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RESUMEN 

 La acetilcolina por medio de la activación de los receptores muscarínicos de POA-AHA 

regula de manera asimétrica la ovulación en los días del estro y diestro 2. En el estro, el 

implante o la microinyección de atropina en el lado derecho de POA-AHA bloquea la 

ovulación en el día del estro esperado del ciclo siguiente, lo que no sucede si el implante o 

la microinyección se colocan en el lado izquierdo. En ratas con tratamientos semejantes, la 

inyección subcutánea de LHRH sintética en la tarde del proestro, induce la ovulación. Este 

resultado llevó a sugerir que la activación de los receptores muscarínicos participa en los 

mecanismos que regulan la secreción preovulatoria de la GnRH. 

Con la finalidad de estudiar esta posibilidad, se decidió cuantificar en la mañana del 

proestro esperado, el contenido de GnRH en el lado izquierdo y derecho de POA-AHA de 

ratas con bloqueo de los receptores muscarínicos del lado derecho, realizado en el estro. 

Además, se analizó si el bloqueo de estos receptores se acompaña de la disminución del 

número de células inmuno-reactivas al gen ∆-fosb en el lado de POA-AHA tratado, el 

contralateral o ambos. 

 

Los resultados obtenidos muestran que en el animal intacto, el número de células 

inmuno-reactivas a ∆-Fosb y el contenido de GnRH es mayor en POA-AHA derecha (número 

de células: 18952 ± 415 vs. 16060 ± 440, p<0.05; contenido GnRH: 0.01942 ± 0.0017 vs. 

0.00598 ± 0.00039 GnRH/β-tubulina, p<0.01).  

 

La actividad neuronal medida por la proteína ∆- fosb aumenta en la zona anterior a la 

porción de POA-AHA microinyectada con la atropina. En la región inyectada, la atropina 

provocó disminución del número de células inmuno-reactivas a ∆-Fosb en ambos lados de 

POA-AHA. Mientras que en la zona posterior solo disminuyen en el lado derecho.     

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en condiciones 

normales, tanto la actividad neural como el contenido de GnRH en POA-AHA son 

asimétricos a las 11:00 h del proestro. La activación de los mAChR del lado derecho de 

POA-AHA, a las 13:00 del  estro, regula de forma estimulante la actividad de las neuronas 

de la zona central y posterior de POA-AHA, así como la liberación de la GnRH en el día del 

proestro.  
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INTRODUCCIÓN 

La ovulación es el evento final de los mecanismos de regulación endócrinos y nerviosos 

que ocurren entre el hipotálamo, la hipófisis y el ovario. En el hipotálamo se genera la señal 

endócrina que inicia con la secreción de la hormona liberadora de las gonadotropinas o 

GnRH (por sus siglas del inglés: Gonadotrophin Releasing Hormone). Las neuronas que 

secretan la GnRH, llamadas GnRHérgicas, se localizan en la región preóptica (POA) e 

hipotalámica anterior (AHA) (Silverman et al., 1994). 

 

La secreción de la GnRH es regulada por al menos 38 moléculas que incluyen: 

neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas esteroides (Herbison, 2015). Uno de los 

neurotransmisores que regulan la ovulación y la secreción de la GnRH es la acetilcolina. En 

la rata, Turi et al., (2008) mostraron que las neuronas GnRHérgicas del área preóptica 

medial están inervadas directamente por axones colinérgicos, al identificar una fina red de 

fibras colinérgicas con inmuno-reactividad para la colino acetil-transferasa (CAT) y para la 

vesícula transportadora de acetilcolina (VACT). 

 

La acetilcolina unida a los receptores muscarínicos de POA-AHA regulan en forma 

asimétrica la secreción de la GnRH y la ovulación, ya que, el implante o la microinyección 

de atropina en la porción derecha de POA-AHA, a las 13:00 horas del día del estro, bloquea 

la ovulación, mientras que el implante del lado izquierdo no lo hace. Si el fármaco se coloca 

en el día del diestro-2, sólo el tratamiento del lado izquierdo produce el bloqueo (Cruz et al., 

1989). Dado que la inyección subcutánea de GnRH sintética a la 14:00 h del proestro, a 

ratas con implante de atropina en POA-AHA derecha, colocado en el día del estro, promueve 

la ovulación, se sugirió que la acetilcolina al unirse a los receptores muscarínicos (mAChR) 

regula de manera estimulante la secreción de la GnRH (Cruz et al., 1992; Santana, 2016; 

Espinosa-Valdez et al., 2016)). Sin embargo, se desconoce si este mecanismo regula la 

síntesis, la liberación o ambos procesos de la GnRH. Tampoco se conocen las zonas de la 

región POA-AHA que son activados o desactivados cuando se bloquean los receptores 

muscarínicos. 

 

Por lo que en este estudio se analizaron los efectos del bloqueo de los receptores 

muscarínicos del lado derecho de POA-AHA, realizado en el día del estro, sobre el número 

de células inmuno-reactivas a Δ-Fosb y el contenido de GnRH en la mañana del proestro 

esperado.   
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MARCO TEÓRICO 

               Ovulación    

 

 Los ovarios de los mamíferos tienen dos funciones: la producción de hormonas y la 

liberación de ovocitos, conocida como ovulación (Espey, 1999). 

 En la rata, la época reproductiva está caracterizada por cambios periódicos en la 

secreción de las hormonas secretadas por el hipotálamo, la hipófisis y los ovarios, esta 

conducta rítmica que presentan las hembras se le llama ciclo del estro o ciclo estral (Kuiper 

et al., 1996). 

 

Ciclo Estral 

 

El ciclo estral es un complejo proceso que se repite a partir de la pubertad y durante 

la vida reproductiva de las hembras. Durante el ciclo estral se producen cambios 

conductuales, morfo-fisiológicos, histológicos y bioquímicos del aparato genital, que 

concluyen con permitir que la hembra admita la cópula con el macho (Álvarez, 2009). 

La palabra estrus es una adaptación latina de la palabra griega “oistros” que significa 

frenesí. Este término fue utilizado por primera vez por Heape (1900) para  describir el 

"período especial de deseo sexual de la hembra". Además, describió distintas etapas del 

ciclo, utilizando el término anestro para referir la estación no reproductiva o el período de 

descanso en el mamífero hembra, cuando los ovarios y los órganos reproductores 

accesorios están relativamente inactivos y son rechazados los intentos de apareamiento 

por el macho. También usó los prefijos pro, di- y meta- junto con el sufijo estro para describir 

las etapas durante el ciclo sexual. 

La primera parte del ciclo que Heape denominó proestro, se caracteriza como el 

momento en que el animal "viene en calor", el siguiente período es el celo llamado estro, 

en ausencia de la concepción, el estro es seguido por un corto período de recuperación 

llamado metaestro o diestro-1, durante el cual disminuye la actividad del tracto reproductivo. 

El período siguiente es el diestro o diestro-2, de duración variable en diferentes especies, 

antes del retorno al proestro y el inicio del siguiente ciclo. 
 

Las etapas del ciclo estral pueden establecerse mediante el análisis de los tipos 

celulares que aparecen en el frotis vaginal: el proestro se caracteriza por un predominio de 

células epiteliales nucleadas, estas células son claramente redondas, visiblemente 

nucleadas y ocasionalmente, pueden aparecer también algunas células epiteliales 

escamosas cornificadas. 
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Al día siguiente, el estro, la célula dominante en el tejido epitelial es la escamosa 

cornificada, esta célula no tiene un núcleo visible, contiene un citoplasma altamente 

granular,  tiene forma irregular y aparecen en grandes grupos. 

Durante el metaestro (diestro-1) y el diestro-2, el tipo de célula dominante es el 

leucocito, que aparece junto con un número significativo de células epiteliales nucleadas. 

Los leucocitos son pequeños con citoplasma granular y con el  núcleo vesiculado. (Fig. 1) 

(Levine, 2015). 

 

 

Cada una de estas etapas está caracterizada por cambios hormonales que dependen 

de la hora del día (Fig. 2). En la madrugada del día del estro (entre las 1:00 y 3:00 h) cuando 

ocurre la ovulación, las concentraciones de progesterona (P4), 17β-estradiol (E2), y de la 

hormona luteinizante o LH (por sus siglas del inglés: Luteinizing Hormone) en el suero se 

mantienen basales. 

 

En cambio, las concentraciones de la hormona estimulante del folículo o FSH (por sus 

siglas del inglés: Follicle Stimulating Hormone) alcanzan un máximo en la mañana de este 

día. 

 

En el día del diestro-1 comienza a aumentar la concentración de P4, mientras que la 

de E2, LH y FSH siguen siendo basales. En el día de diestro-2, la P4, LH y FSH, se 

mantienen en concentraciones basales, mientras que, en la tarde de este día, la secreción 

de E2 comienza a aumentar paulatinamente. 

 

 

 

Fig. 1. Tipos de células del epitelio vaginal que caracterizan 

cada etapa del ciclo estral en la rata (tomado de Levine, 2015). 

Presenta gran cantidad 
de leucocitos.

Diestro 1
Todos los tipos 

celulares.

Diestro 2
Células epiteliales 

nucleadas

Proestro
Células escamosas 

cornificadas.

Estro
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En el día del proestro, se observan las concentraciones máximas de P4, E2, LH y FSH, 

en forma de “picos”, denominadas secreciones pre-ovulatorias. Entre la mañana y el medio 

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

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

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

h de este día (Fig. 2) (Freeman, 2006). 

 
 

 

 

 

 

En los mamíferos hembras, la fertilidad se mantiene por las señales hormonales 

transmitidas entre el cerebro, la hipófisis y los ovarios, funcionando conjuntamente como el 

eje hipotálamo-hipófisis-ovario (Levine, 2015). 

 

 

 

 

 

Fig.2 Perfil de concentraciones séricas P4, E2, LH y FSH obtenidas cada dos horas 
en cada día del ciclo estral. Cada punto representa la concentración media de 
la hormona (± SE) de grupos de 5 a 6 ratas (Tomada de Freeman, 2006). 
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Eje Hipotálamo- Hipófisis- Ovario 

 

 

El hipotálamo es el “centro nervioso” que inicia la cascada de eventos 

neuroendocrinos que culminan con la ovulación. En los roedores, este "centro nervioso" lo 

conforman un tipo de neuronas del área preóptica e hipotalámica anterior (POA-AHA) que 

secretan GnRH. Ésta se libera en el sistema portal hipotalámico-hipofisario, que al unirse a 

su receptor en los gonadotropos de la hipófisis anterior, estimula la secreción de la LH y la 

FSH. 

 

 

La LH y la FSH son glicoproteínas que regulan las funciones del ovario al estimular el 

crecimiento y la diferenciación de los folículos, la secreción de hormonas esteroides y la 

ovulación. En la hembra, la FSH actúa en los folículos ováricos estimulando su crecimiento 

y la secreción de E2; mientras que la LH produce la ruptura del folículo e induce la liberación 

del ovocito, da origen al cuerpo lúteo y es mediadora en la producción de progesterona y 

andrógenos (Prieto y Velázquez, 2002). 

 

 

Las hormonas ováricas ejercen efectos de “feedback” o retroalimentación en el 

cerebro y la hipófisis para mantener el control homeostático dentro del eje. Estos esteroides 

gonadales estimulan o inhiben la actividad de las neuronas GnRHérgicas en el hipotálamo, 

al regular la respuesta a la GnRH en los gonadotropos, siendo el efecto "feedback" negativo 

el que se presenta en la mayor parte del ciclo reproductivo (Evans et al., 1994). Al final de 

la fase folicular, cuando las concentraciones de E2 son más altas, el efecto "feedback" se 

vuelve positivo o estimulante, iniciando el aumento continuo de la liberación de GnRH 

mediante el incremento en la frecuencia y la amplitud de los pulsos de secreción (Herbison, 

2015) (Fig. 3). 

 
 

Estas señales de retroalimentación orquestan la secuencia de eventos que se 

desarrollan durante el curso de cada ciclo ovulatorio en animales que ovulan 

espontáneamente (Levine, 2015). 
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Hipotálamo 

 

El hipotálamo es el centro de control esencial entre los sistemas endocrino, autónomo 

y somatomotor. Está constituido por células nerviosas, prolongaciones nerviosas (axones 

o dendritas) de neuronas intra y extra-hipotalámicas, células gliales o de sostén y de una 

rica red vascular (Norris, 1996). 

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

por el tercer ventrículo en una porción derecha y otra izquierda (McGeer et al., 1987). Para 

su estudio, el hipotálamo se divide en núcleos (Ganong, 2001) o conglomerados de cuerpos 

neuronales (Norris, 1996) y áreas de tejido en los que se reconoce una clara delimitación.  

 

 
Fig. 3 Eje Hipotálamo-hipófisis-ovario. Las neuronas GnRH ubicadas en el hipotálamo 

secretan GnRH que  es liberada al sistema portal hipofisario hacia los gonadotropos en 

la adenohipófisis, donde estimula la liberación de LH y FSH que son liberadas en 

torrente sanguíneo y llegan a los ovarios donde estimulan la síntesis y liberación de 

estradiol y progesterona que tienen un efecto “feedback” positivo o negativo en el 

hipotálamo y la hipófisis. 
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Palkovits (2000), lo divide en cuatro regiones principales organizadas rostro-

caudalmente en: área preóptica, hipotálamo anterior, medio y posterior. Cada área se 

puede dividir además en áreas periventricular, medial y lateral. 

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

hipotálamo, aunque su origen embriológico es diferente. En la rata esta área ocupa 

una cuarta parte del total del hipotálamo e incluye el núcleo preóptico medial, el núcleo 

preóptico periventricular y el órgano vasculoso de la lámina terminal. 



Hipotálamo:

o Anterior: Es una continuación del área preóptica. La parte medial está formada 

por los núcleos periventricular, supraquiasmático, hipotálamo anterior y 

paraventricular; la parte lateral contiene el núcleo supraóptico. 

o Medio: En el hipotálamo medio se reconocen tres zonas: media basal, dorsal 

y lateral. La zona media basal incluye la eminencia media y los núcleos 

arcuato y ventromedial; la zona dorsal es ocupada completamente por el 

núcleo dorsomedial; el borde de la zona medial y lateral se localiza el núcleo 

perifornical. 

o Posterior: Representa una pequeña parte del hipotálamo y también se le 

conoce como región premamilar. Incluye los núcleos: premamilar dorsal y 

ventral, tuberomamilar, supramamilar, hipotálamo posterior y núcleo arcuato. 

 

En los mamíferos se ha mostrado que el hipotálamo regula el sistema cardiovascular, 

las respuestas termorreguladoras y las funciones viscerales abdominales, así como el 

comportamiento defensivo-agresivo y los comportamientos alimenticios que proporcionan 

nutrientes y agua. Además, el hipotálamo juega un papel esencial en asegurar la 

supervivencia de la especie controlando la expresión de comportamientos sexuales y 

maternos. De importancia fundamental para la función del hipotálamo es su íntima relación 

con la hipófisis y las vías claramente establecidas para el control neuronal de los patrones 

de secreción endocrina. 

El hipotálamo secreta diferentes tipos de péptidos, algunos de ellos son liberados a la 

circulación sanguínea, en la cual viajan hasta sus células blanco, y otros son liberados en 

el sistema nervioso central, donde actúan como neurotransmisores. Algunas de las 

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

liberadora de la tirotropina (TRH), la hormona liberadora de la prolactina (PRH), el factor 

inhibidor de la liberación de prolactina (PIF), la hormona liberadora de la corticotropina 

(CRH), la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) y la hormona 

inhibidora de la hormona del crecimiento (GHIH) (Lerner y Urbina, 2008). 
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En la mayoría de los mamíferos incluyendo a la rata, los somas de las neuronas GnRH 

se localizan desde la banda diagonal de Broca y áreas septales hasta el hipotálamo medio 

basal (HMB), sin embargo, el mayor número de estos somas se han localizado en POA-

AHA (Fig. 4) (Prieto y Velázquez, 2002). 

 
 
 

 

 
 

Fig.4 a) Corte sagital del cerebro donde se muestra la ubicación del hipotálamo y de área preóptica; b) 

corte sagital resaltando la distribución de las neuronas GnRH (puntos negros) proyectando el área 

donde converge POA-AHA y c) corte coronal de la distribución de las neuronas GnRH en el cerebro 

del ratón dentro de tres regiones cerebrales anatómicas definidas: la septal medial (MS), la población 

rostral del área preóptica (rPOA) y el área hipotalámica caudal anterior (AHA) (tomado de Herbison, 

2015). 
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Neuronas GnRHérgicas y GnRH 

 

La red neuronal de la GnRH está conformada por las propias neuronas 

GnRHérgicas y otras que se localizan en la vecindad a ellas, así como las células de la 

glía (Herbison, 2015). 

Las neuronas GnRHérgicas tienen su origen embrionario en la placoda olfatoria. 

Durante el desarrollo embrionario temprano migran hacia el hipotálamo, donde varios 

cientos de ellas se encuentran difusamente distribuidas en POA y áreas más caudales, 

como en el HMB (Schwanzel-Fukuda et al., 1989; Wray et al,. 1989). 

Las neuronas GnRHérgicas no forman agregados neuronales compactos, sino redes 

laxas y difusas. La principal red, por su participación directa en la regulación de la secreción 

de las gonadotropinas, conocida como la red septo-preóptica infundíbular, se extiende 

desde la banda diagonal de Broca hasta el área septal, atravesando el núcleo de la estría 

terminal y las áreas preóptica medial y lateral, el área hipotalámica anterior, el núcleo 

periventricular y el área retroquiasmática del diencéfalo. También forman parte de este 

continuo, las neuronas secretoras de GnRH ubicadas en el hipotálamo lateral y el núcleo 

supraóptico (Silverman et al., 1998). 

En la mayoría de las especies, la neurona GnRHérgica se compone de un cuerpo 

celular y dos dendritas simples dándole una morfología bipolar (Fig. 5 A y B). Sin embargo, 

cabe señalar que no todas las neuronas GnRHérgicas tienen esta morfología, ya que 

algunas neuronas pueden mostrar una forma multipolar compleja como las que se 

encuentran cerca del organum vasculosum de la lámina terminal (OVLT) en ratones 

(Herbison, 2015). 

 

 

Fig. 5 Morfología de la 

neurona GnRH. A y B 
muestran la morfología 

típica de las neuronas 

GnRH de ratón, en C se 

observa la morfología 

multipolar y en D 
montaje mostrando el 

soma y la estructura 

dendrítica de una 

neurona GnRH de 

ratón adulto 

enfatizando en la 

longitud de la dendrita 

primaria (más de 500 

μm) y la alta densidad 

de espinas a lo largo de 

la longitud de la 

dendrita (Herbison, 

2015). 
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En ratones transgénicos se ha mostrado que las neuronas GnRHérgicas exhiben 

dendritas notablemente largas que pueden extenderse por más de 2000 μm (Fig. 5D). La 

observación de numerosas espinas alrededor de las dendritas largas de la neurona   

proporcionó evidencia clara de que reciben una gran cantidad de sinapsis (Herbison, 2015). 

El sitio de proyección principal de la neurona GnRHérgica es la zona externa de la 

eminencia media, donde la GnRH es liberada en la circulación portal hipofisaria. Los 

estudios de rastreo han revelado que entre el 50% y el 70% de todas las neuronas 

GnRHérgicas proyectan hacia la eminencia media. Curiosamente, estas últimas 

proyecciones combinan características de dendritas y axones y han sido denominadas 

"dendrones" (Herbison, 2015). 

En esencia, la neurona GnRHérgicas podría considerarse ahora, como un cable de 

procesamiento de información muy largo, con tres especializaciones clave: 

(1) un cuerpo celular que es responsable de la regulación biosintética y el patrón de 

actividad eléctrica 

(2) una zona de iniciación de potencial de acción en la parte proximal del dendrón 

(3) modificaciones terminales del dendrón en terminales nerviosas similares a 

axones que participan en la secreción de la GnRH en la circulación portal (Herbison, 

2015). 

Las sinapsis a toda lo largo del dendrón tienen un papel en la regulación de su 

actividad en la eminencia media. Aquellos cercanos al sitio de iniciación serán 

especialmente importantes en el estado general de excitabilidad celular, aquellos en el 

cuerpo celular regulan la expresión génica y aquellos en el dendrón distal deberían ser 

capaces de modular directamente la secreción de GnRH dentro de la eminencia mediana. 

(Herbison, 2015). 

La GnRH es un péptido pequeño constituido por 10 aminoácidos, cuya secuencia 

lineal en mamíferos es la siguiente (Schally et al., 1971; Matsuo et al., 1971; Baba et al., 

1971): 

 

 

 

Este decapéptido es producido por una población de neuronas GnRHérgicas de entre 

1,000 y 3,000 neuronas (Barry, 1979). 

La GnRH se sintetiza en el soma de las neuronas GnRHérgicas (Charli et al., 1991) a 

partir de un precursor (pro-GnRH), formado por 92 aminoácidos, dividido en tres 

segmentos: un péptido de 23 aminoácidos, seguido por una secuencia de Gly-Lys-Arg 

esencial para el procesamiento proteolítico y por un residuo de 56 aminoácidos conocido 

como péptido asociado a la GnRH o GAP (por sus siglas del inglés: GnRH-Associated 

Peptide) (Yen, 2001). 
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La secuencia codificable de la GnRH se encuentra en el cromosoma ocho del humano 

y en el cromosoma 14 del ratón. El gen está compuesto por cuatro exones cortos y tres 

intrones largos que abarcan aproximadamente 4,5 kb (Herbison, 2015). 

El primer exon (I) contiene la región 5´ no traducida; el exón dos (II) codifica para el 

péptido señal del decapéptido de la GnRH, para el sitio de amidación y para el sitio del 

precursor, también codifica para el sitio amino terminal de once aminoácidos del GAP, el 

cual contiene el segmento prepro-GnRH; el exón tres (III) codifica para los siguientes 32 

residuos del GAP; el exón cuatro (IV) codifica para los últimos trece aminoácidos del GAP, 

para el codón de terminación y para la región 3´no traducida del ARN mensajero (Fan et 

al., 1995). 

La transcripción del gen de la GnRH produce un transcripto primario poliadenilado de 

~4200 bases que se procesa por empalme a un transcripto maduro de 560 bases. La 

traducción del transcripto maduro de la GnRH da lugar a la producción de la pre-pro- 

hormona de 92 aminoácidos. Al menos cuatro pasos enzimáticos diferentes están 

implicados en el procesamiento de la pro-hormona, Los pasos finales para generar el 

decapéptido biológicamente activo requieren la conversión de la glutamina N-terminal 

(Gln1-GnRH) a piroglutamato (pGlu1-GnRH), por glutaminil ciclasa y la amidación de la 

glicina C-terminal, por la mono-oxigenasa alfa-amidación de peptidilglicina (Fig. 6) 

(Herbison, 2015). 

Fig.6 Biosíntesis de GnRH. El panel superior representa la estructura del gen GnRH con la secuencia 

reguladora 5 ' en ratón, humano y rata. El panel central representa ARN de GnRH y varios intermedios  de 

empalme y procesamiento. El panel inferior muestra la traducción y las modificaciones pos- traduccional 

que dan como resultado el decapéptido GnRH final (Tomado de Herbison, 2015). 
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Diversas especies contienen dos o más formas de GnRH de las 15 moléculas 

conocidas (Montaner et al., 2001). En los mamíferos se han identificado dos formas 

moleculares de GnRH: la GnRH-I, la cual posee una región que varía en estructura en 

diferentes especies, pero está altamente conservada en tejido cerebral, y la GnRH-II, que 

se encuentra en sitios extra-hipotalámicos donde actúa como neurotransmisor, la cual varía 

con la anterior en los aminoácidos cinco, siete y ocho (Pawson et al., 2003). 

Se sabe que la naturaleza pulsátil de la liberación hipotalámica de la GnRH determina 

la secreción episódica de las gonadotropinas hipofisarias. La periodicidad y la amplitud del 

ritmo pulsátil de secreción de GnRH/gonadotropinas son fundamentales en la regulación de 

las funciones del ovario y por lo tanto, de todo el eje reproductivo (Yen et al., 1999). 

 

La secreción de la GnRH es regulada por al menos 38 moléculas que incluyen: 

neurotransmisores (ácido gama amino butírico [GABA], glutamato, noradrenalina, 

adrenalina, dopamina, serotonina, histamina, acetilcolina, canabinoides), 

neuropéptidos[angiotensina, -endorfinas, bombisina, bradiquinina, péptido relacionado 

con el gen de la calcitonina, factor liberador de la corticotropina, colecistoquinina, dinorfina, 

galanina, encefalina, GnRH, kispeptina, péptido natriurético, neuropéptido Y, neurotensina, 

orexina, oxitocina, somatostatina, vasopresina, péptido intestinal vasoactivo] y hormonas 

esteroides (Herbison, 2015).  

 

 

Acetilcolina: síntesis y liberación 

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor del sistema nervioso parasimpático, el 

cual participa en la regulación de diversas funciones como en la activación cortical, el paso 

de sueño a vigilia y procesos de memoria y asociación. Su estructura química resulta ser 

de gran simplicidad, un éter del ácido acético y la colina (Fig. 7). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

La ACh se sintetiza en el soma de la neurona, a partir de la colina y del acetil coenzima 

A (CoA), en una reacción catalizada por la colino-acetil-tranferasa (CAT) (Fig. 8) (Flores y 

Segura, 2005). 

 

 

 

Fig.7. Estructura química de la acetilcolina 
(tomado de Berg et al., 2008) 
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La acetilcoenzima A (Acetil.CoA) se sintetiza en la mitocondria a partir de un grupo 

acetilo proveniente del piruvato, que a su vez procede de la glucosa o del acetato. La colina, 

que está presente en el espacio sináptico, se transporta a la terminación nerviosa 

colinérgica por un sistema de transporte dependiente de sodio (NA+). La colina proviene del 

metabolismo de la fosfatidilcolina de membrana y, hasta en un 50% de la hidrolisis de la 

acetilcolina liberada (Velázquez et al., 2008). 

En las terminales colinérgicas, la ACh es liberada como resultado de cambios en los 

potenciales de acción de la membrana, que permiten la apertura de canales de Ca+2 

dependientes de voltaje, activando así proteínas contráctiles del citoesqueleto, lo que 

facilita que la vesícula que contiene a la ACh, sea llevada directamente a la membrana 

presináptica y liberarla por exocitosis al espacio sináptico (Südhof, 1995). 

La neurotransmisión colinérgica concluye con la inactivación de la ACh, que implica la 

hidrólisis del neurotransmisor, en la que la ACh produce colina y acetato por acción de la 

acetilcolinesterasa (AChE) (Felder, 1995). 

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

inducción de cambios bioquímicos y eléctricos en la célula postsináptica, que depende del 

tipo de receptor y de la forma en que éste se encuentre sincronizado con los sistemas de 

transducción (Flores y Segura, 2005). 

 

Los receptores colinérgicos son clasificados en dos categorías, muscarínicos y 

nicotínicos, basándose en la similitud entre los efectos observados por los alcaloides 

muscarina y nicotina y la estimulación de las fibras nerviosas autónomas. 

   Receptores nicotínicos. Pertenecen a la familia de receptores acoplados a canales 

iónicos y están constituidos por cinco subunidades que se disponen alrededor del canal que 

permite el paso de cationes como Na+, K+ o Ca2+(Velázquez, 2008), los cuales generan 

respuestas rápidas y están localizados en los ganglios simpáticos, en el SNC y en la placa 

motora (Gotti et al, 1997). 

 

 

Fig.8 Síntesis de la acetilcolina tomado de 

https://themedicalbiochemistrypage.org 

 

Acetilcolina Colina Acetil-CoA 

Colino- 
Acetil- 

transferas 
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Fig. 9 Estructura química de la atropina 
(tomada de Baños y March, 2002). 

 

   Receptores muscarínicos (mAChR). Pertenecen a la familia de receptores 

acoplados a proteínas G y, por lo tanto, estructuralmente están formados por siete 

segmentos α- helicoidales transmembrana con el extremo NH2 terminal localizado en la 

porción extracelular, y el COOH terminal en la citoplasmática (Richmond et al., 1999).. 

Existen 5 subtipos de mAChR denominados m1 hasta m5, todos ellos son 

glicoproteínas que tienen 460-590 aminoácidos, los cinco subtipos poseen una similitud en 

su secuencia de aminoácidos hasta del 90% y, a su vez, cada subtipo posee una homología 

del 89-98% en las distintas especies de mamíferos (Bonner et al., 1988). 

Los mAChR pueden ser inhibidos por fármacos específicos, como la atropina (ATR), 

que es clasificada como un fármaco antagonista que impide cualquier tipo de acción que 

pueda tener la ACh sobre los cinco mAChR (Velázquez et al., 2008). 

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

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

una base orgánica (tropina) (Fig. 9) (Velázquez et al., 2008). Atraviesa la barrera hemato- 

encefalica, por lo que sus efectos llegan a sistema nervioso central. La constante de 

afinidad (pKd) promedio para los diferentes receptores es de 9 a 9.8, su acción puede durar 

de 45 min a 1 hora, y su vida media de eliminación es de 2.3 horas, posteriores a las cuales 

experimenta hidrolisis con la formación de metabolitos inactivos de ácido trópico y tropina 

(Stoelting, 1991). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

Distribución de neuronas colinérgicas 

 

La distribución y morfología de las neuronas colinérgicas es muy variada. Existen las 

que tienen axones cortos, que se consideran como interneuronas, las que son  muy 

abundantes en el cuerpo estriado, los núcleos de los pares craneales y la médula espinal. 

Otras interneuronas colinérgicas se encuentran en la corteza cerebral de los roedores, pero 

no tienen su equivalente en primates (Mesulam, 1995). 
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Las vías cerebrales colinérgicas con axones largos tienen una localización más difusa, 

la vía colinérgica que sale de la base del cerebro anterior, cuyos cuerpos celulares se 

encuentran en el septum, la banda diagonal de Broca, el núcleo pálido ventral y, sobre todo, 

el núcleo basal de Meynert, se extiende hasta el bulbo olfativo, la corteza, la amígdala y el 

hipocampo. Una segunda vía colinérgica tiene sus cuerpos neuronales localizados más 

caudalmente, en la zona del mesencéfalo y del núcleo tegmental lateral, en el piso del cuarto 

ventrículo. Los axones de este sistema inervan el tálamo, el hipotálamo y prácticamente 

todos los núcleos del cerebro medio (Perry, 1999). 

 

 
Acetilcolina y ovulación 

 

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

la ovulación fueron los experimentos realizados por Sawyer, Markee y Everett hace más de 

60 años, quienes mostraron que el bloqueo del sistema colinérgico, por la inyección 

subcutánea de sulfato de atropina interrumpe la ovulación, cuando se administra 

inmediatamente después del coito, en el caso de la coneja, un animal de ovulación refleja 

y en la rata, un animal de ovulación espontánea, cuando se inyecta en la mañana del 

proestro (Everett 1949 y Everett et al., 1949). 

En la rata, la inyección subcutánea de sulfato de atropina (70 mg/100 g de peso) o su 

aplicación directa al tercer ventrículo (250 µg) entre las 11:00 y 13:00 horas del proestro 

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

inyección de GnRH sintético (LHRH) restablece la liberación preovulatoria de LH, por lo que 

se concluyó que el bloqueo de los mAChR altera la secreción normal de GnRH (Libertum y 

McAnn, 1973; Villegas et al., 1997). 
 

En el POA existen diferencias sexuales en el número de sitios de unión de agonistas 

muscarínicos, siendo mayor en los machos que en las hembras. En ratas hembras cíclicas 

se observa que en POA, la población de sitios de unión de alta afinidad a agonistas 

muscarínicos es mucho mayor en el día del proestro que en los demás días del ciclo estral 

(60 vs. 35%) (Egozi y Kloog, 1985). 

 

La lesión producida por la inyección de 6-hidroxidopamina intracerebral (destrucción 

masiva de neuronas catecolaminérgicas) produce un decremento de 1/6 del número total 

de mAChR en el hipotálamo, por lo que es posible pensar en la existencia de mAChR 

presinápticos ubicados en las terminales catecolaminérgicas del hipotálamo (Avissar et al., 

1981). 
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Estudios in vitro muestran que, en POA de la rata hembra, el número de mAChR varía 

durante el ciclo estral. En la mañana del proestro se observa un aumento en la proporción 

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

observado en diestro-2 o en la tarde del proestro (35%). Cuando porciones homogenizadas 

de POA se exponen a la presencia de E2 resulta en la conversión de los sitios de unión de 

alta afinidad a agonistas muscarínicos a sitios de unión de baja afinidad. Este efecto de la 

hormona se observa únicamente en muestras de POA obtenidas en la mañana del proestro 

y puede ser bloqueado por clomiféno (anti-estrógeno) o prevenido por la ocupación previa 

de los mAChR por sus propios ligandos antes de la adición de la hormona. Los cambios 

significativos en los mAChR de POA coinciden con el llamado (periodo crítico), 

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

estrógenos en POA (Egozi y Kloog, 1985). 

 

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

a los agonistas muscarínicos evaluadas por ensayos de competencia con [3H]-N- metil-4 

piperidil bencilato (antagonista muscarínico tritiado de alta afinidad), muestran que 

únicamente las hormonas sexuales E2 y P4, afectan las propiedades de los sitios de unión 

a los agonistas muscarínicos. Ambas hormonas provocan la disminución en la proporción 

de sitios de unión de alta afinidad y en la constante de disociación. Esto permite sugerir una 

vinculación entre el sistema colinérgico muscarínico y los mecanismos por los cuales los 

esteroides ováricos inducen la liberación de las gonadotropinas por la hipófisis (Rajkovich 

y Choi,  2006; Speroff et al.,  2006). 

Tanto el contenido de ACh de POA-AHA, la actividad de las enzimas CAT y AChE, y 

el número y la afinidad de los mAChR presenta cambios durante el ciclo estral (Sánchez et 

al., 1994; Cruz et al., 1997). En la rata, la actividad de la CAT a las 13:00 h de cada fase 

del ciclo estral es diferente entre una y otra POA-AHA localizada en cada hemisferio 

cerebral. La ubicada en el hemisferio izquierdo es constante, mientras que en la situada en 

el hemisferio derecho, la actividad de la enzima es mayor en el día del estro y menor en el 

diestro-2 (Sánchez et al., 1994). 

La concentración de ACh en POA-AHA a las 13:00 h de cada fase del ciclo estral es 

mayor en el diestro-1 y menor en el diestro-2 (Cruz et al., 1997). 

La sensibilidad del sistema colinérgico al sulfato de atropina varía durante el ciclo 

estral y la dosis necesaria para bloquear la ovulación en el 100 por ciento de los casos 

depende del día del ciclo y la hora en que se administre; es el diestro-1 el día más sensible, 

ya que se requiere de la dosis menor (Domínguez et al., 1982). Durante el periodo crítico 

(en el día de proestro) la concentración de acetilcolina en POA cae y luego incrementa de 

modo abrupto (Domínguez y Cruz 1989; Egozi et al., 1986). 
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Durante el ciclo estral de la rata hembra, en POA existe un ritmo colinérgico endógeno. 

En el día del diestro-1 se presentan las concentraciones máximas de ACh y en diestro-2 las 

mínimas. El número y la afinidad de mAChR también varían durante el ciclo estral (Cruz et 

al., 1997). El marcaje con [3H]-N-metil escopolamina, agonista muscarínico, muestra que 

la unión específica y la constante de disociación para dicho fármaco es máxima en el día 

del estro y disminuyen progresivamente en los demás días del ciclo estral (Cruz et al., 

1997). Mediante el marcaje con el antagonista colinérgico muscarínico [3H] bencilato de 

quinuclidina se observan también cambios cíclicos en el marcaje, con un máximo en 

proestro y un mínimo en los días del diestro (Rainbow et al., 1980). La discrepancia 

aparente de estos resultados podría explicarse por el hecho de que los fármacos usados 

en los experimentos posiblemente tengan diferente afinidad a los subgrupos de mAChR en 

POA-AHA, y abre la puerta a la especulación sobre la importancia de cada uno de estos 

subgrupos de receptores en la regulación del proceso reproductor. El número y la afinidad 

de los mAChR en el hipotálamo son regulados por las hormonas esteroides ováricas. 

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

concentración de E2 y la proporción de mAChR de alta y baja afinidad. Durante la mañana 

del proestro se observa un incremento significativo en la proporción de mAChR de alta 

afinidad (60 %), comparado con el día de diestro-2 o la tarde del proestro (35%). Es posible 

que estos cambios en la afinidad de los RM reflejen variaciones en la actividad colinérgica 

en POA durante el ciclo estral (Egozi et al., 1986). En la rata hembra cíclica, la actividad 

máxima de la enzima AChE en el hipotálamo se presenta en los días de estro y diestro-1 y 

la mínima en proestro (Cruz et al., 1997). 

En ratas ovariectomizadas, la administración sistémica de benzoato de estradiol 

aumenta significativamente el marcaje de los mAChR por [3H] bencilato de quinuclidina en 

el hipotálamo medio basal y lo disminuye en el área preóptica media de modo dosis 

dependiente (Dohanich et al., 1982). En el hipotálamo y la hipófisis, las progestinas y sus 

metabolitos inhiben el marcaje de los mAChR por antagonista colinérgico (Klangkalya y 

Chan,  1988). 

Por otro lado, el sistema colinérgico a su vez regula la respuesta de las neuronas 

hipotalámicas a los estrógenos, ya que el tratamiento con betanecol, un agonista colinérgico 

muscarínico, incrementa en 38% el número de sitios de unión al E2 en el citosol de neuronas 

hipotalámicas de ratas hembras ovariectomizadas, y el pretratamiento con sulfato de 

atropina bloquea los efectos del betanecol. En machos castrados, el betanecol no tiene 

efectos sobre la concentración de sitios de unión al E2 (Lauber y Whalen 1988). 

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

significativamente por el antagonista muscarínico como son el 11{[2-[(dietilamino) metil]-1-

piperidinil] - acetil}-5, 11 dihidro-6 H-pirido (2,3-b) (Avissar et al, 1981) benzodiazepina-6-

uno (AF-DX- 116) y la metoctramina (López-Ramírez et al., 2016). Dicha estimulación  
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depende del día del ciclo estral en que se realice el tratamiento. Es posible que los efectos 

inducidos por la administración de estos fármacos sean mediados por mAChR del subtipo 

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

presencia de prazosin, (un antagonista α-adrenérgico). Una posible explicación para la 

estimulación de la Iiberación de GnRH por un antagonista muscarínico es que los efectos 

sean el resultado de una intercomunicación entre los mAChR y los receptores α- 

adrenérgicos. Así, los agonistas muscarínicos inhibirían la liberación de GnRH inducida por 

los agonistas α- adrenérgico y los antagonistas muscarínicos, al cancelar este efecto 

inhibitorio permite que los agentes α- endógenos (noradrenalina) induzcan la liberación de 

GnRH (Koren et al., 1992). 

En ratas ovariectomizadas, la inyección en el tercer ventrículo de 20 a 100 mg de 

sulfato de atropina (2 µl) redujo significativamente las concentraciones plasmáticas de LH. 

La inyección intraventricular de 20 mg de acetilcolina indujo un incremento significativo de 

la concentración de LH durante los 5 minutos siguientes a la inyección, mientras que la 

concentración de FSH se elevó 30 minutos después de la inyección. El bloqueo de los 

receptores dopaminérgicos con pimozide previene los incrementos en las concentraciones 

plasmáticas de LH y FSH, así como la disminución de PRL inducidos por la inyección 

intraventricular de acetilcolina. La supresión de la liberación de LH inducida por sulfato de 

atropina fue revertida y ocurrió una elevación en los animales que fueron tratados con el 

bloqueador de los receptores dopaminérgicos. La inyección de sulfato de atropina no tuvo 

efectos sobre las altas concentraciones de PRL en los animales tratados con pimozide. 

Estos resultados apoyan la idea de un papel estimulante de la acetilcolina sobre la 

liberación de las gonadotropinas e inhibitorio sobre la liberación de PRL, indicando que el 

control colinérgico podría ser por medido de las neuronas dopaminérgicas 

tuberoinfundibulares (Vuayan y McCann, 1980). 

En ratas con inyección subcutánea de sulfato de atropina realizada a las 13 horas del 

estro se produce una disminución significativa en la expresión relativa del ARN mensajero 

de la GnRH medida a las 9:00 h del diestro-2 en POA-AHA, por lo que estos datos aportan 

más evidencia de que la ACh al unirse a sus mAChR regula de manera estimulante la 

ovulación (Arteaga, 2005) 

En neuronas en cultivo celular de hipotálamo, provenientes de ratas en cada fase del 

ciclo estral, se analizó el papel funcional de los receptores nicotínicos y muscarínicos en la 

liberación de la GnRH. La activación de los m1AChR incrementa la liberación de GnRH al 

medio, mientras que la activación de los m2AChR inhibe la liberación de GnRH. Un efecto 

semejante se ha observado cuando se ponen a incubar las eminencias medias de ratas 

adultas con antagonistas muscarínicos como el AF-DX 116 o la metoctramina, lo que 

implica que los m2AChR inhiben la liberación de GnRH, efectos que varían durante el ciclo 

estral, siendo el día más sensible la fase de estro (Koren et al., 1992). 
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En estudios previos se ha demostrado que la ACh regula de manera estimulante la 

ovulación, que cambia durante el ciclo estral, ya que en el día del estro, el implante en el 

lado derecho de POA-AHA produce el bloqueo de la ovulación, mientras que en el diestro-

2, el implante del lado izquierdo produce este mismo efecto (Cruz et al., 1989). La inyección 

subcutánea de LHRH sintética, a las 14:00 h del proestro esperado, en ratas con implante 

de ATR en el lado derecho de POA-AHA a las 13:00 h del estro provocó que todos los 

animales ovularan, lo que sugirió que el bloqueo de los receptores muscarínicos (mAChR) 

induce inhibición de la secreción preovulatoria de la GnRH (Cruz et al., 1992). 

Recientemente se ha mostrado que también la inyección de ATR (62.5 ng disueltos 

en un µL de agua), durante un minuto en uno u otro lado de POA-AHA, a las 13:00 h del 

estro provoca el mismo efecto asimétrico sobre la ovulación (Espinoza-Valdez et al., 2016; 

Santana, 2016) que ya había sido observado por los implantes. 

 

Marcadores de Actividad Neuronal 

 

           La localización de poblaciones neuronales metabólicamente activas en 

diferentes regiones del cerebro es evaluada al detectar por inmuno-histoquímica (IHQ) o 

por retro-transcripción de la cadena de la polimerasa reversa (RT-PCR) la expresión de los 

llamados genes tempranos inmediatos o IEGs (por sus siglas del inglés :Inmediate Early 

Genes), especialmente Fos y Jun (Sagar et al., 1988, Hoffman et al., 1993). La transcripción 

de estos genes se induce rápidamente sin necesidad de la síntesis de proteínas, y muchos 

IGEs codifican factores de transcripción que inducen a genes de respuesta tardía, por lo 

que también son apropiados para actuar como efectores de la respuesta celular a largo 

plazo (Herschman, 1991; Segal y Greenberg, 1996). 

Los IEGs, originalmente descritos en el campo de la regulación del crecimiento, son 

inducidos rápidamente por estímulos extracelulares y codifican proteínas que se requieren 

para los acontecimientos posteriores que se produzcan en la célula (Curran y Morgan, 

1995). 

La familia de proteínas Fos/Jun integran el activador de la proteína-1 (AP-1), que es 

el complejo del factor de transcripción que se une a sitios AP-1 (secuencia consenso: TGAC 

/ GTCA) en los promotores de genes (Morgan, 1989). Los genes que codifican proteínas de 

la familia Fos y Jun son IEGs, debido a que se inducen muy rápidamente en respuesta a 

una variedad de estímulos. Esta expresión es transitoria, con cantidades de ARNm y 

proteínas que regresan a la normalidad a las pocas horas (McClung et al., 2004). 

 

 

      Los genes que contienen el complejo AP-1 son activados por el complejo de Fos 

/ Jun, permitiendo de ese modo la expresión de los llamados genes de aparición tardía que 

codifican productos neuronales diferenciados tales como neurotransmisores (Krukoff, 

1999). 
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El factor de transcripción AP-1 se compone de complejos diméricos formados entre 

los tres integrantes de la familia Jun (c-Jun, JunB, y Jun-D) y cuatro miembros de la familia 

Fos (c-Fos, fosB, Fra-1 y Fra-2). Estas proteínas comparten una región homóloga que 

contiene el dominio de unión a ADN básico y una cremallera de leucina (Hai y Curran, 1991). 

Las proteínas Jun son capaces de formar homodímeros, mientras que las proteínas 

Fos sólo son capaces de formar complejos heterodiméricos con Jun. Tanto Jun y Fos 

contribuyen a la función de trans-activación del complejo AP-1, que estimula la transcripción 

mediante la unión a los elementos de AP-1 en las regiones potenciadoras y promotoras. 

AP-1 también puede reprimir la actividad de los genes a través de la interacción negativa 

proteína-proteína con otros factores de transcripción (Ransone y Verma, 1990; Kerppola y 

Curran, 1991). 

El factor de transcripción AP-1 se ha implicado en diversos procesos celulares 

incluyendo la proliferación celular, la diferenciación, y la función neural (Angel y Karin, 

1991). La actividad de este factor de transcripción aumenta rápida y transitoriamente en 

respuesta a señales extracelulares en la mayoría de las células. Por lo tanto, se cree que 

AP-1 desempeñan un papel central en la transducción de señales mediante la 

reprogramación de la expresión génica (Korner et al., 1989). 

Al analizar el gen temprano inmediato c-Fos se observó que se induce rápidamente 

por muchos estímulos extracelulares. Por lo tanto, la expresión de c-fos se ha propuesto 

como un marcador celular para la actividad neuronal (Kaczmarek y Chaudhuri, 1997; Sagar 

et al., 1988). 
 

C-Fos es una proteína básica de cremallera de leucina que forma un heterodímero 

con la isoforma cJun, formando así un factor de transcripción AP-1 que se une el elemento 

de respuesta TPA en el promotor de los genes diana. C-Fos es un IEG que se activa 

rápidamente y de forma transitoria en la mayoría de los tipos de células. Es inducida por 

una variedad de factores de crecimiento, citosinas, neurotransmisores, y las señales 

hormonales, así como de estímulos del medio ambiente. A su vez, c-Fos controla una gran 

variedad de procesos celulares, incluyendo la proliferación celular, la diferenciación, la 

supervivencia y la muerte. De todas las variaciones de las funciones celulares en las que 

está involucrado, el papel primario del c-Fos, en cualquier tejido dado, depende del tipo de 

célula y del tipo de estímulo (Shaulian y Karin, 2002; Wagner y Eferl, 2005). 

 

En el gonadotropo la GnRH induce la activación de c-Fos (Ely et al., 2011). El análisis 

de la expresión de c-Fos en las neuronas GnRH comprobó que la actividad neuronal cambia 

drásticamente en el momento de la secreción preovulatoria de LH (Hoffman et al., 1990). 

En cambio, la expresión de c-Fos en las neuronas GnRH se mantiene ausente durante 

todas las etapas del ciclo estral, excepto en la tarde y noche del proestro. Aproximadamente 

la mitad de las neuronas GnRH se activaron en el área preóptica y el hipotálamo anterior; 

las neuronas GnRH situadas más anteriormente no expresaban Fos, lo que resulta en una 

estimulación global del 40% de las neuronas GnRH. Estos datos proporcionan evidencia 

directa de que la estimulación de las neuronas GnRH durante el proestro tiene lugar en los 
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cuerpos celulares de LHRH, e identifican la población específica de neuronas GnRH que 

se activan. (Lee et al., 1990). 

La inyección de pentobarbital a las doce horas del proestro,  impide la expresión de c-

Fos en las neuronas GnRHérgicas así como la secreción preovulatoria de LH (Lee et al., 

1990). 

La expresión de c-Fos en las neuronas GnRHérgicas solo durante la tarde del proestro 

sugiere que la secreción preovulatoria de LH depende del aumento en las señales 

estimulantes en la neurona GnRH, y no de la sincronización de la actividad de las neuronas 

(Lee et al., 1990). 

-Fos 

El factor de transcripción -Fos o Fosb (también conocido como Fosb2 o Fosb) es un 

mediador importante de la plasticidad inducida a largo plazo en el cerebro por la exposición 

crónica a varios tipos de estímulos psicoactivos, incluyendo fármacos de abuso y el estrés. Una 

característica distintiva de Fosb es que, una vez inducida, persiste en el cerebro durante periodos 

de tiempo relativamente largos en ausencia de estimulación adicional (Nakabeppu y Nathans, 

1991). 

Fosb es un miembro de la familia Fos, el cual es activado por factores de crecimiento 

y es una proteína nuclear de 338 aminoácidos que muestra 70% de homología con Fos, es 

una variante de empalme truncada en el extremo C del gen c-Fos (Rylski y Kaczmarek, 

2004). 

Al igual que el Fos, Fosb tiene un dominio básico de unión al ADN y una cremallera 

de leucina a través de la cual se dimeriza con las proteínas Jun para formar complejos de 

factor de transcripción de la proteína activadora 1 (AP-1), que regulan la expresión de 

muchos genes (Curran y Morgan, 1995; Rylski y Kaczmarek, 2004). A pesar de que carece 

de parte del dominio de trans-activación que se encuentra en el extremo C de Fos, lo que 

sugiere que está implicado en la regulación de la expresión génica. Además, estas 

proteínas muestran persistencia en el cerebro durante un período prolongado en 

comparación con todos los demás miembros conocidos de la familia Fos y Jun (Hope et al., 

1994). 

Se ha demostrado que varios tipos de perturbación crónica inducen las isoformas de 

35 a 37 kDa de Fosb en el cerebro, y que, con cada tipo de estímulo, se inducen patrones 

de inducción específicos encada región (Bing et al., 1997). 

Debido a que la presencia prolongada de Fosb se produce en ausencia de una 

inducción adicional de su ARNm (Chen et al., 1995), Fosb es un factor de transcripción 

estable (Hope et al., 1994b; Chen et al., 1997; Nestler et al., 2001; McClung et al., 2004). 
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JUSTIFICACIÓN 

La ACh de POA-AHA a través de sus mAChR regula la ovulación de manera asimétrica en 

los días del estro y del diestro-2. En el día del estro, el bloqueo de los mAChR de POA-AHA 

derecha inhibe la ovulación. Aparentemente, este hecho resulta de la ausencia de la 

secreción fásica de la GnRH. 

Además, la inyección subcutánea de SO4-ATR a las 13:00 h del día del estro, resulta en 

la disminución de la expresión del ARNm de GnRH en ambos lados de POA-AHA, a las 

13:00 h del diestro-2. Sin embargo, se desconoce cuánto de este ARNm es traducido a la 

proteína en el momento de la secreción fásica. Por lo que en este proyecto se evaluará a las 

11:00 h del proestro predicho, la cantidad de GnRH en la parte anterior y medial del 

hipotálamo, que incluye a POA-AHA y al hipotálamo medio basal (HMB), en ratas con 

bloqueo de los mAChR del lado derecho de POA-AHA, realizado a las 13:00 horas del estro. 

Además, se cuantificará en cortes coronales de estas áreas, la cantidad de células 

inmunoreactivas a -fosb, con el propósito de identificar las áreas donde se produjo un efecto 

por el bloqueo de los mAChR. 

 

HIPÓTESIS 

 Si la ACh unida a los mAChR del lado derecho de POA-AHA a las 13:00 h del estro 

regula la secreción GnRH, entonces el contenido de esta proteína disminuirá en la 

mañana del proestro esperado. Este efecto estará relacionado con un menor número 

de neuronas que expresan la proteína -fosb en POA-AHA en la mañana del proestro.

 

OBJETIVO GENERAL 

• Analizar los efectos del bloqueo de los mAChR del lado derecho de POA-AHA, 

llevado a cabo en el estro, sobre el contenido de la proteína GnRH e identificar cuáles 

son las zonas de POA-AHA en las que la actividad de las neuronas se modifica por 

el bloqueo muscarínico. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• En cortes coronales de POA-AHA, cuantificar a las 11:00 h del proestro, el número 

de células que expresan la proteína Δ-fosb en animales intactos o microinyectados 

con vehículo o con atropina en POA-AHA derecha, a las 13:00 h del estro.  

• En ambos lados de POA-AHA e HMB, cuantificar a las 11:00 del proestro, el 

contenido relativo de GnRH en animales intactos o microinyectados con vehículo o 

con atropina en POA-AHA derecha, a las 13:00 h del estro.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron ratas hembras adultas vírgenes de la cepa CIIZV de 3 meses de edad con peso 

corporal de 190 a 260 g, mantenidas en condiciones controladas de iluminación (luces 

encendidas de 05:00 a 19:00 horas) y temperatura (22 ±1°C), con libre acceso al alimento 

(Purina lab-chow 5001) y agua. Para conocer la duración de su ciclo estral se les realizó la 

toma de frotis vaginal diariamente, y se seleccionaron a las ratas que cumplieron dos ciclos 

consecutivos de cuatro días. En el día del estro fueron anestesiadas a las 12:15 pm con 

pentobarbital sódico (25 mg/kg peso) vía intra-peritoneal. 

                                                  

 

 Microinyección en POA-AHA Derecha 

 
Entre las 12:30-13.30 horas del día del estro, cada rata se colocó en un estereotáxico y se 

humedeció la zona dorsal de la cabeza con jabón quirúrgico; con una navaja Gillette se 

rasuró la piel, después se realizó una incisión de aproximadamente un cm de largo, 

posteriormente se procedió a limpiar el área con agua oxigenada para poder ubicar el punto 

de referencia Bregma (punto donde se unen los dos huesos parietales con el frontal) y se 

tomaron las coordenadas antero-posterior, lateral y ventral para obtener la ubicación de la 

zona de estudio, las coordenadas para alcanzar POA-AHA se seleccionaron con base en el 

Atlas del cerebro de la rata de König y Klippel (1963), las cuales fueron: Antero-posterior 

(AP)= -0.4mm, Medio-lateral (ML)=-0.6mm, Ventral= -0.86mm. Por medio del uso de una 

fresa acoplada a un roto-motor odontológico (Dremel modelo 300, México) se perforó el 

cráneo y se introdujo una aguja 25G que se encontraba conectada a una jeringa Hamilton 

de 50 µl acoplada a una bomba de microinyección (CMA/100, Bioanalytical System, 

Carnegie Medicin). A cada rata se le administró en la porción derecha de POA- AHA un µl 

de agua estéril durante un minuto (grupo control) o un µl de atropina en solución a una 

concentración de 62.5 ng/µl, durante un minuto (grupo con tratamiento). Una vez 

microinyectadas se les retiro la aguja y se les suturó la herida. Las ratas fueron llevadas al 

bioterio una vez que recobraron la movilidad. Transcurridas 24 horas de la cirugía, se 

reanudó la toma de frotis vaginales hasta el día del sacrificio. Como grupos testigo absoluto 

se utilizaron animales intactos sacrificados a las mismas horas que los tratados con atropina. 

La dosis de atropina fue seleccionada con base a estudios previos realizados por García 

(2007) y Santana (2016). 
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







 Inmunohistoquímica para -Fosb.

Grupos de 3 ratas fueron sacrificadas en las horas y días del ciclo estral como se indica en 

la Tabla 1, para llevar a cabo el estudio distribución de la proteína delta-Fos (-Fosb) por 

inmunohistoquímica en cortes coronales de la región de POA-AHA. Los grupos de animales 

intactos fueron sacrificados a las mismas horas que los tratados. 

 

 

día y hora de la 
microinyección en POA- 

AHA derecha 

solución 
microinyectada 

día y hora 
del sacrificio 

 

 

 
estro 

12:30- 13:30 horas 

 
agua estéril 

 

11:00 

proestro 

 
atropina 

 

11:00 

proestro 

 

Tabla 1. Se muestra el día y la hora del ciclo en que animales micro-inyectados con vehículo 
o con atropina en POA-AHA derecha, a las 13:00 h del estro, fueron sacrificadas para el 

estudio de la distribución de la proteína -Fosb en ambos lados de POA-AHA. 
 
 
 

Fig. 10. A: Representación esquemática de la dirección de las coordenadas antero-posterior (AP), media 
lateral (ML) y ventral (V) en el cráneo de la rata, tomando como punto de referencia bregma. B: 
Fotografía de una rata montada en el estereotáxico para microinyección en POA-AHA. 

A B 
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 Perfusión 

Se anestesiaron las ratas con 0.3 mL de pentobarbital sódico vía intra-peritoneal 15 minutos 

antes de efectuarse la perfusión, y se utilizaron 250 mL de solución salina y 250 mL de 

paraformaldehído al 4%, utilizando una bomba peristáltica (Mityflex 913, AnkoProducts) a una 

velocidad de 10 mL por minuto (Fig. 11). 

 

 

Una vez terminada la perfusión se extrajo el cerebro de la cavidad craneal, y con la 

ayuda de una matriz de corte coronal para rata, se seccionó la porción del hipotálamo a 

estudiar. Este segmento del hipotálamo se almacenó en paraformaldehído al 4% durante 24 

horas, y posteriormente se colocó en una solución de sacarosa al 20% durante 24 horas. 

 

 

 Cortes coronales en criostato 

Con ayuda de tissue-tek® se montó el bloque de tejido nervioso de interés en la platina del 

criostato, y se realizaron cortes seriados de 50µm (Mycrom HN 505 N) a una temperatura 

de -22° C. Los cortes se almacenaron en los pozos de una caja de 12 pozos para cultivos 

celulares (Costar ® 3516), que contenía 3mL de solución anticongelante (ver Anexo). Los 

cortes así almacenados fueron mantenidos a -20° C hasta el momento en que se realizó la 

inmunohistoquímica. 

 

 Inmunohistoquímica por flotación 

Se transfirieron los cortes de la solución anticongelante a una caja petri con PBS, se 

seleccionaron un máximo de 10 cortes por cerebro y se pusieron en una caja de 12 pozos 

que contenía 3.5 mL de PBS 0.1 M por pozo y una malla que contuvo los cortes. Se pusieron 

en agitación durante 10 minutos, se realizaron cuatro lavados con PBS+ tritón en agitación 

durante 10 minutos porcada lavado, después se incubaron durante 10 minutos con una 

solución de peróxido de hidrogeno al 1% (H₂O₂) y se realizaron cuatro lavados con PBS+ 

tritón.  

 

Fig. 11. Representación esquemática de la 
perfusión intracardiaca. 
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Una vez terminados los lavados, se incubaron con borohidruro de sodio  al 1% durante 8 

minutos y se hicieron lavados con PBS (0.1 M) hasta que desaparecieron las burbujas que 

se generan por este procedimiento, cambiando la solución cada 5 minutos. Después se 

lavaron con PBS+ tritón cuatro veces más en agitación durante 10 minutos. 

La fase de bloqueo se llevó a cabo durante 2 horas, en agitación constante, a 

temperatura ambiente, en una solución denominada solución de bloqueo, que contenía PBS 

(0.1 M), 3% de suero normal y 3% de albumina. Terminado el tiempo, se incubó con el 

anticuerpo primario (FosB) en una dilución 1:1000 en la solución de bloqueo durante 24 

horas en agitación a -4° C. Posteriormente se dejaron a temperatura ambiente y se 

realizaron tres lavados durante 10 minutos con PBS + tritón. El anticuerpo secundario se 

incubó a temperatura ambiente durante dos horas en agitación, en una dilución 1:2000 en 

la solución de bloqueo. Transcurrido el tiempo, se llevó a cabo la incubación con la solución 

Avidina/Biotina del kit de vector durante una hora, a temperatura ambiente y se hicieron 

cuatro lavados con PBS + tritón durante 10 minutos, se tiñeron con diaminobencidina entre 

3-10 minutos y se inactivó la reacción con agua destilada. 

 

 

  Montaje

Los cortes de cerebro se colocaron en portaobjetos magnetizados y se dejaron secar. Un 

día después, se agregó solución de montaje, la cual se dejó secar, y la deshidratación se 

efectuó de acuerdo al procedimiento descrito en la Tabla 2: 
 

 
 

 

Agua 
Alcohol 

50% 
Alcohol 

70% 
Alcohol 

70% 
Alcohol 

90% 
Alcohol 

90% 
Alcohol 

96% 
Alcohol 

96% 
Alcohol 

100% 

 

Xilol 
 

Xilol 

2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min 5 min 10 min 

 

 

Tabla 2.-Procedimiento utilizado para deshidratar los cortes de cerebro con 

inmunohistoquímica para  Fosb; en ella se muestran el tiempo y las concentraciones de 
alcohol etílico utilizados. 

 
 

Una vez realizada la deshidratación se fijaron las laminillas con resina y cubreobjetos. 
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 Cuantificación de células inmunoreactivas

 

Las fotografías de los cortes de cerebro se captaron con un microscopio Nikkon Eclipse 

E400 que tenía adaptada una cámara Nikkon Digital SIGTHDM-7Mv y con el software Kodak 

NIS-Elements. Para conocer las zonas de activación o desactivación de la porción de POA-

AHA, se seleccionó un corte representativo de la parte anterior, central y posterior. Las fotos 

obtenidas fueron modificadas con el programa Photoshop, donde se convirtieron a blanco y 

negro y se hizo un ajuste de brillo y contraste. La cuantificación de las células producto de 

la inmunoreacción, se realizó con el programa ImageProcessing and Analysis in Java 

(ImageJ). Para obtener la cuantificación relativa de toda el área de POA-AHA se utilizó el 

método de Abercombie 1946). 

 Cuantificación de GnRH

 Obtención de las muestras 

Tres grupos de 8 animales intactos, microinyectados con vehículo y atropina fueron 

sacrificados por decapitación a las 11:00 h del proestro esperado. Inmediatamente después 

de la decapitación, se obtuvo el cerebro y se depositó en solución salina (0.9% NaCl) fría 

(0° C). En frío, el cerebro se colocó en una matriz de metal y se disecó el lado izquierdo y 

derecho de la porción del hipotálamo, que incluye a POA-AHA y al hipotálamo medio basal 

(HMB). Las cuñas extraídas fueron depositadas dentro de un tubo Eppendorf de 1.5mL y 

expuestas a congelación rápida en nitrógeno líquido. Se procedió a calcular el peso de los 

tejidos extraídos. 

 Extracción y cuantificación total de proteínas 

Para la extracción de proteínas de los tejidos, se realizó el cálculo del volumen de buffer de 

lisis (RIPA) que requirieron los tejidos extraídos de la porción hipotalámica, manteniendo la 

relación de 100 mg de tejido/1 ml de buffer de lisis; a los tejidos con peso menor a 25µg (se 

agregó 25µL), tejidos con peso entre 25 a 50µg (se agregó 50µL) y tejidos con peso entre 

50 a 100 µg (se agregó 100 µL del buffer). 

Una vez añadido el buffer de lisis, se homogenizó el tejido con un homogenizador 

manual. El tejido totalmente disgregado, se dejó reposar por 30 minutos en hielo y 

posteriormente se centrifugó a 10,000 rpm durante 45 minutos a -4°C. Del tubo centrifugado 

se separó el sobrenadante del pellet, al cual se le midió el  volumen en µL y se guardó en 

un nuevo tubo eppendorf a -70°C, al igual que el pellet. Se preparó una solución de 100µL 

de sobrenadante a una concentración de 1:50 (2µL de sobrenadante + 98 µL de agua 

estéril). 

Con la alícuota preparada se realizó una curva de concentraciones de 25, 50, 100, 

150, 200, 400 y 800 µg/µL a partir de ampolletas de albúmina con una concentración de  

2mg/mL. Se realizó una curva patrón en una placa de 96 pozos, colocando en la primera  
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columna 25µL de las soluciones preparadas de albúmina a diferentes concentraciones, en 

la segunda columna un duplicado de esta curva. En la tercera columna se colocó 25µL  de 

las muestras de la porción del hipotálamo diluidas a una concentración de 1:50. 

Dependiendo del número de muestras a analizar, fue el número de filas que fueron 

ocupadas. Todas las muestras problema se colocaron por triplicado. 

La concentración de proteínas se determinó por el método del ácido bicinconínico, la 

cual fue preparada a partir de 1 parte de la solución A (carbonato de sodio, bicarbonato de 

sodio, ácido bicinconínico, tartrato de sodio en una solución de hidróxido de sodio 0.2 N) 

disuelta en 50 partes de la solución B (sulfato de cobre 4%). Se agregaron 200µL de la 

solución AB a todos los pozos en donde se colocó una muestra para evaluar. La placa se 

cerró, se agitó levemente y se mantuvo a temperatura ambiente durante 40 minutos, tiempo 

en el cual la reacción ocurre, expresando un producto colorimétrico. Posterior a esto, se 

midió la absorbancia de los pozos a 540 nm con un espectrofotómetro multipozos 

(MultiSkanGo, Thermo Fisher Scientific, USA) y se calculó el valor del coeficiente de 

determinación (r2) para la ecuación de la recta lineal. Se consideró como confiable a todas 

aquellas curvas patrón que tuvieran un coeficiente de determinación igual o mayor a 0.98 

(r2 ≥ 0.98). Los valores de concentraciones ajustadas de proteínas totales para las muestras 

evaluadas, se obtuvieron mediante la sustitución del valor de la absorbancia en la ecuación 

obtenida. 

 Electroforesis SDS-PAGE 

La concentración de proteínas para correr en electroforesis se estableció en 50 µg, por lo 

que se realizaron los cálculos para cada una de las muestras analizadas, a fin de conocer 

el volumen del sobrenadante que será requerido para tener dicha concentración. La muestra 

para cargar se preparó en un tubo Eppendorf de 1.5mL, disolviendo el volumen calculado 

para 50 µg del sobrenadante. Finalmente se añadió 15 µL de Laemmil buffer o buffer de 

carga (Anexo 1). El tubo eppendorf se agitó en un vórtex y se colocó en flotación a baño 

maría durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se transfirió inmediatamente a frío en 

hielo y se dejó reposar durante 10 minutos. Completado esto, la muestra estaba lista para 

cargar y correr. 

Las muestras se cargaron en geles de 18 carriles a una concentración de poliacrilamida 

de 4 a 15%. El volumen empleado para cada carril fue de 30 µL. En el primer carril utilizado, 

se cargó 5 µL de Benchmark, que es un marcador visible de peso molecular, mientras que 

el último carril fue cargado con 5 µL del marcador de peso molecular infrarrojo, no visible, 

de nombre Magicmark. Los geles se montaron en una cámara de electroforesis vertical la 

cual fue conectada a una fuente de poder, inmersos en buffer de corrida (Anexo 1), y se 

corrieron a 150 V, durante 45 minutos. 

 Western blot 

Una vez que las proteínas han sido separadas de acuerdo con su peso molecular, se 

desmontó el gel y se realizó el sándwich para la transferencia (cassette-esponja-papel filtro-

gel-membrana de nitrocelulosa-papel filtro-esponja-cassette) en dirección cátodo- ánodo.  
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La transferencia de las proteínas desde el gel hacia la membrana de nitrocelulosa se realizó 

dentro de una cámara de transferencia, inmersa de buffer de transferencia (Anexo 1) y 

transferida a 100V durante 30 minutos. La transferencia se mantuvo a baja temperatura, con 

un sistema de enfriamiento dentro de la cámara de transferencia, y rodeado de hielo. 

Cuando la transferencia llegó a su fin, el sándwich se desmontó y la membrana de 

nitrocelulosa se colocó dentro de un contenedor de plástico oscuro con 15 mL de solución 

de bloqueo (Anexo 1). La membrana de nitrocelulosa con las proteínas transferidas o blot, 

permaneció en la solución de bloqueo en movimiento constante sobre un agitador y a baja 

temperatura 72 h. En el momento que terminó el tiempo de bloqueo, la membrana se retiró 

del cuarto frío y se dejó a temperatura ambiente durante  30 minutos. Se desechó la solución 

de bloqueo y se añadieron 15 mL de una solución de anticuerpo primario para GnRH en 

conejo policlonal a una concentración de 1:100. El blot se incubó a temperatura ambiente 

durante 2h en movimiento constante. Posteriormente, se recolectó la solución en un tubo 

cónico de 50mL y se guardó dentro de un congelador - 20°C para su posterior uso. El blot 

se lavó en cuatro ocasiones continuas con 15 mL de buffer de lavado (Anexo 1) a 

temperatura ambiente y movimiento constante durante 10 minutos cada uno. Todos los 

volúmenes de buffer de lavado se desecharon una vez concluido su uso. 

Al término de los cuatro lavados, se agregó 15mL de solución de anticuerpo 

secundario anti-conejo acoplado a un fluorocromo de 880nm a una concentración 1:10,000. 

Se dejó incubar por un día en cuarto frío y a movimiento constante. Veinticuatro horas 

después, el anticuerpo se recolectó en un tubo cónico y se guardó a -20°C. Se realizaron 

cinco lavados de 15 mL cada uno, con buffer de lavado a movimiento constante. Cuando 

concluyó el quinto lavado, se agregaron 15 mL de una solución PBS 1x (Anexo 1) y se 

mantuvo en temperatura ambiente a movimiento constante durante 10 minutos. Es de gran 

importancia cuidar que, en todas las etapas, la membrana permanezca húmeda. El blot se 

leyó en un equipo Oddissey CLx Imaging System (LI-COR Biosciences, EU) a una longitud 

de onda de 800 a 900nm. La imagen se analizó, ubicando la banda para GnRH de dos pesos 

moleculares: GnRH de 7.6 kDa y GnRH 10kDa. La banda para la proteína de interés (GnRH) 

se analizó mediante densitometría para la obtención de los valores en unidades arbitrarias 

de las concentraciones de la proteína para las condiciones evaluadas. Este procedimiento 

se realizó con los mismos blots, para la evaluación de la GnRH y para la proteína constitutiva 

o proteína control: β-tubulina. Para este último, la solución del anticuerpo primario anti 

tubulina policlonal se añadió a una concentración de 1:10,000; mientras que el anticuerpo 

secundario anti-conejo se preparó a una concentración de 1:15,000. La banda de β-tubulina 

se observa a los 56KDa. 

 

 Análisis estadístico

Los datos obtenidos del número de células inmureactivas a ∆-Fosb (ir-∆-Fosb) y del 

contenido de GnRH fueron analizados por la prueba de Análisis de Varianza Múltiple, 

seguido por la prueba de Tukey. Estas pruebas se realizaron con el programa estadístico 

GraphPad InStat versión 3.05. 
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RESULTADOS 

 

El conteo de las células inmunoreactivas a ∆-Fosb (ir-∆-Fosb) se efectuó en los cortes 

coronales del área donde se realizó la microinyección y en la zonas anterior y posterior a 

está. Las referencias anatómicas seleccionadas para la zona anterior fueron la comisura 

anterior (CA) y al quiasma óptico (QO), la cual correspondió a 400 µm aproximadamente. 

En la región de la microinyección, la zona medial, la referencia anatómica fue el QO, la que 

correspondió a 300 µm. La parte posterior, se refirió al estar presente el tracto óptico (TO), 

en 400 µm. En la figura 1A se pueden observar los cortes representativos de cada zona en 

la que se contó el número de células ir-∆-Fosb. En la figura 1B se muestra la microfotografía 

a 40X donde se observan las neuronas con inmunoreacción a ∆-Fosb, y en la figura 1C se 

presentan neuronas que no fueron expuestas al anticuerpo para la proteína ∆-Fosb (el 

control negativo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.1. A: Esquemas del corte coronal del cerebro de rata en la zona anterior, central y posterior de POA -AHA, obtenidas del atlas de 

Paxinos (1998), donde se muestra con un círculo la región anterior, central y posterior del lado derecho (círculo azul) o izquierdo 

(círculo gris) de POA-AHA, así como el ancho de cada región donde se realizó el conteo de las células ir-∆-Fosb, con base en las 

coordenadas conforme al punto Bregma. B: Microfotografía a 4X donde se muestra el área analizada en un corte con inmuno-reacción 

para ∆-Fosb. C: Microfotografía a 40X donde se muestra con flechas negras las células con inmunoreacción a ∆-Fosb. D: 

Microfotografía a 40X del control negativo donde se señalan con flechas doradas las células sin inmuno-reacción. CA. Comisura 

anterior; 3V tercer ventrículo; QO. Quiasma óptico y TO tracto óptico. 

 

 

CA 

QO 

TO 

 

Zona anterior: Bregma -0.256 a 0.603 

Zona posterior: Bregma 1.643 a -1.913 

 

Zona central: Bregma -1.027 a -1.297 

 

 

3V
 

3V
 

3V
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 Células ir-∆-Fosb

 
La cuantificación de células ir-∆-Fosb mostró que en un animal intacto, a las 11:00 h del 

proestro, la cantidad de células en la región central de POA-AHA es de 8532 neuronas más 

que en las regiones anterior y posterior (zona central: 17506 vs zona anterior: 9343, zona 

posterior: 8604, p< 0.01). En estas dos últimas regiones, la cantidad de células es 

semejante. En la región central, el número de células ir-∆-Fosb es mayor en el lado derecho 

que del lado izquierdo de POA-AHA (18952 ± 415 vs. 16060 ± 440, p<0.05) (Gráfica 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a, p< 0.01 vs. del mismo lado de la región anterior y posterior de POA-AHA; b, p<0.05 vs. POA-AHA 

izquierda (ANOVA seguida de la prueba de Tukey) 

 

Gráfica 1. Número de células ir-∆-Fosb en POA-AHA del lado izquierdo y 

derecho del cerebro de la rata, cuantificadas en animales sin tratamiento 

(Intactas) a las 11:00 h del proestro. 
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Zona anterior 

La microinyección de vehículo en el lado derecho de POA-AHA a las 13:00 h del estro 

provocó aumento en el número de células ir-∆-Fosb en el lado izquierdo de POA-AHA, 

mientras que la microinyección de atropina resultó en el aumento de células pero en el lado 

derecho (Gráfica 2). 

En la fig. 2 se muestran las fotografías representativas de los resultados antes descritos.

 

POA-AHA DERECHA       POA-AHA IZQUIERDA 

 
A 

 
 
 
 
 
 
 

B 
 
 
 
 
 
 
 

C 
 
 
 

Fig. 2 Microfotografías representativas de la expresión 

al ∆-Fosb en neuronas de la región de POA-AHA. Las 

fotografías del lado izquierdo corresponden a POA-

AHA derecha y las del lado derecho a POA-AHA 

izquierda, tomadas a 10x. A animal intacto, animal 

microinyectado con vehículo y C. animal 

microinyectado con atropina. 3V: Tercer ventrículo; 

QO: Quiasma óptico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   

a, p< 0.001 vs. intactas del mismo lado 

b, p< 0.001 vs. vehículo del mismo lado 

 

 

 

 

Grafica 2. Número de células ir-∆-Fosb en la zona 

anterior de POA-AHA izquierda y derecha, a las 11:00 

h  del  día del proestro de animales intactos o 

microinyectados con vehículo o atropina en el lado 

derecho de POA-AHA derecha a las 13:00 h del estro 
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a,b 

 
 

b 
c 

 
 

Zona Central 

En la región central, zona donde entra la aguja de microinyección, el vehículo provocó 

aumento del número de células ir-∆-Fosb en el mismo lado de POA-AHA en el que se inyectó 

el vehículo, así como con el lado opuesto. El bloqueo de los mAChR provocó disminución 

en el número de células ir-∆-Fosb en ambas porciones de POA-AHA (Grafica3). De tal forma 

que en el lado izquierdo de POA-AHA hay 6365 menos neuronas activadas (intacto: 16060 

± 440; vehículo: 15895 ± 845 vs. atropina: 9530 ± 443, p<0.001), mientras que en el lado 

derecho hay 10966 (intacto: 18952 ± 415; vehículo: 22378 ± 880 vs. atropina: 11412 ± 534, 

p<0.001). 
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Grafica 3. Número de células ir-∆-Fosb cuantificadas 

en la parte medial de POA-AHA a las 11:00 h del 

proestro en animales intactos o microinyectados en 

POA-AHA derecha con vehículo o atropina a las 13:00 

h del estro.
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Fig. 3 Microfotografías representativas de la expresión 
al ∆- Fosb en neuronas de la región de POA-AHA. Las 
fotografías del lado izquierdo corresponden a POA-AHA 
derecha y las del lado derecho a POA-AHA izquierda, 
tomadas a 10x. A animal intacto, B. animal 
microinyectado con vehículo y C. animal microinyectado   
con   atropina.   3V:   Tercer   ventrículo; QO.Quiasma 
óptico. 

    b 

a  p< 0.05 vs. intactas POA-AHA   derecha 
  b, p< 0.01 vs. vehículo POA-AHA izquierda 
 c, p< 0.001 vs. vehículo POA-AHA derecha 
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Zona posterior 

La microinyección de vehículo no provocó cambios en el número de células ir-∆-Fosb en 

POA-AHA. En cambio, la atropina disminuyó la cantidad de células en la porción derecha 

de POA-AHA (Gráfica 4). 
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Fig. 4 Microfotografías representativas de la 

expresión al ∆-Fosb en neuronas de la región de 

POA-AHA. Las fotografías del lado izquierdo 

corresponden a POA-AHA derecha y las del lado 

derecho a POA-AHA izquierda, tomadas a 10x. A 
animal intacto, B. animal microinyectado con 

vehículo y C. animal microinyectado con atropina. 

3V: Tercer ventrículo; TO: Tracto óptico. 

 

Gráfica 4. Número de células ir-∆-Fosb en la zona 

posterior de POA-AHA a las 11:00 h del proestro en 

animales intactos o microinyectados con vehículo o 

atropina en POA-AHA derecha, a las 13:00 h del 

estro. 

A 
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 Cuantificación de GnRH 

En ratas sin tratamiento (intactas) sacrificadas a las 11:00 h del proestro, el contenido de la 

proteína de GnRH es mayor en el HAM del lado derecho que del izquierdo (Gráfica 5). La 

microinyección de vehículo o de ATR en la porción derecha de POA-AHA en el día del estro, 

no provocó modificaciones en el contenido de la proteína con respecto a los animales 

intactos (Gráfica 5). 
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Gráfica 5. Contenido relativo de la proteína GnRH cuantificada a las 11:00h del proestro, 

en las porciones izquierda y derecha del hipotálamo anterior- medial (HAM) de ratas 

intactas, o microinyectadas con vehículo o atropina a las 13:00h del estro. A: se muestra 

las bandas de cada punto experimental (constituido por tejido hipotalámico de 8 ratas) del 

blot organizado para la porción izquierda y derecha de HAM, de la proteína GnRH (7.5 

kDa) y beta-tubulina (proteína constitutiva). B: se muestra en forma gráfica el análisis 

densitométrico obtenido de los blots para cada grupo experimental. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

          Los resultados obtenidos muestran que a las 11:00 h del proestro, el contenido de 

GnRH en el hipotálamo antero-medial, así como la expresión del gen ∆-Fosb en POA-AHA 

es mayor en el lado derecho, y que ACh al unirse a los mAChR localizados en POA- AHA 

derecha, regula de manera estimulante la liberación fásica de GnRH, así como la actividad 

de las neuronas de la región central de POA-AHA. 

En el animal íntegro, la actividad neuronal a las 11:00 h del día del proestro es alta 

en la zona central de la región POA-AHA, ya que el número de células ir-∆-Fosb es mayor 

en la parte central que en la anterior y posterior. En función de la expresión del gen cFos, 

las neuronas GnRHérgicas de POA-AHA están activas de las 15:30 a 22:00 h del proestro 

(Lee et al., 1990). Con base en los resultados de Lee et al. (1990), nuestros resultados 

podrían sugerir que la actividad neuronal de las 11:00 h ocurre en otro tipo de neuronas 

presentes en el lecho de la neurona GnRH, como podrían ser las kispetidérgicas, 

GABAérgicas, colinérgicas, glutamatérgicas, vipérgicas, serotoninérgicas, entre otras. 

La asimetría en el número de células ir-∆-Fosb en la zona central, es otro hecho más 

que demuestra la función asimétrica de POA-AHA y del hipotálamo en los mecanismos de 

regulación de las funciones del eje hipotálamo-hipófisis-ovario (Gerendai et al., 1978; Nance 

et al., 1984; Cruz et al., 1989; Espinoza, 2016 y Santana, 2016) (Fig. 5). 

El aumento en el número de células ir-∆-Fosb a 732 µm de donde se inyectó el 

vehículo sugiere que neuronas del centro de POA-AHA regulan la actividad de otras 

localizadas en el área preóptica medial (MPOA) (Fig. 5). Anatómicamente, el POA se 

continúa dorsalmente con el macizo del núcleo de la estría terminal, el cuál entra a POA en 

su parte más anterior (Haymaker et al., 1969). Tanto el MPOA y AHA proyectan fibras de 

manera vertical y horizontal hacia la banda diagonal de Broca y al septum lateral (Ganten y 

Pfaff, 1981). Estas vías de conexión de POA-AHA explicarían que en la región opuesta al 

tratamiento aumentara el número de células ir-∆-Fosb en las ratas inyectadas con el 

vehículo y nos lleva a sugerir que las fibras de un lado de POA-AHA decusen hacia la zona 

opuesta por la parte frontal del cerebro. 

El aumento del número de células ir-∆-Fosb en el lado derecho de la zona central de 

POA-AHA por la microinyección del vehículo podría estar relacionado con la respuesta a la 

cirugía (Fig. 5), ya que tanto lesiones como isquemia en el cerebro producen un aumento 

en la expresión de c-fos y ∆-Fosb (Dragunow y Robertson 1988 y Kumar et al., 1995). La 

expresión de la proteína c-fos en células gliales de la corteza parietal de rata ocurre a la 

hora de la lesión, y es máxima a las 24 h después del trauma (Verrier, 1986). Por lo tanto, 

el incremento en ∆-Fosb podría estar relacionada con la división de células gliales con la 

finalidad de regenerar el axón o dendritas de la zona después del daño neuronal (Morrison, 

1987). La ausencia de cambios en el número de células ir-∆-Fosb en la zona posterior 

sugiere que en el cerebro hay ciertas regiones que presentan mayor susceptibilidad al daño 

y su respuesta al mismo (Bing y col., 1997). 
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El incremento del número de células ir-∆-Fosb en la parte anterior de POA-AHA, en 

ratas con atropina, permite sugerir que habitualmente la ACh unida a los mAChR de la 

porción central de POA-AHA regularía de manera inhibitoria la actividad de diferentes 

neuronas localizadas en su parte anterior, cuya vía de comunicación sería ipsilateral (Fig. 

5). 

    La ACh unida a los mAChR localizados en las neuronas de la parte central de POA-

AHA regula de manera estimulante su actividad, ya que la microinyección de atropina 

disminuyó el número de células ir-∆Fosb. Un 50% menos de células ir-∆-Fosb parecería 

comprometer la ovulación en el día del estro esperado. Finalmente, la disminución del 

número de células ir-∆-Fosb en la zona posterior de POA-AHA en las ratas tratadas con 

atropina nos lleva a sugerir la ACh unida a los mAChR del centro de la zona de estudio, 

regula de manera estimulante la actividad de las neuronas que se localizan en la parte caudal 

de POA-AHA. También nos lleva a sugerir que la conexión de neuronas en una y otra parte 

de POA-AHA sería ipsilateral (Fig. 5). 

Gerendai et al. (1978) ya habían mostrado que en el hipotálamo medio basal de la 

rata adulta el contenido de GnRH era mayor en el lado derecho que en el izquierdo. 

Posteriormente, Arteaga-López et al. (2003) mostraron que la expresión relativa del ARNm 

de la GnRH era mayor en el lado derecho de POA-AHA, y que esta asimetría ocurría entre 

las 09:00 h del día del diestro-2. En el ratón hembra adulto, el número de neuronas GnRH 

en el lado derecho del cerebro es mayor que en el izquierdo (Inase y Machida, 1992). Los 

resultados obtenidos en nuestro estudio confirman los resultados previamente descritos, y 

muestran que habitualmente, a las 11:00 horas del proestro, el contenido de GnRH es 

asimétrico, ya que el contenido de esta proteína es mayor en el lado derecho del hipotálamo 

anterior y medio basal que en el izquierdo. 

El bloqueo de los mAChR del lado derecho de POA-AHA, realizado a las 13:00 h del 

estro, interrumpe la ovulación esperada en el día del estro del ciclo siguiente (Cruz et al., 

1989; Santana, 2016). La microinyección de atropina en el mismo momento del ciclo estral 

inhibió la secreción preovulatoria de LH a las 17:00 h del proestro (Santana, 2016). Estos 

resultados llevaron a sugerir que la secreción (síntesis y liberación) de la GnRH era regulada 

de manera estimulante por los mAChR de la región derecha de POA-AHA (Cruz et al, 1989; 

Cruz et al., 1997; Santana, 2016). Los resultados de nuestro estudio apoyan esta idea, pero 

demuestran que la ACh unida a los mAChR del lado derecho de POA- AHA, a las 13:00 h 

del estro estimula la liberación de la GnRH y no la síntesis. Esta idea se apoya en el hecho 

que el contenido de GnRH no se modifica por la inyección de la atropina. Nuestro argumento 

se apoya por los resultados obtenidos por Cruz et al. (1997) y Santana (2016) quienes, al 

inyectar GnRH sintética, a ratas con bloqueo de los mAChR, a las 14:00 h del proestro, se 

inducen la ovulación (Fig. 5). 

 

Queda por estudiar en un futuro en ¿qué tipo de neuronas actúa la ACh? Turi et al. 

(2008) mostraron por inmunohistoquímica aferencias colinérgicas en aposición con 

neuronas GnRH de MPOA. Sin embargo, se desconoce si estas neuronas expresan los 

mAChR, y si expresan los cinco subtipos o algunos de ellos. También es posible que actúe 

en algún otro tipo de neurona que conforma el lecho de la neurona GnRH (Herbison, 2015). 
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CONCLUSIONES 

 

 Los resultados de este estudio nos llevan a concluir que a las 13:00 h del estro, la 

ACh unida a los mAChR del lado derecho de POA-AHA, regulan de manera 

estimulante la actividad de las neuronas de la región central y posterior de POA- AHA 

en la mañana del proestro esperado y que, 

 

 La ACh unida a los mAChR del lado derecho de POA-AHA, regulan de manera 

estimulante la liberación de la GnRH en el día del proestro. 
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ANEXO 1 - PREPARACION DE REACTIVOS 

 

Buffer de lisis RIPA 1x 

•RIPA 

•Tableta de inhibidores de fosfatasa y proteasas. 

 

Laemmil buffer 

Preparación para 500mL 6x 

•3mL de glicerol 

•1.2mg de bromofenol 

•680µL de mercaptoetanol 

•500mL de solución BC (50mL de BC (SDS-Tris-Glicerol) + 450mL de agua desionizada) 

El Laemmil buffer o buffer de carga, debe de ser almacenado a temperatura ambiente y 

protegido de la luz directa (envuelto en papel aluminio). 

 

Buffer de corrida 

Preparación para 1L 

•100mL de Oddissey Blocking Buffer 

•900mL de agua desionizada 

Se disuelven 100mL de Oddisey Blocking buffer en 900mL de agua desionizada. La solución 

se almacena en un contenedor de vidrio y puede ser utilizada a temperatura ambiente. 

 

Buffer de transferencia 

Preparación para 2L 

•28.8g de glicina 

•6.04g de Tris Base 

•400mL de Metanol 

•1600mL de H2O destilada 

 

Se añade el Tris Base dentro de un matraz kitasato de 3L con 1L de agua y con agitación 

por magneto. Una vez disuelto el Tris base, se añade la glicina y se espera a su disolución. 

Se añaden los 600mL restantes de agua destilada al matraz kitasato, posteriormente se 

añaden 400mL de metanol e inmediatamente es sellada la boca del matraz con un corcho, 

evitando toda salida de los reactivos. La tubulatura lateral del matraz es conectada al vacío, 

a través de una manguera de látex. La solución se mantiene en agitación constante y a 

vacío, mientras sucede la desgasificación, durante 1h. Al terminar la desgasificación, se 

mantiene tapado el matraz y se enfría la solución. Cuando el buffer haya reducido su 

temperatura, estará listo para la transferencia. 
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Solución de bloqueo 

Preparación para 500mL 

•250mL de PBS 1x 

•250mL de Blocking buffer Oddissey 

La concentración final de la solución de bloqueo es de 1:1. Se agregan y disuelven dentro 

de un recipiente de vidrio. Pueden ser almacenados y utilizados a temperatura ambiente. 

Solución de lavado 

Preparación para 500mL de solución de lavado a 0.05% tween-20 

•500mL de PBS 1x 

•2.5mL de Tween-20 

Medir los 500mL de PBS 1x en una probeta, vaciar en un recipiente de vidrio e introducir un 

magneto para mantener en agitación constante sobre una parrilla de agitación. El volumen 

de tween-20 se vacía dentro del recipiente en un contacto directo con el PBS, para evitar 

una pérdida del reactivo. La solución se mantiene en agitación hasta el momento en que el 

tween-20 haya sido disuelto. Esta solución de lavado puede ser mantenida y utilizada a 

temperatura ambiente. 

Solución PBS 1x 

Preparación para 500mL 

•50mL de solución PBS (Phosphate Buffered Saline) 10X (Fisher Scientific, USA) 

•450mL de agua desionizada 

Se disuelve el volumen de PBS 10x en el agua desionizada. El PBS se almacena y se utiliza 

a temperatura ambiente 
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