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ABREVIATURAS 
 
3β-HSD   3-beta hidroxiesteroide deshidrogenasa 

ACh     Acetilcolina 

AChE     Enzima acetilcolinesterasa 

DNA     Ácido desoxirribonucleico 

RNAm     Ácido ribonucleico mensajero 
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RESUMEN 

 

Las células de la granulosa de folículos preovulatorios de humano y mono expresan el ARNm de 

receptores muscarínicos tipo 1 (m1AChR) y 5 (m5AChR). También se ha observado que la micro-

inyección de metoctramina (MTC un antagonista específico para m2AChR) en el ovario izquierdo a 

las 13:00h del diestro-2 bloquea la ovulación, lo que sugiere su participación en este proceso. Sin 

embargo aún se desconoce si el m2AChR se encuentra presente en los ovarios de la rata adulta. Este 

estudio tiene como propósito principal caracterizar el patrón de distribución del m2AChR en ambos 

ovarios durante el ciclo estral y su posible participación en la regulación de la ovulación. Para 

contestar esta pregunta, se utilizaron los ovarios de ratas hembras adultas cíclicas de la cepa CIIZ-V 

(n=4), sacrificadas en cada día del ciclo estral. Otro grupo de ratas, a las 13:00 h del diestro-2 (n=4), 

fueron micro-inyectadas con 0.5 µL vehículo (Veh) o de MTC (4.5 x 10-5 mmol/L) en la bursa del 

ovario izquierdo (OI) o derecho (OD) y se sacrificaron en el estro esperado. Los ovarios fueron 

procesados e incluidos en parafina para la detección de la proteína del m2AChR a través de la técnica 

de inmunohistoquímica. Los resultados obtenidos mostraron la presencia del m2AChR en las 

distintas estructuras celulares de los folículos y cuerpos lúteos del OI y OD en las diferentes etapas 

del ciclo estral. Interesantemente, no se encuentran diferencias significativas en la 

inmunolocalización del m2AChR después de la administración del tratamiento con MTC o Veh. Estos 

datos contribuyen a demostrar la presencia de la proteína m2AChR en el ovario de la rata adulta. 

Tesis financiada por DGAPA-PAPIIT (Convenio: IN-220014). 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En los vertebrados, la unidad anatómica y funcional del ovario es el folículo, el cual se encuentra 

organizado en tres compartimentos que son: el folicular, el luteal y el intersticial. Las funciones 

primordiales de los ovarios son la liberación del ovocito capaz de ser fecundado y la secreción de 

hormonas esteroides sexuales. La ovulación es considerada como el resultado de un proceso 

inflamatorio local, que resulta en la liberación del ovocito (Domínguez et al., 1991). Para que se 

produzca la ovulación, es necesaria una serie de señales en cascada que involucra al hipotálamo, la 

hipófisis y el propio ovario, su integración constituye el eje Hipotálamo-Hipófisis-Ovario. 

 

 El sistema colinérgico es uno de los sistemas de neurotransmisión que participa en la 

regulación del eje Hipotálamo-Hipófisis-Ovario. El neurotransmisor liberado por este sistema es la 

acetilcolina (ACh). En el ovario, este neurotransmisor es sintetizado por las células de la granulosa 

en los ovarios de humano, primates y de la rata, a través de la enzima colina-acetiltransferasa (CAT), 

la cual cataliza la reacción de la colina y el acetato, para formar la ACh.  

 

La acción de la ACh está mediada por sus receptores muscarínicos (mAChR) y nicotínicos 

(nAChRs). Existen cinco tipos de receptores muscarínicos (m1AChR a m5AChR). De estos, los m1AChR 

y  m5AChR se encuentran en las células de la granulosa de los folículos preovulatorios de humano, 

mientras que el tipo tres (m3AChR) se expresa en el ovocito (Fritz et al., 1999; Mayerhofer y Kunz, 

2005). La presencia de la CAT también se ha detectado en células luteícas, células de la granulosa de 

folículos antrales en ovario de rata, las que en cultivo celular incrementan la síntesis de 

progesterona, al adicionar ACh y la hormona luteinizante (LH) (M. Omar Al-zi’abi et al., 2009). 

 

 Hasta el momento se desconoce si el m2AChR está presente en el ovario de la rata. 

Resultados previos demostraron que la inyección subcutánea de metoctramina (MTC; un 

antagonista de m2AChR) a las 13:00 h del proestro induce la disminución en la ovulación, lo que no 

se observa en los otros días del ciclo estral (Hernández 2012). Resulta de interés que únicamente la 
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inyección de MTC en la bursa del ovario izquierdo a las 13:00 h del diestro-2, bloqueó el proceso de 

ovulación (Hernández 2013), lo que sugiere la participación de los m2AChR en la regulación del 

proceso de la ovulación. Por lo que el objetivo de este trabajo fue detectar (durante el ciclo estral) la 

presencia del m2AChR en los ovarios y evaluar su participación en  la ovulación a través del bloqueo 

farmacológico específico del receptor en el ovario derecho a las 13:00 h del diestro-2.  
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MARCO TEÓRICO 

2. CICLO ESTRAL 
 

El ciclo estral es un proceso biológico, que en la rata tiene una duración de cuatro o cinco días, que 

se manifiesta por la etapa de receptividad de la hembra al macho. El término estral proviene del 

término en latín “oistros” que significa frenesí (Kilen y Schwartz, 1988). Este término fue utilizado 

por primera vez por Heape (1900), quien lo describe como “el periodo especial de deseo sexual de la 

hembra”. 

 

 La rata hembra es poliéstrica, ya que durante el año presenta varios momentos de 

receptividad sexual (Schwartz, 2000). La duración de su receptividad es regulada por variaciones en 

el período de luz/oscuridad, la alimentación, la temperatura y la presencia  del macho (Fink, 1988). A 

partir de una muestra de 1,999 ciclos registrados en ratas, Long y Evans calcularon que el ciclo estral 

dura en promedio 4.4 días, dividido en 4 fases: diestro-1, diestro-2, proestro y estro. La 

determinación de la duración y el tipo celular característico en la citología del epitelio de la vagina 

en cada fase del ciclo estral es el siguiente: el proestro tiene una duración de 12 a 14 h; el estro de 

25 a 27 h; el diestro 1 de 6 a 8 h y el diestro 2 de 55 a 57 h (Freman, 2006). 

 

 Con base en la citología vaginal, en el proestro predominan células epiteliales nucleadas y 

ocasionalmente cornificadas, sin la presencia de leucocitos (figura 1). En la fase del estro, en el frotis 

vaginal se observan predominantemente células epiteliales cornificadas (figura 2). En el día del 

diestro-1 o metaestro, en el frotis vaginal, el tipo celular predominante son los leucocitos, aunque 

también se observan algunas células nucleadas pero en menor proporción (figura 3). En la fase del 

diestro-2, en la citología vaginal se observa leucocitos y algunas células epiteliales nucleadas en 

proporción semejantes (figura 4) (Hrabovszky et al., 2000).  
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Figura 1. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del proestro del 

ciclo estral. Las flechas indican células nucleadas observadas bajo el microscopio a un aumento 

de 10X. 

 

 

 

Figura 2. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del estro en el 

ciclo estral. Las flechas indican células escamadas observadas bajo el microscopio a un aumento 

de 10X. 
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Figura 3. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del diestro-1 del ciclo estral. 

Las flechas indican los leucocitos observados bajo el microscopio a un aumento de 10X. 

 

 

 

 

Figura 4. Tipo de células del epitelio vaginal de la rata que caracterizan la fase del diestro-2 del ciclo estral. 

Las flechas indican los eritrocitos (E), células cornificadas (C) y células nucleadas (CN), observados bajo el 

microscopio a un aumento de 10X. 

 

Otros eventos que ocurren en cada fase del ciclo estral tienen que ver con cambios en la 

concentración de las gonadotropinas, del 17β-estradiol (E2) y la progesterona  (P4) (figura 5), así 

como con el tipo de folículos que predominan en el ovario. 

 

C 

CN 

E 
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En el proestro, ocurre el aumento significativo de la concentración de E2, entre las 9:00 y 

15:00 h, estímulo fundamental de la secreción de la hormona liberadora de las gonadotropinas 

(GnRH, por sus siglas en inglés), lo que ocurre entre las 14:00 y las 15:00 h que resulta en el 

aumento de la liberación de la hormona folículo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) y la 

hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés), la que ocurre entre las 17:00 y 19:00 h. Por la 

tarde-noche de esta fase del ciclo (19:00 h), aumenta la concentración de P4, lo que favorece la 

ovulación y facilita el comportamiento sexual, el celo y la cópula en la noche de este día. En el ovario 

varios folículo maduran simultáneamente y alcanzan su tamaño máximo llamado folículo 

preovulatorio (Freeman, 1994; Schwartz, 2000). 

 

 

Figura 5. Concentración plasmática de LH, FSH, progesterona y estradiol cada 2 horas en cada día del ciclo 

estral. Cada punto representa la media ± e.e.m. de la concentración de la hormona de 5 a 6 ratas. Las barras 

negras representan intervalos de luz/oscuridad en los que se mantuvieron a los animales (Tomado y 

modificado de Freeman 1994). 

 

En el estro ocurre la ovulación inducida en las primeras horas de este día. La concentración de E2 y 

P4 en sangre es basal, mientras que la de FSH muestra un segundo aumento, cuyo papel es reclutar 
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los folículos que ovularán en los siguientes ciclos. En el ovario se puede observar folículos de más de 

1000 µm que no ovularon y que son atrésicos, así como cuerpos lúteos recién formados (Freeman, 

1994; Schwartz, 2000). 

 

 En el diestro-1, se observan los cuerpos lúteos, resultado de la ovulación del día anterior, lo 

que resulta en el incremento en la secreción de P4. La concentración de LH, FSH y E2 en suero es 

basal. En los ovarios se observan folículos en diferentes etapas de crecimiento (Freeman, 1994; 

Schwartz, 2000). 

 

 En el diestro-2, la concentración de P4 disminuye en la sangre, mientras que la de FSH y LH se 

mantiene baja, pero durante la tarde de este día, la de E2 comienza a aumentar, debido al estímulo 

de la enzima aromatasa inducido por la FSH en la célula de la granulosa. En el ovario se observan 

folículos con antro y de dimensiones más pequeñas (Kilen y Schwartz, 1988; Schwartz, 2000). 

 

3. EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-OVARIO 

 

En el Sistema Nervioso Central (SNC), el hipotálamo regula las funciones endocrinas (Domínguez et 

al., 1991). El hipotálamo y la hipófisis conforman una unidad funcional, cuya comunicación se 

establece por diversas hormonas peptídicas, como la GnRH (que en este proyecto denominamos 

“señal hipotalámica”), y cuya secreción es modulada por las hormonas  esteroides, péptidos, 

opioides y neurotransmisores (Yao y Bahr, 1999). 

 

Existen al menos trece iso-formas de GnRH que han sido aisladas en diferentes vertebrados. 

Una especie puede poseer entre dos y tres formas de GnRH, que podrían tener distintas funciones a 

la de estimular la liberación de las gonadotropinas (Parhar, 2002). En la rata se han detectado tres 

de ellas, la GnRH-I, aislada originalmente de mamíferos (porcinos y ovinos) y presente en humanos; 

la GnRH-II encontrada primero en el pollo y luego en mamíferos (Chen et al., 1998) y la GnRH-III 

identificada en la lamprea (Millar, 2003). 
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 La GnRH-I es un decapéptido cuya secuencia lineal de aminoácidos es: pyroGlu-His-Trp-Ser-

Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, y que es considerada como el principal factor hipotalámico que regula 

la ovulación y la secreción de LH en mamíferos. La GnRH-II cuya secuencia lineal de aminoácidos es: 

pyroGlu-His-Trp- Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2, es producto de la expresión de un segundo gen, 

que difiere de la GnRH-I en los aminoácidos 5, 7 y 8. La GnRH-II se conserva entre las especies, 

incluidos los humanos (excepto el ratón), se expresa ampliamente en todo el cerebro, por lo que es 

considerada un neuromodulador que coordina el comportamiento reproductivo; y que regula la 

actividad de la neurona GnRH-I (Millar, 2003), además de participar en la regulación de la ingesta de 

alimento. La GnRH- III regula preferencialmente la secreción de la FSH (Herbison, 2006), se ha 

postulado que en mamíferos sería el factor liberador de la FSH (FSH-RH), ya que in vivo como en in 

vitro la administración de este péptido promueve principalmente la liberación de FSH (Yu et al., 

2002). 

 

 En los mamíferos, la hipófisis es una pequeña glándula situada en el hueso esfenoides (una 

cavidad ósea en la base del cráneo) unida al hipotálamo mediante el tallo hipofisario (Guyton, 2007). 

Está compuesta por dos porciones bien diferenciadas, la adenohipófisis (lóbulo anterior y lóbulo 

intermedio) y la neurohipófisis (lóbulo posterior) (Hafez, 1996). En el tallo hipofisario se encuentra el 

sistema porta hipofisario de vasos sanguíneos (Arimura, 2000). 

 

 La adenohipófisis regula entre otras, las funciones llevadas a cabo por las gónadas, mediante 

la secreción de la FSH y la LH (Brown, 1994; Arimura, 2000; Guyton y Hall, 2001). 

 

 La FSH y la LH cumplen un papel relevante en la regulación neuroendocrina del ciclo estral. 

Estas gonadotropinas son hormonas glucoproteícas conformadas por dos cadenas polipeptídicas: la 

α y la β. La subunidad α es idéntica en las dos hormonas, confiere la especificidad de especie, 

mientras que la subunidad β difiere entre ellas y da la especificidad biológica. La presencia de las dos 

subunidades funcionales es necesaria para que la hormona tenga acción biológica y su mecanismo 

de acción se ejerza a través de la unión de cada hormona a sus receptores ubicados en la membrana 

celular del órgano blanco (Combamous, 1988). Estas dos hormonas se secretan en forma pulsátil, los 
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cambios en la frecuencia y la amplitud de cada pulso resulta en los cambios en la concentración en 

sangre durante el ciclo estral (Herbison, 2006). 

 La FSH y la LH regulan la función estereidogénica del ovario, así como el crecimiento y la 

maduración folicular (Hafez, 1996). Entre otras funciones que desempeña la LH están la inducción 

de la ovulación y la luteinización del folículo (Bousfield, 1998). 

 

4. EL OVARIO 

 

El ovario es un órgano pareado, se localiza a cada lado de la cavidad pélvica, y se encuentra 

suspendido en un pliegue peritoneal llamado mesovario. La arteria útero-ovárica también conocida 

como arteria ovárica, recibe riego sanguíneo de la aorta abdominal y llega al ovario a lo largo del 

mesovario, entra a través del hilio, por donde también sale la vena ovárica (Yao y Bahr, 1988; 

Fawcett, 1995). 

 

 El ovario se encuentra recubierto por la bursa ovárica, la cual es una delgada capa de 

peritoneo que lo recubre. Está conformada por tres capas, la interna (capa de epitelio discontinuo, 

orientado hacia el ovario), la capa media (capa de tejido conjuntivo que contiene fibroblastos, 

células del músculo liso y vasos sanguíneos), y la capa externa (epitelio que se encuentra en 

contacto con la cavidad peritoneal) (Martin et al., 1981). La cavidad bursal es el espacio que se 

forma entre el ovario y la bursa ovárica, contiene líquido y su volumen es regulado por paquetes de 

células musculares lisas (Li et al., 2007). 

 

 En los roedores como la rata, la bursa ovárica regula el paso de los ovocitos hacia el oviducto 

y permite el cambio de flujo de sustancias entre la cavidad bursal y los vasos sanguíneos que están 

dentro de ella e impide la salida de líquido hacia la cavidad peritoneal, de esta manera regula la 

presión que se encuentra dentro de la misma (Martin et al., 1981). 

 

 Para su estudio anatómico, el ovario se ha dividido en tres zonas, la corteza, la médula y el 

hilio. La corteza contiene al llamado epitelio germinal e incluye a los folículos que se encuentran 
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alrededor del tejido conectivo del estroma ovárico. La médula contiene el estroma, formado por 

tejido conectivo laxo y fibroso. El hilio, se encuentra en la unión del ovario al mesovario y es a través 

del cual penetran y salen los vasos sanguíneos y las fibras nerviosas propias de esta gónada 

(Ganong, 2004) (figura 6).  

 Para su estudio funcional el ovario se ha dividido en tres compartimentos: el folicular, el 

luteal y el intersticial (figura 5). A partir del folículo ovárico se originan los dos compartimentos 

restantes (Domínguez et al., 1991; Fawcett, 1995) (figura 6). 

 

 

Figura 6. Ovario de mamífero donde se observa el compartimiento folicular (en sus diferentes etapas de 

desarrollo), luteal e intersticial (Modificada de Freeman, 1999). 
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 4.1 COMPARTIMENTO FOLICULAR 

 

Está formado por folículos que se encuentran en la corteza del ovario, en diferentes etapas de 

desarrollo y crecimiento, como son los primordiales, primarios, secundarios, terciarios o 

preovulatorios (Domínguez et al., 1991; Ross et al., 1997). 

 

4.2 COMPARTIMENTO LUTEAL 

 

Está conformado por los cuerpos lúteos de la ovulación anterior y de ciclos previos. Se forma a partir 

de las células de la granulosa y de la teca interna de los folículos que expulsan al ovocito (figura 6) 

como resultado del estímulo de la LH, que al actuar sobre sus receptores se transforman en células 

granulo-luteínicas y teco-luteínicas, cuya diferenciación metabólica y funcional conduce a la 

secreción de P4 (Ross et al., 1997; Espey, 1999). 

 

4.3 COMPARTIMENTO INTERSTICIAL 

 

Incluye tanto a las células teco-intersticiales de los folículos en crecimiento como a las células de la 

teca de los folículos atrésicos (figura 6), y representa la unidad endócrina productora de andrógenos 

(Yao y Bahr, 1999; Sánchez-Criado, 2003). 

 

4.4 DESARROLLO FOLICULAR 

 

El desarrollo folicular inicia con el crecimiento de los folículos ováricos, que puede culminar en la 

atresia o en la ovulación (Van-Voorhis, 1999). El desarrollo folicular implica la transformación 

histológica y funcional del folículo y para su estudio se ha dividido en diferentes tipos: folículos 

primordiales, folículos primarios (también llamados preantrales), folículos secundarios (también 

llamados preantrales), folículos terciarios (folículos antrales) (figura 7). 
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Figura 7. Cambios estructurales del folículo ovárico durante su crecimiento (Tomada y modificada de Gal 

et al., 2007). 

 

El folículo está formado por el ovocito I, una membrana basal que aísla a las células de la granulosa 

del resto de los componentes del ovario y las células de la teca; estas últimas son conformadas por 

la teca interna y teca externa. Además de las células de la granulosa y las tecales, el folículo está 

rodeado por un complejo sistema de fibras colágenas, células del tejido conectivo, sustancia 

fundamental y fibras musculares lisas (Domínguez et al., 1991).  

 

Folículos primordiales: Son los más numerosos y están conformados por un ovocito primario 

que se origina a partir de las células germinales primordiales (Carlson, 1999). Alrededor de éste se 

encuentra una capa de células epiteliales planas llamadas pregranulosa (Guyton, 2007). Los folículos 
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presentan una lámina basal que posteriormente se hará más prominente y será la membrana basal, 

la cual rodea al estrato granuloso y al ovocito, y los separa de compartimento tecal y de los vasos 

sanguíneos (figura 7) (Greenwald y Roy, 1994). 

 

Folículos primarios: En esta etapa el ovocito aumenta de tamaño (Goldfien y Monroe, 2000). 

Las células epiteliales adquieren una forma cúbica y son llamadas células de la granulosa. Las células 

mesenquimales del estroma  se  agrupan alrededor de la membrana basal y se diferencian en las 

células de la teca (Bergman et al., 1998; Geneser, 2000). 

  

Folículos secundarios: Se caracterizan por un estrato granuloso de siete a ocho capas 

(Domínguez et al., 1991). Las células de la teca se diferencian en dos capas: la interna (células 

cuboidales que reciben suministro sanguíneo y nervioso) y la externa (conformada  de tejido 

conectivo con fibras de colágeno y fibras musculares lisas), En las áreas en que se pierde la unión 

entre las células de la granulosa se forman unas lagunas conocidas como cuerpos de Call-Exner, que 

son previa a la formación del antro (Yao y Bahr, 1988; Lawrence et al., 2006) (Figura 7). 

 

Folículos terciarios o preovulatorios: Constituido por el ovocito que alcanza su tamaño 

máximo, un antro desarrollado completamente y lleno de líquido folicular, y varias capas de células 

de la granulosa (Hirshfield, 1997). Los vasos sanguíneos al igual que los nervios sólo llegan a la teca 

interna, ya que no penetran a la granulosa. Algunas de las fibras nerviosas terminan en el músculo 

liso presente en la teca externa y estos nervios regulan la contractibilidad de las mismas, lo que 

influiría en el mecanismo de la ovulación. En el ovario de la rata, los folículos llegan a este estadio de 

desarrollo entre 17 y 19 días después de haber iniciado el crecimiento (Yao y Bahr, 1999; Lawrence 

et al., 2006). 
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4.5 OVULACIÓN 

 

La ovulación se puede definir como el proceso por el cual el ovario libera hacia el exterior uno o 

varios ovocitos capaces de ser fecundados (Van-Voorhis, 1999), también es considerada como el 

resultado de un proceso inflamatorio localizado, ya que antes de que se produzca la salida del 

ovocito hay edema en la capa de células de la teca interna, apoptosis y aumento de prostaglandinas 

en el área. Para que se produzca la ovulación son necesarios varios cambios en la pared del folículo y 

en las relaciones entre las células de la granulosa y de la teca (Lawrence et al., 2006). 

 La estimulación en la zona pelúcida por la LH, forma un estigma en el ápice de cada folículo 

preovulatorio. Esta es la primera señal de que el proceso de ovulación ha comenzado. Conforme la 

ruptura folicular se aproxima, las células epiteliales germinales superficiales que cubren el estigma, 

se rompen en pequeños grupos (Espey y Richards, 2006). 

 

 El rompimiento y la salida de células de la granulosa que rodean al ovocito llamado cumullus 

oofurus y del ovocito requieren de 11 a 12 horas. Primero las células de la granulosa comienzan a ser 

expulsadas a través de la membrana basal, seguida por el ovocito. Una vez que el ovocito ha salido y 

encuentra el camino hacia el oviducto, sale una gran cantidad de líquido folicular. En la hora 

posterior a la ovulación, los ovocitos rodeados del cumullus oofurus pueden ser reconocidos en el 

tercio superior del oviducto (Espey y Richards, 2006). 

 

 En la rata, los cuerpos lúteos persisten morfológicamente de 12 a 14 días. Para el diestro-2, 

el nuevo cuerpo lúteo formado ha  alcanzado su talla máxima, la cual se mantiene hasta el diestro-1 

del siguiente ciclo. Para el diestro-2 del segundo ciclo el cuerpo lúteo sufre un retroceso abrupto. 

Esta regresión coincide con el cierre de los vasos sanguíneos (Bassett, 1943), la aparición de las 

áreas de degeneración, la infiltración de leucocitos, el incremento de 20α-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (Pupkin et al., 1966) y el incremento de contenido de colesterol (Everett, 1945). 
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4.6 PARTICIPACIÓN DE LAS HORMONAS ESTEROIDES SEXUALES EN EL PROCESO 

DE LA OVULACIÓN 

 

Las hormonas esteroides son sintetizadas a partir del colesterol, molécula lipídica de 27 átomos de 

carbono, que es transportado en el plasma sanguíneo por lipoproteínas de baja densidad (Van-

Voorhis, 1999). 

En la mitocondria de las células de la granulosa del ovario, el colesterol es convertido a 

pregnenolona por acción del citocromo P450c, complejo enzimático que rompe la cadena lateral del 

colesterol (Van-Voorhis, 1999). La pregnenolona es biotransformada a progesterona por dos vías 

metabólicas: la ∆4 o la ∆5, siendo la ∆4 la que se utiliza principalmente en el ovario. 

 

Por la vía ∆4, la pregnelonona es convertida en progesterona por medio de la actividad de la 

3β- hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HDS), la cual se localiza en el retículo endoplásmico liso de 

las células de la teca y luteales. Por lo general, esta ruta se lleva a cabo en las células del cuerpo 

lúteo (Van-Voorhis, 1999). 

 

La progesterona es hidroxilada a 17α-hidroxiprogesterona por la enzima 17α- hidroxilasa; en 

el producto 17α-hidroxiprogesterona dentro de la mitocondria, que actúa la enzima 17-20 

desmolasa, para separar la cadena lateral entre los carbonos 17 y 20 y obtener androstenediona. 

 

La vía ∆5 se inicia con la hidroxilación de la pregnenolona por la 17α- hidroxilasa, con el fin de 

convertirla en 17α-hidroxipregnenolona, por acción de la enzima 17-20 desmolasa es transformada 

en dehidroepiandroterona (DHEA), sobre la cual actuarán las enzimas 3β-HDS y ∆5-4 isomerasa, 

para transformarla a su vez en androstenediona y a través de la enzima P450 aromatasa produce 

estrona que a su vez se tranforma, mediante la enzima 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa a 

estradiol (Pedernera, 1993; Van-Voorhis, 1999). 

 

En la síntesis de los estrógenos participan dos células del folículo: la célula teco-intersticial, la 

que a partir del colesterol que obtiene del plasma sanguíneo, o del acetato o de la síntesis de novo, 

sintetizan andrógenos. Estos esteroides (androstenediona, testosterona o ambos) atraviesan la 
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membrana basal y son incorporados al citoplasma de las células de la granulosa, donde son 

aromatizados a estrógenos por la enzima aromatasa, la cual es regulada de manera estimulante por 

la FSH. Los estrógenos regulan la síntesis de los receptores a FSH y LH en las células de la granulosa, 

este estrógeno se difunden en la circulación general, que al llegar al hipotálamo y la hipófisis regulan 

la secreción de GnRH, FSH y LH respectivamente (Domínguez et al., 1991). 

 

La LH estimula selectivamente el complejo enzimático que separa la cadena colateral del 

colesterol y la actividad de la 17α-hidroxilasa y la C17, 20- desmolasa, las que provocan la 

conversión de colesterol a pregnenolona, paso limitante en la síntesis de progesterona (Erickson, 

1982; Erickson, 1983; Eisenberg et al., 1984).  

 

La FSH estimula la síntesis de estrógenos por las células de la granulosa al unirse a su 

receptor en la membrana celular. El complejo hormona-receptor actúa sobre el sistema de la 

adenilato ciclasa, lo que provoca el aumento del adenosina monofosfato cíclico (AMPc) y estimula la 

síntesis de la aromatasa (Lawrence et al., 2006).  

La LH también estimula la actividad de la aromatasa en aquellas células de la granulosa que 

fueron previamente estimuladas por la FSH y el efecto de la LH es amplificado por su liberación 

pulsátil (Hsueh et al., 1983). 

 

Además de las hormonas esteroides, el ovario secreta varias hormonas de naturaleza 

polipeptídica que regulan directa o indirectamente las funciones del folículo y de la hipófisis, una de 

ellas es la inhibina que se define como un factor polipetídico de origen gonadal que disminuye 

selectivamente la tasa de secreción de la FSH (Domínguez et al., 1991). Otra de las hormonas 

polipeptídicas es la activina que tiene un efecto dual en la secreción de la FSH; actúa sobre los 

gonadotropos en la adenohipófisis al estimular la secreción de la FSH, y sobre el propio ovario al 

estimular la proliferación mitótica de las células de la granulosa (Van-Voorhis, 1999). 

 

4.7 ASIMETRÍAS OVÁRICAS 
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En general se considera que los órganos pareados son fisiológica y anatómicamente muy similares, 

pero hay evidencia de que estos no son idénticos en cuanto a su función y a los mecanismos que los 

regula. Por ejemplo, en las mujeres, la ovulación se produce en el ovario derecho dos veces más que 

en el izquierdo (Potashnik et al., 1987). 

 

 En mamíferos poli-ovulantes, también se han observado diferencias en la capacidad 

ovulatoria entre el ovario izquierdo y el derecho. En murciélagos, las asimetrías funcionales, 

anatómicas o ambas, de los órganos femeninos reproductivos son mucho más frecuentes y 

marcadas que las observadas en cualquier otro orden animal, por ejemplo, la ovulación ocurre 

predominantemente en la gónada derecha, pero el ovario contralateral tiene la capacidad de 

funcionar, sólo si se extirpa el ovario dominante este efecto sucede también en aves (Gerendai y 

Halász, 1997; Domínguez et al., 2003). 

 

En las aves solo el ovario izquierdo es funcional, la gónada derecha se reduce a una capa de 

tejido localizado por debajo de la vena cava inferior, pero si se extirpa el ovario izquierdo provoca la 

activación de la gónada derecha, la cual, hasta ese momento, tiene el aspecto de un testículo y 

secreta testosterona (Domínguez et al., 2003). 

 En la rata adulta, se ha observado que el ovario izquierdo libera un promedio de seis 

ovocitos, mientras que el derecho solo cuatro (Domínguez et al., 2003), el peso del ovario izquierdo 

es mayor que el derecho (Gerendai y Halász, 1997). También se ha mostrado en ratas 

hemiovariectomizadas que el ovario derecho e izquierdo tiene diferentes capacidades 

compensadoras, tanto en número de ovocitos liberados como en masa ovárica (Chávez et al., 1987). 

 

En el animal con ovariectomía unilateral, la proporción de animales que ovulan en el día del 

estro es el doble cuando el ovario derecho se encuentra in situ que cuando está el izquierdo (Cruz et 

al., 2001). 

 

Estas asimetrías funcionales de los ovarios se han explicado por diferencias en la inervación 

del ovario, la que participa en la modulación de los efectos de las gonadotropinas en los folículos 

ováricos (Burden, 1985; Ojeda y Aguado, 1985; Domínguez et al., 1988).  
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4.8 INERVACIÓN EXTRÍNSECA DEL OVARIO 

 

En la rata, los somas de las fibras nerviosas que llegan al ovario se encuentran en el ganglio celiaco 

(GC), el ganglio mesentérico y los nervios lumbares. El GC, localizado en la pared ventral de la aorta 

abdominal (Anesetti et al., 2009), se conecta con otros nervios a través de paquetes ganglionares 

(Baljet y Drukker, 1980). 

 

Los componentes que inervan al ovario y entran por el hilio son el: nervio vago (NV), el plexo 

ovárico (PO) y el nervio ovárico superior (NOS) (Burden, 1978: Lawrence y Burden, 1980). 

 

Plexo Ovárico. Contiene en su mayoría fibras de naturaleza sensorial (Burden, 1978) que 

aportan al ovario la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen que codifica la calcitonina 

(CGRP) (Dees et al., 1986; Klein y Burden, 1988). Algunas de sus fibras son de naturaleza simpática y 

transportan noradrenalina (NA) y neuropéptido Y (NPY), los cuales pueden ser sintetizados por una 

misma fibra. Las fibras nerviosas del PO se encuentran a lo largo de la arteria ovárica (Lawrence y 

Burden, 1980; Dissen et al., 1998). La inervación sensorial del ovario, deriva del ganglio nodoso y del 

ganglio dorsal, que se localizan entre el segmento torácico caudal (T9-T11) y el segmento lumbar 

craneal (L2-L4) de la médula espinal (Burden, 1978; Burden, 1985). 

Nervio Ovárico Superior tiene axones de naturaleza simpática asociados al ligamento 

suspensorio en una matriz de tejido conectivo. Aporta catecolaminas y péptido intestinal vasoactivo 

(VIP) a los compartimentos ováricos. La porción simpática de la inervación ovárica se origina de los 

segmentos T9-T11 y L2-L4 de la médula espinal y hace sinapsis en los ganglios celiaco y mesentérico 

superior (Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1980; Burden, 1985; Dissen et al., 1998). 

 

Las fibras del NOS inervan el ovario, el oviducto y el útero. En el ovario, las terminaciones 

nerviosas del NOS se encuentran asociadas a la vasculatura, rodean a los folículos en desarrollo e 

inervan células de la teca y de la glándula intersticial. El cuerpo lúteo y la capa de células de 
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granulosa carecen de inervación, no obstante responden ante un estímulo catecolaminérgico, 

debido a la presencia de receptores β-adrenérgicos (Lawrence y Burden, 1980; Dissen et al., 1998). 

 

Nervio Vago. Es un nervio mixto que contiene en su mayoría fibras de naturaleza 

parasimpática (75%). Así como algunas fibras sensoriales y motoras. Este paquete neural transporta 

acetilcolina, SP y en menor proporción VIP y somatostatina. Los somas de las neuronas del nervio 

vago, se proyectan desde el bulbo raquídeo (Burden et al., 1983). 

 

5. ACETILCOLINA 
 

La acetilcolina (ACh) que está almacenada en las vesículas de las terminales de las neuronas 

colinérgicas es sintetizada en el citoplasma de la neurona, a partir de acetato y de la colina, 

moléculas que son tomadas de la corriente sanguínea o de la recapturada en el espacio sináptico. La 

enzima colino-acetil-tranferasa (CAT) es la enzima de síntesis de la ACh (Massoulie y Bons, 1982). La 

inactivación de la ACh, que implica la hidrólisis del neurotransmisor, es producida por la 

acetilcolinesterasa (AChE) en el espacio sináptico, la que produce colina y acetato (Figura 8).  
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Figura 8. Síntesis y degradación de la acetilcolina. A) Captación de la colina del medio sináptico. B) En la 

unión de colina con la Acetil coenzima A por medio de la Colino Acetil Transferasa, se forma la acetilcolina 

y la Coenzima A. C) La Acetilcolina es llevada por la Vesícula transportadora de Acetilcolina hacía el botón 

sináptico. D)  La Acetilcolina es liberada y esta se une con su receptor  muscarínico o nicotínico o puede ser 

degradada por la Enzima Acetil Colinesterasa en acetato y colina, de esta manera la colina pueda ser 

recapturada. 

 

En las terminales de neuronas colinérgicas, la ACh es liberada y se transporta a través de la 

membrana de manera activa y dependiente del Na+ (McMahan, 1992; Alcaráz, 2001;) 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 contienen la ACh, sean llevadas directamente a la membrana presináptica y sea 

liberado el neurotransmisor por exocitosis al espacio sináptico (Südhof, 1995). 

 

 Los receptores a ACh se dividen en dos categorías: nicotínicos (nAChRs) y muscarínicos 

(mAChRs). Los nAChRs son receptores asociados a canales iónicos (ionotrópicos), los que al 

interactuar con la ACh estimula la apertura del canal, mientras que los mAChRs son del tipo 

metabotrópico (Nathanson, 1987). 
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6. RECEPTORES MUSCARÍNICOS 
 

Los receptores muscarínicos pertenecen a una gran familia de receptores acoplados a proteínas G, 

los cuales están constituidos por siete dominios transmembranales. Estos receptores transmiten 

varias señales químicas provenientes desde el espacio extracelular mediante cuatro clases 

heterotriméricas de proteínas G, que son activadas de manera distinta dependiendo de la vía o señal 

de comunicación (Michal et al., 2007). 

 

 Los receptores muscarínicos tienen dos sitios principales de activación, el primer sitio 

relacionado con la molécula de señalización (o su ligando) en la superficie de la membrana y el 

segundo sitio de activación está en el interior de la membrana por su asociación con una proteína G 

(Michal et al., 2007).  

 

 En la actualidad se han caracterizado cinco tipos de mAChRs, denominados como m1AChR, 

m2AChR, m3AChR, m4AChR y m5AChR (nomenclatura de Bonner, 1989) (Kubo et al., 1986; Bonner, 

1988; Peralta et al., 1987). 

 

6.1 RECEPTOR MUSCARÍNICO TIPO-2 

 

El m2AChR se encuentra acoplado a tres tipos de proteína G: Gq/11, Gi/α, y Gs. La activación de este 

receptor y su mecanismo de acción parecen depender del tipo de célula. La proteína Gs estimula la 

síntesis de AMPc, la proteína Gq/11 induce la acumulación de fosfato inositol (IP), el que a su vez 

tiene un efecto directo sobre la fosfolipasa C y la proteína Gi/α inhibe la síntesis de AMPc (Michal et 

al., 2001). 

 

La localización del m2AChR ha sido identificada en diferentes tipos de tejido y órganos como 

el músculo liso, el endometrio, el miometrio, el nódulo sinoauricular del corazón, la vejiga, el tubo 

digestivo y el testiculo (Michal et al., 2001). 
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En la industria farmacéutica, se han creado de manera sintética substancias agonistas o 

antagonistas para el m2AChR, los agonistas se fijan en el receptor y la energía química liberada con 

la fijación induce un cambio de conformación que pone en marcha una cadena de acontecimientos 

bioquímicos en el interior de la célula, lo que conduce a una respuesta similar a la de la acción de la 

acetilcolina unido al m2AChR, un ejemplo de los agonistas al m2AChR son: Oxotremorina, Betanecol, 

Pilocarpina. 

 

Los antagonistas se fijan en el receptor, pero no los activan. No inducen un cambio en la 

conformación y, por tanto, no muestran ninguna “respuesta” al interior de la célula. Sin embargo, 

dado que los antagonistas ocupan al receptor, impiden que la ACh se fije y, por consiguiente, 

bloquean su acción, un ejemplo de antagonistas para el m2AChR es la Metoctramina  (MTC) y el AF-

64 (Michal et al., 2001). 

 

La MTC (N, N´-bis[6-[[(2-metoxi fenil)-metil]hexil]-1, 8-octanol] diamino) se une 

específicamente con el m2AChR ya que este antagonista tiene una gran afinidad por este receptor 

(Melchiorre et al., 1987) y una muy baja afinidad por el m3AChR (Jakubik et al., 2014). 

 

7. PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA COLINÉRGICO EN LA OVULACIÓN 
 

En el humano, el mono y la rata la ACh no sólo llega al ovario a través de las fibras del nervio vago, 

sino que también es producida por células de la granulosa de los folículos preovulatorios, ya que 

estas células expresan la CAT (Mayerhofer y Kunz, 2005). Únicamente en la células de la granulosa 

de ovarios de  humano y primates se ha mostrado por RT-PCR e inmunohistoquímica, la presencia 

de m1AChR, m5AChR y el m3AChR en el ovocito (Fritz et al., 2001). En el cuerpo lúteo de la vaca se ha 

identificado el m2AChR; y en cultivo de células luteales  se ha mostrado la presencia de CAT. La 

adición de ACh y LH a los medios de cultivo de células luteales de bovino resulta en la síntesis de P4 

(Al-zi’abi et al., 2009). Los efectos de la activación de este sistema muscarínico del ovario son de 

índole mitogénico, autócrino y parácrino (Mayerhofer et al., 2003). 
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 En la rata, la inyección subcutánea de MTC (0.5 mg/Kg peso) en el día del proestro, pero no 

en las otras fases del ciclo estral,  disminuye el porcentaje de animales que ovulan  en el día del 

estro esperado (Hernández, 2012). En el proestro, el bloqueo de los m2AChR del ovario izquierdo no 

interrumpe la ovulación, pero aumenta el peso de ambos ovarios y disminuye el peso del útero. En 

el estro, la micro-inyección de MTC por vía peritoneal bloquea los m2AChR el cual no modifica el 

porcentaje de animales ovulantes, sin embargo disminuye el porcentaje de animales ovulantes del 

ovario inyectado, aunque lo hagan del derecho (Hernández, 2013). La micro-inyección de MTC en el 

ovario izquierdo de la rata provoca el bloqueo de la ovulación en ambos ovarios, cuando el fármaco 

se inyecta en el diestro-2. Estos resultados sugieren la presencia de estos receptores en el ovario, 

aunque a la fecha no hay evidencias de su presencia en las distintas estructuras ováricas. 
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8. JUSTIFICACIÓN 

 

Las células de la granulosa de los folículos preovulatorios de humano, mono y rata sintetizan CAT y 

ACh, pero sólo en las células de la granulosa de los folículos preovulatorios de humano y de mono se 

ha identificado el ARNm de los m1AChR y m5AChR (Mayerhofer y Kunz, 2005). Los efectos de la 

activación de este sistema muscarínico en el ovario son de índole mitogénicos, autócrinos y 

parácrinos (Mayerhofer et al., 2003). En cultivo de células luteales de bovino, la adición de ACh y de 

LH incrementa la síntesis de P4 (Al-zi’abi et al., 2009) y se sugiere la presencia del m2AChR en 

cuerpos lúteos de la vaca. En la rata, la micro-inyección de MTC en el ovario izquierdo de una rata en 

el día diestro-2 bloquea la ovulación (Hernández, 2013). A pesar de que estos resultados sugieren la 

presencia de los m2ACh en el ovario, a la fecha no se ha demostrado su presencia en la gónada. Por 

lo que en esta tesis se decidió detectar la proteína y la distribución del m2AChR en el ovario 

izquierdo y derecho de la rata en cada fase del ciclo estral. Así como estudiar a las 13:00 h del 

diestro-2, los efectos del bloqueo de los m2AChR del ovario derecho sobre la ovulación, con la 

finalidad de analizar si este receptor participa en la regulación de la ovulación en uno y otro ovario. 
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9. HIPÓTESIS 

 

1.- Dado que la administración de un antagonista específico al m2AChR en el ovario de la rata, 

resulta en el bloqueo de la ovulación, entonces la proteína del m2AChR estará localizada en el 

ovario de la rata adulta. 

 

 

2. La integración de las señales endocrinas en cada nivel del eje hipotálamo-hipófisis-ovario son 

necesarias para que ocurra la ovulación, por lo que el reemplazo de GnRH, LH o del E2 en animales 

tratados con un antagonista específico al m2AChR será necesario para el restablecimiento de la 

ovulación. 
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10. OBJETIVO GENERAL 

 

Detectar la distribución del m2AChR en el ovario izquierdo y derecho de la rata adulta, en los 

diferentes días del ciclo estral y su posible participación en la ovulación. 

 

 

11. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Detectar la proteína del m2AChR en las distintas estructuras anatómicas de los ovarios a las 

13:00 h de cada fase ciclo estral de la rata adulta. 

 

2. Analizar si existe asimetría en la distribución y el contenido de la proteína del m2AChR entre 

el ovario izquierdo y derecho de la rata adulta en las distintas fases del ciclo estral. 

 

3. Detectar la proteína del m2AChR en el ovario de animales tratados con un antagonista 

específico de m2AChR. 

 

4. Evaluar la respuesta ovulatoria al restablecimiento de la señal hipotalámica, hipofisaria y 

ovárica en animales tratados con un antagonista específico para m2AChR. 
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12. MATERIALES Y MÉTODOS 

12.1 ANIMALES EXPERIMENTALES 

 

El estudio se realizó en ratas hembras adultas de la cepa CIIZ-V (Facultad de Estudios Superiores 

Zaragoza), de 3-4 meses de edad, con pesos de 195 a 225 g. Los animales se mantuvieron bajo 

condiciones de luz/oscuridad controladas (14 horas luz/10 horas oscuridad, luces de 05:00 a 19:00 

h), con libre acceso al alimento (Harlan SA, México) y agua. Los ciclos estrales se estudiaron 

mediante la toma diaria de frotis vaginales. Solamente las ratas que mostraron dos ciclos estrales 

consecutivos de 4 días se utilizaron. Para el estudio de la distribución del m2AChR, en cada ovario se 

tomaron cuatro ratas en cada fase del ciclo estral y fueron sacrificadas en una cámara de cloroformo 

entre las 12:30 y 13:30 h.  

 

Los ovarios y el útero fueron disecados y en los oviductos se contaron el número de ovocitos 

liberados con la ayuda de un microscopio estereoscópico (Olympus, Modelo SZ51, Tokio, Japón). Los 

ovarios y el útero se pesaron en una balanza analítica (Electronic Balance, Modelo ESJ 200-4, 

Guangdong, China), y su peso fue expresado en mg/100g de peso corporal. El porcentaje de 

animales ovulantes se determinó bajo la siguiente fórmula. 

 

 

 

12.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

 

A las 12:15 h del diestro-2 (n=16) otras ratas fueron inyectados con un “cocktail” de 

ketamina/xilazina (25 mg / 0.1 mg, respectivamente). Una vez que fueron anestesiados, entre las 

12:30 y 13:30 h, se les realizó una incisión dorso-lateral en el costado derecho, a través de la piel y 

músculo, el ovario derecho se extrajo, evitando la manipulación de otros órganos, y se inyectó 1µL 

de MTC o del vehículo (Veh), a través de un tubo de teflón (0,65 mm de diámetro exterior 
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Bioanalíticos Systems, INC), conectado a una jeringa (29G) de acero inoxidable, que fue conectada a 

una jeringa Hamilton de 20 µL, montada a una bomba de microinyección (CMA 100, BAS, Estocolmo, 

Suecia). Ocho de estos animales fueron inyectados con 19 ng/µL de MTC (Sigma-Aldrich, México), 

esta dosis fue seleccionada a experimentos previos por nuestro laboratorio que demuestra el efecto 

farmacológico deseado (datos no publicados) y las ocho ratas restantes fueron inyectadas con el 

vehículo (agua destilada). La velocidad a la que se inyectaron las soluciones fue de 60 segundos. 

Para evitar que la solución saliera de la bursa, la aguja se mantuvo en la bursa del ovario, durante un 

minuto después de la inyección. Posteriormente, la superficie del ovario se enjuagó cuidadosamente 

con solución salina fisiológica y se volvió a colocar en la cavidad abdominal. La incisión quirúrgica se 

suturó con hilo de seda y los animales se sacrificaron a la mañana del estro esperado (09:00-10:00 h) 

en una cámara de cloroformo. 

 

Para llevar a cabo el restablecimiento de las señales hipotalámica, hipofisaria y ovárica en 

animales no ovulantes por la micro-inyección de MTC en la bursa del ovario derecho se utilizaron 

tres diferentes grupos de animales con los  siguientes tratamientos: 

 

 Grupo I. 3.7 µg/kg peso de LHRH-Gly sintética (Zigma Aldrich, México) a 

las 14:00 h del proestro del ciclo tratado, 

 Grupo II. 25 UI hCG (Gonadotropina Coriónica humana) a las 14:00 h del 

proestro del ciclo tratado 

 Grupo III. 10 µg de BE (benzoato de estradiol) a las 14:00 h del diestro-2 del 

ciclo tratado. 

 

Todos los animales fueron sacrificados en una cámara letal con cloroformo en la mañana 

del estro esperado. 
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12.3 INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

La inmunorreactividad (IR) se detectó usando un protocolo convencional basado en avidina-biotina 

peroxidasa. Los ovarios fueron incluidos en parafina y se obtuvo secciones de ovario de 6 µm de 

grosor de grupos de cuatro ratas intactas en los diferentes días del ciclo estral, así como también a 

un grupo que fueron tratados con Veh y MTC. Los cortes de tejidos fueron desparafinados, 

hidratados y pre-tratados con agua oxigenada (H2O2) al 1% durante 30 minutos, para desactivar la 

peroxidasa endógena, se hicieron tres lavados de una solución de buffer de fosfatos (PBS) 0.1 M/L y 

después se incubaron con boro hidruro de sodio (NaBH4) al 1% para reducir los grupos aldehídos. 

Para facilitar la interacción del anticuerpo con su antígeno se utilizó una solución de citrato de sodio 

10 mM, las secciones de tejido se incubaron con el anticuerpo primario m2AChR (NB120-2805, Novul 

Biologicals, Littleton, Colorado) a una dilución 1:50 a 4°C durante 48 horas. Posteriormente, las 

secciones se incubaron con el anticuerpo secundario dilución 1:100 a temperatura ambiente 

durante 2 h (pk-6101, Kit Vectastain Elite ABC, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). El 

complejo inmuno-reactivo se detectó con avidina-biotinia (AB) (PK-6100, Vector Laboratories, Inc., 

Burlingame, CA) peroxidasa (figura 9). Las secciones fueron teñidas con diaminobencidina (DAB) (Sk-

4100, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) y se contratiñeron con hematoxilina de Meyer (H-

3404, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). Posteriormente los cortes se deshidrataron y 

fueron cubiertos con medio de montaje (H-5000, Vect Mount, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, 

CA) para ser observados en el microscopio de luz equipado con una cámara digital (Nikon Eclipse 

Modelo E400, Tokio, Japón). Como control negativo, el anticuerpo primario se omitió, y se procedió 

con el resto del procedimiento como se mencionó anteriormente. Se midió la intensidad media de la 

IR con el programa NIS-Elements (Nikon, software versión 3.0), la intensidad de la ir-m2AChR se 

determinó con el promedio obtenido en el rango de luz entre 0 y 250 (rango negro y blanco 

respectivamente) la fórmula para clasificar fue la siguiente  (R=Recorrido [valor máximo - 

valor mínimo], K=Intervalos [tres intervalos debido a las cruces], A=Amplitud [rango de los 

intervalos]), donde si el promedio presentó mayor IR se colocaron tres cruces (+++), si presentaron 

un rango intermedio se colocaron dos cruces (++) y si presentaron un promedio bajo se colocó una 

cruz (+). También se cuantificó los folículos que presentaron ir-m2AChR. 
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Figura 9. Representación esquemática de la técnica de inmunohistoquímica. Se observa el proceso por el 

cual los cortes de ovario de rata fueron incubados con el anticuerpo primario (A), después por el 

anticuerpo secundario (B) y finalmente con el complejo de Avidina-biotina (C) para la detección del 

m2AChR. 
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12.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

Los resultados del número de animales ovulantes se analizaron por la prueba de la probabilidad 

Exacta de Fisher. El número de ovocitos liberados así como el número de cuerpos lúteos ir-m2AChR 

se analizó por la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los datos del peso de los 

ovarios, del útero se analizaron por la prueba de Análisis de Varianza (ANDEVA), seguida de la 

prueba de Turkey. En los casos en que se compararon dos grupos, se utilizó la prueba de “t” de 

Student o la prueba de “U” de Mann-Whitney. En todas las pruebas estadísticas se aceptaron como 

significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue ≤ 0.05. 
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13. RESULTADOS 
Detección del m2AChR en el ovario de la rata adulta durante el ciclo estral 

 

Los resultados obtenidos mostraron que la proteína m2AChR se detecta en todos los cuerpos lúteos 

del ovario izquierdo y derecho. En cada ovario el número de cuerpos lúteos depende de la fase de 

ciclo estral en la que se encontró el animal. Interesantemente, el número de cuerpos lúteos 

encontrados en el ovario izquierdo es ligeramente mayor (14%) al ovario derecho. En la fase del 

diestro-1 se observó la mayor cantidad de cuerpos lúteos en el ovario izquierdo. En cambio, en el 

ovario derecho no se observaron diferencias significativas en la cantidad de cuerpos lúteos por cada 

rata en las diferentes fases del ciclo estral (figura 10). 

 

Figura 10. Número de cuerpos lúteos ir-m2AChR en el ovario de la rata adulta a las 10:00 h de cada fase del 

ciclo estral 

 

 

a<0.05 vs. estro (prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn) 

 

Con respecto a la etapa de crecimiento de los folículos y el día del ciclo estral, se observó que la 

proteína del ir-m2AChR no se encuentra presente en los folículos primordiales de ambos ovarios 

(figura 11). Sin embargo,  en el estro, únicamente en el ovario derecho, el 5% del total de folículos 
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pre-antrales presentaron ir-m2AChR. En el diestro-1, los folículos pre-antrales con ir-m2AChR sólo 

estuvieron presentes en el ovario izquierdo, mientras que en el ovario derecho los folículos ir-

m2AChR fueron antrales. En el diestro-2 ningún tipo de folículo presentó ir-m2AChR en el ovario 

izquierdo. En cambio, en el ovario derecho los folículos ir-m2AChR fueron los antrales. En el 

proestro, el ovario izquierdo presentó folículos pre-antrales y antrales ir-m2AChR. En cambio el 

ovario derecho sólo mostró folículos pre-antrales ir-m2AChR (figura 11). En esta fase del ciclo, tanto 

en el ovario izquierdo como en el derecho, el porcentaje de folículos pre-antrales ir-m2AChR es 

significativamente mayor que en la otra fase del ciclo donde se observó la ir-m2AChR. Estos 

resultados sugieren una distribución diferencial del m2AChR en las distintas estructuras anatómicas 

del ovario a lo largo del ciclo estral de la rata. 

 

Figura 11. Porcentaje de folículos primordiales, pre-antrales y antrales ir-m2AChR del ovario en la rata 

adulta en cada fase del ciclo estral  

 

 

Ovario izquierdo: a, p<0.001 vs. Diestro-1, Ovario derecho: a, p<0.001 vs. Estro (Prueba de Ji2. con 

corrección de Yates) 

 

Con base en la intensidad promedio de la ir-m2AChR que presentarón los cuerpos lúteos, se observó 

que en el ovario izquierdo mostraron mayor intensidad en la fase del diestro-1 y la menor en el 
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diestro-2 y el proestro. Mientras que en el ovario derecho la mayor intensidad estuvo presente en el 

proestro y la menor en el diestro-1 (Tabla 1, figura 12). 

 

Tabla 1.  Intensidad del  m2AChR en los cuerpos lúteos del ovario de la rata adulta en las diferentes fases 

del ciclo estral  

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuando se analizó la distribución de ir-m2AChR en los folículos y los cuerpos lúteos se observaron 

que en los folículos pre-antrales la ir-m2AChR se localizó predominantemente en el ovocito (figura 

13). Mientras que, en los folículos antrales (sanos o atrésicos) la ir-m2AChR se localizó en el ovocito y 

las células de la granulosa de la corona radiada, murales o ambas (Figura 14). En cambio, en los 

cuerpos lúteos, la ir-m2AChR se localizó en todas las células luteinizadas, tanto granuloso-luteínicas 

como teco-luteínicas. 

 

 

Etapa del ciclo 

estral  

Grado de intensidad 

del Ovario 

Izquierdo 

Grado de intensidad del 

Ovario Derecho 

Estro ++ ++ 

Diestro 1 +++ + 

Diestro 2 + ++ 

Proestro + +++ 
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Figura 12. Inmuno-localización del  m2AChR en el cuerpo lúteo del ovario izquierdo y derecho en cada fase 

del ciclo estral de la rata adulta. Fotomicrografías a 10X. Las flechas indican la inmuno-tinción (color café) 

del m2AChR. Los tejidos fueron contrateñidos con hematoxilina de Meyer (células azules  sin ir) 
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Figura 13. Inmuno-localización del m2AChR en el ovario izquierdo (panel A y B) y derecho (panel C y D) de 

la rata adulta. Se puede observar la ir-m2AChR en la membrana del ovocito de un folículo pre-antral (A), 

Fotomicrografía 10X. En el recuadro se muestra el folículo pre-antral (40X), con ir-m2AChR en la 

membrana citoplasmática del ovocito. Los ovarios fueron contrateñidos con hematoxilina de Meyer 

(células color azul sin ir). CL=Cuerpo Lúteo, Fol =Folículo. 
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Figura 14. Inmuno-localización del m2AChR en folículos antrales del ovario de la rata adulta. Se puede 

observar la ir- m2AChR en la corona radiada y algunas zonas de la capa mural de células de la granulosa 

(panel A) o en el ovocito (panel B) y algunas zonas de la capa mural de células de la granulosa (panel C), 

fotomicrografías 10X. En cada recuadro se muestra una zona con ir- m2AChR (40X), que se presenta en la 

membrana citoplasmática (café). Los ovarios fueron contrateñidos con hematoxilina de Meyer (células 

color azul sin ir) CL=Cuerpo Lúteo, Fol =Folículo. 
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Efectos del bloqueo del m2AChR en el ovario derecho de la rata adulta 

 

La microinyección del antagonista específico de m2AChR (MTC) en el ovario derecho, redujo 

significativamente el porcentaje de animales ovulantes en el estro esperado, en comparación con el 

grupo de animales tratados con vehículo (figura 15). 

 

Figura 15. Porcentaje de animales ovulantes en el día del estro esperado después del tratamiento de 

metoctramina en el ovario derecho a las 13:00 h del diestro-2 

INTACTOS VEH MTC 
0

20

40
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80
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a, p<0.001 vs. VEH (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher) 

 

 

El tratamiento con MTC bloqueo la ovulación en el ovario contralateral (ovario izquierdo), mientras 

que, en el ovario derecho solo el 7% de los animales tratados ovularon. El tratamiento no modificó 

el número de ovocitos liberados en el ovario derecho (Tabla 2). 
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Tabla 2. Media ± e.e.m del número de ovocitos liberados por los ovarios, en la mañana del estro esperado 

de animales intactos, micro-inyectados con Veh o MTC  a las 13:00 h del diestro-2 

 

Grupo experimental Número de ovocitos liberados por 

 ovario izquierdo ovario derecho  ambos ovarios 

Intacto 6.1±0.7 7.3±0.5 13.4±0.5 

Vehículo 6.6±0.7 6.4±0.3 13.0±0.4 

Metoctramina 0 5.5 (5,6) - 

 

Con respecto al peso de los ovarios y el útero no se observó cambios en los animales que recibieron 

la micro-inyección de vehículo o de metoctramina con respecto al grupo de animales intactos (Tabla 

3). 

 

Tabla 3. Media ± e.e.m del peso del ovario izquierdo (no tratado), del ovario derecho (tratado) y del útero 

en la mañana del estro esperado de animales intactos o micro-inyectados con Veh o MTC en el ovario 

derecho a las 13:00 h del  diestro-2 

 

Grupo experimental Peso (mg/100g peso corporal) 

 ovario izquierdo ovario derecho  Útero 

Intacto 15.7±0.8 16.5±0.8 156.6±6.6 

Vehículo 14.1±0.8 14.2±0.7 166.6±7.8 

Metoctramina 12.9±1.0 13.4±0.9 191.4±12.9 

 

Con respecto al número de estructuras e intensidad de la ir-m2AChR en los ovarios derecho e 

izquierdo de los animales tratados Veh o MTC, a las 13:00 h del día del diestro-2, no se observó 

diferencias significativas en la ir-m2AChR en el estro esperado comparado con el grupo intacto 

(Tabla 4 y 5, figura 16).  
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Tabla 4. Ir-m2AChR en las estructuras anatómicas del ovario izquierdo después del tratamiento con Veh o 

MTC a las 13:00 h del diestro-2 

 

Estructuras Ir/estruc-

turas 

totales 

% Ir/estructura

s totales 

% Ir/estructuras 

totales 

% 

 Intacto Micro-inyección del 

vehículo 

Micro-inyección de 

metoctramina 

Folículos 

primordiales 

0/10 0 0/6 0 0/8 0 

Folículos pre-

antrales 

0/1 0 0/13 0 0/16 0 

Folículos antrales 0/3 0 0/12 0 0/16 0 

Cuerpos lúteos 14/14 100 21/21 100 26/26 100 

Tabla 5. Ir-m2AChR en las estructuras anatómicas del ovario izquierdo después del tratamiento con Veh o 

MTC a las 13:00 h del diestro-2 

 

Estructuras Ir/estructur

as totales 

% Ir/estructuras 

totales 

% Ir/estructuras 

totales 

% 

 Intacto Micro-inyección del 

vehículo 

Micro-inyección de 

metoctramina 

Folículos 

primordiales 

0/23 0 0/12 0 0/6 0 

Folículos pre-

antrales 

1/21 5 0/16 0 0/9 0 

Folículos antrales 0/12 0 0/16 0 0/9 0 

Cuerpos lúteos 24/24 100 27/27 100 32/32 100 
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C) 

 

 

 

Figura 16. Ir-m2AChR en ambos ovarios de animales tratados con Veh (panel A) o con MTC (panel B) en el 

ovario derecho, a las 13:00h del diestro-2. Las fotomicrografías panorámicas a 10X muestran la intensidad 

de la ir-m2AChR en los cuerpos lúteos (Panel C). 

 

Efecto del restablecimiento de las señales hipotalámica, hipofisaria u ovárica en 

animales tratados con un antagonista específico del m2AChR 

 

El restablecimiento de la señal hipotalámica por el reemplazo hormonal con LHRH-Gly sintética 

restableció la ovulación en el 100% de los animales tratados con el antagonista específico para 

m2AChR (MTC). En cambio el tratamiento de reemplazo de la señal hipofisaria con hCG o de la señal 

ovárica con BE restableció en un 80% la ovulación en los animales tratados con MTC (figura 17). 

 

 

  Grado de 

intensidad del 

Ovario 

izquierdo 

Grado de 

intensidad del 

Ovario  

derecho 

Intacto ++ ++ 

Vehículo ++ ++ 

Metoctramina ++ ++ 
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Figura 17. Restabl ecimiento d e l a  ovu l ación en animales tratados con MTC en el ovario derecho a 

las 13:00 h del Diestro-2 

 

a, p<0.001vs. MTC (Prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher) 

El restablecimiento de la señal hipotalámica, hipofisaria u ovárica en animales con bloqueo de los 

m2AChR en diestro-2 no afectó el número de ovocitos liberados con respecto a los animales 

tratados con MTC y Veh (Tabla 6). 

Tabla 6. Media ± e.e.m. del número de ovocitos liberados por los ovarios de animales tratados con Veh o 

MTC a las 13:00 h del día del diestro-2 después del reemplazo hormonal 

 

Grupo experimental Número de ovocitos liberados por 

 ovario 

izquierdo 

ovario 

derecho  

ambos ovarios 

Vehículo 6.6±0.7 6.4±0.3 13.0±0.4 

Metoctramina 0 5.5 (5,6) - 

Metoctramina +LHRH 6.7±0.6 3±0.4 9.7±0.5 

Metoctramina +hCG 5.3±0.6 6.2±1.1 11.5±0.6 

Metoctramina +BE 5.7±0.4 2.5±1.5 8.2±0.8 
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El restablecimiento de la “señal hipotalámica” a animales con bloqueo de m2AChR en el diestro-2, 

disminuyó el peso del útero en comparación con el grupo tratado con MTC. El restablecimiento 

de la “señal hipofisaria” o “señal ovárica” no modificó significativamente el peso del ovario y del 

útero en los animales tratados con MTC (Tabla 7).  

 

Tabla 7. Media ± e.e.m. del peso de los ovarios y del útero en animales tratados con Veh o MTC a las 13:00 

h del día del diestro-2 después del reemplazo hormonal 

 

GRUPO EXPERIMENTAL PESO (mg/100g peso corporal) 

 ovario izquierdo ovario derecho  Útero 

Metoctramina 12.9±1.0 13.36±0.9 191.4±12.9 

Metoctramina +LHRH 14.9±0.8 13.8±1.3 145.6±14.5* 

Metoctramina +hCG 16.1±1.5 15.6±0.8 160.2±13.6 

Metoctramina +BE 15.7±1.0 15.7±1.3 191.4±13.1 

* p<0.05 vs. Metoctramina (ANDEVA seguida de la prueba de Tukey) 
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14. DISCUSIÓN 

 

Con base en los resultados obtenidos mostramos que los ovarios de la rata adulta expresan el 

m2AChR. Dichos receptores están presentes en los cuerpos lúteos y en menor porcentaje en 

folículos. Durante el ciclo estral, ambos ovarios presentan un número similar de estructuras inmuno-

reactivas para el m2AChR. La micro-inyección de Veh o MTC en el ovario derecho no modifica la 

intensidad de la ir- m2AChR en ninguno de los ovarios. Sin embargo, bloquear el m2AChR inhibe la 

ovulación como resultado de la alteración de la señal ovárica (17β-estradiol), y en consecuencia de 

la modificación de la secreción preovulatoria de GnRH y LH. 

 

El m2AChR se acopla a la proteína Gi que inhibe a la adenilato ciclasa y activa canales de 

potasio (Michal et al., 2001, Golan et al., 2012). Deckel (1983) mostró que la maduración del ovocito 

de la rata es inhibida por AMPc. Dado que el ovocito de los folículos  primarios y pre-antrales 

expresan el  m2AChR, nos permite sugerir que en las primeras etapas de desarrollo del folículo, la 

maduración del ovocito estaría regulado de manera estimulante por la unión de ACh a los m2AChR. 

 

En las células de cuerpos lúteos de bovino en cultivo, la ACh  promueve la producción de P4 al 

medio (Al-zi´abi et al., 2009). La presencia del receptor m2AChR en los cuerpos lúteos de la rata nos 

lleva a sugerir que estos receptores regularían la secreción de progesterona. 

 

En nuestra cepa de rata, la concentración de P4 a las 13:00 h del diestro-1 alcanza los valores 

máximos con respecto a las otras fases del ciclo (Flores et al., 2008). En nuestro estudio, en la fase 

del diestro-1 la desigual intensidad de ir-m2AChR en los cuerpos lúteos del  ovario izquierdo 

respecto al derecho, sugieren una asimetría funcional. En la cerda, Rao y Edergton (1984) mostraron 

diferencias en la unión específica de hCG marcada con yodo radioactivo, en la concentración de  P4, 

y en las actividades de la enzima citocromo C oxidasa (una enzima mitocondrial), de la acetil-D-

glucosaminidasa (una enzima lisosomal) y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. 
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La P4 es el esteroide gonadal dominante en la regulación de la secreción de la GnRH durante 

la fase lútea, ya que inhibe la frecuencia de los pulsos de secreción de la GnRH (Herbison, 2006).  En 

la rata con ciclos estrales de 4 días, la inyección de P4 en los dos días de diestro resulta en el retraso 

de la ovulación (Everett, 1948). Con base en estos resultados y los mostrados por Al-zi´abi (2009), 

sugerimos que los m2AChR presentes en los cuerpos lúteos tendrían un papel estimulante de la 

secreción de progesterona, la que se mantendría durante todos los días del ciclo estral por la 

presencia constante de los cuerpos lúteos. 

 

También se plantea que la progesterona eleva la amplitud de los pulsos de secreción de la 

GnRH (Krey et al., 1973; Clifton et al., 1975; Levine et al., 1980), pero este efecto es dependiente de 

la síntesis de los receptores a P4 inducidos por estradiol (Chappel et al., 1997; Mahesh et al., 1998). 

Por lo que la falta de ovulación en ratas micro-inyectadas con MTC en el ovario izquierdo, a las 13:00 

h del diestro-2 estaría apoyando esta hipótesis. Ya que tanto el reemplazo de E2, de LH y de GnRH 

indujeron la ovulación. Esta hipótesis estaría apoyada por los resultados obtenidos. 

 

La indometacina inhibe la síntesis de prostaglandina E2 (PGE2), así como la ovulación inducida 

por LH (Tsafriri et al., 1973) o por un análogo de la GnRH (Ekholm et al., 1982). Estos hechos 

explicarían el bajo número de ovocitos liberados en los animales tratados con MTC y LHRH-sintética 

o MTC y BE, lo que nos permite sugerir que el m2AChR podría estar involucrado en la síntesis de 

PGE2 y en las modificaciones de la respuesta del folículo a la LH endógena secretada, ya que la 

administrada (hCG) si indujo el rompimiento de los folículos que estaban listos a ovular. 

 

El BE estimula la mitosis y la angiogénesis del endometrio del útero (Di Augustine et al., 

1988). La disminución del peso de este órgano observada en las ratas con reemplazo de “señal 

hipotalámica” nos lleva a sugerir que en los animales con bloqueo de los m2AChR la secreción de 

estradiol esté afectada, que la sensibilidad del útero al estradiol esté modificada resultado de un 

desfasamiento en tiempo de la señal hipofisaria, o por ambos hechos.  Esta idea es apoyada por el 

hecho que en las ratas con bloqueo del m2AChR, la inyección de BE resulta en un útero con peso 

semejante al  de las ratas sin BE. 
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15. CONCLUSIONES 
  

En la mañana de cada fase del ciclo estral, la proteína del m2AChR se detectó en las células de los 

cuerpos lúteos de uno u otro ovario. La intensidad de la ir-m2AChR en los cuerpos lúteos varía con la 

fase del ciclo estral. 

 

 

En los folículos en crecimiento la proteína se observó en el ovocito de folículos pre-antrales y en las 

células de la granulosa de folículos de diferentes etapas de crecimiento. 

 

 

A las 13:00 h del diestro-2, la unión de la ACh a los m2AChR del ovario derecho regula de manera 

estimulante la ovulación. Mecanismo que está vinculado con una modificación de la secreción pre-

ovulatoria de E2, y en consecuencia de la secreción fásica de la GnRH en el día del proestro y por 

tanto, de la secreción pre-ovulatoria de la LH. 

 

 

La micro-inyección del Veh o de la MTC en el ovario derecho no modifica la distribución y la 

intensidad de la proteína del m2AChR en los ovarios. 
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