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 PKA: Proteína cinasa A 
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 REL: Retículo endoplásmico liso 
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 VIP: Péptido intestinal vasoactivo 
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RESUMEN 

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un neuropéptido que ingresa al ovario por el 

Nervio Ovárico Superior (NOS) y el Nervio Vago (NV), además de que es sintetizado de 

manera local por células de la granulosa. El VIP estimula el desarrollo folicular, la 

ovulación y la síntesis de hormonas esteroides. Los efectos del VIP sobre sus células diana 

son mediados por los receptores VPAC-1 y VPAC-2, que son receptores 

transmembranales acoplados a proteínas G (GPCRs) que activan la vía de señalización 

adenilato ciclasa/monofosfato de adenosina cíclico (AMPc).  

La inyección de VIP en la bursa del ovario izquierdo o derecho, modifica la secreción de 

hormonas esteroides, lo que depende del ovario estimulado y del estado neuroendocrino 

del animal. Esta respuesta del ovario al estímulo VIPérgico puede deberse a una 

expresión diferencial de sus receptores en cada ovario que varía en función del día del 

ciclo estral. Para evaluar esta posibilidad, en el presente estudio se analizó la distribución 

y expresión de los receptores VPAC-1 y VPAC-2 en los ovarios de la rata adulta cíclica. 

Para ello, se utilizaron ratas hembras de la cepa CII-ZV de 60 días de edad, que fueron 

sacrificadas en los días del diestro 1, diestro 2, proestro o estro. Los ovarios fueron 

extraídos y procesados para evaluar la expresión de los receptores VIPérgicos a través de 

la técnica de inmunohistoquímica. La inmunoreactividad a VPAC-1 y a VPAC-2 se 

cuantificó por el porcentaje de pixeles. 

Los resultados muestran que ambos receptores se expresan en los cuatro días del ciclo 

estral en células de la teca y de la granulosa de folículos primarios, secundarios y 

preovulatorios; en el estroma, en la glándula intersticial, así como en los cuerpos lúteos. 

La expresión del VPAC-1 fue mayor en folículos secundarios del ovario derecho de 
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animales sacrificados en diestro 1 y diestro 2, comparado con el ovario izquierdo (1179.1% 

vs. 837.8% y 1305.6 vs. 505.89%, respectivamente). El mismo caso se observó para cuerpos 

lúteos, en diestro 2 y estro. En cambio, en animales sacrificados en diestro 2, el VPAC-2 

se expresa más en el ovario izquierdo (2520% vs. 573.2%). En los folículos preovulatorios 

no se encontraron diferencias significativas entre ovarios del mismo día del ciclo. No 

obstante, el ovario izquierdo de animales sacrificados en el diestro 2, presenta mayor 

expresión del VPAC-2 en comparación con el ovario izquierdo de animales en proestro y 

estro. 

Los resultados del presente estudio permiten concluir que los receptores VIPérgicos 

presentan una distribución asimétrica que depende del día del ciclo estral, de la estructura 

ovárica y del ovario en estudio, lo que pudiera, al menos en parte, ser la responsable de la 

respuesta esteroidogénica diferencial que presentan los ovarios al estímulo VIPérgico.
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INTRODUCCIÓN 

El ovario realiza dos funciones, la producción de gametos y de hormonas esteroides y 

protéicas (Ross y Pawlina, 2015). Estas funciones son reguladas por señales hormonales 

provenientes del hipotálamo, la hipófisis y los ovarios, que funcionan como un eje de 

regulación (Levine, 2015). 

Las funciones del ovario además de ser moduladas por señales neuroendocrinas e 

intraováricas, son reguladas por señales nerviosas de naturaleza peptídica (Hsueh y col., 

1984). Las fibras VIPérgicas ingresan al ovario a través de dos paquetes nerviosos, el 

NOS (Dees y col., 1986) y en menor proporción por el NV (Said y Rosenberg, 1976). Las 

fibras VIPérgicas se encuentran en el tejido intersticial, alrededor de vasos sanguíneos y 

folículos primordiales, y en asociación con la teca de folículos en desarrollo (Ahmed y col., 

1986; Dees y col., 1986; Schultea y col., 1992; Hulshof y col., 1994). Además, la presencia 

del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) del VIP en el ovario ha llevado a sugerir su 

síntesis local (Gozes y Tsafriri, 1986). 

Los efectos del VIP sobre sus células diana, están mediados por dos receptores acoplados 

a proteínas G, el VPAC-1 y el VPAC-2, que activan la vía de la adenilato ciclasa y 

estimulan la producción de AMPc (Harman y col., 1998; Dickson y Finlayson, 2009). 

Mediante la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa con transcripción reversa 

(RT-PCR) y el análisis con inmunoflorescencia en el ovario, se ha descrito la presencia del 

VPAC-1 en la pared de los vasos sanguíneos, en el estroma, en el hilio ovárico y en células 

teco-intersticiales; mientras que el VPAC-2 está presente en el oviducto, las células teco-

intersticiales y en células de la granulosa (Vaccari y col., 2006). 

El VIP participa en la regulación de las funciones del ovario, como son: el desarrollo 

folicular (Mayerhofer y col., 1997; Chen y col., 2012), la ovulación (Liu y col., 1987; 

Schmidt y col., 1990; Apa y col., 1997) y en la modulación de la actividad de enzimas 

esteroidogénicas (George y Ojeda, 1987; Johnson y col., 1994; Kowalewski y col., 2010) 

que participan en la síntesis de hormonas esteroides (Fredericks y col., 1983; Davoren y 

Hsueh, 1985; Ahmed y col., 1986; Parra y col., 2007; Rosas y col., 2015).  
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Usando como modelo de estudio animales hemiovariectomizados, se ha observado que la 

capacidad de los ovarios para secretar progesterona, testosterona, y estradiol es 

asimétrica y varía a lo largo del ciclo estral (Cruz y col., 2006; Flores y col., 2006). 

Recientemente se mostró que la inyección unilateral de VIP en la bursa del ovario 

izquierdo o derecho, modifica la tasa de secreción de hormonas esteroides, cambios que 

dependen del ovario estimulado y de la etapa del ciclo estral del animal (Rosas y col., 

2015). Estos resultados han llevado a sugerir que en la rata adulta cíclica, cada ovario 

tiene diferente respuesta al estímulo VIPérgico, dada posiblemente por la expresión 

diferencial de los receptores VIPérgicos en cada ovario (Rosas, 2015). Para analizar esta 

posibilidad, en el presente estudio se evaluó la presencia y distribución de los receptores 

VPAC-1 y VPAC-2 en los ovarios de la rata adulta en cada día del ciclo estral, y se analizó 

sí la distribución de ambos receptores es asimétrica.  

MARCO TEÓRICO 

ESTRUCTURA DEL OVARIO 

El ovario está constituido por folículos en diferentes estadios de desarrollo que 

interactúan y llevan a cabo la producción de óvulos maduros (ovulación) aptos para la 

fecundación. Además secretan hormonas esteroides sexuales y péptidos que crean un 

ambiente adecuado para la fertilización y la implantación posterior del cigoto en el 

endometrio (Geneser, 2000; Tresguerres, 2010; Strauss y Williams, 2014).  

Los ovarios son órganos pares ovoides, de color rosa grisáceo y con una superficie 

irregular, debido a la presencia de folículos ováricos. Cada ovario está fijado a la superficie 

posterior del ligamento ancho del útero mediante una estructura vascularizada corta, el 

mesovario, unido a los bordes del ovario (Ross y Pawlina, 2012; Brüel y col., 2015). En la 

parte superior, el ovario se encuentra unido a la pared de la pelvis mediante el ligamento 

suspensorio, que conduce los vasos y los nervios al interior de la gónada (Ross y Pawlina, 

2015). 

La superficie del ovario está recubierta por tejido epitelial simple cúbico, denominado 

epitelio de superficie que tiene funciones de transporte y secreción. Está formado por 

queratina, desmosomas, microvellosidades apicales y una membrana basal. Debido a que 

http://www.medicapanamericana.com/Autores/Autor/21517/Annemarie-Bruel.html
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esta expuesto a rupturas en los sitios de ovulación, contiene y secreta diversos agentes 

que regulan su crecimiento y diferenciación, entre los que se encuentran receptores para 

la hormonaas como la luteinizante (LH), la estimulante del folículo (FSH), estrógenos, 

andrógenos, progesterona y la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), así 

como factores de crecimiento y citocinas (Auersperg y Woo, 2004). El epitelio de 

superficie está separado del estroma ovárico por una capa de colágeno, la túnica 

albuguínea (Auersperg y Woo, 2004), la cual está compuesta por tejido conectivo denso 

que forma una cápsula muy delgada (Sepúlveda, 2014; Brüel y col., 2015).  

En el ovario se distinguen tres zonas: 

 El hilio. Es la porción del ovario mediante la cual ingresan nervios, vasos 

sanguíneos y linfáticos (Fig. 1). Contiene además tejido conectivo de sostén y 

algunas células esteroidogénicas denominadas células hiliares, que producen 

testosterona en respuesta a la LH (Geneser, 2000; Sepúlveda, 2014; Gartner y 

Hiatt, 2015).  

 La corteza. Es la estructura externa del ovario (Fig. 1), cubierta por el epitelio 

celómico (Gougeon, 2004). La corteza está formada por: 

a) El estroma, que contiene células fibroblásticas que expresan algunas enzimas 

que sintetizan andrógenos (Jabara y col., 2003). 

b) Los folículos en diferentes estadios de crecimiento y maduración, lo cual 

depende de la edad y la etapa del ciclo reproductivo (Sepúlveda, 2014). 

c) La glándula intersticial, formada por células intersticiales, que derivan de la 

teca interna de folículos que degeneraron por atresia y que contienen lípidos 

como almacenamiento para la síntesis de andrógenos, principalmente 

androstenediona y testosterona (Botella, 1995; Kühnel, 2005). 

 La médula. Se encuentra por debajo de la corteza, formando el centro del ovario 

(Fig. 1). Está compuesta por tejido conectivo denso que rodea a los vasos 

sanguíneos, a las vías linfáticas y a las fibras nerviosas (Geneser, 2000; Gougeon, 

2004; Hoffman y col., 2012).  

http://www.medicapanamericana.com/Autores/Autor/21517/Annemarie-Bruel.html
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Figura 1. Composición estructural del ovario. Se muestra la secuencia de                         

la maduración folicular, la ovulación y la formación del cuerpo lúteo                      

(Tomado y modificado de Strauss y Williams, 2014). 

DESARROLLO FOLICULAR 

Los folículos son la unidad anatómica y funcional del ovario. Su función es mantener, 

nutrir, madurar y liberar al ovocito en el momento en que este sea capaz de ser fecundado 

(Gartner y Hiatt, 2015). Según el grado de maduración, los folículos están formados por 

un ovocito primario o secundario, una membrana basal y una o varias capas de células de 

la granulosa y de la teca (Sepúlveda, 2014). 

El desarrollo del folículo es complejo y consiste en la integración de múltiples señales. El 

inicio del desarrollo folicular es dirigido por señales intraováricas, mientras que la 

influencia de la LH y la FSH ocurre a partir del estadio de folículo secundario (Albertini, 

2015; Pangas y Rajkovic, 2015). 

Los folículos ováricos se clasifican en función de su tamaño y complejidad morfológica en:  

1. Folículos primordiales 

Constituyen la reserva de los folículos en reposo y se localizan en la corteza ovárica, por 

debajo de la túnica albugínea (Brüel y col., 2015). Las células germinales primordiales se 

originan fuera de las gónadas y migran a ellas durante los primeros estadios del 

http://www.medicapanamericana.com/Autores/Autor/21517/Annemarie-Bruel.html


UNAM   FES ZARAGOZA 
 

 

Rocio Sarahy Ayala Martínez                           5 

 

desarrollo embrionario. Una vez en las gónadas, estas células comienzan una fase de 

proliferación mitótica, momento a partir del cual reciben el nombre de ovogonias 

(Carlson, 2014). Durante el periodo fetal del humano, las ovogonias comienzan la primera 

división meiótica y se denominan ovocitos primarios, los cuales son detenidos en la fase de 

diploteno. En la rata, la foliculogénesis se produce después del nacimiento, en los 

primeros cuatro días de vida postnatal, y el ovocito detiene su primera división meiótica 

en dictioteno (Mandl, 1963; Levine, 2015). El ovocito permanece detenido en la primera 

división meiótica hasta el estadio de folículo preovulatorio, etapa en la cual se reinicia su 

maduración meiótica ante el incremento preovulatorio de LH (Fig. 2) (Levine, 2015). 

 

Figura 2. Etapas de la maduración meiótica del ovocito y del desarrollo folicular. FSH, 

hormona estimulante del folículo; LH, hormona luteinizante                                   

(Tomado de Albertini, 2015). 

El ovocito primario se encuentra rodeado por una monocapa de células epiteliales planas 

(células foliculares o pregranulosas), estableciendo uniones conocidas como nexos y 

microvellosidades entre ellas y el ovocito, que permiten el intercambio de moléculas entre 

ambos tipos celulares (Fig. 3) (Arteaga-Martínez y García-Peláez, 2014; Sepúlveda, 2014; 

Levine, 2015). Alrededor de las células pregranulosas del folículo se encuentra la 
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membrana basal, una barrera especializada de matriz extracelular semipermeable (Irving-

Rogers y col., 2010) que permite el desarrollo de un microambiente dentro del folículo, 

esencial para el funcionamiento y desarrollo folicular (Christensen y col., 2015). 

2. Folículos primarios 

El crecimiento folicular comienza a partir de la activación de los folículos primordiales. 

Estos folículos aumentan de tamaño, debido principalmente al incremento de volumen del 

ovocito (Arteaga-Martínez y García-Peláez, 2014). En los folículos primarios las células 

pregranulosas se transforman en células cúbicas, momento a partir del cual se les 

denomina células de la granulosa (Tresguerres, 2010; Levine, 2015), que al dividirse por 

mitosis forman un epitelio estratificado (Fig. 3). 

 

Figura 3. Estadios de maduración folicular (Tomado y modificado                                

de Sepúlveda, 2012). 
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Entre el ovocito y las células de la granulosa se encuentra la zona pelúcida, una matriz 

extracelular que envuelve el ovocito, compuesta por glucoproteínas sintetizadas por el 

estrato granuloso. La zona pelúcida es invadida por microvellocidades del ovocito y 

filopodios de las células granulosas que entran en contacto entre sí y forman uniones de 

intersticio a través de las cuales se comunican durante todo el desarrollo folicular (Yeh y 

Adashi, 2001). La zona pelúcida juega un papel importante en la unión específica de los 

espermatozoides al ovocito e induce la reacción acrosómica. También protege a los 

ovocitos y a los embriones en crecimiento de la infección por agentes bacterianos o 

fúngicos antes de la implantación (Gupta, 2015). 

Alrededor de la membrana basal comienzan a agruparse células del estroma cortical que 

dan lugar a las células de la teca (Tresguerres, 2010; Gartner y Hiatt, 2015). 

3. Folículos secundarios 

La capa granulosa alcanza un espesor de 6 a 12 estratos celulares, entre los cuales 

aparecen pequeños espacios llenos de líquido (Ross y Pawlina, 2012), conocidos como 

cuerpos de Call-Exner (Fig. 3), que son productos de secreción de dichas células (Yen, 

2001). Este líquido producido por las células de la granulosa contiene, entre otros, 

progesterona, estradiol, inhibina y activina (las cuales regulan la liberación de FSH y LH), 

así como enzimas y proteoglicanos. La carga negativa de los proteoglicanos atrae 

moléculas de agua y, conforme aumenta la secreción de estos, incrementa el volumen del 

líquido intrafolicular (Gartner y Hiatt, 2015; Sepúlveda, 2014). La teca folicular se 

diferencia en: 

 Teca interna: capa de células secretoras cúbicas, adyacente a la membrana basal. 

Contiene fibroblastos, haces de fibras de colágeno, fibras nerviosas y una red 

extensa de vasos sanguíneos, que aseguran el aporte sanguíneo necesario para el 

crecimiento folicular. Estas células poseen receptores a LH y son capaces de 

secretar hormonas esteroides (Ross y Pawlina, 2012; Arteaga-Martínez y García-

Peláez, 2014).  

 Teca externa: rodea a la teca interna. Es una capa de células de tejido conectivo 

(Geneser, 2000; Sepúlveda, 2014) que contiene células musculares lisas y haces de 
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fibras de colágeno, por lo que se le denomina capa fibrosa (Ross y Pawlina, 2012; 

Albarrán y col., 2016). 

4. Folículos preovulatorios, maduros o De Graaf 

En estos folículos los cuerpos de Call-Exner aumentan de tamaño, confluyen entre sí y 

originan una cavidad central llena de líquido, conocida como antro folicular (Fig. 3) (Yen, 

2001). El ovocito adopta una posición excéntrica (Geneser, 2000). Las células de la 

granulosa forman un montículo, el disco prolígero o cúmulo ovoforo, que se proyecta 

dentro del antro. Las células del cúmulo ovoforo que rodean inmediatamente al ovocito y 

permanecen con él durante el proceso de ovulación forman la denominada corona radiada 

(Ross y Pawlina, 2012).  

La longitud de la fase folicular varía entre especies. En los roedores, la fase folicular dura 

alrededor de 2 días y múltiples folículos se desarrollan hasta la madurez (Smith, 2009); a 

diferencia de la mujer donde la fase folicular del ciclo menstrual dura aproximadamente de 

12-14 días y sólo un folículo normalmente alcanza la madurez (Molina, 2008). 

 

REGULACIÓN ENDÓCRINA DEL DESARROLLO FOLICULAR 

Las funciones ováricas se encuentran reguladas por los tres componentes que forman el 

eje hipotálamo-hipófisis-ovario. En el hipotálamo las neuronas que sintetizan GnRH, se 

localizan en el área preóptica, en el área hipotalámica anterior y en el hipotálamo medio 

basal (Smith, 2009). La GnRH se transporta a lo largo de los axones de las uniones 

neurovasculares de la eminencia media, y es liberada de manera pulsátil en la vasculatura 

portal hipotálamo-hipófisis (Levine, 2015). La GnRH actúa en la adenohipófisis sobre los 

gonadotropos donde estimula la liberación de LH y FSH. En el ovario, las gonadotropinas 

estimulan el crecimiento y la maduración folicular, la ovulación y la producción de 

hormonas esteroides y peptídicas (Fig. 4) (Smith, 2009). 

Al inicio de la fase folicular, la concentración de estradiol y progesterona es baja, lo que 

refleja la falta de madurez de los folículos, y el patrón de la secreción basal de LH y FSH 

es pulsátil. A medida que las gonadotropinas comienzan a estimular el desarrollo folicular, 
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la secreción de estradiol por las células de la granulosa aumenta (Smith, 2009), lo que 

genera altas concentraciones de LH, responsables de la ovulación (Molina, 2008).  

Los esteroides ejercen efectos de retroalimentación negativa sobre el hipotálamo y la 

adenohipófisis donde inhiben la secreción de GnRH y de gonadotropinas, 

respectivamente. Cuando la concentración de estradiol alcanza un valor de umbral 

sostenido, lo que refleja la maduración folicular, el estradiol deja de tener un efecto 

inhibidor (Hoffman y col., 2012), y ejerce una retroalimentación positiva dando inicio al 

pico preovulatorio de LH, que estimula la ovulación (Zeleznik y Plant, 2015). 

 

Figura 4. Regulación neuroendocrina del eje reproductivo femenino. (A) La secreción 

pulsátil de GnRH estimula la síntesis y liberación de LH y FSH. A su vez, estas estimulan 

el desarrollo folicular y la secreción de esteroides y péptidos gonadales, los cuales actúan 

sobre el hipotálamo y la hipófisis regulando de manera estimulante e inhibitoria la 

secreción de gonadotropinas. (B) El aumento y la posterior caída brusca de la 

concentración de estradiol es responsable de la generación del “pico” preovulatorio de 

gonadotropinas (Tomado y modificado de Smith, 2009; Hall, 2014).  

 

En las células de la granulosa se sintetizan receptores para la FSH, que estimula el 

crecimiento y maduración de los folículos hasta el estadio preovulatorio (Fig. 2). Además, 

en las células de la granulosa, la FSH estimula la formación de receptores de LH, la 
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aromatización de andrógenos a estrógenos y la secreción de hormonas peptídicas como la 

inhibina, activina y folistatina, hormonas que participan en la regulación de la secreción 

de FSH (Tresguerres y Castillo, 2005; Gartner y Hiatt, 2015). 

Las concentraciones elevadas de estradiol determinan el incremento en el número de 

receptores para la FSH. Esto permite que el folículo continúe desarrollándose en 

presencia de concentraciones de FSH cada vez menores. La disminución de la FSH ocurre 

por retroalimentación negativa de los estrógenos y por efecto de la inhibina (Tresguerres 

y Castillo, 2005). 

En la adenohipófisis, la activina ejerce un efecto antagónico al de la inhibina al estimular 

la secreción de FSH. En las células de la granulosa, la activina estimula su proliferación, 

regula la expresión de los receptores de FSH, además de que modula la esteroidogénesis, 

tanto en células de la granulosa como en las de la teca, suprimiendo la síntesis de 

progesterona, andrógenos y estrógenos (Cataldo y col., 1994; Molina, 2008).  

La folistatina antagoniza las acciones de la activina, actuando como una proteína de unión 

de alta afinidad (Nakamura y col., 1990). Inhibe la secreción de FSH, el desarrollo 

folicular en folículos preantrales (Guo y col., 1998) y estimula la esteroidogénesis ovárica 

(Findlay, 1993). 

 

OVULACIÓN 

Al proceso de liberación del ovocito secundario desde el folículo preovulatorio se le 

conoce como ovulación (Geneser, 2000). La reanudación de la meiosis I está dada por la 

receptividad sexual (Odor, 1955), las fases de luz natural y artificial (Mandl, 1963), y es 

controlada por el pico preovulatorio de LH. En el ciclo ovárico de la rata, el mecanismo de 

liberación de LH está bajo un control fotoperiódico de 24 horas, por lo que es considerado 

un ritmo circadiano (Levine, 2015). 

Con el pico preovulatorio de la LH se reinicia la maduración del ovocito. Las primeras 

señales del reinicio de la meiosis I son la ruptura de la vesícula germinal, la desaparición 

de la membrana nuclear y la condensación de los cromosomas (Mandl, 1963). Durante la 
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Metafase I, los cromosomas se encuentran alineados en la placa ecuatorial. En anafase I, 

los cromosomas comienzan a separarse con la mitad del material cromosómico (n=21), 

perdido por la extrusión del primer cuerpo polar durante la telofase I (Odor, 1955; Ayalon 

y col., 1972). Se completa la primera división meiótica y se inicia la segunda hasta la 

metafase (Carlson, 2014). El ovocito secundario es ahora haploide, detenido en la meiosis 

II y su maduración meiótica sólo se completará con la fecundación (Fig. 2) (Levine, 2015). 

Los eventos previos que culminan con la ovulación son: 

 El líquido antral incrementa su presión osmótica debido a los proteoglucanos 

derivados de las células de la granulosa, lo que provoca el incremento del tamaño 

folicular (Yen, 2001), protruyendo a la pared del ovario y produciendo en ésta una 

zona de isquemia conocida como estigma (Arteaga-Martínez y García-Peláez, 

2014). 

 Las células de la teca comienzan a secretar colagenasa, prostaglandinas y activador 

del plasminógeno (Arteaga-Martínez y García-Peláez, 2014). La colagenasa es una 

enzima que degrada el colágeno del tejido conectivo que mantiene unidas las 

células foliculares, así como a la membrana basal (Yen, 2001). La ruptura del 

colágeno genera una reacción anti-inflamatoria y atrae leucocitos que secretan 

prostaglandinas dentro del folículo (Levine, 2015).  

 Las prostaglandinas son esenciales para la expansión del complejo cúmulo-ovocito 

(formado por el cúmulo ovoforo, el ovocito secundario, y las células de la corona 

radiada). Esta expansión, también conocida como mucificación, provoca que el 

complejo cúmulo-ovocito se desprenda de la pared del folículo, quedando 

suspendido en el líquido folicular (Arteaga-Martínez y García-Peláez, 2014).  

 El activador del plasminógeno, una proteasa sérica, estimula la conversión de 

plasminógeno en una enzima proteolítica activa, la plasmina, que contribuye a la 

digestión proteolítica de la pared folicular (Yen, 2001).  

 La colagenasa en conjunto con la plasmina, provocan la ruptura del estigma. 

Posteriormente, las células del músculo liso de la teca externa se contraen por la 

acción de las prostaglandinas, expulsando al complejo cúmulo-ovocito 

(Silverthorn, 2013; Arteaga-Martínez y García-Peláez, 2014). 
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FASE LÚTEA 

La formación del cuerpo lúteo ocurre como resultado del proceso de ovulación (Zeleznik y 

Plant, 2015). El pico preovulatorio de LH estimula la luteinización de las células de la 

granulosa y la teca, que reciben entonces el nombre de granuloso-luteínicas y teco-

luteínicas (Smith, 2009; Zeleznik y Plant, 2015). Además, el cuerpo lúteo posee 

fibroblastos, células endoteliales e inmunitarias (Smith, 2009). Durante el proceso de 

luteinización, la membrana basal que rodea a la granulosa del folículo preovulatorio se 

degrada y permite el crecimiento de vasos sanguíneos dentro de la capa de células de la 

granulosa. Mediante la proliferación y la hipertrofia, estás células experimentan cambios 

estructurales y bioquímicos, y generan ahora progesterona como principal producto de 

secreción (Carlson, 2014). Además de la progesterona, el cuerpo lúteo secreta estrógenos 

en menor cantidad (Molina, 2008; Tresguerres, 2010). 

Una vez ocurrida la ovulación, conforme se desarrolla el cuerpo lúteo, la frecuencia 

pulsátil de la LH disminuye debido a las concentraciones elevadas de progesterona, y 

probablemente de estradiol, que ejercen un efecto de retroalimentación negativa en el 

hipotálamo, lo que resulta en la disminución de los pulsos de GnRH (Molina, 2008; Smith, 

2009). La progesterona además de suprimir la liberación de LH, aumenta el espesor del 

endometrio uterino; mientras que los estrógenos inhiben la secreción de FSH (Gartner y 

Hiatt, 2015). 

En caso de no ocurrir la fertilización, el cuerpo lúteo se atrofia, proceso conocido como 

luteólisis. En primates superiores la consecuente disminución de la concentración de 

progesterona y estradiol conduce a la menstruación y causa además incremento de la 

concentración de gonadotropinas, con lo que se da inicio al crecimiento de nuevos 

folículos (Gartner y Hiatt, 2015). En la rata, la función lútea tiene una duración de 2-3 

días (Smith, 2009), mientras que en la mujer dura de 12-14 días (Gartner y Hiatt, 2015). 

 

CICLO ESTRAL  

El ciclo estral se define como el tiempo que transcurre entre un período de celo y el 

comienzo del siguiente. Su duración varía dependiendo de la especie, siendo en las 

hembras de rata y ratón de 4-5 días (Mendiola y col., 1993). La progresión del ciclo estral 
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involucra la recurrencia de tipos celulares distintos, correlacionados con el estado de la 

mucosa vaginal, el útero y los ovarios; asociándose también con variaciones en las 

concentraciones séricas de los esteroides sexuales y de las gonadotropinas (Goldman y 

col., 2007). En el ciclo estral se presentan cuatro etapas (Fig. 5): 

1. Metaestro o diestro 1, con una duración de 6 a 8 horas (Freeman, 2006). Durante 

esta etapa la FSH comienza a estimular el desarrollo folicular temprano (Mendiola y 

col., 1993; Smith, 2009) y el incremento en la secreción de estradiol (Levine, 2015). El 

cuerpo lúteo en el ovario se encarga de la secreción de elevadas concentraciones de 

progesterona (Mendiola y col., 1993). Este incremento de la progesterona es 

responsable del efecto de retroalimentación negativo que ejerce sobre las 

gonadotropinas (Smith, 2009). La mucosa vaginal entra en regresión, presenta 

algunas células epiteliales escamosas y es invadida por leucocitos (Fig. 5A) (Mendiola 

y col., 1993).  

 

Figura 5. Citología de la mucosa vaginal de la rata durante el ciclo estral.                                                                                                                                                      

(A) Diestro 1, (B) Diestro 2, (C) Proestro y (D) Estro. 
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2. Diestro 2, con una duración de 55 a 57 horas (Freeman, 2006). En caso de no haber 

ocurrido fecundación, durante esta etapa se produce la regresión del cuerpo lúteo y 

disminuyen las concentraciones de progesterona. Sin embargo, las concentraciones de 

estradiol siguen aumentando paulatinamente (Mendiola y col., 1993; Freeman, 2006). 

La mucosa vaginal es más delgada y los leucocitos que emigran a través de ella 

constituyen la mayoría de células del frotis vaginal; también se encuentran algunas 

células epiteliales nucleadas (Fig. 5B) (Mendiola y col., 1993). 

3. Proestro, con una duración de 12 a 14 horas (Freeman, 2006). En esta etapa la 

secreción de estrógenos alcanza un valor de umbral sostenido a las 12:00 hrs 

(Mendiola y col., 1993), provocando un efecto de retroalimentación positiva sobre las 

gonadotropinas (Smith, 2009). Alrededor de las 13:00 hrs, el estradiol disminuye 

bruscamente, lo que para las 17:00 hrs del proestro resulta en el pico preovulatorio de 

LH y FSH (Freeman, 2006). La mucosa vaginal experimenta numerosas mitosis, 

apareciendo un gran número de células epiteliales nucleares y redondas. 

Ocasionalmente, pueden observarse también algunas células epiteliales escamosas 

queratinizadas (Fig. 5C) (Mendiola y col., 1993; Levine, 2015).  

4. Estro, con una duración de 25 a 27 horas (Freeman, 2006). El pico preovulatorio de 

gonadotropinas que se produce en el día del proestro estimula una serie de eventos 

que culminan con la ovulación. Además, en la madrugada del estro se produce un 

segundo pico de FSH que estimula el reclutamiento de los folículos que ovularán para 

el siguiente ciclo (Freeman, 2006). Tras las numerosas mitosis que experimenta la 

mucosa vaginal, aparecen células epiteliales escamoso-queratinizadas, que se 

caracterizan por su forma irregular y ausencia de núcleo (Fig. 5D) (Mendiola y col., 

1993; Levine, 2015).  

ESTEROIDOGÉNESIS OVÁRICA  

Las principales hormonas sexuales femeninas producidas por el ovario son el estradiol y la 

progesterona, aunque también se producen pequeñas cantidades de estrona, 

androstendiona, testosterona y 17-α-hidroxiprogesterona (Fig. 6) (Tresguerres, 2010).   

La síntesis de esteroides implica una serie de modificaciones secuenciales en la molécula 

del colesterol (Strauss y Williams, 2014). El colesterol se obtiene de tres fuentes 
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principales: el que se sintetiza dentro de las células de la granulosa a partir del acetato, el 

que se libera de los ésteres del colesterol almacenados en las gotas lipídicas y el que es 

incorporado desde las lipoproteínas de alta o baja densidad (Tresguerres, 1999; Miller, 

2008).  

La biosíntesis de esteroides se produce con la participación conjunta de dos tipos 

celulares. En los folículos ováricos las células de la granulosa expresan receptores de 

FSH, en tanto que las células de la teca interna poseen receptores de LH (Carlson, 2014). 

Los receptores a ambas gonadotropinas son transmembranales acoplados a proteínas G. 

La unión de la hormona a su receptor activa a la enzima adenilato ciclasa que permite la 

conversión de trifosfato de adenosina (ATP) intracelular a AMPc. Este segundo 

mensajero activa la proteína cinasa A (PKA) e incrementa la actividad de enzimas 

esteroidogénicas en las células de la granulosa y la teca (Yen, 2001).  

En las células de la teca, la LH estimula la producción de progesterona y andrógenos 

(Carlson, 2014). Esto se lleva a cabo gracias a la activación de la proteína reguladora de la 

esteroidogénesis aguda (StAR), la cual regula la internalización de colesterol desde la 

membrana mitocondrial externa a la interna, paso limitante en la síntesis de hormonas 

esteroides. La enzima de escisión de la cadena lateral de colesterol el citocromo P450 

(P450scc), estimula la conversión de colesterol a pregnenolona en las mitocondrias (Fig. 

6) (Miller y Styne, 2001). 

La pregnenolona puede seguir dos vías, la Δ-4, donde la enzima 3β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (3β-HSD) estimula la conversión de pregnenolona en progesterona; o 

bien, la Δ-5, en donde el citocromo P450c17 (17α-hidroxilasa y 17,20-liasa) cataliza la 

conversión de pregnenolona a 17α-hidroxipregnolonona. En el cuerpo lúteo ocurre 

preferentemente la ruta Δ-4, en tanto que la Δ-5 se lleva a cabo principalmente en las 

células tecales (Miller y Styne, 2001; Tresguerres y Castillo, 2005).  

Los esteroides 17α-hidroxilados pueden ser convertidos en dehidroepiandrosterona 

(DHEA), y en androstenediona, por acción de la enzima 17,20-liasa. Como último paso, 

dentro de la célula de la teca, la enzima 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17β-HSD) 

estimula la conversión de androstenediona a testosterona (Miller y Styne, 2001). 
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Estos andrógenos atraviesan la lámina basal e ingresan a las células de la granulosa donde 

la FSH, al unirse a su receptor, estimula la actividad de las aromatasas que catalizan la 

conversión de androstenediona a estrona y de testosterona a estradiol (Fig. 6)(Miller y 

Styne, 2001; Carlson, 2014; Strauss y Williams, 2014). 

 
Figura 6. Biosíntesis y regulación de las hormonas esteroides ováricas. LH, hormona 
luteinizante; FSH, homona estimulante del folículo; GTP, trifosfato de guanosina; GDP, 
difosfato de guanosina; ATP, trifosfato de adenosina; AMPc, monofosfato de adenosina 
cíclico; PKA, proteína cinasa A; REL, retículo endoplásmico liso; StAR; proteína 

reguladora de la esteroidogénesis aguda; 3β-HDS, 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 

DHEA, dehidroepiandrosterona; 17β- HSD, 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa; P450scc, 

citocromo P450 de escisión de la cadena lateral de colesterol (Tomado y modificado de 
Gore-Langton y Armstrong, 1994; Strauss y Williams, 2014). 
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INERVACIÓN DEL OVARIO  

El ovario posee inervación extrínseca e intrínseca que participa en la regulación de sus 

funciones. La inervación extrínseca ingresa al ovario a través del hilio, y está constituida 

por fibras de naturaleza simpática, parasimpática y sensorial (Fig. 7) (Burden, 1978; 

Dissen y Ojeda, 1999). Estas fibras ingresan al ovario por tres paquetes nerviosos: 

1. El Nervio Ovárico Superior (NOS) aporta al ovario fibras de naturaleza simpática, 

que se originan en los segmentos torácicos (T11) a los lumbares (L4) de la médula espinal, 

y hacen sinapsis en el ganglio celiaco-mesentérico superior (GCMS) (Dissen y Ojeda, 

1999). Las fibras del NOS corren a lo largo del ligamento suspensorio (Fig. 7) (Burden, 

1978; Hsueh y col., 1984; Ojeda y Lara, 1989) e inerva al ovario, al oviducto y al útero 

(Dissen y Ojeda, 1999). En el ovario, sus fibras se encuentran asociadas a los vasos 

sanguíneos, células de la glándula intersticial y de la teca interna. El NOS libera a los 

ovarios neurotransmisores como la noradrenalina (NA), el neuropéptido Y (NPY) y el 

VIP (Lawrence y Burden, 1980; Dissen y Ojeda, 1999).  

2. El Nervio del Plexo Ovárico (NPO) es un nervio mixto que contiene fibras simpáticas 

y sensoriales que viajan a lo largo de la arteria ovárica (Fig. 7), e inervan principalmente 

la vasculatura ovárica. Las fibras sensoriales contienen sustancia P (SP) y el péptido 

relacionado con el gen que codifica a la calcitonina (CGRP) (Dees y col., 1995; Klein y 

Burden, 1988), en tanto que las fibras simpáticas transportan NA y NPY (Lawrence y 

Burden, 1980; McDonald y col., 1987). La inervación sensorial del ovario deriva del 

ganglio nodoso y del ganglio dorsal, que se localizan en el segmento torácico caudal (T9-

T11) y el segmento lumbar craneal (L2-L4) de la médula espinal (Burden, 1978).  

3. El Nervio Vago (NV), contiene en su mayoría fibras de naturaleza parasimpática, 

además de fibras sensoriales y motoras (Fig. 7). Este paquete neural libera al ovario 

acetilcolina, SP, y en menor cantidad VIP y somatostatina (Ojeda y col., 1983; Dees y col. 

1986; Klein y Burden, 1988). Los somas de las neuronas del NV se localizan en cuatro 

núcleos del bulbo raquídeo: el núcleo dorsal motor del vago, el núcleo del tracto solitario, 

el núcleo ambiguo y el núcleo espinal del nervio trigémino (Netter, 2005). Los somas de 

las neuronas que inervan al ovario vía el NV, se localizan en el ganglio nodoso y en las 
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células ganglionares de la raíz dorsal de los segmentos T10 a L2 de la médula espinal 

(Burden y col., 1983).  

 

Figura 7. Inervación extrínseca del ovario, donde se observa la trayectoria que sigue el 

Nervio Ovárico Superior y el Nervio del Plexo Ovárico desde su origen en el ganglio 

celiaco mesentérico superior (GCMS) (Tomado de Lawrence y Burden, 1980). 

 

En ovarios de diferentes especies de mamíferos también se ha mostrado la presencia de 

neuronas intrínsecas (D´Albora y col., 2000). La mayoría de estas neuronas son de 

naturaleza catecolaminérgica y expresan el receptor de baja afinidad p75NTR para el 

factor de crecimiento neural (NGF) (Strauss y Williams, 2014).  

En la rata, la presencia de neuronas intrínsecas depende de la cepa. En las ratas Wistar, a 

diferencia de la Sprague-Dawley, se han observado neuronas intrínsecas que son de 

naturaleza catecolaminérgica, distribuidas en el hilio, la médula y la corteza, las cuales 
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pueden estar modulando la esteroidogénesis ovárica, ya que la NA es un potente 

estimulador de la secreción de andrógenos y progesterona. También se han encontrado 

algunas neuronas inmunoreactivas a NPY, las cuales se encuentran distribuidas 

principalmente en la médula ovárica (D´Albora y col., 2002). 

ASIMETRÍAS OVÁRICAS 

Es comúnmente aceptado que los ovarios son órganos fisiológicamente similares. Sin 

embargo, se ha mostrado que los órganos endócrinos pareados no son idénticos en su 

función y control, es decir, son asimetrícos (Domínguez y Cruz-Morales, 2011). Hay 

evidencias de asimétrias morfológicas, bioquímicas, fisiológicas y patológicas a diferentes 

niveles del sistema neuroendócrino (a nivel límbico, hipotalámico, glándulas endócrinas, 

periféricas y su inervación). Las asimetrías varían entre especies, sexo y edad del 

individuo (Gerendai y Halász, 1997). 

El tracto reproductor de las aves se caracteriza por un desarrollo asimétrico donde sólo el 

ovario izquierdo se desarrolla y es funcional, la gonada derecha se reduce a una capa de 

tejido localizada por debajo de la vena cava inferior (Gerendai y Halász, 1997; Domínguez 

y col., 2003). En mamíferos poli-ovulantes se han observado diferencias en la capacidad 

ovulatoria por parte del ovario izquierdo y del derecho. En la rata cíclica, se ha observado 

que el ovario izquierdo libera 6 ovocitos, en tanto que el derecho libera 8 (Domínguez y 

col., 2003). Las gónadas de murciélagos presentan asimetrías funcionales y anatómicas, 

que son mucho más frecuentes y marcadas que las que se observan en cualquier otro 

mamífero, por ejemplo, la ovulación ocurre dominantemente en el ovario derecho (Jaroli y 

Lall, 1987).  

La extirpación de un ovario (hemiovariectomía) es frecuentemente usada para analizar la 

existencia de asimetrías funcionales entre los ovarios. Este procedimiento realizado en 

ratas de 20 días de edad, resulta en un porcentaje más alto de ovulación cuando el ovario 

izquierdo permanece in situ. En ratas adultas, es el ovario derecho in situ, el que presenta 

mayor capacidad ovulatoria. Estos resultados sugieren que los ovarios desarrollan una 

ovulación compensadora en función del ovario in situ y que varía con la edad del animal 

(Chávez y col., 1987; Apolonio y col., 2000). 
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En la rata adulta en el día del estro, la hemiovarectomía izquierda (ovario derecho in situ), 

no modifica la concentración de progesterona pero incrementa la de testosterona y 

disminuye la de estradiol. Mientras que la hemiovarectomía derecha (ovario izquierdo in 

situ) no modifica la concentración de las hormonas esteroides (Barco y col., 2003), 

contrario a lo que sucede en los días del diestro 1 y proestro, donde la concentración de 

estradiol incrementó. Estos resultados muestran que la capacidad de secreción de los 

ovarios varía en función a la etapa del ciclo estral y del ovario (Cruz y col., 2006; Flores y 

col., 2006).  

Las asimetrías en las funciones del ovario se han explicado por diferencias en la 

inervación ovárica (Domínguez y col., 1988). Se ha descrito la existencia de asimetrías en 

el número de fibras que se proyectan desde el ganglio celiaco-mesentérico superior hacia 

el ovario a través del NOS y el NPO, con un mayor número de fibras que ingresan al 

ovario derecho que al izquierdo (Klein y Burden, 1988). Por otro lado, se mostró que la 

inervación supra-espinal de los ovarios y de las adrenales tiene predominio del lado 

izquierdo (Tóth y col., 2007; Gerendai y col., 2009). 

 

PÉPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO  

El VIP es un neuropéptido de 28 aminoácidos. Fue aislado y purificado del duodeno 

porcino y recibe este nombre por sus efectos vasodilatadores (Said y Mutt, 1972). El VIP 

está presente en las neuronas del cerebro, específicamente en la corteza cerebral, en el 

hipocampo, núcleo amigdaloideo, y en cantidades menores en el hipotálamo (Giachetti y 

col., 1977).  

El VIP está involucrado en diversos procesos fisiológicos y fisiopatológicos, tales como 

los ritmos circadianos, secreciones exocrinas, metabolismo, liberación de hormonas, 

relajación muscular, inmunomodulación, supresión de la inflamación, desordenes 

psiquiátricos, proliferación celular en cáncer, entre otros (Piper y col., 1970; Said, 1986; 

Couvineau y Laburthe, 2011). Algunos de estos efectos se han descrito en el tracto 

digestivo, sistema cardiovascular, vías respiratorias, sistema reproductor, glándulas 

endocrinas, sistema inmunológico y el cerebro (Said, 1986).  
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El VIP pertenece a la familia de los péptidos de la secretina (Fig. 8), que incluye al 

polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP), la secretina, el 

factor liberador de la hormona del crecimiento (GRF), helodermina, glucagón, polipéptido 

inhibidor de la gastrina (GIP) y el péptido similar al glucagón 1 y 2 (GLP-1 y GLP-2) 

(Couvineau y Laburthe, 2012). Estos péptidos comparten algunas propiedades comunes: 

son péptidos de 27 a 44 residuos de amonoácidos, que son sintetizados y liberados por 

células endocrinas, neuronas o células inmunes. Contienen una estructura en espiral N-

terminal con una estructura N-Cap (tapa), y largas estructuras α-helicoidales en la región 

C-terminal (Neumann y col., 2008). 

 

Figura 8. Comparación de la secuencia aminoacídica de los péptidos de la familia de la 

secretina. La secuencia idéntica es sombreada en negro y las homologías en gris                                                        

(Tomado de Couvineau y Laburthe, 2012). 

 

EL PÉPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO Y SU PARTICIPACIÓN EN 
LA REGULACIÓN DE LAS FUNCIONES DEL OVARIO 

Las gonadotropinas son las principales hormonas reguladoras de las funciones ováricas. 

Además de estas hormonas se ha mostrado el papel modulador que ejercen varios factores 

esteroides y no esteroides, incluyendo neuropéptidos, tales como el VIP (Hsueh y col., 

1984).  

Las fibras VIPérgicas ingresan al ovario a través de dos paquetes nerviosos, el NOS (Dees 

y col., 1986) y en menor proporción a través del NV (Said y Rosenberg, 1976). En el 

ovario la presencia del ARNm que codifica para la síntesis de VIP ha llevado a sugerir su 

  Péptidos               Secuencia de aminoácidos                                             Longitud del péptido 
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síntesis local (Gozes y Tsafriri, 1986), posiblemente por las células de la granulosa del 

folículo preovulatorio (Hulshof y col., 1994).  

En diferentes especies de mamíferos se ha descrito que las fibras VIPérgicas del ovario se 

encuentran en el tejido intersticial, alrededor de vasos sanguíneos y folículos 

primordiales, y en asociación con la teca de folículos en desarrollo (Ahmed y col., 1986; 

Dees y col., 1986; Schultea y col., 1992; Hulshof y col., 1994).  

El VIP tiene un efecto directo sobre el desarrollo folicular, dado que contribuye a la 

supervivencia folicular, al inhibir el proceso de apoptosis de las células de la granulosa y la 

atresia folicular (Flaws y col., 1995). Estimula la formación de receptores a FSH en 

ovarios de ratas de 2 días de edad (Mayerhofer y col., 1997), e induce el inicio del 

crecimiento folicular (Chen y col., 2012). 

El VIP estimula algunos eventos previos que culminan con la ovulación como: la 

maduración meiótica del ovocito (Törnell y col., 1988; Apa y col., 1997), la actividad del 

activador del plasminógeno tisular en células de la granulosa y del complejo cúmulo-

ovocito (Liu y col., 1987) y la liberación del ovocito (Schmidt y col., 1990).  

El proceso de esteroidogénesis es regulado por el VIP. En la coneja, la infusión 

intravenosa del péptido incrementa la secreción de progesterona (Fredericks y col., 1983). 

En cultivo de ovarios completos o de células de la granulosa de rata, el VIP incrementa 

las concentraciones de progesterona, andrógenos y estradiol (Davoren y Hsueh, 1985; 

Ahmed y col., 1986; Parra y col., 2007). En cultivo de células tecales de folículos de 

gallina, el VIP estimula la secreción de andrógenos (Tilly y Johnson, 1989).  

Estudios en condiciones in vitro han mostrado que el VIP en células de la granulosa 

modula la expresión génica y la actividad de ciertas enzimas esteroidogénicas:  

 Incrementa el ARNm, la proteína y la actividad de la StAR. Estos efectos del VIP 

son mediados por la PKA y la proteína cinasa C (PKC) (Kowalewski y col., 2010). 

 Aumenta la actividad del complejo enzimático P450scc (Trzeciak y col., 1986). 

 Incrementa la actividad de la enzima 3β-HSD (Davoren y Hsueh, 1985; 

Kowalewski y col., 2010). Además, disminuye la actividad de la 20α-
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hidroxiesteroide deshidrogenasa (20α-HSD), enzima que reduce los compuestos de 

21C a sus correspondientes derivados 20-hidroxi, por lo que transforma la 

progesterona en 20α-hidroxiprogesterona (Gore-Langton y Armstrong, 1994; 

Greenwald y Roy, 1994). Ambos eventos en conjunto conllevan a una mayor 

producción de progesterona (Davoren y Hsueh, 1985). 

 Aumenta el ARNm que codifica para  la 17α-hidroxilasa (Johnson y col., 1994). 

 Estimula la actividad de las aromatasas (George y Ojeda, 1987). 

La progesterona, testosterona y estradiol son considerados como índice de la actividad de 

las enzimas clave que participan en la síntesis de estas hormonas. La inyección unilateral 

de VIP en la bursa del ovario izquierdo o derecho, modifica la secreción de hormonas 

esteroides, y estos cambios dependen del ambiente neuroendócrino del animal y del ovario 

en estudio. Lo que sugiere que en la rata adulta cíclica cada ovario tiene diferente 

sensibilidad al estímulo VIPérgico. Por lo que los autores plantean que la respuesta 

diferencial de los ovarios al VIP puede estar dada por la modulación que ejercen las 

señales nerviosas provenientes del NOS, y posiblemente también por una diferencia en la 

expresión de los receptores VIPérgicos (Rosas, 2015; Rosas y col., 2015).  

RECEPTORES VIPÉRGICOS 

Los mecanismos intracelulares que median las acciones de VIP implican diferentes vías de 

transducción activadas por sus dos receptores, el VPAC-1 y el VPAC-2 (Dickson y 

Finlayson, 2009). Ambos receptores pertenecen a la familia de clase II o clase B de 

GPCRs (Laburthe y Couvineau, 2002; Laburthe y col., 2007).  

En la Fig. 9 se muestra la estructura conformacional de este tipo de receptores que se 

caracteriza por presentar (Laburthe y Couvineau, 2002; Laburthe y col., 2007; Couvineau 

y Laburthe, 2012):  

1) Siete dominios transmembranales acoplados a proteínas G heterodiméricas 

constituidas por las subunidades α, β y γ. 

2) Tres bucles intracelulares, un dominio C-terminal intracelular, tres bucles 

extracelulares y un dominio N-terminal extracelular grande (120-160 residuos), siendo 
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este último el que garantiza la especificidad de los receptores de clase II ya que 

disminuye su homología estructural respecto al resto de los GPCRs. 

3) Seis residuos de cisteína conservados estrictamente en el dominio N-terminal, 

esenciales para la unión del VIP; así como sitios de N-glicosilación en este dominio.  

 

Figura 9. Estructura conformacional de los GPCRs de clase II                                                                     

(Tomado y modificado de Dickson y Finlayson, 2009). 

Existe una amplia distribución de los receptores VIPérgicos en una variedad de tejidos y 

tipos celulares. En el cerebro de la rata, el VPAC-1 y VPAC-2 se encuentran expresados 

en la corteza cerebral, el hipocampo, la amígdala, el tálamo y el hipotálamo (Min-Joo y 

col., 2005; Chul Lee y col., 2010). El VPAC-1 se encuentra en la mucosa del tracto 

digestivo y en el epitelio de diversos tejidos; en vasos sanguíneos de humano (Reubi, 

2000) y roedores (Fahrenkrug y col., 2000); y está ampliamente distribuido en hígado, 

pulmón e intestinos (Delgado y col., 1996). En el humano y otras especies, el VPAC-2 se 

encuentra predominantemente en el músculo liso de los vasos sanguíneos y del tracto 

gastrointestinal (desde el esófago hasta el recto); en el sistema reproductor femenino se ha 

observado en las trompas de Falopio, el oviducto y el útero; y en machos en el epidídimo y 

conducto deferente (Harmar y col., 2004; Reubi, 2000; Usdin y col., 1994).  

En el ovario de la rata, el VPAC-1 se ha observado en la pared de los vasos sanguíneos, en 

el estroma cercano a los folículos, en el hilio ovárico y en células teco-intersticiales. El 

VPAC-2 se localiza en el oviducto, células teco-intersticiales y células de la granulosa 

(Vaccari y col., 2006). En folículos preantrales de humano, ambos receptores se expresan 
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en citoplasma y núcleo de ovocitos, en células de la granulosa y en el estroma (Gabbay-

Benziv y col., 2012). 

VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DEL VIP 

Los GPCRs se pueden acoplar a proteínas Gαq (activan fosfolipasas) y Gαi (inhiben la 

activación de la enzima adenilato ciclasa) que estimulan las vías del fosfatidil 

inositol/calcio/PKC, mediadas por la fosfolipasa C (PLC) (Langer y col., 2001). Sin 

embargo, el VIP se acopla preferentemente a proteínas Gαs (estimuladoras de la adenilato 

ciclasa) (Fig. 10) (Johnston y Siderovski, 2007; Kobilka, 2007; Oldham y col., 2007).  

 

Figura 10. Mecanismos de acción del VIP mediado por sus receptores VPAC-1 y VPAC-

2. El VIP se une a receptores acomplados a proteínas Gαs que activan la vía 

AMPc/PKA, y a receptores acoplados a proteínas Gαi y Gαq que activan las vías 

PKC e IP3 a través de la PLC. AC, adenilato ciclasa; ONS, óxido nítrico sintetasa; PLC, 
fosfolipasa C; PLD, fosfolipasa D; DAG, diacilglicerol; PIP2, fosfatidil inisitol difosfato; 
IP3, inositol trifosfato; RE, retículo endoplasmático; ON, óxido nítrico; Ca2+, calcio; GTP, 
guanosin trifosfato; GDP, guanosin difosfato; ATP, trifosfato de adenosin; AMPc, 
monofosfato de adenosina cíclico; PKA, proteína cinasa A; PKC, proteína cinasa C; VIP, 
péptido intestinal vasoactivo (Modificado de Groneberg y col., 2006; Dickson y 
Finlayson, 2009). 
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La vía de señalización de VIP se inicia con la unión a sus receptores acoplados a proteínas 

Gαs. En su estado inactivo, la proteína Gα forma un trímero con la subunidad βγ, donde 

la subunidad α está unida directamente a GDP (Gα-GDP-Gβγ). Cuando se produce la 

unión del ligando al receptor, la subunidad Gα se transforma de su forma GDP a su forma 

GTP. La presencia del grupo fosfato del GTP, promueve cambios conformacionales que 

hacen que la subunidad Gα se separe de la subunidad βγ (Fig. 10) (Johnston y Siderovski, 

2007; Kobilka, 2007; Oldham y col., 2007). A través de este proceso, el VIP estimula la 

activación de la adenilato ciclasa, la cual cataliza la conversión de ATP en AMPc, y ésta a 

su vez activa la vía PKA, que fosforila proteínas diana y modifica su actividad (Fig. 10) 

(Harman y col., 1998; Dickson y Finlayson, 2009). 

Los receptores VIPérgicos, además de la activación del AMPc, pueden estimular la 

producción de calcio intracelular (Ca2+) (Langer y col., 2001), óxido nítrico (ON) (Grider 

y col., 1992), modulación la fosfolipasa D (PLD) (McCulloch y col., 2000), canales de 

calcio (Tompkins y col., 2008), la vía de proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) (Moroo y col., 1988), monóxido de carbono, entre otras (Watkins y col., 2004).  

En el ovario de la rata, el VIP estimula la esteroidogénesis en células de la granulosa a 

través de la activación de la PKA y la PKC, que incrementan la expresión de la StAR. Por 

medio de esta vía, el VIP estimula la fosforilación de CREB y cJUN, dos factores 

importantes en la transcripción de la StAR (Kowalewski y col., 2010). El Ca2+ se ha 

considerado como un segundo mensajero independiente de AMPc. Sin embargo, se ha 

descrito que un aumento en la concentración intracelular de Ca2+ puede estar mediado por 

intercambio de AMPc (Fung y col., 2011). En células de ovario de hámster, el VIP regula 

los niveles de Ca2+ intracelular (Langer y col., 2001), este efecto esta dado a través de la 

vía dependiente de IP3/Ca2+ por medio de proteínas Gαq y Gαi. (Langer y col., 2002). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Las funciones del ovario además de ser reguladas por las gonadotropinas y hormonas 

esteroides, son moduladas por las señales nerviosas que llegan al ovario vía los nervios 

sensoriales, simpáticos y parasimpáticos. El VIP es un neurotransmisor que ingresa al 

ovario predominantemente por el NOS. Este péptido regula de manera estimulante el 

desarrollo folicular, la ovulación y la esteroidogénesis. Dichos efectos son mediados a 

través de dos receptores, el VPAC-1 y el VPAC-2.  

 

Por evidencias experimentales en diferentes especies, se ha descrito que los ovarios 

presentan una capacidad de respuesta asimétrica que ha sido atribuida a la inervación que 

recibe cada gónada. Recientemente se ha mostrado que los ovarios tienen diferente 

capacidad de secreción de progesterona, testosterona y estradiol en respuesta al estímulo 

VIPérgico que varía en función del estado neuroendocrino del animal. Por ello, en el 

presente estudio se analizó si la respuesta asimétrica de los ovarios al estímulo VIPérgico 

está dada por la expresión y distribución diferencial de los receptores del péptido en cada 

ovario, y sí ésta varía en función del día del ciclo estral. 
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HIPÓTESIS 

 

Dado que en los ovarios la capacidad de secreción de progesterona, testosterona y 

estradiol es asimétrica y varía a lo largo del ciclo estral, y que la estimulación VIPérgica 

modifica la secreción de hormonas esteroides en función del ovario estimulado y del 

estado neuroendocrino del animal, entonces es posible que la respuesta diferencial de los 

ovarios al VIP esté vinculada con una expresión diferente de sus receptores, que 

dependerá del ovario en estudio y del día del ciclo estral. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar la expresión y distribución de los receptores VIPérgicos en los ovarios de la rata 

adulta cíclica. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Identificar en la rata adulta la distribución de los receptores VPAC-1 y VPAC-2 

en las distintas estructuras anatómicas de los ovarios en cada etapa del ciclo estral. 

• Analizar si existe asimetría en la distribución y el contenido de los receptores 

VPAC1 y VPAC2 entre el ovario izquierdo y derecho de la rata adulta cíclica, en 

los días del diestro 1, diestro 2, proestro y estro.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron ratas hembra adultas de 60 días de edad de la cepa CII-ZV, mantenidas en 

condiciones controladas de temperatura (22 ± 2 °C) e iluminación, con 14 horas de luz y 

10 horas de oscuridad (luces encendidas de las 05:00 a las 19:00 horas). Durante el 

desarrollo de la parte experimental, se siguieron las normas establecidas por la Ley 

Mexicana de Protección Animal para el Uso de Animales de Experimentación (NOM-

062-ZOO-1999, Especificaciones Técnicas para la Producción, Cuidado y Uso de los 

Animales de Laboratorio). 

 

DISEÑO EXPERIMENTAL  

El ciclo estral de las ratas fue monitoreado diariamente por el análisis citológico de la 

vagina, de las cuales se utilizaron aquellas que presentaron al menos dos ciclos estrales 

consecutivos de cuatro días. Las ratas fueron divididas al azar en cuatro grupos 

experimentales, cada uno de los cuales estuvo conformado por cuatro animales en diestro 

1, diestro 2, proestro y estro. Todos los animales fueron inyectados con una dosis letal de 

pentobarbital sódico y posteriormente perfundidos (Fig. 11).  

Para la técnica de inmunohistoquímica, se utilizaron anticuerpos primarios policlonales 

para el receptor VPAC-1, hecho en conejo; y para el receptor VPAC-2, hecho en cabra (sc-

30019 y sc15960, respectivamente; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA). Se 

utilizaron anticuerpos secundarios biotinilados contra conejo y contra cabra (PK-6101 y 

PK-6105, respectivamente; Vectastain elite kit del complejo avidina-biotina (ABC-

peroxidasa, Vector, Inc., Burlingame, CA). La amplificación del marcaje se realizó por el 

método ABC-peroxidasa. La marca fue revelada con 3,3´-diaminobencidina (DAB; SK-

4100, Vector, Inc., Burlingame, CA) y la contratinción se realizó con hematoxilina QS (H-

3404, Vector, Inc., Burlingame, CA).  
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Figura 11. Esquema que muestra el diseño experimental utilizado para evaluar la 

expresión y distribución de los receptores VIPérgicos en los ovarios de ratas cíclicas. 

 

PERFUSIÓN  

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico (40 mg/Kg de peso corporal) y se 

les realizó perfusión intracardiaca con una bomba peristáltica (PUMP MED FLOW 4.0-

85.0 mL/min, Thomas Scientific), a través de la cual se pasaron 150 mL de solución salina 

(solución para limpiar los órganos), seguido de 150 mL de paraformaldehído al 4% 

(solución fijadora), a una velocidad de 8 mL/min. Al finalizar la perfusión con la solución 

fijadora, se extrajo el cerebro, el cual fungió como control positivo, y los ovarios. Ambos 

tejidos fueron mantenidos en paraformaldehído por 24 hrs. Posteriormente, los cerebros 

fueron colocados en buffer de fosfatos (PBS) por no más de 15 días para su posterior 

deshidratación; mientras que, los ovarios fueron enjuagados con PBS, y se mantuvieron 

en alcohol al 70% hasta el momento de la deshidratación (Anexo 1).  
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DESHIDRATACIÓN E INCLUSIÓN 

Los ovarios y cerebros de cada grupo experimental fueron deshidratados con alcohol a 

diferentes grados, y transferidos a xilol para facilitar la penetración del paraplast al tejido. 

Los ovarios y cerebros fueron incluidos en paraplast (Surgipath, Paraplast, REF 

39601006, Tissuw Infiltration/Embedding Medium For Laboratory Use) (Anexo 1). 

Posteriormente, se realizaron cortes seriados a 8 µm de grosor de la parte media de cada 

ovario, y se colectaron cuatro cortes por laminilla, en un total de cuatro laminillas por 

ovario. Los cerebros fueron incluidos en paraplast por 8 h, se realizaron cortes seriados a 

10 µm de grosor del hipocampo y corteza cerebral (zonas en las que se ha descrito la 

presencia de VPAC-1 y VPAC-2, Chul Lee y col., 2010), y se colectaron 2 cortes por 

laminilla.   

 

INMUNOHISTOQUÍMICA  

La inmunoreactividad de los receptores VIPérgicos se detectó usando un protocolo 

convencional basado en el método ABC-peroxidasa (Anexo 2): 

1. Los cortes de cerebro (control positivo) y de ovario, fueron desparafinados e 

hidratados. Posteriormente se les realizó un lavado con PBS y después tres 

lavados con PBS+Tritón. 

2. Se incubaron con peróxido de hidrógeno (H2O2) al 1% para desactivar la 

peroxidasa endógena. 

3. Después se incubaron con borohidruro de sodio (NaBH4) al 1% para reducir los 

grupos aldehídos. 

4.  Para facilitar la interacción del anticuerpo con su antígeno se utilizó una solución 

de citrato de sodio+Tween 20 a 10 mM. 

5.  Los cortes de los tejidos se incubaron con los anticuerpos primarios para VPAC-1 

o VPAC-2, ambos a una dilución de 1:25 durante 72 h a 4°C. Se realizaron tres 

lavados con PBS+Tritón (Fig. 12 a). 
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6. Posteriormente los cortes se incubaron por 24 h a 4°C con el anticuerpo 

secundario biotinilado para VPAC-1 o VPAC-2 a una dilución 1:100 ó 1:200, 

respectivamente (Fig.12 b). 

7. Las laminillas fueron incubadas a temperatura ambiente con la solución ABC 

durante 1h (Fig.12 c).  

 NOTA: Después de cada incubación (punto 2 al 7), las laminillas fueron 

lavadas 3 veces con PBS+Tritón durante 10 min. 

8. El revelado de la marca se realizó con DAB y las secciones fueron contrateñidas 

con hematoxilina QS.  

9. Posteriormente los cortes se hidrataron y se cubrieron con medio de montaje 

(Permanent Mounting Medium, VectaMount, H-5000; Vector, Inc., Burlingame, 

CA) para ser observados en el microscopio. Se utilizaron cortes de ovario como 

control negativo donde el anticuerpo primario se omitió, y se procedió como se 

mencionó anteriormente. 

 

Figura 12. Técnica de inmunohistoquímica indirecta. Se observa la secuencia de adición 

del anticuerpo primario (a), el anticuerpo secundario (b) y finalmente el complejo AB-

peroxidasa (c). A, avidina; B, biotina; P, peroxidasa; G, proteína G. 
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Para el análisis de la inmunoreactividad a VPAC-1 y VPAC-2 se tomaron 

fotomicrografías (a 100x, 400x y 600x) mediante microscopio óptico (Nikon ECLIPSE 

E400) con cámara digital (Nikon DS-U2) acoplada. 

La cuantificación de la inmunoreactividad, medida en pixeles, se realizó con el software 

NIS-Elements (Nikon, softmare versión 3.0). Mediante ajuste de brillo y contraste se 

optimizaron las características morfométricas de la imagen para eliminar el ruido de 

fondo y resaltar el color positivo. Posteriormente, a partir de los controles positivos se 

estableció un rango de intensidad para los objetos positivos (rojo-marrón), donde el rango 

para VPAC-1 fue de 80-100 y para el VPAC-2 fue de 63-77. En cada fotomicrografía 

tomada a 100x, se delimitaron los folículos secundarios, los preovulatorios y los cuerpos 

lúteos, se seleccionó la intensidad establecida para cada receptor y se obtuvo el porcentaje 

de área inmunoreactiva. Este porcentaje de área se convirtió a porcentaje de pixeles 

basado en un área de campo total de 1920000 px2 (establecida por el programa NIS-

Elements). Para evitar un conteo doble, sólo se tomaron en cuenta aquellos folículos que 

presentaron núcleo y nucleolo. 

La inmunoreactividad en el estroma y la glándula intersticial se analizó mediante un 

análisis semicuantitativo, basado en un rango de intensidad que va de 0 a 150 (rango de 

negro a blanco), la cual fue definida para cada receptor VIPérgico a partir de los controles 

positivos. Se colocaron cruces según el grado de intensidad: cuando fue baja (de 0 a 40), se 

colocó una cruz (+); para una intensidad media (de 40 a 110) se asignaron dos cruces 

(++); y para una intensidad alta (de 110 a 150) se colocaron tres cruces (+++). 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Las diferencias del porcentaje de pixeles para VPAC-1 y VPAC-2 entre ovario izquierdo y 

ovario derecho, fueron analizadas con la prueba “t” de Student. Las diferencias entre más 

de dos grupos se analizaron por la prueba de Análisis de Varianza Multifactorial 

(ANDEVA) seguido de la prueba Tukey-Kramer. 

En todos los casos se consideraron como estadísticamente significativas aquellas 

diferencias cuya probabilidad fue menor o igual a 0.05. 
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RESULTADOS 

 

La especificidad y validez de la técnica para la detección de la inmunoreactividad para 

VPAC-1 y VPAC-2 se comprobó por medio de los controles positivo y negativo. En la 

figura 13 A y B se observa la ausencia del color rojo-marrón en los ovarios (control 

negativo), mientras que en la figura 13 C-F, se observa el color rojo-marrón en corteza e 

hipocampo de cerebro (control positivo).  

 

Figura 13. Fotomicrografías (100X) que muestran cortes de ovario como control 
negativo (A y B) y cortes del cerebro de la región de la corteza (C y D) y del hipocampo 
(E y F) como controles positivos para los receptores VPAC-1 y VPAC-2. Las flecha azules 
señalan las células inmunoreactivas a los receptores VIPérgicos. 
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Inmunolocalización de los receptores VIPérgicos en el ovario 

En los ovarios de la rata se observó que los vasos sanguíneos expresan únicamente el 

receptor VPAC-1, independientemente del día del ciclo estral analizado (Fig. 14). 

 

Figura 14. Expresión de los receptores VIPérgicos en los vasos sanguíneos de ratas 

adultas cíclicas. Las flechas rojas (A) indican la inmunoreactividad de VPAC-1 en vasos 

sanguíneos, en tanto que las flechas azules (B) muestran la ausencia de la 

inmunoreactividad de VPAC-2. V, vasos sanguíneos. Fotomicrografías tomadas a 400X. 

  

 

El análisis histológico mostró que los receptores VPAC-1 y VPAC-2 se expresan en los 

ovarios de la rata en los cuatro días del ciclo estral. Ambos receptores se encuentran 

distribuidos en los folículos primarios, secundarios y preovulatorios, en el estroma, 

glándula intersticial y en cuerpos lúteos (Fig. 15 y 16).  
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Figura 15. Fotomicrografías (100X) que muestran la inmunolocalización de los 
receptores VPAC-1 y VPAC-2 en el ovario izquierdo y derecho de ratas adultas cíclicas en 
los días del diestro. La expresión de los receptores VIPérgicos se observa en folículos en 
diferentes estadios de maduración, en el cuerpo lúteo, en la glándula intersticial y en el 
estroma. Las flechas rojas muestran la inmunoreactividad a los receptores VIPérgicos. 
FPr, folículo primordial; FP, folículo primario; FS, folículo secundario; FM, folículo 
maduro; CL, cuerpo lúteo. 
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Figura 16. Fotomicrografías (100X) que muestran la inmunolocalización de los 

receptores VPAC-1 y VPAC-2 en el ovario izquierdo y derecho de ratas adultas cíclicas en 

los días del proestro y estro. La expresión de los receptores VIPérgicos se observa en 

folículos en diferentes estadios de maduración, en el cuerpo lúteo, en la glándula 

intersticial y en el estroma. Las flechas rojas muestran la inmunoreactividas a los 

receptores VIPérgicos. FPr, folículo primordial; FP, folículo primario; FS, folículo 

secundario; FM, folículo maduro; CL, cuerpo lúteo. 
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La expresión de los receptores VIPérgicos en la glándula intersticial y en el estroma de 

los ovarios, se analizó mediante rangos de intensidad de cada receptor en las cuatro etapas 

del ciclo estral. En el día del diestro 1, el ovario derecho presentó mayor intensidad para 

VPAC-1 que el izquierdo, mientras que, en el diestro 2 y proestro es el ovario izquierdo 

quien la presenta. En cuanto a VPAC-2, en el día del diestro 2 la intensidad fue mayor 

para el ovario derecho. En el día del estro, la intensidad para ambos receptores 

VIPérgicos fue semejante entre los ovarios (Cuadro 1 y Fig. 14 y 15).  

 

Etapa del 
ciclo estral 

VPAC-1 VPAC-2 

OI OD OI OD 

Diestro 1 ++ +++ ++ ++ 

Diestro 2 ++ + + ++ 

Proestro ++ + ++ ++ 

Estro + + + + 

 

Cuadro 1. Intensidad de la inmunoreactividad de los receptores VIPérgicos en la 

glándula intersticial y el estroma del ovario izquierdo (OI) y derecho (OD) de la rata 

adulta cíclica. Las cruces indican la intensidad de la marca del receptor en un rango que 

va de 0 a 150, donde + indica baja intensidad; ++, intensidad media y +++, mayor 

intensidad. 
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Inmunolocalización de los receptores VIPérgicos en estructuras ováricas  

 

El análisis de los cortes histológicos a mayor resolución (400 ó 600X) permitió observar 

la inmunoreactividad a VPAC-1 (Fig. 17) y VPAC-2 (Fig. 18) en un patrón similar en los 

diferentes estratos celulares tanto de estructuras foliculares como luteales, 

independientemente del día del ciclo estral, por lo que sólo se presentan imágenes 

representativas. Las células teco-intersticiales y de la granulosa de folículos secundarios 

(Fig. 17B y 18B) y preovulatorios (Fig. 17C y 18C) presentaron inmunoreactividad en 

todos los folículos analizados, en tanto que la marca en estas células de folículos primarios 

(Fig. 17A y 18A) sólo se observó en algunos de ellos, mientras que no se expresó en los 

folículos primordiales (Fig. 19). Las células del cuerpo lúteo presentaron marca para 

ambos receptores VIPérgicos (Fig.17D y 18D). 
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Figura 17. Inmunodetección del receptor VPAC-1 en estructuras foliculares y lúteas de 

ratas adultas cíclicas. El receptor VPAC-1 se expresa en folículos primarios (A), 

secundarios (B), preovulatorios (C) y en cuerpos lúteos (D). CG, células de la granulosa; 

TI, células teco-intersticiales.  Las imágenes de la derecha son amplificadas a 400 o 600 x. 
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Figura 18. Inmunodetección del receptor VPAC-2 en estructuras foliculares y lúteas de 

ratas adultas cíclicas. El receptor VPAC-2 se expresa en folículos primarios (A), 

secundarios (B), preovulatorios (C) y en cuerpos lúteos (D). CG, células de la granulosa; 

TI, células teco-intersticiales.  Las imágenes de la derecha son amplificadas a 400 o 600 x. 
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Los folículos primordiales no expresan ninguno de los receptores VIPérgicos. No 

obstante, se observó inmunoreactividad a VPAC-1 y VPAC-2 en el estroma que los rodea, 

siendo más intensa en los ovarios de animales sacrificados en los días del diestro (Fig. 19 

A y B) que en los días del proestro y estro (Fig. 19 C y D). 

 

 

Figura 19. Inmunolocalización del VPAC-1 y VPAC-2 en el estroma que rodea a los 
folículos primordiales de ratas en Diestro 1 (A), Diestro 2 (B), Proestro (C) y Estro (D). 
Las flechas rojas indican la inmunoreactividad a los receptores VIPérgicos. 
Fotomicrografías tomadas a 400X. 
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Expresión de los receptores VIPérgicos en el ovario izquierdo y derecho. 

Al analizar el porcentaje de pixeles por ovario, sin considerar el tipo de estructura ovárica, 

se observa que en el ovario derecho de animales sacrificados en diestro 2 o estro el VPAC-

1 tiene un mayor porcentaje de pixeles, comparado con el ovario izquierdo y con VPAC-2. 

En el día del proestro, el VPAC-2 presenta mayor expresión en el ovario derecho que en 

el izquierdo. En el resto de los días se observaron asimetrías entre ambos ovarios, aunque 

no llegaron a ser estadísticamente significativas (Fig. 20).  

 

 

Figura 20. Media ± eem del porcentaje de pixeles de VPAC-1 y VPAC-2 en diferentes 

estructuras del ovario izquierdo o derecho (folículos secundarios, preovulatorios y cuerpos 

lúteos) de ratas en Diestro 1 (D1), Diestro 2 (D2), Proestro (P) y Estro (E).    p<0.05 vs. 

su respectivo ovario izquierdo (Prueba “t” de Student).  

 

 

 

 

* 



UNAM   FES ZARAGOZA 
 

 

Rocio Sarahy Ayala Martínez                           44 

 

 

Los folículos secundarios del ovario derecho de animales sacrificados en diestro 1 o 

diestro 2 presentaron un mayor porcentaje de pixeles a VPAC-1 en comparación con los 

del ovario izquierdo (1179.1% vs. 837.8% y 1305.6 vs. 550.89%, respectivamente). A 

diferencia de lo que se observó con VPAC-2 en el día del diestro 2, donde hay mayor 

expresión en el ovario izquierdo que en el derecho (758.4 vs. 407.5%) (Fig. 21).  

En folículos preovulatorios no se encontraron diferencias significativas en la expresión 

de VPAC-1 entre el ovario izquierdo y derecho, en cualquiera de los días del ciclo estral. 

La expresión de VPAC-2 en el ovario izquierdo de ratas sacrificadas en proestro o estro, 

fue menor que en el ovario izquierdo de ratas en diestro 2 (Fig. 21). 

En cuanto a los cuerpos lúteos, el ovario derecho de animales sacrificados en diestro 2 

presenta mayor porcentaje de pixeles a VPAC-1 en comparación con el ovario izquierdo 

(7995.4 vs. 2704%). El ovario derecho de animales sacrificados en estro presenta mayor 

porcentaje de pixeles a VPAC-1 comparado con los ovarios en los demás días del ciclo 

estral, y con su respectivo ovario izquierdo. La expresión de VPAC-2 en el proestro fue 

mayor para el ovario derecho que para el izquierdo (2520 vs. 573.2%) (Fig. 21). 
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Figura 21. Media ± eem del porcentaje de pixeles de VPAC-1 y VPAC-2 en folículos 
secudarios, preovulatorios y cuerpos lúteos de ratas en Diestro 1 (D1), Diestro 2 (D2), 
Proestro (P) y Estro (E).  p<0.05 vs. su respectivo ovario izquierdo (Prueba “t” de 

Student); ♣ p<0.05 vs. su respectivo ovario en D1; ֎ p<0.05 vs. su respectivo ovario en 

D2; ♠ p< 0.05 vs. su respectivo ovario en P (Prueba de ANDEVA seguida por la Prueba 
de Tukey-Kramer). 
 

* 
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DISCUSIÓN 

 

Los resultados del presente estudio muestran que los receptores VIPérgicos, VPAC-1 y 

VPAC-2, están presentes en los ovarios de la rata adulta cíclica, cuya expresión varía en 

función del día del ciclo estral, del ovario en estudio y de la estructura ovárica. En cada 

día del ciclo estral, dichos receptores se expresan en el estroma que rodea a los folículos, 

en la glándula intersticial, en células de la teca y de la granulosa de folículos en diferentes 

estadios de maduración, así como en los cuerpos lúteos.  

Morrelli y col., (2008) mostraron que en células granuloso-luteínicas cultivadas en 

presencia de FSH y LH, se estimula la expresión del ARNm que codifica para ambos 

receptores VIPérgicos. Durante el ciclo estral la secreción de gonadotropinas es pulsátil 

(Smith, 2009), lo que nos permite explicar la presencia continua de ambos receptores en el 

ovario en las cuatro etapas del ciclo estral.  

En el ovario de ratón y rata Sprague-Dawley se ha mostrado la presencia del ARNm que 

codifica para ambos recetores VIPérgicos en células de la granulosa de folículos 

preovulatorios (Ko y Park-Sarge, 2000; Barberi y col., 2007). En la rata Wistar la 

expresión de ambos receptores fue mostrada en células teco-intersticiales, mientras que en 

células de la granulosa sólo se identificó el VPAC-2 (Vaccari y col., 2006). Bukowski y 

Wasowicz (2015) mostraron que en el ovario de cerdo, el ARNm y la proteína del 

receptor VPAC-1 se expresa en la pared de folículos primarios, en las células de la 

granulosa, en el ovocito y en los vasos sanguíneos. En ovarios de fetos de humano de 22 

semanas de gestación, así como en ovarios de niñas o mujeres adultas se ha observado 

VPAC-1 y VPAC-2 en células de la granulosa, el ovocito y el estroma (Gabbay-Benziv y 

col., 2012). En el presente estudio se observó que ambos receptores se expresan en el 

estroma, en la glándula intersticial, en el cuerpo lúteo, y en células de la teca y de la 

granulosa de folículos primarios, secundarios y preovulatorios. Estos resultados nos 

permiten sugerir que la expresión y la distribución de los receptores VIPérgicos difieren 

según la especie y la cepa en estudio. 
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La presencia de fibras VIPérgicas alrededor de los vasos sanguíneos (Ahmed y col., 1986) 

y la acción vasodilatadora del péptido (Said, 1980), sugiere su participación en la 

regulación del flujo sanguíneo ovárico (Jorgensen y col., 1991; Hulshof y col., 1994). En 

los folículos preovulatorios incrementa el flujo sanguíneo después de que se produce la 

liberación preovulatoria de LH (Acosta y col., 2003). Al recibir un mayor aporte 

sanguíneo se facilita el ingreso de las gonadotropinas a las células de la granulosa de 

folículos preovulatorios (Redmer y Reynolds, 1996). En el presente estudio se observó 

que únicamente se expresa el receptor VPAC-1 alrededor de los vasos sanguíneos del 

ovario, por lo que sugerimos que el efecto vasodilatador del VIP se da a través de la 

activación de este receptor.   

En la rata, las fibras nerviosas que liberan VIP al ovario se localizan alrededor de vasos 

sanguíneos, en la glándula intersticial, en asociación con la teca externa de folículos 

antrales y ocasionalmente entre folículos primordiales (Ahmed y col., 1986; Schmidt y 

col., 1990). La presencia de fibras VIPérgicas cerca de folículos en desarrollo y la 

expresión de sus receptores en folículos en diferentes estadios de maduración, tal como 

fue observado en el presente estudio, apoyan la idea de que el VIP participa en el 

desarrollo y la supervivencia de los folículos (Mayerhofer y col., 1997; Chen y col., 2012). 

En ovarios de ratas neonatas, la exposición in vitro al VIP estimula el inicio del 

crecimiento folicular, a través del incremento del ARNm de receptores a FSH y del 

ligando Kit (que promueve la transición de folículos primordiales a primarios) 

(Mayerhofer y col., 1997; Chen y col., 2012). Además, cuando los ovarios fueron 

pretratados con VIP y después expuestos a FSH, se incrementó el número de folículos en 

crecimiento (Mayerhofer y col., 1997). Estos resultados indican que es importante la 

activación de los receptores VIPérgicos, presentes en células de la granulosa y teca, para 

estimular el desarrollo folicular. No descartamos que el desarrollo folicular se dé en 

respuesta a un efecto paracrino que se establece entre las células del estroma y las células 

de la pregranulosa de folículos primordiales, debido a un incremento del AMPc, 

producido por la activación de los receptores VIPérgicos, lo que da como resultado la 

proliferación celular y por ende el crecimiento del folículo. En apoyo a esta interpretación, 

Erickson y Danforth (1995), sugieren que el inicio del crecimiento folicular en el ovario de 
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mamíferos es un evento independiente de las gonadotropinas y que existen factores 

parácrinos que regulan la activación del desarrollo de folículos primordiales. 

En el presente estudio se observó que independientemente del día de ciclo estral, los 

folículos secundarios y preovulatorios expresan ambos tipos de receptores VIPérgicos en 

células de la granulosa, por lo que es posible que a través de la activación de ambos 

receptores, el VIP module la supervivencia folicular. En apoyo a esta idea, se ha mostrado 

que en cultivo de células de la granulosa, el VIP tiene un efecto antiapoptótico, en tanto 

que en folículos antrales inhibe la picnosis nuclear y la descamación de células de la 

granulosa, signos indicativos de atresia folicular (Flaws y col., 1995).  

Se ha descrito que durante el pico preovulatorio de LH, las células de la granulosa de 

folículos preovulatorios de ovario de bovino expresan inmunoreactividad al VIP, por lo 

que los autores sugieren que el péptido participa en los eventos finales del desarrollo 

folicular (Hulshof y col., 1994). Schmidt y col., (1990), mostraron en un sistema in vitro, 

que la estimulación de ovarios de rata de 28 días de edad con VIP estimula la liberación 

del ovocito. En cultivo de células de la granulosa y del complejo cúmulo-ovocito de rata 

inmadura, el VIP estimula al activador del plasminógeno (sintetizado en células de la 

granulosa), que cataliza la conversión del plasminógeno en plasmina lo que resulta en la 

debilitación de la pared folicular y finalmente la liberación del ovocito (Liu y col., 1987). 

En cambio, en folículos preovulatorios, el VIP estimula la maduración meiótica del 

ovocito (Törnell y col., 1988). En el presente estudio se observó que el VPAC-1 y VPAC-

2 se expresan en células de la granulosa de folículos preovulatorios, por lo que sugerimos 

que el papel estimulante del VIP en eventos previos que culminan con la ruptura folicular 

y la expulsión del ovocito, ocurren vía la activación de ambos receptores VIPérgicos. 

Estudios in vivo e in vitro han mostrado que el VIP incrementa la actividad de enzimas 

que participan en la síntesis de hormonas esteroides. En cultivo de ovarios el VIP 

incrementa las concentraciones de progesterona, andrógenos y estradiol (Davoren y 

Hsueh, 1985; Parra y col., 2007). La distribución asimétrica de los receptores VIPérgicos 

observada en el presente estudio podría, al menos en parte, explicar el efecto que tiene 

VIP sobre la secreción las hormonas esteroides, ya que la microinyección del VIP en la 

bursa del ovario izquierdo o derecho modifica la secreción de hormonas esteroides, lo que 

depende del ovario estimulado y del día del ciclo estral (Rosas y col., 2015).  
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En el cultivo de células de cuerpos lúteo de vaca, la exposisción al VIP incrementa la 

secreción de progesterona de manera dosis dependiente (Miyamoto y col., 1992). Este 

mismo efecto se ha mostrado en cúltivo de ovario y células de la granulosa de ratas 

inmaduras (Davoren y Hsueh, 1985; Garraza y col., 1994; Wasilewska-Dziubiñska y col., 

2002). Previamente en el laboratorio se mostró que una o 24 horas después de la 

estimulación VIPérgica del ovario derecho de animales en diestro 2 incrementa la 

concentración de progesterona, no así cuando es el ovario izquierdo el estimulado (Rosas 

y col., 2015). Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio sugerimos que 

este efecto asimétrico del VIP es mediado por el receptor VPAC-1, cuya expresión es alta 

tanto en folículos secundarios como en los cuerpos lúteos del ovario derecho de ratas en 

diestro 2. En el día del proestro observamos que los cuerpos lúteos del ovario izquierdo 

presentan una mayor expresión del receptor VPAC-1 en relación al resto de los días del 

ciclo estral, lo que pudiera explicar el efecto estimulante del VIP en la bursa del ovario 

izquierdo sobre la secreción de progesterona (Rosas y col., 2015).  

En cultivo de ovarios de ratas cíclicas, el VIP estimula la secreción de andrógenos en 

todas las etapas del ciclo, excepto en el proestro tardío (Parra y col., 2007), a diferencia de 

lo que ocurre bajo condiciones in vivo, donde la inyección de VIP en la bursa del ovario 

izquierdo de ratas en diestro 1 ó 2 incrementa la concentración de testosterona (Rosas y 

col., 2015). Es posible que en el día del diestro 2 este efecto se deba a la mayor expresión 

del receptor VPAC-1 que se observa en la glándula intersticial del ovario izquierdo, 

aunque no descartamos la participación del VPAC-2.  

En el día del estro se observó una baja expresión de los dos receptores de VIP en la 

glándula intersticial del ovario izquierdo y derecho, aún cuando se ha mostrado que en 

este día del ciclo estral la inyección del péptido en la bursa del ovario incrementa la 

concentración de testosterona, independientemente del ovario estimulado (Rosas y col., 

2015), lo que nos permite sugerir que ambos receptores pudieran expresan una alta 

afinidad al VIP. 

Dado que es el ovario derecho el que presenta una mayor expresión de los receptores a 

VIP, se podría sugerir que esta respuesta se debe al hecho de que este ovario recibe un 

mayor número de fibras que el ovario izquierdo, las cuales se proyectan desde el ganglio 

celiaco-mesentérico superior hacia el ovario a través del NOS y el NPO (Klein y Burden, 
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1988). No descartamos que en la rata cíclica, la asimetría esté vinculada con la respuesta 

ovulatoria, ya que el ovario derecho libera dos ovocitos más que el izquierdo (Domínguez 

y col., 2003).  

En cultivo de células de cáncer de mama humano se ha mostrado que el estradiol tiene un 

efecto inhibitorio sobre la expresión de VPAC-1 (Madsen y col., 2001). En el presente 

estudio se observó una menor expresión de los receptores VIPérgicos en el estroma y la 

glándula intersticial de cualquiera de los ovarios de ratas en estro, esto podría deberse al 

pico preovulatorio de estradiol que precede al día del estro.  

Las concentraciones de VIP en el ovario de la rata fluctúan a lo largo del ciclo estral, 

alcanzando su concentración máxima en diestro 2, y declinando hacia el proestro (Parra y 

col., 2007). En nuestros resultados se observó que el porcentaje de pixeles del VPAC-1 es 

mayor en el ovario derecho de animales sacrificados en diestro 2, disminuyendo en el 

proestro. Por lo que es posible que la expresión de los receptores VIPérgicos este 

modulada, no sólo por el estradiol y las hormonas gonadotrópicas, sino que también por el 

mismo VIP. El grupo de Kakurai (2000) mostró que en cultivo de la línea de células de 

queratinocitos epidérmicos humanos, el VIP incrementa la expresión del receptor VPAC-

1 (Kakurai y col., 2000). 

Los resultados del presente estudio permiten sugerir que existe una distribución 

asimétrica de los receptores VIPérgicos que varía en función del estado neuroendócrino 

del animal, que podría ser uno de los factores involucrados en la respuesta fisiológica 

diferencial del ovario izquierdo y derecho (Fig. 22).  
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MODELO 

 

 

Figura 22. Modelo que muestra la distribución de los receptores VPAC-1 y VPAC-2 en 

el ovario de la rata adulta cíclica. Los receptores VIPérgicos presentan un patrón de 

distribución asimétrica que depende del ovario, de la estructura ovárica y del día del ciclo 

estral. Sólo el VPAC-1 se expresa en vasos sanguíneos y ambos receptores en cuerpos 

lúteos, estroma y en células teco-intersticiales y de la granulosa de folículos en diferentes 

estadios del desarrollo. El VIP al unirse a sus receptores estimula el crecimiento y 

supervivencia folicular, la ovulación, el flujo sanguíneo ovárico y la esteroidogénesis.VIP, 

péptido intestinal vasoactivo; OI, ovario izquierdo; OD, ovario derecho; P4, progesterona; 

T, testosterona; E2, estradiol.   
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 Los receptores VPAC-1 y VPAC-2 se expresan en los ovarios de la rata adulta en 

los cuatro días del ciclo estral. Ambos receptores se expresan en la glándula 

intersticial, en el estroma, en cuerpos lúteos, y en células de la teca y de la 

granulosa de folículos en diferentes estadios de desarrollo. 

 En los vasos sanguíneos únicamente se expresa el receptor VPAC-1, 

independientemente del día del ciclo estral y del ovario en estudio.  

 En los días del diestro 2 y estro, el ovario derecho presenta una mayor expresión 

de VPAC-1.  

 La expresión del receptor VPAC-2 fue mayor en el ovario derecho de animales 

sacrificados en proestro.  

 Los receptores VIPérgicos muestran una expresión asimétrica que depende del día 

del ciclo estral, de la estructura ovárica y del ovario en estudio, lo que pudiera, al 

menos en parte, ser la responsable de la respuesta esteroidogénica diferencial que 

presentan los ovarios al estímulo VIPérgico. 
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Anexo 1 

Fijación e inclusión 

Una vez perfundidos los animales, se disecan los ovarios y el cerebro para su posterior 

fijación e inclusión. 

Ovario 

1. Se mantienen en paraformaldehido al 4% durante 24 h 

2. Enjuagar 2 veces con PBS y dejar en alcohol al 70% hasta el momento de la 

deshidratación. 

3. Deshidratación: 

 

Alcohol al 70 %  

Alcohol al 90 %   

Alcohol al 96 %      45 min c/u 

Alcohol al 100 %  

Alcohol-xilol 1:1  

Xilol  

Xilol  

     

4. Después de la deshidratación los ovarios se incluyen durante 1 h 30 min en 

paraplast. 

Cerebro 

1. Se mantienen en paraformaldehido al 4% durante  24 h 

2. Dejar en PBS hasta el momento de la deshidratación (máximo 15 días). 

3. Deshidratación: 

 

Agua destilada          3 h en agitación 

Alcohol al 50 %         12 h en agitación 

Alcohol al 70 %   

Alcohol al 80 %       

Alcohol al 96 % 

Alcohol al 96 %  

Alcohol al 100 %  

Alcohol al 100 %  

Alcohol-xilol 1:1  

Xilol  

Xilol                           12 h   

 

5. Después de la deshidratación los cerebros se incluyen durante 6 h en paraplast. 

1 h c/u 

min. 

1 h en agitación 
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Anexo 2 

Técnica de inmunohistoquímica 

1. Cortes de tejido. 

2. Colocar las laminillas en la mufla durante 45 min, para retirar el exceso de 

paraplast. 

 Preparar solución de PBS y PBS+Tritón, un día antes. Prepara Buffer de 

Citrato de Sodio-Tween 20. 

3. Meter laminillas al tren de hidratación.  

 

Xilol  10 min 

Xilol                              5 min  

Alcohol al 100 % (2) 

Alcohol al 96 %  (2) 

Alcohol al 90 %  (2)        2 min. c/u 

Alcohol al 70 %  (2) 

Alcohol al 50 %  (1) 

Agua destilada 

*(Número de cambios) 

 

4. Colocar laminilla por laminilla en PBS y mantener en agitación durante 10 min 

5. Desechar PBS y adicionar PBS+Tritón (realizar 3 lavados de 10 min c/u y 

mantener en agitación). 

6. Preparar solución de H2O2 al 1% y refrigerar  

7. Desechar PBS+Tritón y adicionar la solución de H2O2 e incubar durante 10 min. 

8. Desechar H2O2 1% y realizar 3 lavados de 10 min c/u con PBS+Tritón. 

9. Preparar solución de Borohidruro de Sodio al 1% (se prepara minutos antes del 

último lavado con PBS+Tritón). 

10. Desechar PBS+Tritón y adicionar la solución de Borohidruro de Sodio y dejar en 

agitación durante 10 min. 

11. Realizar varios lavados con PBS  durante 5 min en agitación. Los lavados se 

realizan hasta que se dejen de observar burbujas. 

12. Realizar 3 lavados con PBS+Tritón por 10 min c/u en agitación. 

13. Desechar PBS+Tritón e incubar con solución de Citrato de Sodio durante 10 min 

en agitación. 

Nota: el citrato debe adicionarse una vez que haya sido calentado en el 

horno de microondas hasta el punto de ebullición. 

14. Preparar solución de Bloqueo para anticuerpos y mantenerla en hielo. 

15. Preparar la cámara húmeda con H2O destilada. 

16. Se toma laminilla por laminilla y se limpia el exceso de Citrato de Sodio (con 

sanitas) de alrededor de la laminilla. Hacer cámara hidrofóbica con el lápiz pap 

pen. 
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Nota: Se bebe tener cuidado de que los cortes de las laminillas siempre se 

mantengan húmedos. 

17. Adicionar la solución de Bloqueo a cada laminilla y colocarlas en la cámara 

húmeda durante 1 h a temperatura ambiente (mantenerla cerrada). 

18. Preparar el primer anticuerpo primario  

19. Desechar solución de bloqueo laminilla por laminilla e ir adicionando a c/u de 

ellas el anticuerpo primario, cerrar la cámara húmeda y sellarlo con plástico auto-

aderible. 

20. Dejar incubar el anticuerpo primario por 48 h a 4° C (en cuarto frío). 

21. Hacer 3 lavados con PBS+Tritón en agitación durante 10 min c/u. 

22. Preparar anticuerpo secundario. 

23. Retirar el exceso de PBS+Tritón de cada laminilla, delimitar nuevamente la 

cámara hidrofóbica y adicionar el anticuerpo secundario. Cerrar y sellar la cámara 

húmeda y dejar incubar el anticuerpo secundario por 24 h a 4 °C.  

24. Desechar el anticuerpo secundario y hacer 3 lavados de las laminillas con 

PBS+Tritón en agitación durante 10 min c/u. 

25. Preparar la solución Avidina-Biotina (AB). 

26. Después del último lavado con PBS+Tritón, se toma laminilla por laminilla, se les 

secan los costados, se acomodan en la cámara húmeda, se vuelve a delimitar la 

cámara hidrofóbica y se adiciona la solución AB. Se deja incubar a temperatura 

ambiente por 1 h en cámara húmeda sellada. 

27. Retira laminilla por laminilla de la cámara húmeda, secar los costados y la parte 

inferior de cada laminilla y colocarlas en PBS+Tritón, hacer 3 lavados durante 10 

min c/u en agitación. 

28. El revelado de la marca se realiza con la DAB. Para lo cual se delimita la cámara 

hidrofóbica y a cada laminilla se le agrega DAB, que se deja incubar por no más de 

10 min (en cámara hidrofóbica). Para desactivar la DAB las laminillas se colocan 

en agua destilada durante 5 min. 

Nota: Los desechos de DAB de cada laminilla se depositan en un frasco 

ámbar. Todo el material usado se limpia con cloro para desactivar el 

cromógeno. 

29. Retirar laminilla por laminilla del agua, secar los bordes y la parte inferior, y 

agregar a c/u hematoxilina QS para realizar la contratinción del tejido y dejar por 

2 min. Retira el exceso de hematoxilina y colocar las laminillas en cajas coplin con 

agua destilada durante 2 min. Se realiza un segundo lavado por 2 min. 
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30. Se colocan los cortes en el tren de deshidratación. 

 

Agua destilada 

Alcohol al 50 %  (1) 

Alcohol al 70 %  (2)  

Alcohol al 90 %  (2)            2 min. 

Alcohol al 96 %  (2) 

Alcohol al 100 % (2) 

Xilol  

Xilol                                      5 min. 

*(Número de cambios) 

 

31. Laminilla por laminilla se va sacando del segundo cambio de xilol y se le adicionan 

de 1 a 2 gotas del medio de montaje y se coloca un cubreobjetos. Se dejan secar por 

3 días.  
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Anexo 3 

Preparación de reactivos. 

1. Solución de PBS al 0.1 M para inmunohistoquímica 

 1 L 4 L 
Na2HPO4 (anhídrido) 12.6 g 50.4 g 
NaH2PO4 (anhídrido) 1.4 g 5.6 g 

NaCl 8.45 g 35 g 
 

 Para un litro de PBS disolver las sales en 800 mL de agua destilada y 

ajustar el pH a 7.4. 

 Aforar a 1000 mL. 

 Almacenar a temperatura ambiente. 

 

2. Solución de H2O2 al 1% 

 Se prepara el volumen que se va a usar a partir de H2O2 al 30% y se 

disuelve en PBS. 

 

3. Borohidruro de Sodio (NaBH4) al 1% 

 Por cada 100 ml de PBS se agrega 1 g de NaBH4 

 Ejemplo: para una caja coplin se preparan 90 mL. 

           

        

                                                                                 NaBH4 

4. Buffer de Citrato de Sodio+Tween 20 

 Se prepara 1 L de la solución 

 Se toman 750 mL de H2O desionizada y por cada litro se agregan 2.94 g de 

citrato de sodio, se ajusta el pH a 6 (con HCl). Posteriormente se agregan 

500   de Tween 20 y se afora a 1 L. 

 

5. Solución de Bloqueo (SB)  

 La cantidad total a preparar bebe ser para 3 soluciones: para la solución de 

bloqueo, para el anticuerpo primario y para el anticuerpo secundario. 

 Se necesita suero normal de bloqueo (SNB) al 3%, el cual viene en el kit del 

anticuerpo secundario, albúmina bovina al 3% y PBS. 

 Ejemplo: Se usarán 300 µL por laminilla y se tienen 10 laminillas 

Cálculos: 
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1. SB 3 000    

2. Anticuerpo 
primario 

3 000    

3. Anticuerpo 
secundario 

3 000    

Volumen total: 9 000     

 

Suero Normal de Bloqueo 3%: 

              

     

         

Cantidades totales de cada solución: 

 

         

           

                 

              

 

Nota: mantener en hielo las soluciones y ahora todos los reactivos se 

preparan con guantes. 

 

 

 

6. Preparación de anticuerpo primario y anticuerpo secundario. 

 Se deben hacer pruebas para determinar la concentración y tiempo de 

incubación adecuadas para cada uno de los anticuerpos. 

 Ejemplos: 

 Para el anticuerpo primario se usa una disolución 1:25 

                                           

                                              

                       

 Para el anticuerpo secundario se usa una concentración de 1:100 
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7. Solución Avidina-Biotina (AB) 

 Se agita en vortex y en un tubo cónico: 

                                                  

8. Solución diamino-bencidina (DAB). 

 Se disuelve con vortex y en un tubo cónico: 

                                                          

           H2O2 3% 

Nota: El agua desionizada se usa fría para que la reacción ocurra 

lentamente. La DAB es altamente tóxica por lo que se deben utilizar 

guantes durante su preparación y uso. Se desactiva con cloro 

Nota: El cálculo para la preparar cada uno de los reactivos se hace según el número de 

laminillas y tejido en cada laminilla. 
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