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       RESUMEN. 
 

El alcohol que se consume oralmente es rápidamente absorbido a través de las paredes del 

estómago, pasa a la sangre y en el cerebro, causa una gama amplia de cambios en sus funciones.  

 

En los humanos, monos y pequeños roedores como la rata, el alcohol disminuye las funciones 

reproductivas. En la rata hembra modifica el ciclo estral, retrasa la pubertad, inhibe la liberación pulsátil 

de la hormona luteinizante (LH), pero no de la hormona estimulante del folículo (FSH). La inyección 

unilateral de etanol en el día del diestro-1, en el área preóptica-hipotalámica anterior (POA-AHA) 

bloquea la ovulación, disminuye la concentración basal y preovulatoria de estradiol, y bloquea la 

secreción preovulatoria de la LH.  La secreción de FSH disminuye sólo cuando el alcohol es inyectado 

en la porción izquierda de POA-AHA. Veintiocho, 48, 56 y 72 horas después del tratamiento, los 

cambios endocrinos se acompañaron de la ausencia de expresión del ácido ribonucléico mensajero 

(ARNm) del receptor a estrógenos alfa (RE). 

 

Con base en estos resultados, se sugirió que la falta de la expresión de los RE por la 

microinyección de alcohol en la porción izquierda de POA-AHA resulta en la inhibición de la secreción 

de FSH. Por ello, el propósito de esta tesis fue estudiar si la falta de expresión del ARNm del REα en 

POA-AHA inducida por la microinyección de alcohol, resulta en la falta de este receptor y si éste se 

correlaciona con el efecto inhibitorio en la secreción de la FSH. Para ello, grupos de ratas adultas (3 

meses de edad) cíclicas de la cepa CIIZ-V, a las 9:00 horas del diestro-1 fueron anestesiadas con 25 

mg/kg de pentobarbital sódico, se colocaron en un aparato estereotáxico y se les micro-inyectó  un L 

de agua estéril (vehículo) o de etanol al 50%, en un minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA. Grupos 

de animales micro-inyectados con agua o etanol fueron sacrificados 2, 4, 8,10, 12 o 24 horas  después. 

En el suero de todos los animales se cuantificó por radio-inmuno-ensayo la concentración de 

progesterona (P4), 17-estradiol (E2), LH y FSH. En la porción izquierda y derecha de POA-AHA, se 

cuantificó la expresión del ARNm del REα y del RE por la técnica de retro transcripción de la reacción 

en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y la cantidad de uno y otro receptor, por Western blot.  Otros 

grupos de ratas micro-inyectadas con el vehículo o alcohol, se sacrificaron 28, 48, 56 o 72 horas 

después del tratamiento y se midió la cantidad de la proteína de los REα y  por Western blot. En los 

animales sacrificados a las 72 h (día del estro vaginal) se buscó la presencia ovocitos en las trompas 

uterinas. Como grupo testigo se utilizaron animales cíclicos, sin tratamiento, sacrificados en las mismas 

horas y días del ciclo que los grupos experimentales.  

 
La micro-inyección de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1, no afectó la secreción de LH, FSH, 

E2, P4, en las 12 horas posteriores al tratamiento, pero disminuyó la expresión del ARNm del RE en 

POA-AHA. Sin embargo, la cantidad de proteína solo disminuye en la porción izquierda. La expresión 

del ARNm del RE no fue modificada, pero disminuye la cantidad de la proteína. En el día del estro 

vaginal (72 h después) no se observaron ovocitos en las trompas uterinas. 
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Con base en los resultados sugerimos que en cada porción de POA-AHA los mecanismos de 

regulación de la síntesis de los RE y RE son diferentes. La ausencia de ovulación es el resultado de 

la falta del efecto “feedback” estimulante del E2 sobre la secreción preovulatoria de la GnRH, a 

consecuencia de las bajas concentraciones de E2 en suero y de la cantidad de sus receptores en POA-

AHA. 
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       ABSTRACT. 

 

The alcohol consumed orally is rapidly absorbed through the stomach wall into the bloodstream 

once in the brain, causing a wide range of changes in his function.  

 

In humans, monkeys and small rodents such as rats, alcohol decreases reproductive functions. In 

the female rat, blocking the estrous cycle, delayed puberty, inhibits pulsatile release of luteinizing 

hormone (LH), but not follicle stimulating hormone (FSH). The day of diestrus-1, ethanol injection in 

each portion of the preoptic anterior-hypothalamic area (POA-AHA) blocks ovulation, decreases the 

basal concentration of estradiol and the preovulatory estradiol secretion, block the preovulatory 

secretion of LH, and that of the FSH  only if alcohol is injected into the left portion of POA-AHA, this 

endocrine events were accompanied by the absence of mRNA expression of estrogen receptor alpha 

(RE), when tested at 28, 48, 56 and 72 hours after treatment. 

  

Based on these results, it was suggested that the alcohol in the left portion of POA-AHA inhibitory 

manner regulates FSH secretion through RE. Hence the purpose of this thesis was to study whether 

the lack of mRNA expression in POA-AHA REα, alcohol resulting in lack of this receptor and whether 

this correlates with the inhibitory effect on the secretion of FSH. For which adult rats (3 months old), the 

cyclic strain CIIZ-V was used. At 9:00 hours of the diestrus-1 the rats were anesthetized with 25 mg / kg 

pentobarbital sodium, placed in a stereotaxic apparatus and injected with 1L of sterile water (vehicle) 

or 50% ethanol during one minute on the left side of POA-AHA. The animals were sacrificed at day of 

vaginal estrus to search oocytes in the fallopian tubes, and at 2, 4, 8, 10 and 12 hours after 

microinjection. In the serum of these groups of rats were quantified by radio immunoassay the 

concentration of progesterone (P4), 17-estradiol (E2), LH and FSH. In the left and right portion of POA-

AHA, mRNA expression of REα and RE technique by retro transcription of Polymerase chain reaction 

(RT-PCR) and the amount of either receptor was quantified by Western blot. Other groups of micro-

injected with the vehicle and alcohol, rats were sacrificed 28, 48, 56 and 72 hours to measure by 

Western blot the amount of RE and protein. In animals sacrificed at 72 h (day of vaginal estrus) 

searched the presence of oocytes in the uterine tubes. Cyclic animals were used as a control group and 

were sacrificed at same hours and days of the experimental groups. 

  

The micro-injection of alcohol at 9:00 h of the diestrus-1, on the left side of POA-AHA does not 

affect the secretion of LH, FSH, E2, P4, 12 hours after treatment, but decrease the mRNA expression of 

the RE in POA-AHA However, decrease the amount of protein in the left portion. The mRNA 

expression of the RE was not modified. On the day of vaginal estrus (72 h later) no oocytes were 

observed in the uterine tubes. 
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Based on the results we suggest that each portion of POA-AHA mechanisms regulating the 

synthesis of RE and RE are different. The absence of ovulation is likely the result of the lack of 

stimulating effect "feedback" of preovulatory E2 on GnRH preovulatory secretion, owing to low levels of 

E2 and the amount of the POA-AHA receptors. 
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        INTRODUCCIÓN. 
 
En los humanos, monos y pequeños roedores como la rata, el alcohol disminuye las funciones 

reproductivas (Cicero, 1997). En la rata macho adulta, la administración intra-peritoneal (i.p.) de alcohol 

causa disminución en la secreción de testosterona (Rivier, 1999).  En la rata hembra joven, la inyección 

crónica de alcohol bloquea el ciclo estral y retrasa la pubertad, eventos que están asociados con 

modificaciones en la secreción de las gonadotropinas. Dicho efecto parece ser consecuencia de una 

rápida inhibición de la liberación pulsátil de la hormona luteinizante (LH), pero no de la hormona folículo 

estimulante (FSH) (Rettori y McCann, 1997). En la mañana del proestro la administración de alcohol en 

el peritoneo, bloquea la secreción preovulatoria de LH, disminuye la secreción de estradiol e 

incrementa la secreción de progesterona, causa luteinización en los folículos y reduce la activación de 

las neuronas GnRHérgicas en la tarde del proestro (LaPaglia y col., 1997). 

 

La conducta eufórica que expresan las personas una vez que han consumido alcohol es 

consecuencia del aumento del flujo sanguíneo en la zona frontal del hemisferio cerebral derecho 

(Tiihonen y col., 1994). Previamente mostramos (Olvera, 2009), que este efecto funcional asimétrico 

del alcohol también ocurre sobre el hipotálamo, específicamente sobre POA-AHA, ya que la micro-

inyección de una solución de alcohol al 50% en la porción izquierda de POA-AHA bloquea la secreción 

preovulatoria de FSH y LH, así como la expresión del ARNm del receptor a estrógenos alfa (REα). En 

cambio, la inyección de alcohol en el lado derecho bloquea la secreción preovulatoria de la LH, pero no 

la de FSH y se invierte el patrón de expresión del ARNm para el REα.  Además, la máxima expresión 

del ARNm del RE y del ARNm de la GnRH es retrasada hasta la tarde del proestro en los animales 

inyectados en uno u otro lado de POA-AHA. 

 

Dado que la micro-inyección de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1 tiene un efecto asimétrico 

sobre la secreción de FSH y que no se expresa el ARNm del REα, se estudiaron los efectos de la 

micro-inyección de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1, en el lado izquierdo de POA-AHA, sobre la 

secreción de la FSH, LH, P4 y E2. Así como la expresión del ARNm de los en POA-AHA 2, 4, 8, 10 o 12 

h posteriores ala micro-inyección. La concentración de proteína de los REα y RE  2, 4, 8, 10, 12, 28, 

48, 56 o 72 horas posteriores a la micro-inyección. Dado que algunos  grupos de animales no ovularon 
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en la mañana del estro predicho, animales con el mismo tratamiento fueron inyectados con GnRH en la 

tarde del proestro o con benzoato de estradiol (BE)  a las 14 h del diestro-2. La inyección de GnRH 

indujo la ovulación. Mientras que la inyección de BE indujo la ovulación en 3/7 de los animales tratados. 

En aquellos anímales que ovularon, el número de ovocitos fue menor con respecto a los inyectados 

con GnRH. Estos resultados nos sugiere que la liberación de GnRH y en consecuencia la secreción 

preovulatoria de LH, depende de la  activación del RE, ya que había E2 circulante, pero el menor 

número de receptores (menor la cantidad de la proteína del RE) no fue suficiente para generar el 

efecto estimulante sobre la secreción de GnRH y LH. 
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       ANTECEDENTES. 

REGULACIÓN DE LAS FUNCIONES DE LOS OVARIOS. 

Las funciones de los ovarios son la liberación de ovocitos capaces de ser fecundados (ovulación) y 

la secreción de hormonas esteroideas y polipeptídicas que regulan las funciones reproductivas y 

generales. La ovulación y la secreción hormonal son reguladas por el eje hipotálamo-hipófisis, por 

señales endocrinas originadas en los propios ovarios, las adrenales y la tiroides, y por señales nerviosas 

que llegan a los ovarios por medio del nervio ovárico superior (NOS), nervio del plexo ovárico (NPO) y 

nervio vago (Cruz y col., 2016).  

 

EFECTOS DEL ALCOHOL SOBRE LA REPRODUCCIÓN. 

En la rata hembra, la inyección crónica de alcohol modifica la secreción de las gonadotropinas 

(inhibición de la liberación pulsátil de LH y de la secreción preovulatoria), lo que resulta en el  bloqueo del 

ciclo estral y retraso de la pubertad (Rettori y McCann, 1997). La inyección de alcohol en el peritoneo en 

la mañana del proestro disminuye la secreción de E2 y P4, causa luteinización en los folículos, disminuye 

la secreción preovulatoria de LH y reduce la activación de las neuronas GnRHérgicas en la tarde del 

proestro (LaPaglia y col., 1997). En estos animales la inyección de la GnRH restablece la secreción 

preovulatoria de LH y la ovulación (Kathleen y Rivier, 1997). 

 

En ratas ovariectomizadas o adrenalectomizadas, la inyección intra-peritoneal (i.p.) de alcohol a las 

8 y 12 horas del día inhibe la secreción de LH (Kathleen y Rivier, 1997).  

 

Previamente mostramos (Olvera, 2009; Cruz y col., 2014) que la inyección de alcohol al 50 % (8.6 

µM) a las 9:00 horas del diestro-1 de la rata, en el lado Izquierdo o derecho de POA-AHA resultó en el 

bloqueó la secreción preovulatoria de LH a las 17:00 h del proestro y de la ovulación en la mañana del 

estro esperado. La micro-inyección en el lado izquierdo de POA-AHA, disminuyó la secreción 

preovulatoria de FSH, la concentración sérica de E2 y la expresión del ARNm del RE y RE 28 y 48 h 

posteriores a la micro-inyección. La micro-inyección en el lado derecho no modificó la secreción 

preovulatoria de FSH, ni la expresión del ARNm del RE e indujo una inversión del patrón de expresión 

del ARNm para el RE evaluadas a las mismas horas. 
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HORMONA LIBERADORA DE LAS GONADOTROPINAS. 
 

La GnRH es un decapéptido del cual se conocen al menos 15 secuencias diferentes. En los 

mamíferos la secuencia de aminoácidos es pyroGlu1-His2-Trp3-Ser4-Trp5-*Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly*-

NH2  (Ulloa-Aguirre y Timossi, 2000). 

 

En la rata, las neuronas GnRHérgicas, se originan de la placoda olfatoria, migran principalmente a 

la banda diagonal de Broca, áreas septales, el lecho del núcleo de la estría terminal, áreas diencefálicas 

(área periventricular, área preóptica (POA) medial y lateral, área hipotalámica anterior (AHA), zona 

retroquiasmática) e hipotálamo medio basal (MBH) (Lipostis y col., 1984; Funabashi y col., 2002). En el 

adulto, estas neuronas se localizan como redes extensas y difusas distribuidas a lo largo de la ruta septo-

preóptica–infundibular (Silverman, 1994).  

 

Las neuronas GnRHérgicas secretan el decapéptido de una manera sincronizada y pulsátil. Los 

axones de estas neuronas son proyectados a varias regiones del cerebro, donde el decapéptido actúa 

como neuromodulador de las funciones reproductivas (Ulloa-Aguirre y Timossi, 2000). Existen al menos 

15 formas distintas de la GnRH que han sido aisladas en diferentes vertebrados. Una sola especie posee 

de dos a tres formas de GnRH que podrían tener distintas funciones, además de estimular la secreción 

de las gonadotropinas (Parhar, 2002). En la rata se han detectado tres  de ellas, la GnRH-I y GnRH-II y 

GnRH III (Chen y col., 1998; Kovacs y col., 2002). 

 

La GnRH se sintetiza como parte de un precursor (pro-GnRH), que consiste de 92 aminoácidos, 

divididos en tres partes: un péptido de 23 aminoácidos, seguido por una secuencia de Gly-Lys-Arg 

esencial para el procesamiento proteolítico y por un segmento de 56 aminoácidos conocido como péptido 

asociado a la GnRH (PACAP, por sus siglas en inglés) (Adelman y col., 1986; Yen, 2001).  

 

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

núcleo. Después de la transcripción y el procesamiento del transcripto primario de la Pro-GnRH, el ARNm 

maduro es transportado hasta el citoplasma, donde tiene lugar la traducción, con la generación de la 



 

9 
 

GnRH (Figura 1). Luego la GnRH es transportada en vesículas hasta las terminaciones nerviosas y 

secretados a la circulación. (Yen, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el hipotálamo la expresión del ARNm de la GnRH cambia durante el ciclo estral. Según Gore y 

Roberts (1997) existen dos máximos en la expresión: uno entre las 11:00 Y 18:00 horas del diestro-2 y 

otro a las 15:00 horas del proestro. Arteaga y colaboradores (2003) también observaron un valor máximo 

en la expresión del ARNm de la GnRH entre las 09:00 y 13:00 h del diestro-2 Y mostraron que la 

expresión del ARNm para la GnRH es mayor en la porción derecha de POA-AHA que en la izquierda.   

 

En la rata macho y hembra la cantidad de GnRH en el lado derecho del hipotálamo medio basal es 

significativamente mayor que en el izquierdo (Gerendai y col., 1979; Bakalkin y col., 1984). Es posible que 

esta asimetría esté definida por el momento y el tipo de participación de los diversos sistemas de 

neurosecreción que regulan la síntesis y liberación de la GnRH (Gerendai y col., 1979). 

 

La secreción de la GnRH es regulada por neurotransmisores (acetilcolina, serotonina, 

noradrenalina, dopamina), ácido gama amino butírico (GABA), ácido glutámico, aspartato, glicina, 

neuropéptidos como la kisspeptina, opioides y hormonas esteroides (Norris, 1996; Herbison, 2016). Los 

Figura 1.A. Representación esquemática de la estructura 
y la secuencia de 92 aminoácidos de la pre-pro-GnRH. El 
decapéptido (aminoácidos 1 a 10) ocupa el lugar 
intermedio entre el péptido señal y la secuencia Gly-Lys-
Arg. La flecha indica el sitio de procesamiento proteolítico 
y la amidación del C-terminal de la molécula de GnRH. B. 
Procesamiento molecular del decapéptido de GnRH. En el 
núcleo, el transcripto primario del gen de pro-GnRH es 
procesado a ARNm después de la trascripción; el ARNm 
es transportado hasta el citoplasma del cuerpo celular 
(soma), donde se genera el péptido pro-GnRH y del 
péptido asociado con la GnRH (GAP). Luego la GnRH y el 
GAP son trasportados en vesículas hasta las 
terminaciones nerviosas y secretados en la circulación 
porta (Modificado de Yen 2001). 
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axones de la neurona GnRHérgica se proyectan a varias regiones del cerebro y hacia la eminencia 

media, donde la GnRH es liberada, al sistema porta-hipofisario y se une a sus receptores membranales 

de los gonadotropos donde estimula la síntesis y liberación (secreción) de las gonadotropinas.  

 

LAS GONADOTROPINAS. 

Las gonadotropinas forman parte de una familia de glicoproteínas estructuralmente relacionadas, 

compuesta por la FSH, la LH, la hormona estimulante de tiroides o tirotropina (TSH) y la hormona 

gonadotropina coriónica humana (hCG). Las glicoproteínas son secuencias peptídicas con cadenas 

laterales de oligosacáridos unidos a asparagina (N), en el caso de la FSH y la LH con treonina (T) o 

serina (S) en el caso de la hCG.  Estas uniones se han descrito como enlaces tipo N- (cuando se 

encuentra unido al átomo de nitrógeno de la amida del residuo de la asparagina) o enlace O-glicosídico 

(cuando se une al átomo de oxígeno de la serina o treonina) (Ulloa-Aguirre y col., 2000). (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Enlaces N- y O-glucosídico en glicoproteínas. En la parte superior se muestra el enlace tipo N (unido al residuo de 
asparagina) que se da entre el residuo del oligosacárido y la cadena peptídica de las glicoproteínas. En la parte inferior se muestra 
el enlace glicosídico  (unido al residuo de serina o treonina). Tomado de Ulloa-Aguirre y col., 2000. 
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Estas glicoproteínas están formadas por dos cadenas polipeptídicas, comparten la estructura de la 

subunidad- que consta de 92 a 96 residuos.  Las subunidades- presentan de 111 a 112 residuos de 

aminoácidos (Smith y col., 1992). 

 

 

ESTRUCTURA DE LA FSH. 

La FSH es el principal factor que estimula el crecimiento y desarrollo del folículo. En las células de 

la granulosa, la FSH estimula el proceso de aromatización de los andrógenos a estrógenos (Dorrington y 

col., 1975), y la síntesis de receptores a FSH y a LH (Richards y Midgley, 1976), la división celular de las 

células de la granulosa y la síntesis de acetilcolina por las células de la granulosa (Yong y col., 1992). 

También estimula la producción de inhibina, activina y del factor de crecimiento semejante a la insulina 1 

(IGF-1), factores involucrados en la regulación del crecimiento folicular (Bley y col., 1992).  

 

La presencia de diferentes isoformas pudiera estar correlacionada con el papel multifuncional de la 

FSH (Ulloa-Aguirre y col., 2001). Las variaciones en la estructura y distribución de los oligosacáridos 

sializados, y en menor grado de los sulfatados constituyen la base química más importante de las 

diferencias entre sus isoformas (Zambrano y col., 1995; Baenziger, 1996). 

 

Las isoformas ácidas con mayor contenido de ácido siálico, tienen una mayor vida media 

circulante, una menor unión al receptor y actividad biológica in vitro, son producidas y secretadas 

preferencialmente durante el inicio del desarrollo folicular. Por el contrario, la vida media de las isoformas 

menos ácidas es menor y presentan una mayor actividad biológica in vitro, así como una mayor unión al 

receptor. Su síntesis y secreción aumenta antes de la ovulación (Padmanabhan y col., 1988; Ulloa-

Aguirre y col., 1990; Wide y Bakos, 1993). 

 

En las células de la granulosa en el ovario y las células de Sertoli del tubo seminífero, la diversas 

isoformas de la FSH estimula su crecimiento y proliferación, la síntesis de estradiol y de diversas 

proteínas, lo cual depende del sexo, la edad, el estado del desarrollo sexual y la fase del ciclo estral 

(Ulloa-Aguirre y col., 1988). 
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EL CICLO ESTRAL. 

Se denomina ciclo estral a la secuencia de cambios en las concentraciones hormonales y 

conductuales, sincronizados y repetitivos, que incluyen una etapa en la que la hembra es receptiva al 

macho, denominada etapa de celo (Kilen y Schwartz 1998; Schwartz, 2000).  

En nuestro modelo de estudio, la rata de laboratorio, el ciclo estral es de 4 ó 5 días, lo que depende 

de la cepa que se utilice y del periodo de luz/oscuridad en que sean mantenidos los animales. Para su 

estudio se le divide en: proestro, estro, diestro-1 y diestro-2 (Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). En 

la figura 3 se muestra el perfil de secreción de progesterona (P4), estradiol (E2), y gonadotropinas durante 

el ciclo estral de la rata de la cepa CIIZ-V. 

 

En el día del proestro, el frotis vaginal se caracteriza por la presencia de células epiteliales 

nucleadas. Entre las 13:00 y 17.00 h, la concentración plasmática de E2 alcanza los valores máximos, 

evento llamado “pico” o secreción preovulatoria de estrógenos. La disminución brusca de la 

concentración de E2, induce la secreción preovulatoria de FSH y LH, por lo que la concentración de 

ambas hormonas aumenta hacia la tarde, alcanza su máximo valor a las 17:00 h para la LH y a las 19:00 

h para la FSH. La secreción preovulatoria de LH estimula la secreción de P4, que alcanza un primer “pico” 

en la noche de este día (19:00 h) (Figura 3) (Freeman, 1994; Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). 

 

En la madrugada del día del estro ocurre la ovulación y el frotis vaginal presenta células epiteliales 

cornificadas sin núcleo, (Kilen y Schwartz, 1998). La concentración de E2, P4 y LH son basales, pero la de 

FSH vuelve a aumentar en la mañana de este día. Se considera que la función de este segundo pico es 

reclutar los folículos que empezarán a crecer y ovularán en ciclos posteriores (Figura 3) (Freeman, 1994; 

Schwartz, 2000). 

 

En la etapa de diestro-1, la citología vaginal se caracteriza por presentar una gran cantidad de 

leucocitos. Las concentraciones de LH y FSH son basales durante todo el día. El cuerpo lúteo secreta P4 

por varias horas, lo que provoca que la concentración de esta hormona aumente paulatinamente durante 

el transcurso del día (Figura 3). En algunas cepas de ratas la secreción de P4 se prolonga, lo que resulta 

en ciclos de 5 días (Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). Por muchos este día es considerado como 

la fase de reinicio del ciclo estral. 
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En el diestro-2, el frotis vaginal presenta leucocitos y algunas células epiteliales nucleadas. La 

concentración de P4 presenta un aumento a las 6:00 h, a partir de las 9:00 h y durante el resto del día 

tiene concentraciones basales. La concentración de E2 empieza a aumentar paulatinamente desde la 

tarde de este día. (Figura 3) (Kilen y Schwartz, 1998; Schwartz, 2000). Los cambios en la citología vaginal 

son inducidos principalmente por el estradiol. 

 

 

PAPEL DE LAS HORMONAS ESTEROIDES DURANTE EL DESARROLLO FOLICULAR. 

Las células de la granulosa sintetizan E2 durante todo el ciclo estral y P4 en la tarde del día del 

proestro. En la biosíntesis de estrógenos participan las células de la teca interna que secreta andrógenos 

y de la granulosa donde son aromatizados (teoría de dos células-dos gonadotropinas) (Yen, 2001). 

 

En las células de la granulosa los estrógenos y la FSH estimulan la división celular (efecto anti-

atrésico) (Rosenfeld y col., 2001). Los estrógenos estimulan la formación de uniones intercelulares tipo 

Gap, la formación del antro folicular y la síntesis de receptores a estrógenos. Los estrógenos sinergizan la 

acción de las gonadotropinas, incluyendo la promoción del crecimiento ovárico, aumentan a su vez la 

actividad de la aromatasa y la síntesis de receptores para FSH y LH (Rosenfeld y col., 2001).  Los 

estrógenos incrementan la actividad de la enzima responsable de su propia formación, se suma al 

incremento exponencial preovulatorio en las concentraciones séricas de estradiol. Esta forma de auto-

amplificación pudiera ser importante en el proceso de selección folicular.  Por otra parte, los estrógenos 

inhiben la producción de andrógenos ováricos, bloqueando la conversión de progestinas (C21) a 

andrógenos (C19). En resumen los estrógenos promueven la foliculogénesis, incrementan la expresión 

de receptores para gonadotropinas, incrementan las uniones tipo gap en las células de la granulosa, 

estimulan la esteroidogénesis (testosterona y progesterona en la células de la teca y en las células lúteas 

respectivamente) e inhiben la apoptosis celular de las células de la granulosa (Rosenfeld y col., 2001). 

 

Los andrógenos aumentan la actividad de la enzima aromatasa estimulada por la FSH, actuando 

como sustrato y también ejerciendo un efecto autócrino directo, el cual resulta en una regulación positiva 

de las enzimas esteroidogénicas. Por otra parte, las altas concentraciones de andrógenos 5-α reducidos, 
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tales como la 5α dihidro-testosterona, actúan como inhibidores de la actividad de la aromatasa en las 

células de la granulosa (Yen, 2001). 

 

 

 

 

Figura 3. Concentración de LH, FSH, P4 y E2 obtenido en plasma cada 2 horas en cada día del ciclo estral de la rata. Cada 
punto representa la media ± e.e.m. de la concentración de hormona de 5 a 6 ratas. Las barras negras representan intervalos de 
oscuridad en el cuarto del animal (Tomada de Freeman, 1994). 
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LOS RECEPTORES A ESTRÓGENOS. 

Los receptores a estrógeno son miembros de la súper familia de receptores nucleares de 

transcripción los cuales comparten una estructura química común. El receptor a estrógenos consta de 

seis dominios funcionales: A/B, C, D, E y F (Rollerova y Urbancikova, 2000). El dominio A/B, localizado 

en el extremo amino terminal (terminal-N) es altamente variable en su secuencia y longitud, contiene una 

región que regula la actividad transcripcional, conocida como AF-1 (Activation Function 1) (Rollerova y 

Urbancikova, 2000). 

 
Existen dos tipos de receptores a estrógenos, el alfa (RE) y el beta (RE). Cada subtipo es 

codificado por un gen diferente; tienen el mismo  número  de  exones  y  los  cDNAs  (ADN 

complementario) clonados de humanos, ratas y ratones comparten  secuencias  homólogas,  

especialmente  en  los  dominios  de ligando y de unión al ADN (figura 4) (Kuiper y col., 1996). 

 

 

 

Figura 4. Número y porcentaje de aminoácidos identificados en los receptores a estrógenos: ERβ humano (hERβ),  ERβ 
rata (rERβ), ERβ ratón (mERβ) y REα humano (hERα).  Los números por encima de las cajas representan el número de 
aminoácidos, mientras que los números dentro de ellas se refieren el porcentaje de homología entre los receptores. Tomado de 
Enmark y Gustafsoon 1999. 
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Hrabovszky y col., 2000 mediante la detección del ARNm (por hibridación in situ) y su 

cuantificación, mostró que la mayoría de las neuronas GnRHérgicas del área preóptica contienen el RE, 

pero no el ARNm para el RE. Otros investigadores (Butler y col., 1999) mostraron que en las áreas 

rostrales del cerebro anterior (estría terminal, núcleo medial de la amígdala y el núcleo preóptico peri-

ventricular e incluso el área preóptica), hay neuronas GnRHérgicas que co-expresan los ARNm de ambos 

tipos de receptores, mientras que otras expresan sólo el ARNm del RE y otras sólo el del RE 

(Shughrue y col., 1998).  

 

Los efectos de los estrógenos sobre la actividad de la neurona GnRH son genómicos y no 

genómicos. El resultado de la estimulación de los efectos genómicos por los estrógenos es lento y 

depende del tamaño de la proteína que se sintetice.  A partir de estos hechos Beato y col., (1996) y 

Evans (1998) propusieron que el receptor a estrógenos estaría localizado en el núcleo de la célula.  

 

Los efectos no genómicos son rápidos y no requieren de los mecanismos de transcripción y de 

síntesis de nuevas proteínas. Los estrógenos se unen a receptores de membrana ionotrópicos, lo que da 

como resultado el flujo de iones que resulta en potenciales de acción, descarga de vesículas secretoras o 

activación de proteínas cinasas (Falkenstein y col., 2000; Nemere y col., 1998; Pietras y col., 2001; Levin, 

1999).  

 

Se desconoce cuál es resultado de la estimulación de cada tipo de receptor a estrógenos presente 

en la neurona GnRHérgica. La unión del estradiol al RE o RE participa en la regulación de los efectos 

“feedback” inhibitorios de los estrógenos (Herbison, 2008; Abraham y col., 2003). Herbison (2008) 

propuso que los estrógenos ejercen sus efectos sobre la neurona GnRH por medio de mecanismos 

transinápticos indirectos, dependientes de las células gliales, o de otras neuronas en las cuales estarían 

involucrados los RE. 

 

En POA de ratón hembra adulto, el 45% de las neuronas identificadas como GnRHérgicas 

expresan el ARNm para el RE y el 11% expresa el del RE; algunas otras co-expresan el ARNm para 

ambos receptores. Esta proporción de neuronas que expresan uno u otro receptor cambia durante el ciclo 
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estral: el RE  se expresa en el 46% de las neuronas GnRHérgicas en el día del diestro-2, en el proestro 

son el 18%  y el 75% en el estro. Para el RE, los porcentajes respectivos son 6%, 0% y 19% (Skynner y 

col., 1999). En POA, el 54% de las neuronas de ratones en diestro-2  expresan RE,  el 22% en proestro 

y el 25% en estro, mientras para el caso del RE,  los porcentajes respectivos son 12%, 0% y 17%.  

Según  Skynner y col., (1999) ninguna de estas neuronas de POA medial expresan el ARNm para GnRH. 
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JUSTIFICACIÓN.  

 

En la rata, la inyección crónica de alcohol provoca la rápida inhibición de la liberación pulsátil de 

LH, pero no ejerce ningún efecto de sobre la FSH (Rottori y McCan, 1997). Sin embargo, la micro-

inyección de alcohol diluido al 50% en la porción izquierda de POA-AHA, a las 9:00 h del día del diestro-

1, provoca disminución de la secreción de FSH en un 92%. En cambio, cuando se inyecta el alcohol en la 

porción derecha no se altera la secreción preovulatoria de FSH (Olvera 2009). 

 

Estos resultados se acompañan por la ausencia en la expresión del RE44 h antes del momento 

en que ocurre la secreción preovulatoria de la FSH hasta 16 h después. Por lo que el propósito de este 

proyecto fue estudiar si la falta de expresión del ARNm del RE en POA-AHA, provocada por la micro-

inyección con alcohol resulta en la falta de este receptor y si este se correlaciona con el efecto inhibitorio 

en la secreción de la FSH.  

  

Para analizar si la falta de ovulación no se debe a alteraciones en la secreción de estradiol, sino a 

la síntesis del RE, se procedió a reemplazar la señal ovárica, mediante la inyección de benzoato de 

estradiol en animales micro-inyectados con alcohol. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

19 
 

 

HIPÓTESIS. 

 

Dado que la inyección de alcohol en el lado izquierdo de POA-AHA resulta en la ausencia de la 

expresión del ARNm del RE y en el bloqueo de la secreción preovulatoria de FSH, entonces estos 

efectos se reflejarán en una menor cantidad de proteína para el RE en ambas porciones de POA-AHA, 

pero sin modificaciones en la cantidad de proteína del RE. Además, si el alcohol inhibe la síntesis del 

RE, entonces el remplazo de la señal ovárica por la inyección de estradiol no restaurará la ovulación. 
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OBJETIVOS. 

 Realizar una curva dosis-respuesta para estudiar si la micro-inyección de alcohol al 50% es la    

dosis máxima que provoca el bloqueo de la ovulación. 

 Estudiar los efectos de la micro-inyección de alcohol en el lado izquierdo de POA-AHA (realizada 

a las 09:00 h del diestro-1), sobre la expresión del ARNm del RE y del RE en una y otra 

porción de POA-AHA, durante 12 h posteriores al tratamiento. 

 Estudiar los efectos de la micro-inyección de alcohol sobre la cantidad de REα y REen POA-

AHA, desde las 12 h posteriores a la inyección del alcohol hasta la mañana del estro esperado. 

 Correlacionar los resultados mostrados por Olvera (2009) y Cruz y col., (2014) de la expresión del 

ARNm de los receptores a estrógenos con la cantidad de receptores a estrógenos  

 Analizar los efectos de la micro-inyección de alcohol sobre la concentración sérica de FSH, LH, 

P4 y E2 durante las 12 h posteriores a la inyección del alcohol y hasta la mañana del estro 

esperado. 

 Cuantificar la respuesta ovulatoria al remplazo de la señal hipotalámica u ovárica en animales 

que no ovularon por la micro-inyección de alcohol en el lado izquierdo de POA-AHA. 
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 METODOLOGÍA. 

Debido a que en los experimentos realizados por Olvera (2009) no se evaluaron los efectos del 

vehículo sobre la ovulación, la cuantificación sérica de hormonas (P4, E2, FSH y LH), así como la 

expresión del ARNm para los RE y REβ y el contenido de la proteína de estos receptores, se procedió a 

cuantificar dichas variables, en durante las primeras 12 h posteriores a la inyección del alcohol en grupos 

de animales inyectados en POA-AHA izquierda. 

 

Se utilizaron ratas hembras adultas (190-230 g) cíclicas de la cepa CIIZ-V, mantenidas en 

condiciones controladas de iluminación (luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas), con libre acceso al 

alimento (Purina S.A., México) y agua. Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico 

(Anestesal, Smith Kline Norden de México) (25 mg/kg p.c.) por vía intra-peritoneal, a las 09:00 horas del 

diestro-1. Se colocaron en un aparato estereotáxico y a cada animal se le micro-inyectó 1 l de una 

solución de alcohol (alcohol etílico absoluto anhidro, J. T. Baker) al 50% (8.6 µM) o agua inyectable, 

durante un minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA, con la misma metodología utilizada previamente   

(Olvera, 2009 y Cruz y col.,  2014) siguiendo las coordenadas del atlas del cerebro de la rata de König y 

Klippel (1963) (Figura 5). 

  

Grupos de animales fueron sacrificados a las  11:00, 13:00, 17:00 o 21:00 horas del diestro-1, a las 

13:00 h del diestro-2, a las 09:00 o 17:00 horas del proestro o a las 09:00 horas del estro, con la finalidad 

de cuantificar la cantidad de la proteína del RE y del RE. 

   

Como grupo testigo absoluto se utilizaron animales intactos sacrificados a las mismas horas que 

los tratados con el vehículo o alcohol. Con la finalidad de estudiar el tiempo que se retrasa la ovulación 

por el tratamiento con alcohol, otros grupos de animales   fueron sacrificados hasta que presentaron un 

estro vaginal.  
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Figura 5. Esquema que muestra el área izquierda y derecha de POA-AHA en cortes coronales antero-

posteriores sucesivos  König y Klippel (1963). 
 

 

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA. 

Todos los animales fueron sacrificados por decapitación. Se recogió la sangre del tronco, la que se 

mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, y se centrifugó a 3000 rpm durante 15 minutos. El 

suero se almacenó a -4°C, hasta la cuantificación de E2, P4, LH y FSH por radio-inmuno-análisis (RIA). El 

cerebro se extrajo del cráneo y se disecaron las porciones izquierda y derecha de POA-AHA, según la 

técnica propuesta por Palkovits (1973). Se obtuvo el ARNm total por la técnica del trizol, se le almacenó a 
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–70 ºC hasta la medición de la expresión del ARNm del RE o RE por la técnica de retro-trascripción de 

la reacción en cadena de la polimerasa reversa (RT-PCR). A los animales sacrificados en la mañana del 

estro se les extrajeron las trompas uterinas para verificar la presencia de ovocitos. 

 

CUANTIFICACIÓN DE HORMONAS. 

La cuantificación de las concentraciones plasmáticas se realizó por radioinmunoanálisis  (RIA) 

mediante el uso de estuches comerciales marca Coat-A-Count (Diagnostic Products, Los Ángeles, CA, 

USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 

Los datos de la concentración de E2 se expresaron en pg/ml y los de P4 en ng/ml. Los coeficientes 

de variación intra e inter ensayo fueron de 5.3% y 9.87 para P4, 6.9% y 10.8% para E2. El límite de 

detección para P4 fue 0.03091 ng/ml y para  E2  fue de 2.12 pg/ml. 

 

Los datos de la concentración LH y FSH se expresaron en ng/ml. Los coeficientes de variación 

intra e inter ensayo fueron de 7.91% y 5.74% para LH y 9.3% y 6.82% para FSH. El límite de detección 

de LH y FSH fue de 0.05 y 0.01 ng/ml, respectivamente. 

 

 

REMPLAZO DE LA SEÑAL HIPOTALÁMICA. 

Ratas micro-inyectadas en el día del diestro-1 a las 9:00 horas con 1l de agua o de alcohol al 50% 

en el lado izquierdo de POA-AHA a las 14:00 horas del día del proestro fueron inyectadas con 3.7 g/Kg 

de peso de GnRH sintética por vía subcutánea. Los animales fueron sacrificados a las 9:00 horas del día 

del estro.   

 

REMPLAZO DE LA SEÑAL OVÁRICA. 

Ratas micro-inyectadas en el día del diestro-1 a las 9:00 horas con 1l de agua o de alcohol al 50% 

durante un minuto, en el lado izquierdo de POA-AHA a las 14:00 horas del día del diestro-2 fueron 

inyectadas con 10 g de benzoato de estradiol por vía subcutánea. Los animales fueron sacrificados a las 

9:00 horas del día del estro.   
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EXTRACCIÓN DEL ARN TOTAL DE LAS ÁREAS IZQUIERDAS Y DERECHAS DE POA-AHA. 

A la porción izquierda o derecha de POA-AHA, contenidas en tubos eppendorf estériles se le 

agregaron 300 l de trizol y se homogenizó con un Politrón, modelo PT -MR 3100 (Kinematica AG,  

Littau, Suiza). 

 

Al tejido homogenizado se le agregaron 100 µl de cloroformo y se agitó durante 30 segundos en un 

vortex, con la finalidad de extraer el ARNm. 

 

Los tubos se mantuvieron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 12,000 rpm a 4º C por 25 

minutos. Al final se obtuvieron dos fases: una fase inferior orgánica de color rojo y la fase superior acuosa 

incolora. El ARN quedó en esta última fase, mientras que el ADN y las proteínas se mantienen en la 

interfase y en la fase orgánica. 

 

La fase acuosa se transfirió a otro tubo eppendorf y se agregó un volumen igual de isopropanol, 

con la finalidad de precipitar el ARN. La muestra se mantuvo a 4º C durante 72 horas. 

 

 Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm, por 25 minutos, a 4º C. El ARN se precipitó formando 

una pastilla blanca amarillenta. Se     removió el sobrenadante y se lavó la pastilla con alcohol al 80 %. La 

pastilla de ARN se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Después de una segunda 

separación del sobrenadante, los tubos se colocaron en sentido inverso sobre una gasa estéril y la 

pastilla se secó a temperatura ambiente para evitar la insolubilidad de la misma. La pastilla de ARN se 

disolvió en 30 l de H2O inyectable (lo que consistió la muestra experimental). 

 

Se hicieron alícuotas de 0.4 µl de la muestra en 100 µl de H2O inyectable. Se leyó la absorbancia 

de estas muestras a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La concentración de ARN se determinó por la 

siguiente relación: una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 mg de ARN ml-1. La pureza del 

ARN se determinó por medio de la relación de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm (260/280 nm).  
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Figura 7. Reactivos utilizados en el desarrollo de la técnica 
de reacción en cadena de la polimerasa. 

 

Para obtener el ADN complementario (ADNc) se realizó la retro transcripción del ARN total.  El 

control negativo consistió de una muestra de agua que sustituyó al ARN. Los volúmenes utilizados en la 

técnica se  especifican  en la figura 6. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por medio de la técnica RT-PCR, se amplificó un fragmento de los genes de los RE-, RE-. Se 

utilizó GAPDH como gen control interno. En la figura 7 se especifican los reactivos y volúmenes utilizados 

en la técnica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivo Para  c/muestra 
Producto de RT 10 µl 
Buffer PCR 5 µl 

MgCl2 2.5 µl 
Taq polimerasa 0.8 µl 

DNTP´s 0.5 µl c/u 
Oligo 1 2.0 µl c/u 

H2O 25.7 µl 

Reactivo Para c/ muestra 
ARN total 2 µg 

Buffer RT 1x 2 µl 
DTT 1 µl 

DNTP´s 0.5 µl c/u 
RT M-MLV 0.5 µl + 0.5 µl H2O 

Oligo dt 0.05 µl 
H2O Aforado a 10 µl 

Figura 6. Reactivos utilizados en el desarrollo en la 
técnica de retro-transcripción. 
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La reacción en cadena de la polimerasa se realizó en un termo-ciclador de gradientes (marca 

Eppendorf Scientific Inc, Alemania), a las temperaturas y ciclos que se muestran en la figura 8. Cabe 

señalar que las temperaturas de alineación, así como el número de ciclos utilizados para los genes en 

cuestión fueron previamente estandarizados para la optimización del experimento. 

 
 

Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido Temperatura 
(°C) 

Ciclos 

RE TTCACACCAAAGCCTCGGG 
 

TGCAGCAGCATCAGCGGA 64.2 32 

RE TCCCGGCAGCACCAGTAAC CCCAGATGCATAATCGCTGC 55 32 

GAPDH GATGGGTGTGAACCACGAGA 
 

AGTGATGGCATGGACTGTGG 55.1 32 

 
 
Figura 8. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para la retro-transcripción, así como las 

temperaturas y ciclos utilizados para la técnica de RT-PCR. 
 
 
 
 
Una vez obtenidos los productos de PCR, se corrieron los productos en gel de agarosa al 2%, 

preparado con TBE al 1% y teñido con BrET. Se utilizó una cámara de electroforesis horizontal, modelo 

Horizon 11-14 (Life Technologiestm, Gibco-brl, USA). Se tomaron fotografías del gel con una cámara 

Kodak EDAS 216. 

 

Los negativos de las fotografías de los geles se cuantificaron por densitometría por medio del 

programa Scion Image de Inc. Y los resultados se mostraron en expresión relativa. 

 
 
 

EXTRACCIÓN DE LA PROTEINA DE LOS RECEPTORES A ESTRÓGENOS. 

Se extrajo el POA-AHA y se separaron las porciones izquierda y derecha. Se colocaron tres 

porciones del mismo lado (una porción por rata) en un tubo estéril, al cual se le agregó una solución 

amortiguadora de lisis RIPA (20mM Tris-HCL,  150 mM NaCl, 1% NP-40,  200mM PMFS,  1mM EDTA,  1 

g/ml  Leupeptin, 1 g/ml Atropina, 1 g/ml Pepstatina) en una relación de 100mg de tejido por 200 l de 

solución. El tejido se homogenizó con un Politrón a 4 oC. El homogenizado se transfirió a tubos Eppendorf 

de 1.5 ml y se centrifugó durante 30 min a 4 oC, el sobrenadante se separó en alícuotas de 50 l.   
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CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS. 

La concentración de proteínas se cuantifico por espectrofotometría a una longitud de onda de 280 

nm con la ayuda de un nanodrop (marca Thermo scientific 2000). La cantidad de muestra utilizada fue de  

1l. 

 

 

WESTERN BLOT. 

De cada muestra se agregó el volumen necesario para cargar 100 g de proteína total 

mezclándola con el amortiguador de carga (tris base 50mM SDS 2%, -mercapto-alcohol 5% azul de 

bromofenol 0.1%, glicerol 10%) en una relación 1:1 y se hirvieron en baño maría durante 5 min.  

  

Se depositó esta mezcla en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 75%, las proteínas fueron 

separadas por electroforesis a 80 volts durante 90 minuto, al terminar se transfiere a una membrana de 

nitrocelulosa a 60 mA durante 60 min. Posteriormente la membrana se bloqueó con una solución 

bloqueadora al 5% en tris 1X (NaCl, tris-Base, pH 7.4) con Tween 20 al 0.1% durante toda la noche en 

refrigeración.  

  

En la mañana siguiente se incubo la membrana con el anticuerpo primario para el receptor a 

estrógenos  y β en una proporción de 1:250 (v:v) en TBS1X con Tween 20 al 1% por 24 horas a 4oC. 

Posteriormente se incubo con el anticuerpo secundario en una dilución de 1 en 1:7500 durante una hora 

a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con TBS + Tween 20 al 0.1% 

y las membranas se colocaron con TBS para continuar con la detección de la proteína la cual se por 

quimioluminiscencia de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, UK). Con este sistema el 

peróxido de luminol y un activador (al ser sustratos de la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario) 

reaccionan y generan una señal de luminiscencia  que es detectada en placas radiográficas.    
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         ANÁLISIS ESTADÍSTICO.  

Los resultados del número de animales que ovularon (expresado en porcentajes), se analizó por la 

prueba de la probabilidad exacta de Fisher y los del número de ovocitos por la prueba de Kruskal-Wallis 

seguida de la prueba de “U” Mann-Withney. Los datos de las concentraciones séricas de las hormonas y 

de la expresión relativa del ARNm y de la proteína para RE y RE fueron analizados mediante la prueba 

de análisis de las varianzas (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. En los casos en que se 

compararon dos grupos, el análisis se realizó por medio de la prueba de “t” de Student.  En todos los 

casos sólo se aceptaron como significativas aquellas diferencias en las que la probabilidad fue ≤ 0.05. 
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       RESULTADOS. 

 
1.- Porcentaje de animales que ovularon en el día del estro esperado, después de ser 

micro-inyectados con vehículo (H2O) en POA-AHA  izquierda o derecha a las 09:00 horas  del 

diestro-1. 

La micro-inyección del vehículo en POA-AHA derecha disminuyó la tasa de animales que ovulan 

(Figura 9).  

 

La micro-inyección del alcohol al 50% en una u otra región de POA-AHA retrasó el estro vaginal y 

la ovulación en 9±2 días, El número de ovocitos liberados por animal que ovula fue similar al promedio de 

los grupos tratados con el vehículo y los testigos absolutos. Durante los nueve días, el frotis vaginal 

correspondió a la fase del diestro. 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

Figura 9. Porcentaje de animales que ovularon, después de ser micro-inyectados en POA-AHA 
izquierda o derecha con H2O.     p < 0.05 vs. POA-AHA control (Prueba de Fisher). 
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2.- Efectos de la micro-inyección de diferentes concentraciones de alcohol en POA-AHA izquierda 

o derecha a las 9:00 horas del diestro-1 sobre la ovulación. 

 

Los efectos de micro-inyección de alcohol sobre la ovulación espontánea, dependieron de la 

concentración inyectada. Cuando se micro-inyectó alcohol al 6.25% en el lado derecho no se modificó la 

ovulación, mientras que en el lado izquierdo sólo ovuló el 30% de los animales (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Porcentaje de animales que ovularon, después de ser inyectados en POA-AHA izquierda o derecha con 

diferentes concentraciones de alcohol.   *p < 0.05 vs. POA-AHA derecha (Prueba de Fisher). 
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3. Respuesta ovulatoria  de animales   inyectados con H2O en el lado derecho de POA-

AHA, o con alcohol en POA-AHA izquierda o derecha  a las 09:00 horas  del diestro-1, a la 

inyección subcutánea de LHRH sintética o de   benzoato de estradiol (BE), sacrificados en el 

día del estro esperado. 

 

El 60% de los animales con micro-inyección del vehículo en POA-AHA derecha, no ovularon en el 

día del estro predicho. En un grupo de animales con el mismo tratamiento, la inyección subcutánea de BE 

no indujo la ovulación; en cambio, la inyección de GnRH indujo la ovulación en todos los animales (Tabla 

1). 

 

La inyección subcutánea de GnRH en los animales micro-inyectados con alcohol al 50%  en POA-

AHA izquierda o derecha indujo la ovulación, mientras que en los inyectados en POA-AHA izquierda, la 

inyección de BE no restableció la ovulación, lo que si ocurrió en los animales tratados en POA-AHA 

derecha  (Tabla 1). 

 

 

 

Table 1.- Respuesta ovulatoria a la inyección de LHRH (3.7 µg/kg  peso) o de benzoato de estradiol  (BE: 

10 µg a las 14:00 h deldiestrus-2) de ratas tratadas con vehículo (H2O) en POA-AHA derecha, o con alcohol en 

POA-AHAizquierda o derecha, en el diestro-1. a: p<0.001 vs. el mismo tratamiento sin remplazo hormonal.. 

Tratamiento Lado de POA-AHA Frecuencia de 
animales ovulantes 

Número de ovocitos liberados 
(media ± e.e.m.) 

Alcohol Izquierdo 0/9 0 
Alcohol+GnRH Izquierdo   6/6 a 11.8±1.9 
Alcohol+BE Izquierdo 3/7 4.6±2.3 
H2O Derecho 2/5 11,10 
H2O +GnRH Derecho  7/7 a 11.6±1.6 
H2O +BE Derecho               3/7 11.3±2.1 
Alcohol Derecho               0/9 0 
Alcohol+GnRH Derecho 5/5 a 8.6±2.5 
Alcohol+BE Derecho 6/7 a 8.1±1.7 
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   INT        H2O       OH 

4. Efecto de la micro-inyección de alcohol al 50% en POA-AHA  izquierda, a las 09:00 horas  del 

diestro-1, sobre la concentración sérica de progesterona,  estradiol, LH y FSH a diferentes horas 

posteriores a la micro-inyección. 

 
 

La micro-inyección del vehículo o del alcohol no modificó la concentración sérica de, LH y FSH 

(Figura 11 A y B). La micro-inyección del vehículo o del alcohol aumento la concentración sérica de 

progesterona 8 h después del tratamiento (Figura 11 C). La micro-inyección del vehículo disminuyo la 

concentración de estradiol 2 h posteriores al tratamiento (Figura 11 D).  

 

 

           

                      

 
 
 

 
 

Figura 11. Modificaciones en la concentración sérica de LH (A), FSH (B), estradiol (C) y progesterona (D) de ratas intactas (INT) o 
micro-inyectadas con vehículo (H20) o alcohol (OH) en la porción izquierda de POA-AHA, evaluadas en horas posteriores a la micro-

inyección. Los resultados son expresados como media + e.e.m.   

*p<0.05 vs. Intacto; ¤ p<0.05 vs. H2O (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey). 
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5. Efecto de la micro-inyección de alcohol al 50% en POA-AHA  izquierda a las 09:00 horas del 

diestro-1,  sobre la expresión relativa del ARNm para RE en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA 

a diferentes horas posteriores a la micro-inyección. 

En el lado izquierdo de POA-AHA del grupo control, la expresión relativa del ARNm del 

REalcanzó su máximo a las 13:00 horas (Figura 12A), mientras que en el lado derecho  se mantuvo 

constante (Figura 12B). 

 

Dos, cuatro y doce horas después de la micro-inyección del vehículo en la porción izquierda de 

POA-AHA, la expresión del ARNm del REen POA-AHA fue menor que en el grupo control (Figura 12A). 

Dos horas después de la inyección del vehículo en la porción izquierda de POA-AHA, la expresión del 

gen fue menor que en el control (Figura 12B).   

 

La micro-inyección de alcohol en POA-AHA izquierda resultó en la falta de la expresión del   ARNm 

para el REen el lado tratado (Figura 12A) y en el lado derecho a las dos, cuatro, diez o doce horas 

después de la micro inyección (Figura 12B). 

 

 
                        
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Media ± e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para RE en el lado izquierdo (A1) o derecho (B1) de POA-AHA de 
ratas intactas o micro-inyectadas con el vehículo (H2O) o con alcohol (OH) en la porción izquierda de POA-AHA a las 09:00 h del 

diestro-1. Imagen representativa de los productos de la RT-PCR ARNm para RE en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2) 
obtenidos del POA-AHA de ratas tratadas en las mismas condiciones. 

*p<0.05 vs. Intacto; ¤ p<0.05 vs. H2O (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).  
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6. Efecto de la micro-inyección de alcohol al 50% en POA-AHA  izquierda a las 09:00 

horas del diestro-1,  sobre la cantidad de la proteína del RE en el lado izquierdo o derecho 

de POA-AHA a diferentes horas posteriores a la micro-inyección. 

 

En el grupo control, el contenido del RE en la porción izquierda de POA-AHA aumenta a las 19:00 

h del diestro-1 (Figura 13A). En cambio, en la porción derecha la cantidad aumenta a  las 19:00 h del 

diestro-1 y a las 09:00 del proestro (Figura 13B). 

 

Diez y doce horas posteriores a la micro-inyección del vehículo el contenido del REα en la porción 

izquierda de POA-AHA fue menor que en el control (Figura 13A). En la porción derecha, el contenido del 

REα fue menor que el control en los animales sacrificados a las 21:00 h del diestro-1 o a las 09:00 h del 

proestro (Figura 13B). 

 

El contenido del RE en la porción izquierda de POA-AHA de los animales con micro-inyección de 

alcohol al 50% fue menor que el control en todas las horas estudiadas (Figura 13A), y   en la porción 

derecha en los animales sacrificados a las 21.00 del diestro 1, a las 13.00 h del diestro 2 o a las 09.00 del 

proestro (Figura 13B).     
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Figura 13. Media ± e.e.m. del contenido del RE- en la porción izquierda (A1) o derecha (B1) de POA-AHA de ratas hembras 

adultas intactas o micro-inyectadas con vehículo (H2O) o con alcohol (OH) en la porción izquierda de POA-AHA a las 09:00 h del 

diestro-1. Imagen representativa de los productos de western blot para RE en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2) obtenidos del 
POA-AHA de ratas tratadas en las mismas condiciones. 

*p<0.05 vs. Intacto; ¤ p<0.05 vs. H2O (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).  
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7. Efecto de la micro-inyección de alcohol al 50% en POA-AHA  izquierda a las 09:00 horas del 

diestro-1,  sobre la expresión relativa del ARNm para RE  en el lado izquierdo o derecho de 

POA-AHA a diferentes horas posteriores a la micro-inyección. 

En los animales intactos, la expresión relativa del ARNm para el REen el lado izquierdo de POA-

AHA aumentó desde las 11.00 hasta las 21 horas del diestro-1 (Figura 14A), mientras que en el lado 

derecho se mantiene constante (Figura 14B). 

 

La micro-inyección del vehículo resultó en una mayor expresión del ARNm para el REen la 

porción izquierda de POA-AHA, 2 y 8 horas posteriores al tratamiento (Figura 14A), mientras que en la 

porción derecha la expresión del mensajero fue menor en los animales sacrificados 8 o 12 horas 

posteriores al tratamiento (Figura 14B). 

 

La micro-inyección con alcohol resultó en una mayor la expresión del ARNm para el REdel lado 

izquierdo medidaa las 11:00 0 17:00 horasdel diestro-1, pero fue menor a las 21:00 horas del mismo día 

(Figura 14A), mientras que en la porción derecha la expresión del ARNm para este receptor fue mayor a 

las 8:00 horas y menor a la 12:00 h posteriores al tratamiento (Figura 14B).   

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14. Media ± e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para RE en el lado izquierdo (A1) o derecho (B1) de POA-AHA de ratas 
hembras adultas intactas o micro-inyectadas con el vehículo (H2O) o con alcohol (OH) en la porción izquierda de POA-AHA a las 09:00 h 

del diestro-1. Imagen representativa de los productos de RT-PCR para RE en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2) obtenidos del POA-
AHA de ratas tratadas en las mismas condiciones. 

*p<0.05 vs. Intacto; ¤ p<0.05 vs. H2O (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey). 
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8. Efecto de la micro-inyección de alcohol al 50% en POA-AHA  izquierda a las 09:00 horas del 

diestro-1,  sobre la cantidad de la proteína del RE en el lado izquierdo o derecho de POA-AHA a 

diferentes horas posteriores a la micro-inyección. 

 

En el grupo control, el contenido del REβ en POA-AHA izquierda fue mayor a las 11:00 del diestro-

1 y a las 17:00 h del proestro que en las otras horas estudiadas (Figura 15A), mientras que en la porción 

derecha fue mayor a las 19:00 horas del diestro-1 (Figura 15B). 

 

La micro-inyección del vehículo en la porción izquierda de POA-AHA resultó en un menor 

contenido del REPOA-AHA izquierda, excepto a las 19:00 y 21:00 h del diestro-1 (Figura 15A), mientras 

que en la porción derecha el contenido del receptor fue menor a partir de las 13:00 h del diestro-1 hasta 

las 13:00 h del diestro-2, y mayor a las 09:00 h del proestro (Figura 15B).  

 

El contenido del REβ en la porción izquierda de POA-AHA de los animales con micro-inyección de 

alcohol fue menor que en el grupo control (Figura 15A), mientras que en la porción derecha fue menor en 

los animales sacrificados desde las 13:00 horas hasta las 19:00 horas del diestro-1 (Figura 15B). 
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Figura 15. Media ± e.e.m. del contenido del RE- en la porción izquierda (A1) o derecha (B1) de POA-AHA de ratas hembras adultas 
intactas o micro-inyectadas con vehículo (H2O) o con alcohol (OH) en la porción izquierda  de POA-AHA a las 09:00 h horas del diestro-1. 

Imagen representativa de los productos de western blot para RE en el lado izquierdo (A2) o derecho (B2) obtenidos del POA-AHA de ratas 
tratadas con las mismas condiciones. 

*p<0.05 vs. Intacto; ¤ p<0.05 vs. H2O (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey). 
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        DISCUSIÓN DE RESULTADOS.  
 

Los resultados del presente estudio muestran que la microinyección de alcohol en el lado izquierdo 

de POA-AHA modifica de manera asimétrica la expresión del ARNm de los REα y RE, así como de la 

proteína, en las horas subsecuentes al tratamiento.  

 

A partir de los resultados obtenidos sugerimos que POA-AHA es una de las regiones en las que el 

alcohol afecta la liberación de GnRH, como resultado de un efecto inhibitorio sobre la síntesis del RE, 

pero no del RE. Como consecuencia del menor número de RE  en POA-AHA, la secreción de FSH y 

LH no ocurre durante el día del proestro.  

 

La disminución de la concentración de E2 a las cuatro horas de micro-inyectar el vehículo a las 

09:00 h del diestro-1, podría ser resultado de la estimulación de la secreción del factor liberador de la 

corticotropina generado por la cirugía, ya que el estrés agudo o crónico ejerce un efecto inhibitorio sobre 

el sistema reproductor (Kalantaridou y col., 2004). El CRF inhibe la secreción de GnRH (Chen y col., 

1992; Kalantaridou y col., 2004), y el cortisol la de GnRH y LH (Breen y Karsch 2004), así como la de E2 y 

P4 por el ovario (Sakakura y col., 1975; Rabin y col., 1990; Kalantaridou y col., 2004).  

 

La mayor concentración de P4, observada a las 17:00 horas del diestro-1 en los animales 

inyectados con el vehículo sería una respuesta al estrés y quizá a la secreción de prolactina, ya que el 

estrés inducido por éter estimula la secreción de prolactina (Jahn y Dies 1986; Freeman y col. 2000). 

 

La respuesta de la expresión del RE y RE y la cantidad de proteína frente al estrés producido 

por la cirugía y micro-inyección del vehículo son diferentes. La cantidad de la proteína del REen ambos 

lados de POA-AHA disminuyó a las dos horas de la microinyección del vehículo, mientras que la 

expresión del RE aumentó a partir de las 12 h. A partir de estos resultados   sugerimos que cada 

receptor es regulado de manera diferente por los mecanismos neuroendocrinos que se desencadenan 

por el estrés.   
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A pesar de estos cambios, los animales micro-inyectados con el vehículo ovularon, aun cuando la 

concentración de LH en suero fue menor que la del control. (Olvera, 2009; Cruz y col., 2014). Según 

Everett (1972) y Gosden y col. (1976) la cantidad de LH liberada en el proestro es mayor a la cantidad 

mínima requerida para la ovulación.  

 

Dado que la micro-inyección del alcohol disminuye la expresión del ARNm y el contenido de la 

proteína del RE, en el lado izquierdo de POA-AHA, sugerimos que el alcohol estimuló proteínas 

correpresoras para el RE como la lcor (Fernandez y col. 2003), Rip140 (Parker y col. 2003), Safb1/2 

(Townson y col 2003), y Fkhr (Zhao y col 2001), que son abundantes principalmente en cerebro y en 

órganos reproductivos (Noriega y Langley, 2008). 

 

La disminución en la cantidad de la proteína del RE sería el efecto que explica el bloqueo de la 

secreción preovulatoria de la FSH y LH (Olvera, 2009; Cruz y col., 2014), lo cual está asociado a la baja 

concentración de E2 circulante observada a las 13:00 horas del diestro-2 y a las 09:00 horas del proestro 

(Olvera, 2009; Cruz y col., 2014). 

 

La ovulación en estos animales después de la inyección de GnRH en la tarde del proestro, apoya 

esta hipótesis. Wintermantel y col. (2006) siguieren que la liberación de GnRH y de LH dependen de la  

activación del RE, cuyo efecto modulador no ocurre directamente sobre la neurona GnRHérgica, ya que 

ésta no expresa el RE (Shughrue y col., 1998), sino sobre neuronas o astrocitos que expresan el RE y 

que actúan directamente sobre ella (Herbison 2008).  

 

Con base en los resultados, sugerimos que las modificaciones provocadas por el alcohol sobre el 

RE, no solo afecta la secreción de LH, sino también la de FSH. En la hipófisis, los pulsos de   la GnRH a 

frecuencias altas estimulan la liberación de LH, mientras que los pulsos de frecuencias bajas estimulan la 

liberación de FSH (Herbison, 2008). Aparentemente este mecanismo de regulación no fue afectado por la 

micro-inyección con alcohol en las 24 horas subsiguientes, ya que las concentraciones de ambas 

gonadotropinas fueron similares a las del control. Es decir, los mecanismos de regulación que ejercen los 

distintos neurotransmisores sobre  la neurona GnRHérgica (Ciechanowska y col., 2010; Clarke 2011), no 
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se modificaron en forma trascendente. Dado que los efectos del alcohol se observan a partir de las 13:00 

horas del diestro-2 (28 horas después de la microinyección), suponemos que la ausencia del RE en las 

neuronas y glías que se comunican con la neurona GnRHérgica resultó en la alteración de algunos 

mecanismos transcripcionales.  Cervantes y col. (2005) mostraron que las especies reactivas de oxigeno 

como el O2 y el H2O2 generadas durante el metabolismo del alcohol impiden el entrecruzamiento de 

proteínas-ADN, el intercambio de cromátidas hermanas, daño a la estructura de la desoxirribosa-fosfato, 

oxidación o liberación de las bases nitrogenadas, todo lo que puede provocar el rompimiento de las 

cadenas del ADN. Moonat y col. (2009) y Miranda (2014) mostraron la oxidación del alcohol a 

acetaldehído incrementa la acetilación de histonas, y forma aductos con el ADN, y que la suma de estos 

efectos modifica la expresión de genes y la transcripción a proteínas (Figura 16).  

 

 

 

Figura 16. Metabolismo del alcohol y su participación simplificada en la modificación de la expresión de genes y la 
transcripción a proteínas. Abreviaturas (ADH alcohol deshidrogenasa, ALDH aldehído deshidrogenasa, ACS Acetil-CoA sintetasa, 

CYP2E1 citocromo P450 2E1, ROS especies reactivas de oxigeno). 
 

 

La ausencia de cambios permanentes en la síntesis del RE en la porción derecha de POA-AHA 

(la contralateral a la inyección), es una prueba de que el alcohol micro-inyectado no difundió al lado 

opuesto o que los mecanismos de regulación de este receptor son diferentes entre un lado y otro de 

POA-AHA.   



 

42 
 

 

       CONCLUSIONES. 

 
 POA-AHA es una de las áreas donde el alcohol participa en los mecanismos que regulan la 

ovulación. La micro-inyección de alcohol a las 9:00 horas del diestro-1, en el lado izquierdo de 

POA-AHA, no afecta la secreción de LH, FSH, E2, P4, ni la cantidad de la proteína del RE en las 

12 horas posteriores al tratamiento. Pero si interfiere con la síntesis del RE en la porción izquierda 

de POA-AHA.  

 La ausencia de la secreción de FSH y LH en el día del proestro provocada por la microinyección 

de alcohol es el resultado de las bajas cantidades del RE en ambos lados de POA-AHA.  

 

 En cada porción de POA-AHA los mecanismos de regulación de la síntesis del RE parecen ser 

diferentes: En la porción izquierda, el alcohol inhibe la expresión del ARNm del RE, así como la 

transcripción de esta proteína. En cambio, en la porción derecha el alcohol estimula la expresión 

del ARNm del RE, pero inhibe la transcripción a la proteína.  

 
 

 En éste día del ciclo y a ésta hora, el alcohol no altera la síntesis del RE. 

 

 La ausencia de ovulación parece ser el resultado de la falta del efecto “feedback” estimulante 

del E2 sobre la secreción preovulatoria de la GnRH, a consecuencia de bajas concentraciones de 

E2 y de la cantidad de sus receptores en POA-AHA. 
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