciclo estral estudiadas (Grafica 

2). 
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a: p<0.01 vs. 12:00 h diestro-1 (ANDEVA seguida de  la prueba de Tukey) 

Grafica 2. Expresión relativa del ARNm de la Interleucina-1beta (IL-1β), del Factor de Necrosis Tumoral 

alfa (TNF) e Interferón gama (INF-) en la región izquierda y derecha de POA-AHA de ratas adultas en 
diferentes momentos del ciclo estral 
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Efectos de la inserción de la aguja  y de la micro-inyección de agua sobre la 

expresión de TNF-α, IL-1ß, INF-  en diferentes momentos del ciclo estral 

 

La inserción de la aguja en POA-AHA a las 09:00 h del diestro-1 resulta en una 

mayor expresión del ARNm de  la IL-1, TNF-α y del INT-. La micro-inyección de agua 

no modifica los efectos de la aguja (Grafica 3). 

 

a: p<0.05 vs. intacto (ANDEVA seguida de Tukey) 
Grafica 3. Efectos de la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua en POA-AHA sobre la 
expresión relativa del ARNm de la Interleucina-1 beta (IL-1β), del Factor de Necrosis Tumoral alfa 

(TNF) e Interferón gama (INF-)  

 

La expresión del ARNm del TNF y del INF- se incrementó en la porción 

derecha de POA-AHA por introducir la aguja. En cambio, la expresión del ARNm de la 

IL-1 aumentó en ambas porciones. La micro-inyección de agua reduce la expresión del 

mensajero para la IL-1 sólo en la porción derecha de POA-AHA (Grafica 4).  
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a: p<0.05 vs. Intacto, b: p<0.05 vs. agua (ANDEVAseguida de Tukey) 
Grafica 4. Efectos de la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua izquierda y derecha de 

POA-AHA sobre la expresión relativa del ARNm de la Interleucina-1 beta (IL-1β), del Factor de Necrosis 

Tumoral alfa (TNF) e  Interferón gama (INF-)  
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Cuando se analizan los resultados en las horas subsiguientes al tratamiento 

observamos que la expresión de la IL-1 aumenta significativamente a las 3, 6, 24 y 56  

horas la inserción de la aguja,  y no se modificó por la micro-inyección de agua  (Grafica  

5). 

 

a: p<0.05 vs. intacto (ANDEVA seguida de Tukey) 
Grafica 5. Efectos de la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua en POA-AHA derecha, 

sobre la expresión relativa del ARNm de la Interleucina-1 (IL-1). 
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A las 6 horas de insertar la aguja en POA-AHA derecha, la expresión del ARNm 

del  TNF- aumentó respecto al grupo de ratas intactas  (Grafica 6). 

 

a: p<0.05 vs. intacto (ANDEVA seguida de Tukey) 
Grafica 6. Efectos de la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua en POA-AHA sobre la 

expresión relativa del ARNm del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

12 hrs. del D-1 15hrs. del D-1 09 hrs. del  D-2 11 hrs. del P

3 horas 6  horas 24  horas 50 horas

Ex
p

re
si

ó
n

 d
e

l A
R

N
m

 d
e

l T
N

F-
α

/ß
-a

ct
ia

n
a

Intacto Aguja Agua

a 



F E S - Z A R A G O Z A | 51 

Gonzalez Cruz Luis Enrique 

La expresión del ARNm del  INF-  aumenta en  los animales con inserción de la 

aguja a las 3 horas posteriores al sacrificio; este efecto noes modificado por lamicro-

inyección del agua (Grafica 7) 

 

Grafica 7. Efectos de la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua en POA-AHA sobre la 

expresión relativa del ARNm  del Interferón gama (INF-) 
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El análisis de los resultados en función del lado de POA-AHA muestra que la 

expresión relativa del ARNm de la IL-1 aumentó en ambas porciones de POA-AHA a 

las tres y seis horas posteriores a la inserción de la aguja. Dicho incremento se mantuvo 

hasta las 50 h únicamente en el lado derecho. Por otro lado, la micro-inyección de agua 

no modificó los efectos de la inserción de la aguja (Tabla 6). 

 

 Expresión relativa del ARNm de la IL-1 

 POA-AHA izquierda POA-AHA derecha 

Grupo 3 hrs 6 hrs 24hrs 50 hrs 3 hrs 6 hrs 24 hrs 50 hrs 

Intacto nd 0.04±0.03 nd nd 0.05±0.07 0.10±0.07 nd nd 

Aguja 0.33±0.14 0.59±0.05a nd Nd 0.50 ±0.02a 0.62±0.04a 0.190.13 0.190.13 

Agua 0.3113 0.630.03 nd 0.170.12 0.340.007 0.550.07 0.150.10 nd 

a, p<0.05 vs. Intacto (ANDEVA, seguida de la Prueba de Tukey) 
Tabla 6. Media ± e.e.m. de la expresión relativa del ARNm de la IL-1ß en POA-AHA izquierda y derecha 

en horas posteriores a la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua en el lado derecho de 
POA-AHA a las 09:00 h del diestro-1. 

 
 

La expresión relativa del ARNm del TNF- no fue detectada en el lado izquierdo 

de POA-AHA a las tres horas de insertar la aguja, mientras que la micro-inyección del 

agua favoreció la expresión de este mensajero. Uno y otro tratamiento no modificó la 

cantidad relativa del mensajero a las seis y 24 horas subsiguientes, pero a las 50 horas 

el ARNm del TNF- no se detectó en ninguna de las POA-AHA  (Tabla 7). 

 

 Expresión relativa del ARNm de la TNF- 

 POA-AHA izquierda POA-AHA derecha 

Grupo 3 hrs 6 hrs 24 hrs 50 hrs 3 hrs 6 hrs 24 hrs 50 hrs 

Intacto 0.280.14 0.460.02 0.390.04 0.150.1 0.150.1 0.480.04 0.430.03 0.100.07 

Aguja nd 0.740.09a 0.360.05 nd 0.120.09 0.830.11a 0.290.1 nd 

Agua 0.070.05 0.830.06 0.270.05 nd 0.060.04 0.750.08 0.400.07 nd 

a, p<0.05 vs. Intacto;b, p<0.05 vs. aguja (ANDEVA, seguida de la Prueba de t  de  Student) 

Tabla 7. Media ± e.e.m. de la expresión relativa del ARNm de la TNF- en POA-AHA izquierda y 
derecha en horas posteriores a la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua en el lado 

derecho de POA-AHA a las 09:00 h del diestro-1. 
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Muy interesante resulta el hecho que el ARNm del  INF- solamente se expresó 

en el lado derecho de POA-AHA y que ninguno de los tratamientos modifica los 

resultados observados en el grupo de ratas intactas (Tabla 8). 

 

 Expresión relativa del ARNm del  INF- 

 POA-AHA izquierda POA-AHA derecha 

Grupo 3 hrs 6 hrs 24 hrs 50 hrs 3 hrs 6 hrs 24 hrs 50 hrs 

Intacto nd nd nd nd 0.050.04 nd nd nd 

Aguja nd nd nd nd 0.230.1 0.400.15 nd nd 

Agua nd nd nd nd 0.090.06 0.160.12 nd nd 

 (ANDEVA, seguida de la Prueba de Tukey) 

Tabla 8. Media ± e.e.m. de la expresión relativa del ARNm de la INF- en POA-AHA izquierda y derecha 
en horas posteriores a la inserción de la aguja y de la micro-inyección de agua en el lado derecho de 

POA-AHA a las 09:00 h del diestro-1. 
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CONCENTRACIÓN DE HORMONAS 

 

En animales intactos la concentración de progesterona es máxima a las 12:00 y 

15:00 h del diestro-1, el estradiol tiene un máximo a las 11:00 del proestro (Grafica 8). 

La máxima concentración de FSH y LH ocurre a las 17:00 h del proestro (Grafica 9).  

 

a, p<0.001 vs. 17:00 h del proestro, b, p<0.001 vs. 11:00 h del proestro  (ANOVA seguida de la prueba 
de Tukey)                                                                                                        Grafica 8. Media ± e.e.m. de la 

concentración de progesterona y estradiol  de animales intactos, en diferentes momentos del ciclo 
estral 
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a y b, p<0.001 vs. las otras horas y días del ciclo estral (ANOVA seguida de la prueba de Tukey)                               
Grafica 9. Media ± e.e.m. de laConcentración de FSH  y LH de animales intactos, en diferentes 

momentos del ciclo estral 
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EFECTOS DE LA INSERCIÓN DE LA AGUJA  Y DE LA MICRO-INYECCIÓN DE AGUA SOBRE 

LAS CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA, ESTRADIOL, FSH Y LH EN DIFERENTES 

MOMENTOS DEL CICLO ESTRAL. 

Con respecto al grupo de animales intactos, la inserción de la aguja resulta en el 

aumento de la concentración de progesterona (Grafica 12) a las 11:00 h del proestro); 

mientras que la de estradiol aumenta a las 12:00 h del diestro-1 (Grafica 13). 

a, p<0.001 vs. 11:00 h del proestro (ANOVA seguida de la prueba de Tukey)                                                                    
Grafica 12. Efectos de la inserción de la aguja  y de la micro-inyección de agua sobre las 

concentraciones de progesterona (Media ± e.e.m.)  en diferentes momentos del ciclo estral. 
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a, p<0.05 vs. 12:00 h del diestro-1 (ANOVA seguida de la prueba de t de Student)                                                       
Grafica 13. Efectos de la inserción de la aguja  y de la micro-inyección de agua sobre las 

concentraciones de estradiol (Media ± e.e.m.)  en diferentes momentos del ciclo estral. 

La  inserción de la aguja resultó en la disminución de la concentración de la FSH 

a las 17:00 h del proestro (Grafica 14).  

 

a, p<0.001 vs. Grupo intacto   (ANOVA seguida de la prueba de Tukey)                                                                     

Grafica 14. Efectos de la inserción de la aguja  y de la micro-inyección de agua sobre las 

concentraciones de FSH (Media ± e.e.m.)  en diferentes momentos del ciclo estral. 
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Con respecto al grupo de ratas intactas, a las tres horas de la inserción de la 

aguja, la concentración sérica de LH aumentó, pero  disminuyó  a las 17:00 h del 

proestro.  En cambio, a las tres horas (15:00 h del diestro-1) de la micro-inyección del 

agua, la concentración de LH disminuyó (Figura 14), y aumentó (1.9 ± 0.22 vs. 1.08 ± 

0.17  ng/ml, p<0.05) seis horas después.  

 
a, p<0.001 vs. Grupo intacto; b  p<0.001 vs aguja (ANOVA seguida de la prueba de Tukey)                                                                     
Grafica 14. Efectos de la inserción de la aguja  y de la micro-inyección de agua sobre las 

concentraciones de LH (Media ± e.e.m.)  en diferentes momentos del ciclo estral 
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EFECTO DE LA INSERCIÓN DE LA AGUJA Y LA MICRO-INYECCIÓN DE AGUA EN POA-AHA 

SOBRE EL PESO DE LOS OVARIOS Y DEL ÚTERO 

 

La inserción de la aguja provocó el aumento del peso del ovario izquierdo y en 

consecuencia la masa ovárica a  las 12:00 h y 15:00 del diestro-1.   Un efecto contrario 

se observó en el peso del útero, pero solo en los animales que fueron sacrificados a las 

12:00h del diestro-1. En cambio, a las 11:00 h del proestro, el peso de ambos ovarios y 

la masa ovárica disminuyó con la inserción de la aguja, pero el peso del útero 

permaneció elevado (Tabla 9).  

 La micro-inyección de agua resultó en la disminución de la masa ovárica a las 

12:00 h del diestro-1, y en el aumento del peso del ovario izquierdo en la mañana del 

proestro (Tabla 9). 
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ap<0.05  vs. Respectiv  grupo intacto (prueba  ANDEVA  seguida   de Tuckey), bp<0.001 vs aguja  (prueba  ANDEVA  seguida   de Tuckey).    

Tabla 9. Media ± e.e.m. de los pesos de ovario  izquierda, derecha y útero en horas posteriores a la inserción de la aguja y de la micro-
inyección de agua en el lado derecho de POA-AHA a las 09:00 h del diestro-1.

 INTACTO AGUJA AGUA 

 

Ovario 

izquierdo 

Ovario 

derecho 

Masa 

ovárica 

 

Útero 

 

Ovario 

izquierdo 

Ovario 

derecho 

Masa 

ovárica 

 

Útero 

 

Ovario 

izquierdo 

Ovario 

derecho 

Masa 

ovárica 

 

Útero 

 

12 hrs  

D-1 

13.8 

±0.1 

13.5 

±0.7 

27.3 

±1.6 

143.7 

±4.8 

21.4 

±2.1a 

19.4 

±1.9a 

40.85 

±2.9a 

121.9 

±3.5a 

14.2 

±0.1b 

15.7 

±0.1 

29.9 

±1.7b 

125.0 

±5.3 

15 hrs  

D-1 

9.9 

±0.1 

11.1 

±1.0 

11.0 

±1.0 

114.5 

±6.1 

13.80 

±1.5a 

13.2 

±0.9 

27.0 

±2.0a 

120.6 

±5.0 

12.0 

±0.6 

10.9 

±0.5 

22.9 

±0.7 

120.6 

±5.5 

09 hrs  

D-2 

11.2 

±0.6 

13.4 

±1.3 

24.6 

±1.7 

138.1 

±7.7 

12.40 

±0.9 

12.8 

±0.8 

25.2 

±1.6 

156.3 

±11.0 

14.06 

±0.7 

15.3 

±1.2 

29.4 

±1.6 

136.8 

±4.7 

11  hrs P 

27.0 

±0.4 

26.3 

±4.2 

57.0 

±5.5 

150 

±26.5 

13.3 

±1.2a 

15.0 

±1.36a 

28.4 

±2.4a 

129.2 

±19.9a 

18.4 

±1.7b 

18.5 

±2.1 

36.8 

±3.7 

136.9 

±27.3 

17 hrs P 
19.7 

±1.1 

20.0 

±1.5 

39.7 

±2.3 

223.2 

±49.1 

16.4 

±0.8 

15.6 

±0.9 

32.0 

±1.1 

236.0 

±34.9 

19.8 

±4.3 

15.0 

±1.0 

34.7 

±4.9 

175.0 

±20.5 
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DISCUSIÓN 

 

Con base en la literatura existente, este es el primer estudio que muestra que en 

la rata adulta (3 a 4 meses) cíclica condiciones naturales el patrón de expresión del 

ARNm para el TNF-α, la IL-β y el INF- en la porción izquierda y derecha de POA-AHA 

en la mañana  del   diestro y -1, diestro-2 y  proestro. El gen que codifica para el TNF-α 

se expresa de manera semejante en ambas porciones de POA-AHA. En cambio, la 

expresión del gen que codifica para la IL-1β sólo se expresa en la porción derecha, en 

los días del diestro, mientras que la del INF- no es cuantificable en ninguna porción de 

POA-AHA con la técnica utilizada.  En el tejido del SNC sano la mayoría de las citocinas  

se expresan en cantidades muy bajas y hasta indetectables (Rothwell y Luheshi, 2000). 

El TNF-α es secretado por la  microglía  y los astrocitos  al responder a 

patógenos o al daño tisular (trauma cerebral, isquemia, y las condiciones 

neurodegenerativas), por medio de receptores de reconocimiento como los tipo Toll 

(TLRs), lo que resulta en la expresión y liberación de altas cantidades de esta citocina 

(Jekabsone y cols, 2006; Clark y cols, 2010). Además se ha mostrado que los 

receptores para  TNF-α están presentes en el hipotálamo (Nadeus y Rivest, 1999). 

La inserción de la aguja resulto en el incremento del ARNm para TNF- en la 

porción manipulada de POA-AHA, seis horas después. Este efecto estimulante en la 

expresión del gen, generado por la inserción de la aguja, disminuye hacia las 24 h y 

desaparece a las 50 h.  In vivo el TNF-α inhibe la secreción de la GnRH y de la LH  

(Rivier  y Vale, 1990; Yoo y  cols,1997;Yoo y cols,1997; Kalra y cols,1998)lo que 

explicaría el bloqueo de la secreción preovulatoria de la LH y de la ovulación 

espontánea en el día del estro esperado (Reynoso, 2013). Dado que la micro-inyección 

de agua no altera los efectos de la inserción  de la aguja sugerimos que el volumen de 

agua infundido en el área no causaría una respuesta inmune adicional.  
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Después de la lesión del SNC, IL-1β es liberada rápidamente por la microglía 

activada (Lucas y Rothwell, 2006). Las funciones de la IL-1β en el SNC incluyen la 

inducción de factores de crecimiento, reducción de la liberación de glutamato, la 

modulación de respuestas neuronales a la NMDA y glicina, y aumento en la activación 

de la enzima óxido nítrico sintetasa (iNOS)  (Lucas y Rothwell, 2006). Por medio de 

diferentes modelos experimentales se ha mostrado que la IL-1β suprime la liberación de 

la LH como resultando del bloqueo de la secreción de la GnRH (Rivier y Vale 

,1990;Ebisui, Fukata, y cols, 1992;Rivest, Lee  y cols,1993;Rivest y Rivier,1993;Nappi  y 

Rivest, 1997).  

Turnbull y Rivier (1997)sugieren que  hay evidencia de que los niveles de esta 

citocina en particular también pueden ser aumentados en el SNC en respuesta a la 

endotoxemia, inflamación periférica y después de la exposición a factores de estrés no 

inmunes. Colectivamente, estos datos sugieren que  la síntesis de IL-1β en el  SNC 

puede estar regulada por una variedad de amenazas homeostáticas. El efecto 

estimulante de la inserción de la aguja sobre la expresión del ARNm de la IL-1β, a las 

tres y seis horas subsecuentes al tratamientos, podría generar un efecto inhibitorio en la 

red neuronal de la región de POA-AHA vinculada a una posible reducción en la 

liberación de glutamato, lo que provocarían el efecto inhibitorio en la secreción de la 

GnRH (Herbison, 2006). Esta hipótesis es apoyada por la ausencia del “pico” de LH en 

la tarde del proestro observada en los animales con inserción de la aguja y el aumento 

del ARNm de esta citocina hasta la mañana del proestro.  

El INF-γ  estimula en la microglía la síntesis de óxido nítrico, y se ha sugerido 

que esta citocina estaría implicada en el daño neuronal, por intermedio de las células 

gliales o los macrófagos (Suzumura y cols, 2006). El hecho que el INF-γ  induzca la 

síntesis de óxido nítrico y que en la porción derecha de POA-AHA se incremente el 

ARNm de esta citocina, aunque no de manera significativa,  en las primeras seis horas 

a la inserción de la aguja sería otro factor potencial de la inhibición de la secreción de la 

LH. 
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Las citocinas producidas durante la reacción inmune pueden alterar la actividad 

del eje reproductivo neuroendocrino (Gaillard, 1998). La capacidad de diversas 

citocinas para modular la expresión de genes de la GnRH y su secreción (Kang y cols, 

2000) sugiere que estos efectos están mediados esencialmente a nivel hipotalámico 

(Rivier y Vale, 1990). Las células de la línea GNV-4 (células GnRH inmortalizadas  

obtenida de hipotálamo),  expresan tanto el receptor de IL-1β, así como la proteína 

accesoria del receptor a IL-1ß (componente obligatorio de la vía de transducción de 

señales de la IL-1β) (Sims, 2002), lo que demuestra el efecto regulador de  la IL-1ß en 

la modulación de la expresión de GnRH (Kang y cols, 2000).  

Rivest y Erickson en 1993 al realizar una inyección intra-cerebro-ventricular de 

IL-1β en ratas hembras, demostraron un incremento de P4.El aumento en la 

concentración de P4, a las  50  horas después de la  inserción de  la   aguja, podría ser 

otro de los factores que actuarían en el efecto inhibitorio de la secreción preovulatoria 

de LH. En  rata con estro persistente inducido  por  la  administración constante de 

estradiol, la administración de 1 mg de P4 puede inducir la ovulación y provocar ciclos 

estrales artificiales, si esta se inyecta en el diestro-2 (Everett, 1949).  En el hipotálamo, 

la P4 regula de manera inhibitoria la síntesis de sus propios receptores (P4R) 

(Camacho-Arroyo et. Al., 1998). También se plantea que la P4  eleva la amplitud de los 

pulsos de secreción de la GnRH (Clifto, 1975), pero este efecto es dependiente de la 

síntesis de los P4R inducidos por E2 (Mahes y Brann, 1998).  Por tanto, la falta de 

ovulación en animales con inserción de la aguja (Reynoso, 2012), resultado de la 

inhibición del “pico” de P4 sería el efecto de una reducción en la síntesis de los P4R, 

provocada por el aumento temprano de P4 en la mañana del proestro.  
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Por medio de una inyección intra-cerebro-ventricular de  IL-1β (Turnbull y Rivier, 

1997), se sugirió que   la  influencia inhibitoria que ejerce sobre la función testicular 

ocurre a través de una vía neural directa entre el SNC y los testículos. Si  en la hembra 

existe esta misma comunicación neuronal explicaría  el aumento del peso de los ovarios 

y de la masa ovárica por la inserción de la aguja. En ratas hembras, la evidencia de un 

enlace entre el cerebro endocrino y las gónadas se ha propuesto sobre la base de 

experimentos que muestran que la estimulación eléctrica de la zona prequiasmatica 

basal medial de  animales hipofisectomizados,  aumenta la liberación de  los estrógenos 

y la P4y que esta respuesta es abolida por denervación de ovario (Kawakami, Kubo y 

cols, 1981).  

Shanchez y colaboradores (1996)describió que los animales presentan una 

respuesta lateralizada, en función a la posición adoptada ya se ha izquierda o derecha. 

Ésta prueba se realizó mediante un electroencefalograma (EEG), el cual muestra que 

dependiendo de la posición que adopte el animal izquierda o derecha, la amplitud de las 

ondas  será mayor en el lado que se incline. Esto implicaría quela actividad neuronal  

esdominadapor el lado derecho o izquierdo.Y que la falta de ovulación en el 40% de los 

animales se deba a una lateralización.Además la falta de expresión del ARNm  para IL-

1 en POA-AHA derecha, a las 50 horas de micro-inyectar el agua podría explicar que 

el 40% de los animales tratados ovulen (Reynoso, 2013). Además 
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 CONCLUSIONES  

En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir que la inserción de una aguja 

de acero inoxidable 25G a las 09:00 h del diestro-1 estimula la síntesis de citocinas pro-

inflamatorias, especialmente de la IL-1.  

 Esta citocina estaría promoviendo la secreción prematura de P4, lo que 

provocaría la inhibición de la secreción preovulatoria de LH y FSH. 

La falta de expresión del ARNm  para IL-1 en la porción derecha e izquierda  de 

POA-AHA, a las 50 horas de micro-inyectar  el agua podría explicar que el 40%  de los 

animales tratadosovulen (Reynoso, 2013).
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