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RESUMEN 

              En la rata  la acetilcolina (ACh) , al unirse a los receptores muscarínicos regula de 

manera estimulante la secreción de las gonadotropinas y la ovulación, su participación como 

regulador es diferente en cada día del ciclo estral, ya que a las 13:00 h  para bloquear la 

ovulación en el 100% de las ratas se requiere inyectar  en estro 300 mg/kg de sulfato de 

atropina (antagonista de los receptores muscarínicos), en diestro-1,  100 mg/kg,  en diestro-2  

300 mg/kg y  en proestro  700 mg/kg.  La potencia reguladora de la ACh en los procesos de la 

ovulación también cambia con la hora del día, ya que la  administración de 100 mg/kg de 

sulfato de atropina (ATR)  a las 09:00, 13:00, 17:00 y 21:00 h de cada fase del ciclo estral  

altera la frecuencia de ovulación en diferente magnitud. 

 Con el propósito de estudiar si el grado de participación del sistema colinérgico sobre 

la ovulación es diferente a las 09:00 del estro con respecto a las 13:00 h,  en el presente 

estudio se decidió conocer la dosis efectiva de sulfato de ATR requerida para bloquear la 

ovulación de todos los animales tratados. Con esta dosis se procedió a  analizar los efectos 

del sulfato de atropina, sobre el eje hipotálamo-hipófisis-ovario, mediante la cuantificación 

de la expresión del  ARNm (ácido ribonucleico mensajero) de la GnRH (hormona liberadora 

de las gonadotropinas), de los receptores a estrógenos (REα y REβ) en  la porción izquierda 

y derecha del área preóptica hipotalámica anterior  (POA-AHA) y de la concentración sérica 

de progesterona y estradiol.  

 Con la finalidad de conocer cuál de las señales endócrinas del eje hipotálamo-

hipófisis-ovario fue alterada, ratas inyectadas con la dosis efectiva de sulfato de ATR fueron 

inyectadas con 3.7 µg de GnRH sintética o de 25 u.i. de gonadotropina coriónica humana 

(hCG) a las 14:00 del proestro; otro grupo de ratas fueron inyectadas con 10 µg de benzoato 

de estradiol a las 14:00 h del diestro-2.  

La dosis efectiva de sulfato de para bloquear la ovulación  a  las 9:00 h del día del 

estro es de 400 mg/kg más que a las 13:00 h.  La administración de los 700 mg/kg peso de 

sulfato de ATR no provocó cambios en el peso de los ovarios y del útero; incrementó la 

concentración sérica de P4  y disminuyó la de 17-estradiol a las 13:00 h del diestro-2 y a las 

11:00 h del proestro con respecto a lo observado en el grupo inyectado con el vehículo. 
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Además, el sulfato de ATR disminuyó la expresión del ARNm del RE en ambos lados de 

POA-AHA en las horas estudiadas. Con respecto a la expresión del ARNm del RE, el sulfato 

de ATR  la disminuyó  en el lado izquierdo de POA-AHA  a las 13:00 h del diestro-2, pero  la 

incrementó   a  las 11:00h del proestro en ambos lados de POA-AHA. La  expresión del ARNm 

de la GnRH en POA-AHA izquierda aumentó a las 11:00 horas del proestro. 

El reemplazo de la señal hipotalámica, por la inyección subcutánea de LHRH ó GnRH, 

no indujo la ovulación en los animales inyectados con 700 mg/kg de sulfato de atropina. En 

cambio, el reemplazo de la señal hipofisaria, por la inyección de hCG,  indujo la ovulación en 

el 75% de los animales tratados con 700 mg/kg de sulfato de ATR. El reemplazo de la señal 

ovárica por la inyección de benzoato de estradiol, provocó la ovulación solo en el 14 % de los 

animales. 

La falta de ovulación por la ausencia del estímulo generado por la ACh es resultado 

de: 1) la disminución de la expresión del ARNm del RE y el  aumento del mensajero del RE 

en ambas porciones de POA-AHA, 2) el aumento en la concentración sérica de progesterona  

y  la disminución de la concentración sérica de estradiol y 3) el bloqueo en la  respuesta de la 

hipófisis a la GnRH y como consecuencia  la ovulación. 
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INTRODUCCIÓN 

 El sistema colinérgico es uno de los sistemas de neurotransmisión que regula la 

secreción de las gonadotropinas y en consecuencia la ovulación. Desde la década de los 40, 

Everett et al. (1949) mostraron que este sistema estimula la secreción de las gonadotropinas 

en el día del proestro. La acetilcolina,  neurotransmisor  liberado por las neuronas que 

conforman el sistema colinérgico, tiene un papel  estimulante  en la ovulación, efecto que 

aumenta o disminuye durante el ciclo estral y presenta un ritmo circádico (Domínguez et al. 

1982). A su vez, la capacidad de la ACh para regular la ovulación cambia con la hora y la etapa 

del ciclo estral. A las 13:00 h de cada etapa del ciclo se requieren diferentes dosis de sulfato 

de atropina, para bloquear, la ovulación en el 100% de las ratas inyectadas.  

Con la finalidad de proseguir con el análisis de la participación del sistema colinérgico 

en los mecanismo que regulan la ovulación, se estudiaron los efectos del bloqueo de los 

receptores muscarínicos a las 9:00 h en el día del estro, por medio de la inyección 

subcutánea de sulfato de atropina, sobre la expresión relativa de ARNm  de la GnRH, del 

receptor a estrógenos alfa (REα), del beta (REβ) en el área hipotálamica-anterior, de la 

concentración sérica de progesterona (P4) y estradiol (E2) ; así como en la ovulación de la 

rata. 

Inicialmente se determinó la dosis efectiva (DEf) que bloqueara la ovulación en todos 

los animales tratados con sulfato de atropina. 

Con el propósito de comprender los mecanismos endocrinos involucrados en la falta 

de ovulación por el bloqueo de los receptores muscarínicos, grupos de animales inyectados 

con la DEf de sulfato de ATR  se les reemplazó la señal hipotalámica (mediante la inyección 

de 3.7 µg de GnRH sintética),  la señal hipofisaria (por la inyección de 25 u.i de hCG a las 14:00 

h del proestro) y la señal ovárica (al inyectar 10 µg de BE a las 14:00 h del     diestro-2). 
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MARCO TEÓRICO 

CICLO ESTRAL 

          Los ciclos reproductivos de las hembras adultas, están regulados por factores tanto 

externos (temperatura, foto períodos, disponibilidad de alimento, etc.) como internos 

(ritmos endógenos de la actividad neuronal, liberación de hormonas, etc.). En estos ciclos 

intervienen el hipotálamo, la hipófisis, los ovarios, el útero, las trompas uterinas y las 

glándulas mamarias. Estos ciclos preparan al aparato reproductor para la gestación (Moore y 

Persaud, 2008). 

 En los mamíferos, cuando la hembra alcanza la adultez, manifiesta cambios rítmicos 

en su conducta sexual, que se repiten periódicamente denominada celo o estro, un tiempo 

único en el que la hembra permite la cópula. El ciclo estral se define como el tiempo que 

transcurre entre un periodo de celo y el comienzo del siguiente, su duración es variable con 

la especie, en el caso de la rata consta de 4 ó 5 días según la cepa (Freeman, 1994). El ciclo 

estral de la rata se divide en cuatro fases (Tabla 1): estro, diestro-1, diestro-2 y proestro. 

En ratas con ciclos estrales de 4 días, el perfil de secreción de progesterona (P4), 17-β-

estradiol (E2), de la hormona folículo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH) 

cambia en  cada etapa del ciclo  (Fig. 1). 

En la madrugada del día del estro (entre las 1:00 y 3:00 h),   ocurre la ovulación, las 

concentraciones de P4, E2, y LH  se mantienen basales. En cambio, las concentraciones de 

FSH alcanzan un  máximo en la mañana de este día.  

En el día del diestro-1  comienza a aumentar las concentraciones de P4,  mientras que 

las de E2, LH y FSH siguen siendo basales. 
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Metaestro ó 
diestro-1  

(Dura de 6 - 8 
horas) 

Durante el diestro-1 el tipo de célula 

dominante en el frotis vaginal son los 

leucocitos, los cuales se presentan 

alrededor de un significativo número de 

células nucleadas epiteliales. 

 

Diestro-2  

(Dura de 55-57 
horas) 

Se caracteriza por la presencia de tres 

tipos de células; células epiteliales 

nucleadas, células epiteliales escamadas y 

leucocitos. 

 

Proestro  

(Dura 
aproximadamen
te 12 - 14 horas) 

Se caracteriza por el predominio de células 

epiteliales nucleadas, estas células son 

redondas, el núcleo es visible y aparecen 

en racimos. En algunas ocasiones se 

podrían observar células epiteliales 

escamosas  cornificadas 
 

Estro 

(Dura de 25-27 
horas)  

Las células que abundan en el frotis vaginal  

son del tipo epitelial, escamosa y 

cornificada, dichas células no presentan 

núcleo. 

 

 

              En el día de diestro-2  la P4, LH y FSH, se mantienen en concentraciones basales, pero 

en la tarde de este día, la secreción de  E2 comienza a aumentar paulatinamente.  

Tabla 1. Resumen de características celulares en las diferentes fases del ciclo estral de la 

rata (Freeman, 1994). 
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En el día del proestro, se observan las máximas concentraciones de P4, E2, LH y FSH, 

denominados como “picos” o secreciones pre-ovulatorias. Entre la mañana y el medio día, 

las concentraciones plasmáticas de  E2 alcanzan su valor  máximo, el cual disminuye 

drásticamente hacia las 14: 00 h. Este cambio en la secreción de E2 induce la secreción de la 

GnRH, la que a su vez, estimula la secreción pre-ovulatoria de FSH y LH hacia las 17:00 h de 

este día (Freeman, 2006). 

 

 

 

Fig. 1. Perfil de las concentraciones plasmáticas de Progesterona, Estradiol, LH y FSH 
durante el ciclo estral de la rata (Tomado de Freeman 2006). 
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EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-OVARIO 

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

(Welsh et al., 1998). La ovulación es el evento final de una serie de mecanismos regulados 

por este  eje. 

EL  HIPOTÁLAMO 

 El hipotálamo es una estructura del diencéfalo en el que se localizan las neuronas 

productoras de  la GnRH, denominadas neuronas GnRHérgicas. La GnRH es liberada en 

forma pulsátil a los capilares del sistema hipofisario y de ahí es transportada a las células de 

la adenohipófisis. Al unirse este 

decapéptido  a sus receptores 

membranales en la célula 

gonadotropa, produce cambios 

moleculares que inducen la 

secreción de la LH  y  FSH, las 

cuales regulan las funciones del 

ovario, es decir, la síntesis de 

hormonas esteroides, el 

crecimiento de los folículos y la 

ovulación (Fig. 2) (Levy et al., 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Eje-Hipotálamo-Hipófisis-Ovario. 1- El hipotálamo libera la hormona liberadora de 
gonadotropinas (GnRH). 2-Está actúa sobre el lóbulo anterior de la hipófisis, estimulando la liberación 
de la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). 3-Estas hormonas viajan al 
ovario donde la LH estimula la ovulación y el desarrollo del cuerpo lúteo y la FSH estimula el desarrollo 
folicular y la secreción de estrógenos.  4- La LH y la FSH estimula la producción de estradiol y 
progesterona. 5-Parte del estradiol producido se dirige  al hipotálamo y a la hipófisis donde tiene un 
efecto estimulante o inhibitorio sobre la secreción de  la GnRH y las gonadotropinas, completándose así 
un circuito de retroalimentación llamado “Feedback Positivo o Negativo” (Tomada y modificada 
http://www.vi.cl/foro/topic/7194-sistema-endocrino-apuntes/) 

 

http://www.vi.cl/foro/topic/7194-sistema-endocrino-apuntes/
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El hipotálamo es una estructura, que se localiza en la base del diencéfalo, por debajo 

del tálamo y está dividido por el tercer ventrículo en hipotálamo derecho e izquierdo 

(McGeer et al., 1987), lateralmente está rodeado por el subtálamo, centralmente por la 

lámina terminal y en la parte dorsal por la comisura anterior. (Silverman, 1994). 

El hipotálamo desempeña funciones nerviosas, endocrinas y vegetativas. Esta 

constituido de células nerviosas con sus prolongaciones (axones o dendritas), células gliales 

o de sostén y una rica red vascular (Norris, 1996). 

El hipotálamo está constituido por núcleos y áreas (Tabla 2). Los núcleos son zonas 

donde las neuronas están apiñadas; mientras que en las áreas las neuronas están menos 

agrupadas y no tan bien demarcadas dentro del hipotálamo  (Yenn et al., 2001). Según 

Palkovits (2000). Se divide en cuatro regiones organizadas rostro-caudalmente: el área 

preóptica (POA), el hipotálamo anterior, el medio y el posterior (Fig.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig. 3.Corte sagital de cerebro de rata, que muestra las diferentes zonas del hipotálamo, área 
preóptica (POA), área hipotalámica anterior (AHA), hipotálamo medio basal (HMB), 
hipotálamo posterior (HP)(Tomada y modificada de Paxinos y Watson, 2007). 
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  El hipotálamo realiza varias funciones, algunas de las cuales son: regular la secreción 

de hormonas por la hipófisis, modula los mecanismos que regulan la temperatura corporal, 

los ritmos biológicos, el balance electrolítico, controlar las conductas emocionales y regular 

el hambre, la sed, la agresión y la motivación sexual (Brown, 1994).  

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

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

(TRH), la hormona liberadora de la prolactina (PRH), 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 prolactina (PIF), (Lerner y Urbina, 2008). 

            Existe una estrecha correlación funcional entre el hipotálamo y la hipófisis que resulta 

ser esencial en el correcto funcionamiento reproductivo. Los núcleos hipotalámicos se 

Área preóptica 

 (POA) 

Desde el punto de vista funcional se le considera parte del 
hipotálamo aunque su origen embriológico es diferente. En la 
rata esta área ocupa una cuarta parte del total del hipotálamo 
e incluye el núcleo preóptico medial, el núcleo preóptico 
periventricular  y el órgano vasculoso de la lámina terminal. 

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. 

                     Medio En el hipotálamo medio se reconocen tres zonas: media basal, 
dorsal y lateral. La zona media basal incluye la eminencia 
media y los núcleos arcuato y ventromedial; lo zona dorsal es 
ocupada completamente por el núcleo dorsomedial; el borde 
de la zona medial y lateral se localiza el núcleo perifornical. 

                     Posterior Representa una pequeña parte del hipotálamo y también se le 
conoce como región premamilar. Incluye los núcleos: 
Premamilar dorsal y ventral, tuberomamilar, supramamilar, 
hipotálamo posterior y núcleo arcuato. 

 Tabla 2. Resumen de la organización del hipotálamo (Silveran, 1994; Palkovits, 2000). 
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encuentran en contacto con la adenohipófisis a través de la comunicación del sistema portal 

y con la neurohipófisis mediante una comunicación neuronal (Caravaca et al., 2003). Las 

hormonas hipotálamicas son transportadas a lo largo de los axones y liberadas en las 

terminales nerviosas dentro del plexo primario de los capilares del sistema de vasos portal 

hipofisarios (Lerner y Urbina, 2008). 

              Los estímulos procedentes del medio ambiente (olfativos, visuales, auditivos y 

táctiles), son recibidos por el sistema nervioso periférico y, al ser transmitidos al hipotálamo, 

provocan que sus neuronas elaboren hormonas liberadoras o inhibidoras (también llamadas 

“Releasing Factors” RF ó “Inhibition Factors” IF) (Caravaca et al., 2003). 

LA HIPÓFISIS 

 

La hipófisis se encuentra localizada encima del hueso esfenoides  y está cubierta por 

un diafragma meníngeo muy rígido. A pesar de que posee un tamaño muy pequeño, esta  

glándula es muy importante en el organismo, ya que secreta diversas hormonas que 

mantienen la homeostasis funcional del cuerpo (Caravaca et al., 2003). 

              La hipófisis está constituida por dos lóbulos, estructural y funcionalmente diferentes. 

Además difieren de su origen embriológico: la neurohipófisis o lóbulo posterior se origina de 

un crecimiento del piso del diencéfalo; mientras que la adenohipófisis o lóbulo anterior se 

desarrolla a partir de la bolsa de Rathke, una evaginación dorsal del techo de la cavidad oral 

(Sanders, 2004). 

                La neurohipófisis se divide en tres regiones: el proceso infundibular, el tallo 

infundibular y, por último, la eminencia  media. La adenohipófisis incluye a la pars intermedia, 

la pars tuberulis y la pars distalis. La pars distalis es la mayor porción de la hipófisis (90%) y 

posee cuando menos cinco tipos de células que secretan hormonas en respuesta a estímulos 

hipotalámicos y periféricos. Las células de importancia funcional para la presente tesis son 

los gonadotropos,  que  constituyen alrededor del 10% del total de la población glandular de 

la adenohipófisis, lugar donde se sintetizan las gonadotropinas (Tabla 3) (Lerner y Urbina, 

2008). 

 



 
 

UNAM | Facultad de Estudios Superiores Zaragoza 
 

22 

 

22 

 

 

 

EL OVARIO 

 

             En los mamíferos los ovarios se presentan como órganos pares, que se localizan 

contra la pared pélvica a cada lado de la cavidad abdominal. Es el órgano primario del 

sistema reproductor, cuyas funciones son  la secreción de hormonas esteroides y la 

liberación de gametos viables para ser fecundados; son regulados por un conjunto de 

señales hormonales que proceden de la hipófisis, los propios ovarios, las adrenales y el timo. 

En el proceso de regulación de las funciones ováricas también participan señales nerviosas y 

neuroendocrinas que se originan en diversas zonas del sistema nervioso central y periférico 

(Yeh et al., 2001).  

          El ovario produce estradiol y progesterona, aunque  también  produce pequeñas 

cantidades de estrona, androsterona, testosterona, 17α-hidroxiprogesterona y varias 

 Hormona Sigla  Función 

Adenohipófisis Hormona del Crecimiento GH Estimula el crecimiento del soma 

 Hormona 
Adenocorticotrópica 

ACTH Estimula la producción de hormonas 
de la  corteza suprarrenal. 

 Hormona Folículo 
Estimulante 

FSH Estimula el crecimiento de folicular 

 Hormona Luteinizante 

 

LH Estimula la producción de hormonas 
(progesterona, estradiol, 
testosterona) y la ovulación. 

 Prolactina PRL Estimula las glándulas mamarias. 

 Hormona Estimulante de 
la Tiroides. 

TSH Estimula la producción de hormonas 
tiroideas. 

 Hormona Estimulante de 
los Melanocitos. 

MSH Estimula la producción de 
melanocitos. 

Neurohipófisis Oxitocina   Estimulación de contracciones en el 
útero durante el parto y producción 
de leche. 

 Hormona Antidiurética ADH Reduce la orina producida 

Tabla 3. Descripción de las diferentes hormonas secretadas por la hipófisis, siglas o 
abreviaturas correspondientes y su función en la hembra (Brow, 1994; Alcaraz, 2001). 
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hormonas no esteroideas, como la inhibina, la relaxina, la activina, la folistatina y algunos 

factores de crecimiento locales. Todos los esteroides ováricos se producen 

fundamentalmente  en los folículos en dos tipos de células (la célula de la teca interna y las 

células de la granulosa)  y en el cuerpo lúteo, derivan del colesterol que se obtiene de tres 

fuentes principales: el colesterol que circula en la sangre, el que se  sintetiza de novo  dentro 

del ovario a partir de la acetilcoenzima-A y el que se libera de los ésteres del colesterol  

almacenados en las gotas lipídicas (Tresguerras y Castillo, 1999). 

Esteroidogénesis 

La fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva de la captación de colesterol 

unido a lipo-proteínas de baja densidad (LDL) que entra a la célula por endocitosis, 

formando gotitas lipídicas de ésteres de colesterol que se hidroliza formando colesterol 

libre, el cual es transportado de la membrana mitocondrial externa a la interna. La etapa 

inicial en la biosíntesis de los esteroides es la transferencia del colesterol al interior de la 

mitocondria, que es realizada por la StAR (proteína reguladora de la estereidogénesis 

aguda). En las membranas miticondriales el colesterol es convertido en pregnenolona por 

la enzima citocromo P450 (20, 22 desmolasa) (Botella, 1995; Yen et al., 2001). Una vez en el 

retículo citoplasmático, la pregnenolona puede ser transformada a progesterona  por dos 

rutas, la ∆4 ó ∆5. En la ruta ∆4 (Fig. 4), la pregnenolona es transformada a progesterona 

por la enzima 3-β-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (3β-HSD). La progesterona es 

convertida a 17α-hidroxi-progesterona P450. La desmolasa (17, 20- esteroide liasa) la 

convierte a androstenediona. Este metabolito es transformado en testosterona por la 

enzima 17-β-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (17β-HSD). Las células teco-intersticiales 

de los folículos son la primera fuente de andrógenos ováricos. Tanto la androstenediona 

como la testosterona pueden ser transformados en las células de la granulosa a estrógenos  

por la enzima P450. En el sistema nervioso central algunas células poseen al complejo 

enzimático de aromatización, por lo que convierte a los andrógenos en estrógenos (Yao y 

Bahr, 1990; Liteack y Schmidt, 2000). 
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En la ruta  ∆5 la pregnenolona es transformada 17 α-hidroxi-pregnenolona por la 

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

dehidro-epiandrosterona (DHEA), está a su vez es transformada a androstenediona por la 

enzima 17β-HSD. A partir de aquí la androsteniona sigue la ruta ∆4 (Yao y Bahr, 1990). 

Foliculogénesis 

La unidad anatómica y funcional del ovario es el folículo, el cual  está formado 

principalmente por el ovocito, las células de la granulosa, las células de la teca y una 

membrana basal. El crecimiento de los folículos y la diferenciación ocurre durante la 

Fig. 4.  Esquema de la esteroidogénesis en el folículo ovárico, célula tecal  y célula de la 
granulosa (Tomado de Botella, 1995). 

Fig. 4. Esquema de la esteroidogénesis en el folículo ovárica, célula tecal  y célula de la 
granulosa (Tomado de Botella, 1995). 
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foliculogénesis (Fig.5). Este proceso finaliza al alcanzar el tamaño y la maduración funcional 

característico de un folículo preovulatorio (Fig. 6) (Spicer y Echternkemp, 1986).  

 

 

 

Folículo Primordial: están formados por el ovocito, rodeado de una 
capa de    células  planas llamadas células pregranulosa.

Folículo Primario: se observa a partir de un incremento en el tamaño 
del ovocito, un cambio en la forma de las células de la granulosas, que 
pasan de planas a cúbicas y finalmente  se comienza a formar la zona 

pelúcida. 

Folículo Secundario: las células cúbicas se multiplican y aparecen 
dos o más capas de estas células. En este momento una red de 

capilares invade la trama fibrosa ubicada entre las células que rodean 
al folículo y constituyen la capa vascular de la teca interna, la cual 

aporta los nutrientes a la membrana granulosa y al ovocito. Por fuera 
de esta capa se encuentra la teca externa rica en tejido conectivo y 

fibroblastos.

Conforme el folículo secundario va creciendo y diferenciándose, 
aparecen espacios entre las células granulosas, consecuencia de la 
secreción líquida por parte de dichas células, llamados cuerpos de 

call-exner. Estos espacios se van uniendo hasta constituir una cavidad 
denominada antro folicular, el cual irá aumentando de tamaño, el 

líquido presente en esta cavidad se le denomina licor folicular. 
Aparece las células de la teca interna y externa.

Folículo Preovulatorio: aparece el cúmulo ovóforo que suspende al 
ovocito.

Fig. 5. Descripción de los cambios en la estructura de un folículo durante su desarrollo  
(Baker, 1982). 
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Fig. 6. Cortes histológicos del desarrollo de un 
folículo ovárico de rata. A, C.-Folículo 
primordial. E.- Folículo primario en el que 
empiezan a distinguirse más capas de células. 
B.- Folículo primario multilaminar. D.- 
Folículo secundario o antral. F.- Folículo 
preovulatorio (Tomado y modificado de 
http://www.uam.es/departamentos/ciencias/biologia/
citologia/practica4.htm). 
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 GnRH y NEURONAS GnRHÉRGICAS 

               En todo el hipotálamo hay células nerviosas peptidérgicas llamadas neuronas 

GnRHérgicas las cuales son células muy especializadas que secretan a la GnRH (Jennes y 

Stumpf, 1980; Gore, 2002). 

Bioquímica y evolución 

La GnRH es un decapéptido cuya secuencia lineal de aminoácidos es la siguiente: 

 

 

   La GnRH se sintetiza como parte de una molécula precursora de mayor peso 

molecular, la que después de acciones enzimáticas, se elimina un péptido (señal) en el grupo 

N-terminal denominado péptido asociado a la GnRH (GAP). Todas las formas del 

decapéptido presentan un pGlu en el grupo N-terminal y una Gly-amida en el grupo C-

terminal, lo que indica la importancia funcional que han tenido las regiones terminales  a lo 

largo de la línea evolutiva (Kronenberg et al., 2009).  

                En los mamíferos se han identificado dos genes que codifican para la síntesis de la 

GnRH (Sherwood et al., 1993; Urbanski et al., 1999). El primer gen codifica una proteína 

precursora de 92 aminoácidos, conocida como GnRH-I; ésta es la que se encuentra en las 

neuronas hipotalámicas (Urbanski et al., 1999). El segundo gen de la GnRH, codifica para la 

GnRH-II, este decapéptido difiere del primero en tres aminoácidos (el número 5, 7 y 8): pGlu-

His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr--Pro-Gly-NH2 (Pawson et al., 2003). Esta última forma de GnRH se 

encuentra en el mesencéfalo, y actúa más como neurotransmisor que como factor de 

liberación hipotalámico (Pawson et al., 2003).  

Estudios filogenéticos indican que la GnRH es una molécula muy antigua y que 

durante la evolución, a partir de un gen ancestral común, se derivaron distintas formas 

moleculares. Hasta hoy se han descubierto 15 formas moleculares de la GnRH  (Montaner et 

al., 2001) 

Fig. 7.  Secuencia de aminoácidos de la molécula GnRH, en letras rojas  se señalan la posición de los 
aminoácidos que no cambian  en las diferentes moléculas de  GnRH (Gore, 2002). 
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             Tanto la GnRH-I como la GnRH-II se encuentran en especies filogenéticamente 

diferentes, desde los peces hasta los mamíferos, lo que sugiere que estas formas múltiples 

de la GnRH se separaron desde las primitivas fases de la evolución de los vertebrados 

(Fernald y White, 1999).  

            El gen que codifica la GnRH-I ha sido aislado originalmente en mamíferos  y presente 

en los humanos. La forma de GnRH-II fue aislada originalmente  del cerebro de gallina y junto 

con la GnRH-I regulan la liberación de las gonadotropinas en las aves. Al parecer, la GnRH-II 

es la isoforma más antigua identificada hasta hoy y la más común entre los vertebrados 

(Montaner et al., 2001). 

              La información obtenida de cDNAs clonados del hipotálamo y de la placenta indica 

cuatro exones. El primer exón consiste de una región 5’- no transcrita que difiere de los DNA 

codificados de la placenta y el hipotálamo. El segundo exón codifica para el péptido señal,  la 

GnRH (10 aa) y los primeros 11 residuos de aminoácidos de GAP. El tercer exón codifica para 

los residuos 12-43 de GAP. El cuarto exón codifica para los 13 residuos de aminoácidos 

terminales del GAP y la restante RNAm no se traduce (Kronenberg et al., 2009). 

Distribución anatómica de las neuronas GnRHÉRGICAS 
 
             Las neuronas que producen la GnRH, tienen su origen embrionario fuera del sistema 

nervioso central, derivan de la placoda olfatoria durante la gestación temprana; dichas 

neuronas migran hacía el hipotálamo junto con o como parte del nervio terminal  a través de 

la lámina cribiforme (Prieto y Velázquez, 2002). 

              Las neuronas GnRHérgicas son células pequeñas, de forma bipolar y fusiforme, con 

finos axones que se proyectan predominantemente a la eminencia media y al tallo 

infundibular (Phoenix y Chambers, 1990). 

Las principales vías de neuronas que sintetizan la GnRH en el sistema nervioso son: la 

septo-preóptico infundibular, la de la región pericomisural, las vías procedente de los 

órganos circunventriculares y las que proyectan a zonas extra hipotalámicas (Gore, 2002). 

             En todas las especies, la vía más importante de fibras GnRHérgicas es la 

septopreóptica–infundibular, la cual es una vía común que participa en la regulación  de la 

función secretora de la hipófisis. Esta vía se conforma de las neuronas GnRH que se localizan 
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en zonas rostrales a la Banda Diagonal de Broca. Este paquete de axones GnRHérgicos se 

bifurca cerca del área preóptica (POA), donde principia el tercer ventrículo. Ambos paquetes 

viajan en la línea media: uno dorsal y el otro ventral a lo largo de la superficie del quiasma 

óptico (Jennes et al., 1985; Silverman, 1994). Los axones de las neuronas GnRH de las zonas 

más caudales y laterales a POA y al hipotálamo anterior  viajan cerca del haz medial del 

cerebro anterior, cerca de la eminencia media, este haz se desvía hacia la zona medial del 

hipotálamo. Estas fibras periventriculares contribuyen a la  inervación de la eminencia medial 

del hipotálamo y quizá a la de estructuras más caudales (Prieto y Velázquez, 2002). 

En la rata, las neuronas GnRHérgicas hipotálamicas se concentran en el área 

preóptica medial, la banda diagonal de Broca, las áreas septales y el hipotálamo anterior 

(Phoenix y Chambers, 1990). 

Los Receptores a la GnRH (RGnRH)  

Efectos de la GnRH en la hipófisis 

 

             Los RGnRH se encuentran exclusivamente en las membranas citoplasmáticas. El 

principal sitio blanco de esta hormona es el gonadotropo de la adenohipófisis. Sin embargo, 

receptores para el decapéptido se han observado en las gónadas de la rata y del humano, en 

la placenta, en el tejido adrenal, en algunos tejidos cancerígenos de mama y en el sistema 

nervioso central (SNC) (Kronenberg et al., 2009). 

          El RGnRH es un receptor de siete dominios transmembranales  acoplado a la proteína G 

(Cheng y Lung, 2005). Existen considerables evidencias in vivo e in vitro de que el número de 

receptores de GnRH presentes en la superficie celular de los gonadotropos está regulado 

por variaciones de la frecuencia de los pulsos GnRH (Katt et al., 1985). La GnRH al unirse  a su 

receptor de membrana en los gonadotropos,  estimula la síntesis y secreción tanto de la FSH 

como de la LH.  Las concentraciones de GnRH están reguladas por neurotransmisores 

(acetilcolina, serotonina, noradrenalina, dopamina), aminoácidos (ácido gama amino 

butírico [GABA], ácido glutámico, aspartato, glicina), opióides, péptidos y hormonas 

esteroides (el estradiol puede provocar tanto supresión como estimulación) las 

gonadotropinas (que provocan supresión) y el calcio y la proteína  cinasa C (que provocan la 

estimulación) (Norris, 1996; Cheng y Lung, 2005). 
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Patrón de secreción. 

             En una serie de experimentos llevados a cabo en el mono Rhesus,  Knobil  (1980) 

estableció que en el hipotálamo medio basal, el sistema neuronal donde interactúa la 

neurona GnRH, se comporta de manera rítmica con pulsos agudos y breves de actividad 

eléctrica.  

            El conjunto de neuronas  GnRHérgicas del hipotálamo que envían sus axones al 

sistema portal de la eminencia media descargan el decapéptido de manera coordinada, 

repetitiva y episódica, por lo que en la circulación sanguínea portal aparecen pulsos 

diferenciados de GnRH (Carmel et al., 1976). El carácter pulsátil de la GnRH ocasiona en la 

hipófisis, la liberación de la LH en pulsos. Animales de experimentación, en los que es posible 

recoger muestras de sangre portal y periférica simultáneamente, se ha demostrado que la 

velocidad de secreción entre los pulsos de GnRH y de LH son 1:1 (Phelps y Hurley, 1999). En 

estudios in vivo o in vitro descubrieron que una frecuencia de pulsos elevada de GnRH 

(intervalo de 30 min), estimula preferentemente la biosíntesis y secreción de la LH, mientras 

que una menor frecuencia de pulsos de GnRH (intervalo de 2 h) estimula  a la FSH (Dalkin et 

al., 1989).                                 
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RECEPTORES A ESTRÓGENOS 

Los  estrógenos realizan sus efectos por medio de la unión con sus respectivos 

receptores. Estos receptores se encuentran localizados en el núcleo y citoplasma de tejido 

mamario, útero, vagina, ovario, testículos, epidídimo, próstata y el encéfalo. (Korach, 1994). 

              El sistema de señalización de los receptores a estrógenos (RE), juegan un papel 

crucial en el desarrollo normal de las funciones de la hembra, en las características sexuales 

secundarias  y en la reproducción (Muramatsu e Inove, 2000). También están implicados en 

funciones del sistema nervioso central, esquelético y sistema cardiovascular (Wantanabe et 

al., 1997). 

               La unión del estrógeno a su receptor provoca la activación de este, mediante 

cambios conformacionales  en su estructura terciaria y cuaternaria. Estos cambios permiten 

que el estradiol unido a su receptor adquiera una alta afinidad a secuencias específicas del 

ácido desoxirribonucleico (ADN). Esta unión regula la transcripción de uno o varios genes 

minutos después de que el estrógeno entre a la célula blanco (Falkenstein et al., 2000). 

             Los factores de transcripción son proteínas que participan en la regulación de la 

transcripción del ADN, las cuales estimulan a la enzima polimerasa del ácido ribonucleico   

que inicie la transcripción de un gen específico; este evento provoca la síntesis de un pre- 

ácido ribonucleico (ARNm) de gran tamaño, que incluye todos los exones en una secuencia 

continua que codifica el producto proteínico respectivo del gen. El pre-ARN es procesado 

por una proteína (denominada empalme) que separa todos los intrones y reúne los exones 

en una secuencia continua que codifica el producto proteínico respectivo del gen. El ARNm 

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

ser codificada en los ribosomas, lo que genera una proteína específica del gen en cuestión 

(Malley y Strott,  2001).  

Los RE están formados por seis dominios, que han sido denominados con las letras de la “A” 

a la “F”, la primera región A/B,   está localizada en el extremo N-Terminal y es conocida como 

activador funcional-1 (AF-1) (uno de los dos factores de transcripción), es la región menos 

conservada entre los distintos receptores nucleares (Fig. 8) (Ignar-Trowbridge et al., 1992; 

Gustafsson y Mathews, 2003). Inmediato a él se encuentra la región de unión al ADN,  el 

dominio C, el cual tiene una región corta de 66-70 aminoácidos, esta región es la más 
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conservada entre los diferentes receptores nucleares y está compuesta por nueve residuos 

de cisteínas que son invariablemente conservados entre los diferentes receptores 

esteroideos, de los cuales, ocho están coordinados alrededor de dos iones  de Zn2+ para 

formar los dedos de zinc,  que permiten al receptor interactuar con el ADN, esta secuencia 

está determinada por la composición de los aminoácidos localizados entre estos dos dedos 

de zinc, conocida como la caja P (P-box) (Freedman, 1992). 

La región D o región de bisagra, permite alterar la conformación de la proteína, participa en 

la unión a la proteína chaperona de golpe de calor hsp 90 (heat shock protein 90), la cual 

permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo. Esta región 

se une al dominio que se va a acoplar al ADN y el dominio donde está el ligando (Freedman, 

1992;  Tsai y O`Malley, 1994). La siguiente  región es el dominio E o dominio de unión al 

ligando (LBD), donde se une la hormona esteroide. A pesar que esta región es conservada 

entre los diferentes receptores a esteroides, es altamente específica para su hormona, es 

decir que el receptor de estrógenos se une al estrógeno con alta afinidad, pero no a otras 

hormonas esteroides. Otras funciones de este dominio incluye la activación de la 

transcripción o AF-2 (activador funcional-2) (Fig. 8) (Freedman, 1992;  Catt, 1999; McDonell, 

2000).  

Fig. 8. Dominios Funcionales del RE (Tomada y modificada http://vitae.ucv.ve). 

 

 

http://vitae.ucv.ve/


 
 

UNAM | Facultad de Estudios Superiores Zaragoza 
 

33 

 

33 

 

Finalmente en el extremo C-terminal se encuentra el dominio F, esta región no es 

muy conservada; es una cadena que contiene 44 aminoácidos y es importante en la 

transcripción, la activación y la represión de anti-estrógenos sintéticos.  En el dominio F se 

asocian  con mayor o menor afinidad antagonistas y agonistas sintéticos, lo que depende del  

tipo de célula y  del ligando. La secuencia en el dominio F inhibe la dimerización que se 

presenta en el dominio E (Montano et al., 1995; Peters y Khan, 1999).      

            El RE fue identificado hace aproximadamente 40 años por Jensen y  Jacob (1962). Ellos 

describieron la presencia de sitios de unión a estrógenos en diferentes tejidos de rata. 

Cuatro años más tarde, Tofk y Gorski  (1966), aislaron por primera vez RE del útero de rata,  

al cual llamaron receptor a estrógenos alfa (REα). En 1996, Kuiper et al,  clonaron un ácido 

desoxi-ribonucleico complementario (ADNc) del receptor a estrógenos  en la próstata de 

rata, al cual denominaron receptor a estrógenos beta (REβ). 

A pesar de su importancia, la función de los estrógenos sobre la neurona GnRHérgica 

no es aún del todo clara. En el 2000,  Hrabovszky et al,  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 que expresan el ARNm para ambos 

tipos de  receptores, pero también se han identificado neuronas que expresan sólo el  ARNm 

para el RE o para el  RE. Mediante la detección del ARNm y la cuantificación de los 

receptores a estrógenos (por la técnica de unión con estrógeno tritiado) en neuronas 

GnRHérgicas (identificadas por inmunohistoquímica), se mostró que las neuronas 

GnRHérgicas del área preóptica contienen el RE  pero no el RE (Shughrue et al., 1998). 

              La expresión de los genes del RE-α y RE-β es diferente en  la porción izquierda y 

derecha de POA-AHA. Cada gen tiene su expresión máxima en diferentes fases del ciclo 

estral. La expresión del ARNm del RE-α en el día del estro presenta su máxima expresión en 

la porción derecha de POA-AHA, a las 17:00 horas, el cual es seguido de un segundo aumento 

de menor magnitud el día del diestro-2 (13:00 h); mientras que la máxima expresión del 

ARNm del RE- ocurre en la porción la izquierdo de POA-AHA en el día diestro-2 a las 13:00 

horas (Arteaga et al., 2005). 
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 En el 2007 Mendoza et al, mostraron por inmuno-histoquímica que el número de 

células inmuno-reactivas (ir) a los REα y β en POA-AHA dependen de la hora y la etapa del 

ciclo. El  mayor número de células (ir) para el REα es mayor a las 09:00 h y 17:00 h y menor a 

las 13:00 h en cada etapa del ciclo. En cambio, el máximo número de células ir-REβ se 

observa a las 13:00 h del proestro y del estro. 

 

                  Aún no es claro el papel que juega el REα y REβ sobre la neurona GnRHérgica;  

Herbison (1998) y Abraham et al., (2003) han propuesto que tanto el REα como el REβ están 

involucrados en los efectos “feedback” inhibitorios de los estrógenos sobre las neuronas 

GnRHérgicas. La  función del estradiol ocurriría por medio de mecanismos transinápticos 

indirectos, dependientes de las células gliales, las cuales expresan el REα (Herbison, 1998). 

                Por medio del uso de ratones “knockout”, en los que el RE  o el REβ se desactivan, 

se ha mostrado que el RE pero no el REβ es necesario para que ocurra el efecto “feedback” 

estimulante de los estrógenos sobre la neurona GnRH. En este modelo experimental y 

mediante el uso de un ligando selectivo para el RE se mostró que este receptor no sólo es 

necesario, sino que es suficiente para estimular la secreción preovulatoria de LH (Rissman et 

al., 1997).  

 

La función de los REα y  REβ de POA-AHA  en la ovulación de la rata  cambia  en cada 

etapa del ciclo y sus efectos dependen del tipo de receptor que se inactive en la porción 

izquierda o derecha de esta zona hipotalámica (Rodríguez, 2010; Galindo, 2011; Vázquez, 

2011).      
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PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA COLINÉRGICO. 

 

             Uno de los primeros  neurotransmisores descritos y clasificados como tal, es la 

acetilcolina (ACh). Se calcula que entre el 5% y el 10% de las sinapsis en el sistema nervioso 

central (SNC) son de tipo colinérgico (Perry et al,. 1999). 

  

 

 

 

 

 

 

La Acetilcolina 

Síntesis  

 La ACh se sintetiza a partir del acetato y colina  tomados de la corriente sanguínea o de la  

recapturada en el espacio sináptico, su síntesis es catalizada  por la enzima colina-acetil-

transferasa (ChAT) (Fig. 9). El mecanismo por el que la colina se transporta a través de la 

membrana es de naturaleza activa y depende del Na+. La colina presente en el espacio 

sináptico es el producto del rompimiento de la acetilcolina por medio de la enzima 

acetilcolinesterasa (AChE)  (Fig. 10) (McMahan, 1992; Alcaraz, 2001;).  La ChAT ha sido 

localizada en el SNC, específicamente donde tiene lugar la síntesis de ACh. La mayor 

actividad de la ChAT ocurre en el núcleo interpeduncular, el núcleo caudado, la retina, el 

hipocampo, la corteza cerebral y las raíces ventrales de la médula espinal. La ACh se sintetiza 

en el soma de la neurona y viaja  a lo largo del axón (Massoulie y Bons, 1982). 

Liberación 

En las terminales colinérgicas,  la  ACh es liberada como resultado de un estímulo nervioso 

que induce el ingreso de Ca+2 a la célula y se acumula en el citoplasma de la neurona; esto 

activa las proteínas contráctiles del citoesqueleto y facilita que la vesícula que contiene la 

ACh, sea llevada  directamente a la membrana presináptica y liberarla por exocitosis al 

espacio sináptico (Südhof, 1995). 

 Fig. 9.  Síntesis y estructura 
química lineal de la 
Acetilcolina (Tomada de 
http://neuroquimicaclinica.b
logspot.mx.) 
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              La neurotransmisión colinérgica concluye con la inactivación de la ACh, que implica la 

hidrólisis del neurotransmisor, en la que la AChE produce colina y acetato. La colina es 

reincorporada al citoplasma por un mecanismo de captación de alta afinidad, para ser 

reutilizada con el ácido acético en la síntesis de ACh. (Fig.9) (Felder, 1995). 

 

             La ACh liberada al espacio sináptico actúa sobre sus receptores, lo que permite 

cambios bioquímicos y eléctricos en  la célula postsináptica (Changeux et al., 1984). 

Receptores colinérgicos 

             La ACh se une a  dos tipos de receptores colinérgicos de membrana: 

1.- Los receptores que permiten la apertura de canales iónicos llamados receptores 

nicotínicos, que generan respuestas rápidas; estos receptores se localizan en los ganglios 

simpáticos, en el SNC y la placa muscular (Cardinali, 1992; Gotti et al., 1997). 

Figura (2). Sinapsis colinérgica  

Fig. 10. Sinapsis de acetilcolina (A/Ch). 
1 La A/Ch se forma a partir de colina y 
acetil CoA, catalizada por la enzima 
colina-acetil-tranferasa (ChAT). 2 En la 
hendidura sináptica la ACh es 
rápidamente degradada por la enzima 
acetilcolinesterasa (AChE). 3 La colina 
es transportada de regreso hacia la 
terminación axónica y  es utilizada para 
formar más ACh (Tomado de 
http://neuroquimicaclinica.blogspot.mx/20
10/08/neurotransmisor-de-la-semana.html). 
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2.-Los receptores muscarínicos que  interactúan con proteínas unidas a nucleótidos de 

guanina (proteína G) (Unwin, 1995). Participan en los efectos de la ACh en las sinapsis post 

ganglionares, en el músculo liso, corazón y glándulas exocrinas; son responsables también 

de parte de los efectos de ACh en el SNC y ganglios autonómicos.  

Por medio de experimentos in vitro y el uso de  animales “Knockout” o por retro-

transcripción de la reacción en cadena de la polimerasa  (RT-PCR)  y cromatografía líquida de 

alta resolución (HPLC), los  receptores muscarínicos se han identificado en varias zonas del 

cerebro como corteza cerebral, cuerpo estriado, hipocampo, tálamo, hipotálamo, cerebro 

medio, médula espinal, cerebelo y cordón espinal (Wei et al., 1994).  

También están presentes es diversos órganos y tejidos como tejido cardiaco, músculo 

liso y glándulas exocrinas. Se han identificado cinco subtipos de receptores muscarínicos, 

identificados como M1, M2, M3, M4 y M5  (Kubo et al., 1986; Bonner et al., 1988).  

              Dos de estos tipos de receptores muscarínicos  se han descrito con base en la  

afinidad por la pirenzepina (antagonista): Los M1,  son de alta afinidad y predominan en el 

cuerpo estriado, el hipocampo y la corteza cerebral; los del tipo M2, son de baja afinidad y se 

localizan en la corteza cerebral (Ashkenazy y Peralta, 1994).  Los M3 y M5  han sido 

identificados por la utilización de [3H]-N-metil-4-piperedil bencilato (Felder, 1995; 

Struckmann et al., 2003).  

         En tanto que el M4 es de alta afinidad a pirenzepina (Felder, 1995; Struckmann et al., 

2003); todos son receptores de membrana con una estructura común, siete dominios 

transmembranales y los extremos tanto amino como carboxilo terminal, dentro y fuera de la 

neurona respectivamente (Duclert y Chengeux, 1995;  Richmond et al., 1999). 

Los receptores acoplados a proteínas G, entre los que se encuentran los 

muscarínicos, pueden ejercer gran variedad de acciones intracelulares, según el tipo de 

proteína G a la que se encuentren acoplados, lo que implica que puedan estimular o inhibir 

respuestas rápidas o lentas, de diversas vías de mensajeros intracelulares o segundos 

mensajeros (Richmond et al., 1999). 
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ATROPINA  (Antagonista muscarínico). 

               Los receptores muscarínicos pueden ser estimulados o inhibidos por fármacos 

específicos, como es el caso de la atropina (ATR), que es clasificada como un fármaco 

antagonista (Tabla 4), es decir bloquea el receptor impidiendo cualquier tipo de acción que 

pueda tener la acetilcolina sobre éste (Velázquez et al., 2008).  

     La ATR actúa compitiendo con la ACh por los cinco receptores  muscarínicos  (M1, 

M2, M3,  M4 y M5). Esta propiedad hace que sus efectos se presenten en el cerebro y en todos 

los órganos inervados por el  sistema nervioso autónomo (SNA) parasimpático (Flórez et al., 

2003). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La ATR es un alcaloide presente en plantas de la familia Solanaceae  Atropa belladona 

y Datura stramonium; químicamente es un éster orgánico formado por el ácido trópico y una 

base orgánica, la atropina, componente farmacológicamente activo. El sulfato de ATR   (Fig. 

 

 Inhibe los efectos de la acetilcolina mediante su unión a los receptores 
colinérgicos muscarínicos en las uniones neuroefectoras del sistema 
nervioso parasimpático, como en los ganglios autónomos y en el SNC. 

 
 Los efectos incluyen taquicardia, dilatación pupilar, inhibición de las 

secreciones exocrinas y relajación del músculo liso (intestinal,  
urinario y bronquial); sobre el sistema nervioso produce una acción 
dual, que consiste en una estimulación seguida de depresión. 
 

 Los efectos adversos consisten en  la exacerbación de los efectos 
farmacológicos: sequedad de boca, fotofobia, visión borrosa, retención 
urinaria. En el SNC se manifiestan como trastornos de atención y del 
estado de ánimo, desorientación, alucinaciones, hipertermia, afasia, 
entre otras. 
 

Tabla 4.  Resumen de los efectos de la atropina (Velázquez et al., 2008). 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
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11) es un fármaco de acción rápida,  absorbida por el tracto gastrointestinal, que  se difunde 

a todos los tejidos, capaz de atravesar las barreras hematoencefálica, placentaria y se le 

encuentra en la leche materna. Tiene una vida media en la sangre  de 2.5 h y se elimina 

durante las primeras 12 h posteriores a su administración. Entre el 55 y 75% de la ATR  

inyectada en el sistema se elimina por la orina sin modificación alguna. El resto, se inactiva 

en el hígado por medio de n-metilación, para hidroxilación y desaminación oxidativa 

(Velázquez et al., 2008). 

 

El sulfato de atropina, es un compuesto 

sintético en forma de cristales incoloros,  es 

inodoro, eflorescente en el aire seco, es decir 

al perder humedad, cambia a un compuesto 

en forma de polvo blanco. El sulfato de ATR  

es una droga que se utiliza para bloquear la 

estimulación nerviosa de los músculos y las 

glándulas. También se utiliza para  aumentar la 

frecuencia cardíaca, reducir las secreciones y 

en el tratamiento de los efectos adversos de  

algunos venenos (Lippincott y Wilkings, 2003). 

 

 

Vías colinérgicas aferentes al hipotálamo y receptores muscarínicos en POA-AHA y 
en el ovario  

             Las neuronas colinérgicas se organizan principalmente como circuitos locales y 

neuronas de proyección. En el cerebro anterior de la rata se han identificado dos vías 

colinérgicas principales (Fig. 12). La vía tegmental dorsal, cuyos somas neuronales 

colinérgicos se localizan en el núcleo cuneiforme de la formación reticulada mesencefálica, 

que proyectan sus fibras hacía el téctum, el área pretectal, los cuerpos geniculados, el 

tálamo y el sistema límbico. La otra vía, la tegmental dorsal, cuyas  neuronas se encuentran 

en la sustancia negra y el núcleo tegmental ventral del cerebro medio y sus fibras nerviosas  

viajan a lo largo del haz tegmental ventral y atraviesan el hipotálamo y el subtálamo hasta 

llegar al tallo cerebral (Nisticó y Müller, 1989). 

 Fig. 11. Estructura química del sulfato de atropina. (Lippincott y 
Wilkings, 2003). 
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 En el núcleo submamilar del hipotálamo se encuentra un núcleo denso de neuronas 

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

acetilcolinerasa-positivas. El área preóptica (POA) lateral es rica en células de este tipo y 

aquellas que se ubican en la porción dorsal del área preóptica envían fibras hacia la 

amígdala, por medio de la estría terminal (Nisticó y Müller, 1989). 

              Experimentos in vitro de POA muestran que existe una relación directa entre la 

concentración de 17 β-estradiol y la proporción de receptores  muscarínicos de alta y baja 

afinidad (Egozi et al., 1986). En esta misma área hipotalámica el número de receptores 

muscarínicos cambia a lo largo del ciclo estral: en la mañana del día del proestro aumenta la 

proporción de sitios de unión de alta afinidad a los agonistas muscarínicos (60%), comparado 

a lo observado en diestro-2 ó en la tarde del proestro (35%). Los cambios significativos en los 

receptores muscarínicos coinciden con el llamado  “periodo crítico”, caracterizado por altas 

Fig. 12. Vías colinérgicas. Las neuronas colinérgicas se agregan en dos regiones  del cerebro 
principalmente: el complejo nuclear basal, que envía axones hacia  el bulbo olfatorio, corteza 
cerebral, el hipocampo, el tálamo y el núcleo  interpeduncular (IPN);  el núcleo tegmental 
pedunculopontino  (PPT)  y  el núcleo tegmental laterodorsal (LDT) de la región tegmental 
mesopontina, que envían axones hacia el tálamo, el bulbo olfatorio y la corteza cerebral  (Tomado de 
Brown, 1994).  
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concentraciones de estrógenos  y un gran número de receptores a estrógenos en POA 

(Egozi y Kloog, 1985). 

El contenido de ACh, y el número y la afinidad de los receptores cambia, durante el 

ciclo estral. En el día del diestro-1  se presentan las concentraciones máximas de ACh  y en el 

diestro-2 las mínimas. Las concentraciones de ACh en POA-AHA presentan diferencias 

asimétricas, en el día del diestro-1 y en el proestro el lado derecho de POA-AHA tiene una 

mayor concentración de ACh que el lado izquierdo. También los receptores presentan 

diferencias asimétricas en la afinidad, es mayor en el lado izquierdo de POA-AHA  en los días  

del estro, diestro-1 y proestro (Cruz et al., 1997). 

 

El ovario también recibe fibras colinérgicas a través del nervio vago. El nervio vago es 

un nervio mixto que contiene en su mayoría fibras de naturaleza parasimpática, así como 

fibras sensoriales y motoras. Este paquete neural transporta ACh, sustancia P (SP) y en 

menor proporción  al péptido intestinal vasoactivo (VIP) y  somatostatina. Los somas de las 

neuronas del nervio vago, se localizan en el ganglio nodoso y en las células ganglionares de 

la raíz dorsal de los segmentos T10 a L2 (Burden et al., 1983). 

En el ovario del humano y la rata, las células de la granulosa sintetizan ACh. En el 

humano, las células de la granulosa expresan receptores M1, y el ovocito expresa  M3. El 

papel de la ACh  en el folículo ovárico se relaciona con la proliferación celular y la 

morfogénesis (Gutkind et al., 1991; Lauder, 1993; Mayerhofer et al., 2002). 

Participación  del sistema colinérgico sobre la ovulación de la rata. 

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

la secreción de gonadotropinas  fueron los experimentos  realizados por Everett, Sawyer y 

Markee (1949)  quienes mostraron que el bloqueo del sistema colinérgico, por la inyección 

subcutánea de ATR  interrumpía  la ovulación.   

Estudios realizados por Everett y Sawyer, en coneja y rata muestran evidencias de la 

participación estimulante del sistema colinérgico en la regulación de la secreción 

preovulatoria de gonadotropinas, durante el día del proestro. En la coneja un animal de 

ovulación refleja, la inyección de ATR administrada después del coito interrumpe la 

ovulación. En la rata, un animal de ovulación espontánea, el mismo tratamiento en la tarde 
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del proestro impide la ovulación esperada en la mañana del estro (Everett et al., 1949 y 

1950). 

Estudios in vitro con células de hipófisis e hipotálamo, muestran que la ACh estimula 

la liberación de la FSH y LH, efecto que es bloqueado por la ATR (Egozi y Kloog, 1985).  La 

liberación preovulatoria de la LH, que ocurre en el día del proestro, es inhibida al activarse 

los receptores nicotínicos, ya que la administración de nicotina durante el periodo crítico del 

día del proestro, inhibe la liberación de LH, pero no la de FSH (Simonovic et al., 1974; Billiar et 

al., 1988).    

En el día del proestro del ciclo estral de la rata, la secreción de la LH y la ovulación 

dependen en parte del sistema colinérgico; Domínguez  et al, (1982), mostraron que el grado 

de participación del sistema colinérgico en la regulación de la ovulación es diferente en cada 

día del ciclo estral, en el día del estro se requiere de 300 mg/kg de sulfato de atropina,  en 

diestro-1 de 100 mg/kg, en diestro-2 de 300 mg/kg y en el proestro de 700 mg/kg para 

bloquear la ovulación. Además, demostraron que el sistema colinérgico no sólo varía con el 

día del ciclo, sino con la hora del día, ya que la proporción de animales que logra ovular al  

administrar de la dosis mínima efectiva (100 mg/kg) es diferente según la hora del día. 

             Ya que el hipotálamo, específicamente el anterior, regula de manera asimétrica la 

secreción de gonadotropinas y la ovulación, Cruz et al, (1989) mostraron mediante la 

colocación de implantes  unilaterales de ATR en POA-AHA, que en el día del estro, la 

señalización de tipo colinérgico muscarínico del lado derecho de esta zona,  es indispensable 

para que se lleve a cabo la ovulación. En el día de diestro-1, la señal colinérgica que se origina 

en ambos lados de POA-AHA estimula la ovulación; mientras que en el día de diestro-2 es la 

señal del lado izquierdo la que regula este proceso. En el día del proestro, el bloqueo  del 

sistema colinérgico muscarínico no altera la ovulación esperada en la mañana del día 

siguiente. 

Villegas et al, (2001) mostraron que la falta de ovulación por el bloqueo del sistema 

colinérgico llevada a cabo en el diestro-1, resulta de la inhibición de la secreción 

preovulatoria de la LH en la tarde del proestro. Efecto que  resulta de modificaciones en la 

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

o LHRH sintética a las 14:00 horas de este día, induce la ovulación en ratas con implante de 
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ATR (Cruz et al., 1992). A su vez, esta modificación en la secreción fásica de GnRH es 

consecuencia de una alteración en el efecto de “feedback” estimulante de los estrógenos en 

el lado derecho de POA-AHA, ya que al restablecer la señal ovárica en el día del diestro-2, 

mediante la inyección subcutánea de benzoato de estradiol, los animales ovulan sólo cuando 

el implante se colocó en el lado izquierdo de POA-AHA, no así cuando se localiza del lado 

derecho (Cruz et al., 1992).  

            Estos resultados llevaron a considerar que el sistema colinérgico en POA-AHA regula la 

síntesis de estrógenos y  la secreción de GnRH, y se concluyó que estos mecanismos de 

regulación son asimétricos, ya que el bloqueo de los receptores muscarínicos de la porciones 

izquierda o derecha de POA-AHA modifican de manera asimétrica la ovulación esperada en 

el día del estro (Cruz et al., 1992),  la unión de la ACh a los receptores muscarínicos del lado 

derecho de POA-AHA estimula la secreción  de la GnRH, las gonadotropinas y la ovulación, 

en cambio la unión de la ACh a los receptores del lado izquierdo de POA-AHA inhibe la 

secreción de GnRH, las gonadotropinas y la ovulación (Cruz et al., 1992).   

 

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

agonista muscarínico [3H]-N-metil-4-piperedil bencilato, cuantificadas por ensayos de 

competencia, muestran que el E2  y la P4,   provocan  disminución en los sitios de unión de alta 

afinidad y en la constante de disociación. Esto muestra una vinculación entre el sistema 

colinérgico muscarínico y los mecanismos por los cuales los esteroides ováricos inducen la 

liberación de las gonadotropinas desde la hipófisis (Sokoiovky et al., 1981).  

 

Experimentos realizados en POA-AHA muestran que el contenido de ACh,  en la 

actividad de la enzima  de síntesis (ChAT), de degradación (AChE) y en el número y la 

afinidad de los receptores muscarínicos cambia  durante el ciclo estral (Egozi et al., 1986; 

Cruz et al., 1997; Sánchez et al., 1994; Merchenthaler et al., 2000). 
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JUSTIFICIÓN 

En la rata adulta,  la  ACh regula de manera estimulante la ovulación, esta función 

depende de la hora del día y de la etapa del ciclo estral que se considere (Domínguez et al., 

1982).  A las 13:00 horas del día del estro se requiere de 300 mg/Kg de peso de sulfato de 

ATR para lograr que ningún animal ovule en el siguiente estro esperado. La administración 

de 100 mg/Kg  a las 09:00 h del estro provoca que el 67 % de los animales ovule, la misma 

dosis inyectada a las 13:00 h no la bloquea. Cuando esta dosis se inyecta a las 17:00 h solo el 

30%  de las ratas ovula  y a las 21:00 h lo hace el 43% (Domínguez et al, 1982). Estos resultados 

muestran que la actividad del sistema colinérgico-muscarínico cambia con la hora del día, lo 

que se refleja en su capacidad reguladora de la ovulación. Por ello se decidió conocer la dosis 

efectiva que a las 09:00 h del día del estro, induce el bloqueo de la ovulación en el estro 

esperado. También analizar los efectos de esta dosis sobre el eje hipotálamo-hipófisis-

ovario, por medio de la cuantificación de la expresión del ARNm de la GnRH, del REα, del 

REβ en POA-AHA, y de la concentración plasmática de estradiol y progesterona, así como de 

la ovulación espontánea. Con finalidad de analizar cuál de los sistemas involucrados en el eje 

hipotálamo-hipófisis-ovario fue alterado por el bloqueó del sistema colinérgico con la DEf, se 

estudio el efecto de la inyección subcutánea de la LHRH, de gonadotropina coriónica 

humana (hCG) y de  benzoato de estradiol (BE) en la ovulación. 

 

 

 

 



 
 

UNAM | Facultad de Estudios Superiores Zaragoza 
 

45 

 

45 

 

HIPÓTESIS 

Dado que la ACh regula de manera estimulante la ovulación, pero esto depende de la hora 

del día y de la fase del ciclo estral en la que se encuentre la rata hembra adulta, entonces, el 

bloqueo de los receptores muscarínicos a la 9:00 h del día de estro afectará la ovulación de 

manera diferente a la observada previamente a las 13:00 y 17:00 h. Además, la dosis efectiva 

para bloquear la ovulación en el 100% de los animales también será diferente. 

OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los efectos del bloqueo de los receptores muscarínicos, a las 09:00 horas de la fase 

del  estro sobre el eje hipotálamo-hipófisis-ovario. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

 Conocer la dosis efectiva (DEf) de sulfato de ATR  administrada a la 9:00 horas en 

el día del estro, que provoque el bloqueo de la ovulación al estro esperado en el 

100% de las ratas inyectadas. 

 

 Estudiar los efectos de la DEf sobre la secreción preovulatoria de estradiol (E2) y 

progesterona (P4) a las 13:0 h del diestro-2, 11:00 h del proestro y 9:00 h del estro. 

 

 Analizar los efectos de la DEf sobre la expresión del ARNm de la GnRH y de los 

RE y RE en el lado izquierdo y derecho de POA-AHA a las 13:00 h de diestro-2 y 

11:00 h del proestro. 

 

 Analizar los efectos en la ovulación del reemplazo de la señal preovulatoria 

hipotalámica, por la inyección de LHRH-sintética, la señal hipofisaria mediante la 

inyección de hCG y de la señal ovárica BE en ratas inyectadas con la DEf. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron ratas hembras adultas, vírgenes, cíclicas, de la cepa CIIZ-V mantenidas en 

condiciones controladas de iluminación (luz encendida de 5:00-19:00 h), a temperatura de 

22°C,  con libre acceso al alimento (Harlan) y al agua. El estudio del ciclo estral se realizó 

mediante la toma diaria de frotis vaginales, sólo se utilizaron animales que mostraron  al 

menos dos ciclos consecutivos de cuatro días de duración.  

DETERMINACIÓN DE LA DOSIS EFECTIVA DE SULFATO DE ATR  NECESARIA PARA 
BLOQUEAR LA OVULACIÓN 

Para identificar la DEf de sulfato de ATR  que en el día del estro bloqueara el 100% de 

los animales tratados, se conformaron siete grupos experimentales para lo cual a las 09:00 h 

del estro vaginal, los animales fueron asignados al azar: 

 

 

 

            Todos los animales inyectados se sacrificaron por decapitación a las 10:00 h del estro 

esperado, se colectó la sangre del tronco y se dejó a temperatura ambiente durante 15 

minutos,  posteriormente se centrifugó a 3000 r.p.m  durante 15 minutos. El sobrenadante 

(suero) se colectó  y se distribuyó  en alícuotas de 300 µL, las cuales se depositaron en tubos 

Grupo              Inyección subcutánea a las 09:00 h del estro   Día sacrificio 

Intactas     

n=8 

 

    Estro vaginal 

Vehículo 

(VHC) 

(n=31) 

0.650 mL  

Agua 

(n=9) 

0.200 mL 

Agua 

(n=9) 

0.650 mL 

Agua 

(n=6) 

0.500 mL 

Agua 

(n=7) Estro esperado 

Sulfato de 

ATR (n=32) 

 

100 mg/kg 

(n=8) 

 

300 mg/kg 

(n=8) 

 

500 mg/kg 

(n=8) 

 

700 mg/kg 

(n=8) Estro esperado 

Tabla 5. Organización de grupos experimentales, volúmenes de agua inyectada para los grupos vehículo 
(VHC),  dosis de sulfato de atropina. 

 Agua desmineralizada, pH=6, conductividad eléctrica=  2  µOms,  marca  Thiessier 
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eppendorf de 1.5 ml, que  se almacenaron  y se mantuvieron a  -4°C, hasta la cuantificación de  

las concentraciones de estradiol y progesterona por   radioinmunoanálisis (RIA).  

 En el día de la necropsia, se procedió a extirpar los ovarios y el útero, a cada órgano 

se le eliminó la grasa circundante  fueron pesados en una balanza analítica (ESJ SERIES 

ESJ200-4). Previo al pesado de cada ovario se separó el oviducto para contar el número de 

ovocitos liberados, bajo el ocular de un microscopio estereoscópico (Olympus SZ2-LGCL). 

ANÁLISIS DE LA DEf  SOBRE LA SECRECIÓN PREOVULATORIA DE ESTRADIOL Y 
PROGESTERONA 

 Grupos de 9 ratas  inyectadas con la DEf de ATR, fueron sacrificados a las 13:00 horas 

del  diestro-2, 11:00 horas del proestro, y 9:00 horas del estro esperado, con la finalidad de 

cuantificar la concentración de estradiol y progesterona. 

Cuantificación de hormonas esteroides 

Las concentraciones séricas de P4  y E2 fueron cuantificados con un estuche comercial 

marca Coat-A-Count (Diagnostic Product, Los Angeles, CA, USA), que contiene tubos de 

polipropileno impregnados con anticuerpo de coneja,  viales  de hormona marcada (125 I-

Progesterona ó  125 I- Estradiol) y calibradores para establecer la curva patrón para cada 

hormona (P4:0.00, o.02, 0.1,0.5, 2.0, 5.00, 10.00, 20.0, y 40 ng/ml; E 2 : 0.0, 10.0, 20.00, 50.0, 

150.0, 250.0, 500.0, y 900.0 pg/ml). A cada tubo se le adicionaron 100 µL del suero problema  

más 100 µL de la hormona  marcada (125 I-Progesterona o 125 I- Estradiol). Los tubos se 

agitaron durante un minuto y se incubaron a temperatura ambiente durante tres horas.  

Posteriormente se decantaron y se limpiaron por la parte externa del tubo, finalmente con 

la ayuda de un contador de centello Gama (modelo Cobra 5005, PackardTM),  se cuantificó la 

cantidad de hormona problema.  Los datos  de la concentración de P4 se expresaron en 

ng/ml y  los de E2 en pg/ml. 

ANÁLISIS DE LA DEf  SOBRE LA EXPRESIÓN DEL ARNm DE LA GnRH Y DE LOS REα Y 
REβ EN EL LADO IZQUIERDO Y DERECHO DE POA-AHA 

Grupos de 9 ratas  inyectadas con la DEf de ATR, fueron sacrificados a las 13:00 horas del  

diestro-2 y 11:00 horas  del proestro, con la finalidad de cuantificar la expresión del ARNm  

de la GnRH, del REα y del REβ en los lados izquierdo y derecho de POA-AHA. 
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Extracción de POA-AHA 

Para obtener POA-AHA se extrajo el cerebro entero y se enjuagó con solución salina 

estéril fría y por la técnica de Palkovits (1973), se procedió disectar POA-AHA,  para lo cual se 

utilizó material de disección limpio y estéril. Una vez que se obtuvo POA-AHA se procedió  a 

dividir la parte izquierda y derecha. Cada fragmento de tejido se depositó en el tubo de 

ensayo nuevo y estéril etiquetado para cada porción hipotalámica correspondiente,  que 

contenían TRIzol para la extracción inmediata del ARN total, en cada tubo de ensayo se  

colocaron los fragmentos hipotalámicos de tres animales. De tal forma que la cuantificación 

de la expresión de cada ARNm analizado se llevó a cabo en 3 tubos con tejido de POA-AHA 

izquierda y 3 con derecho con la finalidad de tener 3 datos experimentales. 

Extracción de ARN total de POA-AHA izquierda y derecha 

               Los tubos de ensayo con los fragmentos de POA-AHA y TRIzol a 4°C se 

homogenizaron  con la ayuda de un Polytron, modelo PT-MR 3100 (Kinematica AG, Littau, 

Suiza). Una vez homogenizados se transfirió el contenido a tubos eppendorf de 1.5 ml 

nuevos y estériles. Posteriormente se le agregaron 250µL de  cloroformo, se taparon los 

tubos, y se agitaron manualmente durante aproximadamente 30 segundos: Los tubos se 

mantuvieron  en hielo por 5 minutos, posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm a 4°C 

durante 15 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior compuesta por fenol: 

cloroformo (que contenía el ADN y las proteínas) y la porción superior acuosa incolora (con  

el ARN).  

Obtención de la Pastilla 

La fase acuosa se transfirió a otro tubo eppendorf nuevo y estéril. Una vez 

transferido se agregó un volumen igual de isopropanol para precipitar el ARN, la muestra se 

mantuvo en congelación a -4°C durante 24 horas. Posteriormente se centrifugaron las 

muestras durante 15 minutos  a 12000 rpm a 4°C,  el ARN se precipitó formando una pastilla 

blanca amarillenta, se removió el sobrenadante y se lavaron las pastillas con etanol al 80%. 

Después  se centrifugaron nuevamente a 12000 rpm a 4°C durante 8 minutos. Una vez  

centrifugadas las muestras, se extrajo el sobrenadante de la pastilla de ARN. Los tubos con 

la pastilla se colocaron en sentido inverso sobre una gasa estéril y se dejó a temperatura 

ambiente hasta que el alcohol con el que se enjuagó la pastilla se evaporó. A cada tuvo se le 

adicionaron  30 µL de agua inyectable y fue congelado a -70° C.  
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Lectura de ARN 

Las muestras se leyeron en un espectrofotómetro (BOECO, modelo S-30) a una 

longitud de onda de 260 nm-280 nm. Se tomó una alícuota de 2 µL de cada muestra, a la que 

se le agregaron 98 µL de agua inyectable. Con las lecturas de absorbancia se procedió a 

calcular la cantidad de ARN por medio de la siguiente fórmula: 

 

 

 

 

 

Para obtener el ARN complementario (ARNc), se realizó la retro-transcripción del ARN total 

(RT). El control negativo consistió  de una muestra de agua que sustituyó al ARN. 

 Retro-transcripción de la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

Para la realización del RT, en un tubo eppendorf se disolvieron 2 µg del ARN total, en 

7µl de la mezcla de retrotranscripción (Tabla  6)  y agua estéril, cada muestra se colocó en un 

termociclador de gradientes  (Tabla 8) (marca Eppendorf Scientific lnc, Alemania). Después 

de la retro transcripción  a las muestras obtenidas se les agregó 6.5 µL de un coctel de 

reactivos (Tabla 7),   para realizar la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  A 

través de la cual se amplificó un fragmento de 250 pares de bases (pb)del gen de la GnRH, 

de  337 (pb) para el REα y de 301 (pb) para el REβ, se utilizó un fragmento de 200 (pb) de  

GAPDH (Glyceraldehydo, 3-phosfato, Dehydrogenasa),  como gen control interno. 

 

 

 

 

 

                               

                                  (Abs a 260 nm)(40µg/µl)(A)        10 

                            1000 µl 

                            B 

A= Cantidad en la que se diluyó 
B=Cantidad de la muestra que se diluyó  

Cantidad de 
ARN total = 
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Reactivo 

 
Volumen /1 RX 

Buffer 5x 2 µl 

DTT 1 µl 

(Desoxiadenocina  trifosfato) d ATP 0.5 µl 

(Desoxicitidina trifosfato) d CTP 0.5 µl 

(Desoxiguanocina trifosfato) d GTP 0.5 µl 

(Desoxitimidina trifosfato) d TTP 0.5 µl 

Oligo Dt 0.5 µl 

(Virus Moloney de la Leucemia 

Murina)RT-M-MLV 
0.5 µl + 0.5 µl H2O 

H2O 

Volumen Total 

0.5 µl 

7 µl 

 

Reactivo 

 
Volumen /1 RX 

Buffer 10x 0.5 µl 

MgCl2 2.5 µl 

d ATP 0.5 µl 

d CTP 0.5 µl 

d GTP 0.5 µl 

d TTP 0.5 µl 

Oligo1 2.0 µl 

Oligo2 2.0 µl 

Taq polimerasa 0.5 µl 

H2O 26 µl 

Tabla 6.  Reactivos que conforman la mezcla de 
retro-transcripción. 

Tabla 7. Reactivos utilizado para  la mezcla para  el 
PCR. 

 



 
 

UNAM | Facultad de Estudios Superiores Zaragoza 
 

51 

 

51 

 

 

El PCR se realizó en un termociclador  de gradientes (marca Eppendorf Scientific Inc, 

Alemania),  a las temperaturas y ciclos que se muestran en la Tabla 9 (Arteaga et al., 2005).  

 

 

 

Una vez obtenidos los productos del PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2%, 

preparado con TBE al 1% (Tris Boratos EDTA) y teñido con bromuro de etidio, fue preparado 

de la siguiente manera: En un matraz Erlenmeyer se agregó 1 gr de agarosa, adicionando 50 

ml de una solución Buffer de TBE 1 x que se calentó en horno de microondas (marca Pelco 

3400, series Laboratory Microwave Oven) durante 1 min, hasta su completa disolución. 

Cuando la solución de agarosa alcanzó una temperatura de ±37°C, se agregaron 2.5 µL de 

bromuro de etdio. Agitando el recipiente en forma circular, se mezclaron los diferentes 

componentes, evitando la formación de burbujas en la solución. El gel se vertió lentamente 

en la cámara de electroforesis horizontal (Horizon 11-14. Life Technologies, Gibco BRL, USA) 

por uno de sus extremos, con una punta de micro-pipeta limpia y estéril se retiraron las 

burbujas y se dejó polimerizar la agarosa. 

Gen Secuencia sentido 
Secuencia 

antisentido 

Temperatura 

(°C) 
Ciclos 

GnRH 
CAA  CCC  ATA  GGA 

CCA  GTG  CTG  G 

CAC  TAT  GGT  CAC 

CAG  CGG  GG 
53.0 32 

Reα 
TTC  ACA  CCA  AAG 

CCT  CGG  G 

TGC  AGC  AGC  ATC 

AGC  GGA  C 
64.2 32 

Reβ 
TCC  CGG  CAG  CAC 

CAG  TAA  C 

CCC  AGA  TGC  ATA 

ATC  GCT  GC 
55 32 

GAPDH 
GAT  TTG  GGC  GCC 

TGG TCA  CC 

CGC  TCC  TGG  AAG 

ATG  CTG  ATG 
55.1 32 

Tabla 8. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para la retro-transcripción, así como las temperaturas y 
ciclos utilizados para la técnica de PCR. 
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Para la corrida de las muestras, se llenó el tanque de la cámara de electroforesis con 

buffer TBE 1x. Se conectaron los electrodos de la cámara a la fuente de poder, se graduó el 

voltaje a 100V y se dejaron correr las muestras. Las bandas resultantes del corrimiento de las 

muestras en los geles se observaron en un trans-iluminador de luz ultravioleta. Las 

fotografías del gel fueron tomadas con una cámara Kodak EDAS 216. Las bandas se 

analizaron por medio del Sistema de Análisis Logic GEL 112. 

ANÁLISIS DE  LOS EFCTOS EN LA OVULACIÓN DEL REEMPLAZO DE LA SEÑAL 
HIPOTÁLAMICA, HIPOFISIARIA Y OVÁRICA 

Para analizar los mecanismos endocrinos que provocaron la falta de ovulación por la 

inyección de subcutánea de la DEf de sulfato de atropina, sobre el eje hipotálamo-hipófisis-

ovario, fue necesario realizar tres grupos experimentales: 7 animales para cada tratamiento 

hormonal, tomados al azar, fueron inyectados a las 09:00 h del estro vaginal con la DEf y 

fueron tratados como se muestra en la tabla 10:  

 

 

 

 Análisis Estadístico 

Los resultados del número de animales que ovularon del total de los tratados en ese 

grupo experimental se analizaron por medio de la prueba de la Probabilidad Exacta de 

Fisher. Los resultados del número de ovocitos liberados se analizaron por la prueba de 

Kruzkall-Wallis seguida de la prueba Dunn. Mientras que los datos del peso de los ovarios, 

Grupo Tratamiento 
Día y hora 

del tratamiento 
Día sacrificio 

Señal hipotalámica 3.7 µL LHRH 
14:00 h del Proestro 

esperado 

Estro esperado        (20 h 

post- inyección)  

Señal ovárica 
25 u.i 

de hCG 

14:00 h del  Proestro 

esperado  

Estro esperado       (20 h 

post inyección)  

Señal hipofisaria 10 µg BE 
14:00 h del  diestro-2 

esperado 

Estro esperado        (44 h 

post-inyección) 

Tabla 9.  Tabla donde se muestran las  señales endócrinas reemplazadas, las dosis utilizadas,  
hora y día del tratamiento,   y  el día del sacrificio (Humphrey et al., 1973).  
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del útero, de las concentraciones séricas de las hormonas y de la expresión relativa del 

ARNm para REα, REβ, y de la GnRH fueron analizados mediante la prueba de análisis de 

varianza múltiple (ANDEVA), seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se 

compararon dos grupos, el análisis se realizó por medio de la prueba de “t” de Student ó de 

“U” Mann-Withney. En todos los casos se aceptaron como significativas aquellas diferencias 

en las que la probabilidad fue ≤ 0.05. 
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RESULTADOS 

EFECTOS DE LA DEf 

Porcentaje de Animales Ovulantes 

          La inyección subcutánea de cada uno de los vehículos no modificaron  el porcentaje de 

animales que ovularon con respecto al grupo de ratas intactas sacrificadas a las 09:00 horas 

del estro vaginal (100 mg/kg: 8/9;  300 mg/kg: 8/9;  500 mg/kg: 6/6 y 700 mg/kg: 6/7 vs. 8/8). 

Por lo que se conjuntaron los datos para formar un solo grupo vehículo  

La inyección de 300 mg/kg y 500 mg/kg  de sulfato de ATR disminuyó el porcentaje de 

animales ovulantes con respecto al grupo vehículo. Mientras que con 700mg/kg ningún 

animal ovuló, por lo que ésta fue la DEf para bloquear la ovulación a las 09:00 horas del estro 

(Fig.13). 

 

*  p<0.05 vs. VHC (prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher). 

 

Fig. 13. Porcentaje de animales que ovularon al estro esperado después de la inyección subcutánea  
del vehículo (VHC) o de  100 (ATR 100), 300 (ATR 300), 500 (ATR 500)  y 700 (ATR 700) mg/Kg peso 
de  sulfato de atropina a las 09:00 h del estro. La dosis efectiva corresponde a 700 mg/Kg peso 
corporal. 
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* p< 0.05 vs vehiculo (Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueva de Dunn).

NÚMERO DE OVOCITOS LIBERADOS. 

La inyección del  vehículo no provocó modificaciones en el número de ovocitos 

liberados con respecto a los animales intactos (ovario izquierdo: 4.4 ± 0.8 vs. 3.9 ± 0.7; 

ovario derecho: 4.8 ± 1.1 vs.  3.6 ± 0.57; total de ovocitos: 9.2 ± 1.3 vs. 7.5 ±  0.9).      

          Las ratas inyectadas con 100 mg/kg de sulfato de ATR en día del estro y sacrificadas en 

el estro esperado, liberaron un mayor número de ovocitos del ovario derecho que el grupo 

inyectado con el vehículo. Este efecto se reflejó en aumento del número de ovocitos 

liberados por ambos ovarios (Fig. 14). 

Como se muestra en la Fig.14, con la dosis de 500 mg/kg, el único animal que ovuló liberó 

seis ovocitos del ovario izquierdo, ocho del ovario derecho, lo que hizo un total de 13 

ovocitos liberados por ambos ovarios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Efecto de la inyección subcutánea del vehículo (VHC) o de 100 (ATR 100), 300 (ATR 300) y 500 
(ATR 500)  mg/Kg peso de  sulfato de atropina a las 9:00 h  del estro, sobre el número de ovocitos 
liberados  en el día del estro esperado. 
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PESO DE LOS OVARIOS Y DEL ÚTERO. 

              No se observaron cambios en el peso del ovario izquierdo, derecho o en la masa 

ovárica de los animales inyectados con el  vehículo o con  el sulfato de ATR (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Efecto de la inyección subcutánea del vehículo (VHC) o de 100 (ATR 100), 300 (ATR 
300), 500 (ATR 500) y 700 (ATR700)  mg/Kg peso de  sulfato de atropina a las 9:00 h del  
estro, sobre el peso del ovario izquierdo, derecho  y de la masa ovárica. Los resultados se 
expresan como la media ± e.e.m. 

Ninguno de los tratamientos  modificó el peso del útero  (Fig.16). 

 

 Fig. 16. Efecto de la inyección subcutánea del vehículo (VHC) o de 100 (ATR 100), 300 (ATR 
300), 500 (ATR 500) y 700 (ATR 700)  mg/Kg peso de  sulfato de atropina a las 9:00 h del 
estro, sobre el peso del útero. Los resultados se expresan como la media ± e.e.m. 
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Efecto de la inyección de la DEf  (700 mg/kg) de sulfato de atropina sobre la 
concentración sérica de progesterona y estradiol.  

  Con respecto al grupo de animales intactos, la inyección del vehículo incrementó la 

concentración de P4 en la  mañana del estro esperado. La inyección de sulfato de ATR 

incrementó la concentración sérica de P4 a las 13:00 h del diestro-2 y a las 11:00 h del proestro 

con respecto al grupo inyectado con el vehículo. (Fig.17). Los cambios observados en la 

concentración de estradiol ocurrieron en la mañana del proestro (11:00 h).  La inyección del 

vehículo la incrementó,  mientras que el sulfato de atropina la disminuyó (Fig.18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. Efecto de la inyección subcutánea de vehículo (VHC) o  de 700 kg/kg de sulfato de atropina 
(ATR)  a las 9:00 h  del  estro, sobre la concentración sérica de progesterona cuantificada a las 13:00 h 
del diestro-2, 11:00 h del proestro y 09:00 h del estro esperado. Los resultados se expresan como la 
media ± e.e.m. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. Efecto de la inyección subcutánea de vehículo (VHC) o de 700mg/kg sulfato de atropina (ATR)  
a las 9:00 h  del día estro, sobre la concentración sérica de estradiol cuantificadas  a las 13:00 h del 
diestro-2, 11:00 h del proestro y 09:h del estro esperado. Los resultados se expresan como la media ± 
e.e.m. 
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Efectos de la inyección de la DEf de sulfato de atropina a las 9:00 h del día del estro 
sobre la expresión relativa de ARNm del REα en POA-AHA izquierda y derecha. 

        En el grupo de animales sin tratamiento sacrificados a las 13:00h del diestro-2, la 

expresión del ARNm para el RE en el lado izquierdo de POA-AHA es significativamente 
mayor que a las 11:00 h del proestro. Esta diferencia no se observó en el lado derecho de 
POA-AHA (Fig.19).  A esta misma hora, la expresión del ARNm  para este receptor es 
menor en el lado derecho  que en   izquierdo, pero a las 11:00 h del proestro ocurre lo 
contrario, es decir, hay más ARNm del lado derecho que del lado izquierdo (Fig. 19). 

 Con respecto a los animales intactos, la inyección del vehículo provocó  aumento 

del ARNm del RE en POA-AHA  derecha a las 13:00 h del diestro-2. El mismo efecto 
resultó  a las 11:00 horas del proestro en ambos lados de POA-AHA. 

Por el contrario, la inyección subcutánea de sulfato de atropina siempre disminuyó la 

expresión del ARNm del RE (Fig.19). 

 

Fig. 19. Media y e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para el REα, en el lado izquierdo 
o derecho de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 ó a las 11:00 h del proestro, en ratas 
hembras adultas intactas ó tratadas con vehículo (VHC) o con 700 mg/kg peso de sulfato 
de atropina (ATR) a las 9:00 h del estro 
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• p<0.05 vs. Intacto en diestro-2 del mismo lado de POA-AHA;  p<0.05 vs.  Intactas de POA-AHA izquierda;       

*  p< 0.05 vs. Intactas;  p<0.05 vs. Vehículo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey). 



 
 

UNAM | Facultad de Estudios Superiores Zaragoza 
 

59 

 

59 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

Diestro-2 13:00 h Proestro 11:00 h Diestro-2 13:00 h Proestro 11:00 h

E
x

p
re

si
o

n
 R

e
la

ti
v

a
 d

e
  A

R
N

m
R

E
β

/G
A

P
D

H

INTACTAS

VHC

ATR

POA-AHA Izquierda POA-AHA Derecha

•

*






 

Efectos de la inyección de la DEf (700 mg/kg) de sulfato de atropina a las 9:00 h del 
día del estro sobre la expresión relativa de ARNm del REβ en POA-AHA izquierda y 
derecha. 

En el grupo de animales sin tratamiento sacrificados a las 13:00h del diestro-2, la 

expresión del ARNm para el RE en el lado izquierdo de POA-AHA es significativamente 
mayor que a las 11:00 h del proestro. Esta diferencia no se observó en el lado derecho de 
POA-AHA (Fig. 20).  

En general, la inyección del vehículo no modifico la expresión del ARNm del REβ excepto 
en la mañana del proestro  que resultó en el aumento del lado izquierdo de POA-AHA.  La 
administración del sulfato de atropina provocó disminución de la expresión del mensajero 
de este receptor en el lado izquierdo de POA-AHA  a las 13:00 h del diestro-2 y el aumento  
a  las 11:00h del proestro en ambos laos de POA-AHA (Fig. 20). 

 

 

 

Fig. 20. Media y e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para el RE-β, en el lado izquierdo 
o derecho de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 ó a las 11:00 h del proestro en ratas 
hembras adultas intactas ó tratadas con vehículo (VHC) o 700 mg/kg peso de sulfato de 
atropina (ATR) a las 9:00 h del estro. 

 

• p<0.05 vs. Intacto en diestro- 2 del mismo lado de POA-AHA;  *  p< 0.05 vs. Intactas;  p<0.05 vs. Vehículo 

(ANDEVA seguida por la prueba de Tukey). 
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Efectos de la inyección de la DEf (700 mg/kg peso) de sulfato de atropina a las 9:00 
h del día del estro, sobre la expresión relativa de ARNm del GnRH en POA-AHA 
izquierda y derecha. 

En el grupo de animales intactos, sacrificados a las 13:00h del diestro-2, la expresión del 
ARNm para la GnRH el de POA-AHA izquierda es  mayor en que a las 11:00 h del proestro;  
diferencia que no se observó  POA-AHA derecho (Fig.21). Cuando  los animales se 
sacrificaron a  las 11:00 h del proestro, la expresión  del gen fue mayor en el lado derecho 
de POA-AHA que en el izquierdo (Fig.21).   

La inyección del  vehículo incrementó la expresión del ARNm de la GnRH en POA-AHA 
izquierda, cuando los animales se sacrificaron a las 11:00 horas del proestro.  

La inyección del sulfato de atropina resultó en el incremento de la expresión génica en 
POA-AHA izquierda.  (Fig.21). 

 

 

   

Fig. 21. Media y e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para la GnRH, en el lado 
izquierdo o derecho de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 ó a las 11:00 h del proestro en 
ratas hembras adultas intactas ó tratadas con vehículo (VHC) o 700 mg/kg peso de  sulfato 
de atropina (ATR) a las 9:00 h del estro. 
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• p<0.05 vs. Intacto en diestro-2 en el mismo lado de POA-AHA; p<0.05 vs. Intacto de POA-AHA izquierda;            

*  p< 0.05 vs. Intactas;  p<0.05 vs. Vehículo (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).   
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Efectos del Reemplazo de las señales hipotálamicas, hipofisaria y ovárica en 
animales inyectados con la DEf (700 mg/kg peso) de sulfato de atropina.  

El reemplazo de la señal hipotalámica, por la inyección subcutánea de LHRH, no indujo la 
ovulación en los animales inyectados con 700 mg/kg de sulfato de atropina. En cambio, el 
reemplazo de la señal hipofisaria, por la inyección de hCG,  indujo la ovulación en el 75% de 
los animales tratados. El reemplazo de la señal ovárica por la inyección de BE, provocó la 
ovulación solo en el 14 % de los animales (Fig.22).  

 

 p <0.05 vs. ATR (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fhisher). 

Fig. 22. Efecto  de los diferentes reemplazos  hormonales sobre la ovulación de las ratas 
tratadas con 700 mg/kg peso de sulfato de atropina  a las 9:00 h del estro. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Domínguez et al. (1982) mostró que la dosis necesaria para bloquear la ovulación a las 

13:00 h del estro es de 300 mg/kg. En cambio, a las 9:00 h  de este día del ciclo,  es necesario 

administrar 700 mg/kg  para bloquear la ovulación,   es decir 400 mg/kg más que  lo reportado 

por Domínguez et al., 1982;  lo que  confirma que el sistema colinérgico regula de manera 

estimulante la ovulación y que la actividad de este sistema de neurotransmisión cambia con la 

hora del día.   

La falta de ovulación por la ausencia del estímulo generado por la ACh  es resultado de la 

disminución de la expresión del ARNm del RE, pero del  aumento en la expresión del RE en 

ambas porciones de POA-AHA a las 11:00 h del proestro. Por medio del estudio del reemplazo de 

la señal hipotalámica,  hipofisaria  y ovárica, llegamos a la conclusión que a las 09:00 h del estro, 

la ACh unida a los receptores muscarínicos estimula la respuesta de la hipófisis a la GnRH y 

como consecuencia se  induce la ovulación.  

Los resultados obtenidos con la administración de las diferentes dosis de ATR sobre el 

porcentaje de animales ovulantes nos lleva a plantear que a las 09:00 h del día del estro, la 

actividad del sistema colinérgico-muscarínico, relacionado con los mecanismos 

neuroendocrinos centrales y periféricos que inducen la ovulación es mayor que lo previamente 

reportado por  Domínguez et al. (1982) para las trece h. El hecho de que con 100 mg/Kg de ATR 

no se lograra bloquear la ovulación implica que la cantidad de  moléculas de ACh era mayor que 

las de ATR administradas, por lo que no se bloquearon en su totalidad los receptores 

muscarínicos disponibles en ese momento. Ya que conforme se fue aumentando la dosis de 

ATR, también fue aumentando la cantidad de animales que no ovularon, pone de manifiesto 

que a las 09:00 h de este día del ciclo la cantidad de  ACh,  de  receptores muscarínicos ó su  

afinidad  es mayor que en los otros días del ciclo como lo propone Domínguez et al, (1982), pero 

semejante a el día del proestro (Everett et al, 1949). Previamente se ha mostrado que la 

cantidad de ACh, el número de receptores y la afinidad a la  N-metil-escopolamina tritiada en 

POA-AHA  cambia con la hora del día y la etapa del ciclo estral (Cruz et al., 1997).  
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La ausencia de ovulación por la inyección de la DEf  de ATR puede ser explicada por 

diferentes mecanismos:  

 La modificación en el patrón de liberación de la GnRH, es decir, disminución en la 

frecuencia de los pulsos, lo que se tradujo en la secreción preponderante de FSH y no de 

LH. En estudios in vitro con células de la hipófisis de rata y de la línea celular LβT2 se 

mostró que la adición de GnRH cada dos horas al medio de cultivo estimula la síntesis del 

ARNm de la cadena β de la FSH (FSH-β), en cambio cuando la GnRH se adiciona cada ½ 

hora se induce la síntesis del ARNm  de la cadena β de la LH  (LH-β)   (Kyeong-Hoon y 

Kaiser, 2006).  Esta hipótesis es apoyada por los resultados obtenidos con el remplazo 

de LHRH-sintética a las  14:00 h del proestro, ya que los animales inyectados con los 700 

mg/kg pesos de  sulfato de ATR  no ovularon. 

 

 Una alteración en la respuesta de la hipófisis a la GnRH, ya que la inyección de hCG a las 

14:00 h del proestro esperado indujo la ovulación en el 75% de los animales tratados. En 

concentraciones fisiológicas, la GnRH estimula la expresión del gen y el número de 

receptores a  GnRH en la hipófisis (Kaiser  et al., 1993; Turgeon et al., 1996). Así que 

sugerimos que la ACh tendría un papel estimulante en la síntesis del receptor para la 

GnRH 

 

La cadena inicial de señalización en la regulación del ARNm del REα sería a través de la 

activación de la proteína Gi que activan la cadena de señalización de la fosfolipasa C (PLC), la 

hidrólisis  del fosfatidil-inositol-difosfato (PIP2), la síntesis de IP3 (inocitol trifosfato) y diacil-

glicerol (DAG) (Fig. 23) (Müller-Sterl, 2008). Con base en los resultados obtenidos sugerimos 

que en condiciones normales, la expresión del gen del REα es regulado de manera estimulante 

al activarse los receptores muscarínicos, ya que la administración del sulfato de ATR  resultó en 

la disminución de la expresión génica del REα en ambos lados de POA-AHA. Resultados 

semejantes fueron observados por Arteaga et al. (2005) al inyectar 300 mg/kg peso de sulfato 

de ATR   a las 13:00 h del día del estro. 
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El efecto inhibitorio en la expresión del ARNm de este receptor ocurre a corto plazo, ya 

que 4 h después del bloqueo colinérgico muscarínico,  ya  se observa una menor expresión 

(Arteaga et al., 2005). El ARNm del REα no se estaría ni expresando ni traduciendo, ya que la 

inyección de BE no indujo la ovulación en los animales tratados con el fármaco.  

 

Fig. 23.  Posible modelo de señalización de la acetilcolina (ACh) sobre la red neuronal de las células  GnRH de POA-
AHA. La ACh unida a su receptor muscarínico (RM) activa a la proteina G (G), la que induce la fosforilación de 
guanosin-difosfato (GDP) a guanosin-trifosfato (GTP). A su vez la GTP activa la mformación de adenosin-trifosfato 
(ATP), energía que induce la formación de fosfolipasa-C (PLC), la que hidroliza al fosfatidil-inositol-difosfato (PIP2), 
lo que resulta en la formación de, la síntesis de inocitol trifosfato  (IP3) y diacil-glicerol (DAG). Estos fosfolípidos 

activan factores de transcripción que inducirán la expresión del gen que codifica para la GnRH y el RE, pero inhibirá la 

expresión del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) del RE  

 

Dado que la inyección de BE no  indujo la ovulación en los animales tratados con el fármaco, 

sugerimos que el ARNm del RE no se está ni expresando ni traduciendo.  

Por el contrario, la expresión del gen del RE es inhibido al activarse los receptores 

muscarínicos, ya que la administración de 700 mg/kg peso de sulfato de ATR  resultó en el 

aumento de la expresión génica de éste receptor. Es posible que el ARNm del RE no se esté 
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traduciendo a la proteína ó que este receptor no esté involucrado en la secreción fásica de la 

GnRH y la LH,  ya que  el reemplazo de su ligando no estimuló la ovulación.  

  

Con base en los resultados antes descritos  apoyamos la hipótesis de que el estradiol 

unido al RE  estimula la liberación fásica de la LH (Wintermantel et al., 2006; Herbison, 2006). 

Sin embargo no parece interferir con la síntesis, ya que en la hipófisis de ratones hembra 

ovariectomizadas y con deficiencia para el RE aumenta la expresión del ARNm  para las 

cadenas β de las dos gonadotropinas (LHβ  y de FSHβ)  (Scully et al., 1997).  

La diferencia observada en el número de ovocitos liberados por el ovario izquierdo y el 

derecho, cuando se administraron 100 mg/kg de sulfato de ATR lleva a pensar que mayor 

número de folículos alcanzaron la etapa preovulatoria en el ovario izquierdo que en  el derecho. 

Este resultado indicaría la existencia de diferencias en el número o en la afinidad de los 

receptores muscarínicos que posee cada ovario. Mayerhofer et al. (2002) han identificado en 

células de la granulosa de folículos preovulatorios de rata, el ARNm para el receptor M1 y M5. 

Sin embargo, se desconoce si estos receptores participan en el crecimiento de los folículos. Al 

parecer el desarrollo folicular no está siendo afectado  ya que al pesar los ovarios y el útero no 

se observan diferencias significativas.  

No contamos con una explicación al aumento en la concentración de P4 96 horas después de la 

administración del vehículo. En condiciones normales la concentración de P4 alcanza el primer 

máximo en su concentración sérica entre las 19:00 y 21:00 h del día del proestro, esto es entre 2 

y 4 horas después de la secreción preovulatoria de LH (Freeman, 2006).  Una posible explicación 

es un cambio o desplazamiento horario en la secreción de la LH que favorezca la luteinización 

de los folículos y por tanto de la secreción de P4, o la activación anormal del eje hipotálamo-

hipófisis-adrenal. Otra explicación sería  modificaciones en la secreción de FSH.  Estudios 

llevados a cabo en especies sub-primate han demostrado que la estimulación de la FSH en 

células de la granulosa durante el desarrollo folicular preovulatorio se asoció con aumento en el 

contenido celular de ARNm y en las actividades enzimáticas de P450scc, 3β-hidroxi-esteroide 

deshidrogenasa, Δ5-4 isomerasa (3β-HSD), P450arom, y el receptor de LH, todos ellos 
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necesarios para la secreción de hormonas esteroides por el cuerpo lúteo ( Zeleznik  y Benyo, 

1994). 

 

Dado que la administración de la DEf de sulfato de atropina provocó el aumento en la 

concentración de P4, 48 y 72 horas después de la administración del  fármaco,  sugerimos que  la 

ACh inhibe  la síntesis de P4. Este mecanismo de regulación ocurriría en la glándula adrenal, en el 

ovario o en ambos órganos. Olianas y Olani (2000) mostraron que la ACh estimula y potencializa 

la secreción de CRH. Por medio de competidores antagonistas muscarínicos, se identificó la 

presencia de receptores muscarínicos del subtipo M1 y M3 en la hipófisis (Pintér, 1999).  

 La disminución en la concentración preovulatoria de E2, 72 horas después de la 

administración del sulfato de ATR, nos permite sugerir que en el ovario, la ACh acoplada a los 

receptores muscarínicos regula de manera estimulante la estereidogénesis del ovario. Este 

efecto ocurriría mediante la activación de las enzimas involucradas en la transformación del 

colesterol a la progesterona (3β-hidroxiesteroide-deshidrogenasa) y de progesterona a 

estradiol (17β-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, la aromatasa o ambas) (Freeman, 2006). De 

esta forma, la ausencia de la secreción preovulatoria de estradiol en la mañana del proestro, no 

promueve el “feedback” positivo de los estrógenos en la secreción de GnRH, lo que resultó en 

la falta de LH y de ovulación. Efectos semejantes fueron observados al bloquear el sistema 

colinérgico, mediante la inyección subcutánea de sulfato de atropina en la mañana del diestro-1 

y diestro-2(López, 2012 y Velazco, 2013). 

    La ACh también  está  implicada en los mecanismos de regulación llevados a cabo por la 

P4, ya que en cultivos de células de la hipófisis de ovinos, el estradiol incrementa el número de 

receptores a la GnRH, pero la P4 lo disminuye (Laws et al., 1990).  En ratas inmaduras como en 

ovejas, la P4  incrementa la  síntesis del ARNm de la FSHβ (Attardi et al., 1992; Webster et al., 

1995). En la rata, P4  puede actuar directamente en la hipófisis incrementando de manera 

selectiva el ARNm de la FSHβ.  
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La ausencia de un efecto asimétrico por la administración de la DEf de sulfato de atropina 

en la expresión de los ARNm de la GnRH, del RE y del RE resulta  de la cantidad del fármaco 

inyectado, lo que enmascara la dinámica funcional del sistema muscarínico de uno y otro lado 

de POA-AHA observado en animales sacrificados en esta fase del ciclo (Cruz et al., 1997). 
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CONCLUSIONES 

 

 A  las 9:00 h del estro, la DEf  de sulfato de ATR  para bloquear la ovulación en el 100% de 

los animales tratados es de 700 mg/kg peso. 

 

 

 El  bloqueo de los receptores muscarínicos a las 9:00 h del estro estimula la secreción de 

progesterona, pero inhibe la de estradiol a las 11:00 h del proestro. 

 

 

 La administración de sulfato de ATR  en la mañana del estro, inhibe la expresión del REα, 

pero estimula la del RE en ambos lados de POA-AHA. 

 

 

 La ausencia de un estímulo generado por la ACh a las 9:00 h del estro modifica la síntesis 

de los receptores a la GnRH, lo cual altera la secreción de LH y por tanto la ovulación. 
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ANEXOS 

La administración  subcutánea de 
700 mg/kg de sulfato de ATR, 
bloqueó la ovulación en el 100 % 
de los animales inyectados. Una de 
los mecanismos generados es la 
inhibición de la expresión del 
ARNm para el REα, así como la  
estimulación de  la expresión del 
mensajero del REβ y de la GnRH.  

 

 

 

 

 

  

 

 

La inyección de la LHRH sintética 
(señal hipotalámica) no restableció la 
ovulación, lo que indica que en el 
sistema sí se está sintetizando GnRH, 
pero la hipófisis no responde a ella, 
posiblemente a  alteraciones en los 
receptores a la GnRH (número de 
receptores, afinidad o ambos), por lo 
que   la secreción preovulatoria de LH 
no ocurrió. 

 

 

 

 

 

Fig. 24. Resumen de resultados obtenidos por la inyección 
subcutánea de 700 mg/kg  sulfato de ATR a las 9:00 h del día del 

estro, sobre el eje hipotálamo-hipófisis-ovario. 

Fig. 25. Modelo explicativo de los efectos del reemplazo de la 
señal hipotalámica en animales inyectados con  700 mg/ kg 

de sulfato de ATR. 
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Dado que la administración de 25 u.i. de 
hCG (señal hipofisiaria) restableció la 
ovulación, se sugiere  que la hipófisis no 
responde a la GnRH, resultado de 
alteraciones en los receptores a la 
GnRH, resultado del bloqueo de los 
receptores muscarínicos presentes en la 
glándula. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Aun cuando se restablece señal ovárica 
(por la inyección de benzoato de 
estradiol) sólo ovularon el 14 % de las 
ratas, debido a que no hay el RE en 
ambos lados de POA-AHA. Lo que indica 
que es este receptor y no el  RE el que 
estaría involucrado en el papel regulador 
de la ACh en la ovulación.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 Modelo explicativo de los efectos del reemplazo de la 
señal hipofisiaria en animales inyectados con  700 mg/ kg 

de sulfato de ATR. 

 

Fig. 27. Modelo explicativo de los efectos del reemplazo de la 
señal ovárica en animales inyectados con 700 mg/kg de 

sulfato de ATR. 
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