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Resumen 
El eje reproductor hipotálamo-hipófisis-ovario regula la reproducción y la capacidad 
reproductiva. Este eje, está controlado por la hormona liberadora de gonadotropinas 
(GnRH) producida en el hipotálamo que, al unirse a su receptor en la membrana 
plasmática de los gonadotropos hipofisiarios, modula la concentración de Ca2+ 
intracelular y desencadena la secreción de la hormona folículo estimulante (FSH) y 
la hormona luteínizante (LH). Estas hormonas juegan un papel importante en la 
esteroidogénesis y el mantenimiento de la capacidad reproductiva. En hembras, el 
pico de secreción de LH es un evento clave que tiene como consecuencia la 
ovulación y marca el final del proestro y la fase folicular. Sin embargo, a pesar de 
que a la fecha se conocen los mecanismos generales que regulan esta secreción, 
poco se sabe sobre los mecanismos de integración que permiten la formación de 
este pulso hormonal en la glándula.   

En años recientes se ha descrito que la distribución de las células hipofisiarias no 
es aleatoria y que forman redes homo y heterotípicas. Además, se ha demostrado 
que la glándula posee una notable plasticidad y las poblaciones celulares de la 
glándula cambian de acuerdo a la demanda fisiológica en diferentes etapas de la 
vida. Esto ha abierto la puerta a nuevas líneas de investigación que buscan, con 
ayuda de preparaciones tisulares, entender la organización de las redes celulares 
para la formación de pulsos hormonales.  

En este trabajo, con ayuda de técnicas de imagenología de Ca2+, se observó la 
actividad de los gonadotropos en respuesta a un estímulo de GnRH 10 nM durante 
las fases de proestro y el diestro en las regiones ventral y dorsal de la glándula. Se 
observó un mayor número de células responsivas en el proestro en la región ventral. 
Además se observó que había un mayor número de células con actividad 
espontánea durante el proestro para ambas regiones. Por último, se observó que 
los patrones de respuesta de Ca2+ se encuentran en proporciones distintas a las 
reportadas en la literatura para ratones macho; esto último podría indicar diferencias 
funcionales importantes entre machos y hembras.  
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INTRODUCCIÓN 

 Sistema Neuroendocrino  
El sistema neuroendocrino se conforma por el sistema nervioso y el sistema 
endócrino, los cuales se encuentran en constante comunicación para actuar de 
manera coordinada a fin de mantener la homeostasis en el organismo.  

En el sistema nervioso las neuronas hipotalámicas secretan hormonas activadoras 
o inhibidoras que regulan la actividad endócrina de la hipófisis. A nivel endócrino, la 
hipófisis es la glándula mediadora entre el cerebro y el resto del cuerpo al liberar 
distintas hormonas tróficas que permiten la regulación de sus respectivos órganos 
blanco. Dicha regulación jerárquica es conocida como los ejes hipotálamo-hipófisis-
órgano blanco y regulan procesos como la lactancia, el crecimiento o la 
reproducción. 1  

Hipófisis  
Localización y estructura 

La hipófisis está localizada en la silla turca del hueso esfenoides por debajo del 
quiasma óptico, está protegida por la duramadre y unida al hipotálamo por medio 
del tallo infundibular. Se conforma de dos entidades embriológica, anatómica y 
funcionalmente distintas: la neurohipófisis y la adenohipófisis (Fig 1). 2,3  

Está glándula se encuentra conectada al hipotálamo a través de la eminencia media, 
que sirve como puente de comunicación entre el plexo capilar que va a la 
adenohipófisis y las terminales axónicas de los núcleos supraóptico y 
paraventricular. En la neurohipófisis se encuentra la pars nervosa, que conecta 
directamente con la circulación general, aquí las neuronas magnocelulares de estos 
núcleos descargan sus hormonas (oxitocina y vasopresina)1,2. 
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La adenohipófisis está dividida en tres subregiones: la pars distalis, la pars 
intermedia y la pars tuberalis. La pars tuberalis se encuentra en contacto con el tallo 
infundibular y la eminencia media. La pars distalis (también llamada solamente 
adenohipófisis) conforma el 80% del lóbulo anterior de la glándula y en ella se 
encuentran 5 tipos celulares endócrinos: tirotropos, somatotropos, lactotropos, 
corticotropos y gonadotropos, los cuales secretan 6 hormonas reconocibles 
estructural y funcionalmente, también se encuentran células no secretoras. Por 
último, la pars intermedia que es rudimentaria en los humanos y que está más 
desarrollada en otros vertebrados, presenta únicamente un tipo celular endócrino: 
los melanotropos. 1–3 

Tipos celulares de la adenohipófisis 

Las 5 poblaciones de células endócrinas en la adenohipófisis (Fig 2) (pars distalis) 
están distribuidas en diferentes proporciones. Con el avance de la inmunotinción fue 
posible nombrarlas según la hormona que sintetizan y secretan: los somatotropos 
(50%) que producen hormona del crecimiento (GH), los lactotropos (25%) que 
producen prolactina (PRL), los corticotropos (10-15%) que producen hormona 

Figura 1. Glándula Hipófisis, localización y estructura. Tomada y modificada de Junqueira’s Basic Histology: Text and 
Atlas, 12th edition, MacGraw Hill companies.  
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adrenocorticotropa (ACTH), gonadotropos (10-15%) que producen hormona 
luteinizante (LH) y folículo estimulante (FSH) y los tirotropos (5%) que producen 
hormona estimulante de la tiroides (TSH); además, la adenohipófisis también 
presenta grupos celulares no endócrinos como las células folículo estrelladas, 
pericitos, tanicitos, etc. 2,3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2  Tipos celulares adenohipofisiarios, respectivos secretagogos, secreción hormonal y órganos blanco. Los secretagogos pueden 
inhibir o estimular la secreción a un grupo específico de células adenohipofisiarias, a su vez, estas células secretan hormonas que actúan 
en órganos blanco de manera específica, controlando varios procesos fisiológicos PRH, hormona liberadora de prolactina; PIH , dopamina 
; TRH, hormona liberadora de tirotropinas; CRH, hormona liberadora de corticotropinas; GHRH, hormona liberadora de hormona del 
crecimiento; GHIH, somatostatina; GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas; PRL, prolactina; TSH, hormona estimulante de la 
tiroides; ACTH, hormona adrenocorticotropa, GH, hormona del crecimiento; LH, hormona luteinizante, FSH, hormona 
foliculoestimulante; TH, hormona tiroidea. Tomada y modificada de  http://droualb.faculty.mjc.edu/.  

 Vascularización de la adenohipófisis 

La irrigación hipofisiaria fluye de manera descendente del hipotálamo a la hipófisis 
y  proviene de las arterias hipofisiarias superior, media e inferior. En conjunto, estos 
vasos sanguíneos forman el sistema porta-hipofisiario que es el nexo comunicante 
entre la eminencia media y la hipófisis 4 

El sistema porta-hipofisiario se conforma por el plexo primario y secundario, 
conectados entre sí por los vasos portales largos. El plexo primario es una red de 
capilares fenestrados a la altura de la eminencia media y el infundíbulo. En esta 
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última estructura, la arteria superior y las terminales axónicas  suministran de sangre 
y liberan las hormonas hipotalámicas, respectivamente, en la neurohipófisis. Los 
capilares de este plexo confluyen hasta formar los vasos portales largos que llegan 
a la adenohipófisis y forman el plexo secundario. 2,3,5 

El plexo secundario es también una red de capilares fenestrados que irriga a la 
adenohipófisis. Esto resulta de suma importancia puesto que al no estar 
directamente inervada, este medio es el que abastece de nutrientes, oxígeno y 
recibe los factores hipotalámicos. Además, en dicho plexo también se colectan las 
hormonas sintetizadas y secretadas por las células adenohipofisiarias para ser 
subsecuentemente dirigidas a la circulación sistémica (Fig 3). 2–5 

Figura 3 Vascularización e irrigación de la hipófisis. Las neuronas de los diferentes núcleos hipotalámicos liberan a los 
secretagogos al plexo primario que viajan por los vasos portales largos hasta el plexo secundario, donde estimulan la 
liberación hormonal de grupos celulares específicos. POA, área preóptica; OC, quiasma óptico;  SON, núcleo supraóptico; 
PVN, núcleo paraventricular; ARC, núcleo arcuato; DMN, núcleo dorsomedial;  VMN, núcleo ventromedial; ME, eminencia 
media;  Tomado y  modificado de Norris & Carr (2013). 
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 Regulación en la adenohipófisis  
La regulación neuroendocrina es compleja, pues está determinada por diferentes 
asas de retroalimentación tanto positivas como negativas provenientes de 
diferentes partes del organismo.  

De manera particular, podemos identificar tres niveles de regulación (Fig 4): el 
primero, está dado por el hipotálamo que libera los secretagogos que estimulan o 
inhiben la secreción de las células endócrinas. Entre estos secretagogos están la 
hormona liberadora de hormona del crecimiento (GHRH), la hormona liberadora de 
gonadotropinas (GnRH), la hormona liberadora de corticotropinas (CRH) y la 
hormona liberadora de tirotropinas (TRH) como factores estimulatorios; mientras 
que la somatostatina y dopamina actuan como principales factores inhibitorios 2,316.  

El segundo nivel, está conformado por la acción parácrina y autócrina de la hipófisis. 
Las células se ven afectadas por la secreción de hormonas, factores de crecimiento 
y algunas citosinas7. Dado que la regulación hipofisiotrópica proveniente del 
hipotálamo no puede explicar por sí sola la regulación de la hipófisis, se han 
propuesto otros mecanismos internos de regulación como la red de células folículo 
estrelladas que parecen cumplir una función similar a la de la astroglia en el cerebro 
7,8 

Por último, en el tercer nivel, se consideran a los órganos blanco que secretan 
hormonas y metabolitos que forman asas de retroalimentación que mantienen la 
homeostásis.  

Figura 4 Niveles de regulación para la hipófisis. Podemos identificar tres niveles de regulación desde los cuales puede haber una 
acción estimulatoria o inhibitoria según sea requerido. Tomada y modificada de Melmed S., 2011 
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 Eje hipotálamo-hipófisis-gónadas 
La reproducción y maduración sexual está regulada por el eje hipotálamo-hipófisis-
gónadas (HHG)9 (Fig. 5). En este eje, neuronas del núcleo arcuato del hipotálamo 
sintetizan y secretan de manera pulsátil GnRH hacia la eminencia media, que llega 
a los gonadotropos en la hipófisis. Los gonadotropos son estimulados por el GnRH, 
que es capaz de inducir la síntesis y secreción de las gonadotropinas (FSH y LH). 
10–12 

Las gonadotropinas son glicoproteínas heterodiméricas que comparten la 
subunidad α, mientras que la subunidad β es distinta y les confiere su función13. Son 
liberadas al torrente sanguíneo hasta llegar a sus órganos blancos, las gónadas. 
Estas hormonas son esenciales en el mantenimiento de la capacidad reproductiva.   

Figura 5 Eje hipotálamo-hipófisis-gónadas (HHG). Se muestran los sitios de síntesis de GnRH (secretagogo de los gonadotropos), que induce 
la síntesis de LH y/o FSH en los gonadotropos, estas hormonas actuan sobre las gónadas y participan en los procesos de esteroidogénesis 
y gametogénesis. En hembras, son esenciales para la regulación del ciclo ovulatorio. POA, área preóptica; ARC, núcleo arcuato; DMN, núcleo 
dorsomedial; GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas; FSH, hormona folículoestimulante; LH, hormona luteinizante Modificada de 
Noriis & Carr (2013) 
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A continuación, se presenta la fisiología de cada componente del eje, prestando 
especial atención a su papel en el ciclo ovulatorio.  

 

La GnRH  

La GnRH es un decapéptido sintetizado y secretado por las neuronas de GnRH del 
núcleo arcuato y el área preóptica en el hipotálamo 12,14.  En mamíferos se presentan 
dos formas de GnRH, GnRH-I y GnRH-II. El primero se localiza, principalmente, en 
el hipotálamo y es el más importante estimulador de los gonadotropos, mientras que 
el segundo se localiza fuera del cerebro y actúa más como un neurotransmisor. Sin 
embargo, se ha demostrado que ambos son capaces de estimular la secreción de 
gonadotropinas por parte de los gonadotropos al unirse al receptor de GnRH-I 
(GnRHR) 3,12,14 . 

Diversos estudios confirman que la naturaleza pulsátil de la GnRH es esencial para 
la regulación de la síntesis y secreción de las gonadotropinas. Sobre todo en 
hembras ya que los patrones de amplitud y frecuencia varían mucho a lo largo del 
ciclo reproductivo. La modificación de estos patrones altera el ciclo reproductivo y 
puede resultar en patologías como hipogonadismo, síndrome de ovario poliquístico, 
entre otras.3,4,10,12,14.  

 Receptor de GnRH 

La GnRH se une a su receptor de membrana en los gonadotropos, estimulando la 
biosíntesis y secreción de las gonadotropinas. Este receptor pertenece a la familia 
de receptores acoplados a proteínas G de tipo rodopsina (GPCR), está 
caracterizado por tener 7 dominios transmembranales con el dominio amino terminal 
en la región extracelular y el carboxilo terminal en la región intracelular (Fig. 6)15,16. 

Las asas de la región extracelular y zonas superficiales de los dominios 
transmembranales son, generalmente, responsables de los eventos de unión, 
especialmente la tercera asa extracelular. Por su parte, las asas intracelulares 
regulan procesos de transducción de señales y el dominio carboxilo terminal está 
involucrado en la desensitización e internalización del receptor17.  

Se identifican tres formas del receptor de GnRH en vertebrados, GnRHR-I, GnRHR-
II y GnRHR-III. Esta clasificación se basa en diferencias del dominio carboxilo 
terminal (ausencia o presencia) y la secuencia de aminoácidos de la tercer asa 
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extracelular, la cual determina la selectividad del receptor por alguna forma 
específica de GnRH11,16,17. Sin embargo, se considera que las formas de GnRHR 
que carezcan de dominio carboxilo terminal, de cualquier organismo, son 
clasificados como GnRHR-I, mientras que aquellas que sí lo presentan, de cualquier 
organismo, son clasificados como GnRHR-II. Esto se debe a que se ha observado 
que la especificidad por la forma de GnRH no es concluyente15,17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El GnRHR-I es la forma más común de este receptor. Se pensaba que solo se 
presenta en mamíferos pero se ha demostrado que está presente en otros 
vertebrados15. En humanos, específicamente, se expresa no solo en gonadotropos 
sino en otros tejidos como gónadas, próstata y útero11. Como mencioné el GnRHR-
I, carece del dominio carboxilo terminal intracelular, esta región está asociada con 
la activación del receptor y su desensitización, se ha sugerido que esta propiedad 
confiere una resistencia a la rápida desensitización e internalización del receptor11,18  

 Los gonadotropos 

Los gonadotropos son las células hipofisiarias receptoras del GnRH y el objeto de 
estudio del presente trabajo. Se diferencian en el día 17.5 del desarrollo embrionario 

Figura  6 Representación gráfica del receptor de GnRH  Se presenta la secuencia de aminoácidos del receptor de GnRH. Tomado y 
modificado de Anderson, 1996 
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en ratones, son de las últimas células endócrinas en diferenciarse19. En el adulto, 
conforman del 7-15% total de la población celular endócrina en la adenohipófisis20.  

Son células de tamaño medio (10-20 µm) con una forma ovalada y un núcleo 
prominente. Observaciones con microscopio electrónico revelan que los 
gonadotropos presentan un aparato de Golgi prominente con varias vesículas 
conteniendo gránulos secretores. Estos gránulos secretores son electro-densos y 
varían en su tamaño, los más grandes miden entre 450-350 nm y lo más pequeños 
miden entre 250-150 nm; pueden contener una sola de las gonadotropinas 
(monohormonales) o ambas (bihormonales)3. Estudios inmunocitoquímicos revelan 
que, aproximadamente, el 70% de los gonadotropos son bihormonales, mientras 
que 15% es positivo solo a LH y el otro 15% a FSH; estos porcentajes varían según 
la condición fisiológica del organismo como el ciclo ovulatorio o la castración3,9,13,21. 

El estímulo de la GnRH en los gonadotropos culmina en la síntesis y secreción de 
4 productos principales: la GnRHR, la subunidad α y las subunidades β (FSHβ y 
LHβ). Si bien, se sabe que la secreción de FSH es constitutiva, mientras que la 
secreción de LH se lleva a cabo por una vía regulada; también hay estudios que 
demuestran que la tasa de transcripción de las subunidades β responde de manera 
diferencial a la pulsatilidad del GnRH9,10,21. La producción de LH está favorecida por 
las frecuencias rápidas de GnRH (>1 pulso cada hora) mientras que la producción 
de FSH está favorecida por pulsos lentos (<1 pulso cada 2 o 3 horas)22. 

 Excitabilidad y dinámica de calcio de los gonadotropos  

Las células endócrinas de la adenohipófisis son eléctricamente excitables, capaces 
de disparar potenciales de acción (PA). Las rutas de señalización eléctrica son 
posibles gracias a que estas células están equipadas con una membrana permeable 
y los canales iónicos dependientes de voltaje23. En el caso de las células 
adenohipofisiarias las señales eléctricas permiten eventos de señalización a través 
del ion de calcio (Ca2+), estas señales pueden ser espontáneas o  depender de la 
acción de un agonista. Cuando esto ocurre hay un aumento en la concentración de 
Ca2+ intracelular ([Ca2+]i)  y la concomitante apertura de canales iónicos23,24. Esto es 
de suma importancia debido a que la secreción y transcripción hormonal son 
eventos dependientes de Ca2+. 

En los gonadotropos los PA que ocurren de manera espontánea producen 
elevaciones en la [Ca2+]i pero no evocan la secreción de gonadotropinas. Estos PA 
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dependen de la entrada de Ca2+ extracelular ya que se bloquean al remover calcio 
del medio extracelular o al aplicar bloqueadores de canales de calcio. Se ha 
observado que, en ausencia del estímulo de GnRH, los gonadotropos presentan 
fluctuaciones de baja amplitud en la [Ca2+]i, La literatura sugiere que la actividad 
espontánea mantiene a las células en un estado de respuesta cerca del umbral de 
secreción y además ayuda a reaprovisionar los reservorios intracelulares23–25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el resto de las células endócrinas, la unión del secretagogo a su receptor de 
membrana produce un efecto de “potenciamiento” en la actividad espontánea, es 
decir, aumenta la entrada de calcio extracelular24. Sin embargo, en los 
gonadotropos, la unión del GnRH a su receptor específico dispara un mecanismo 
distinto, en el que el aumento en la [Ca2+]i es producto de la liberación de calcio de 
los reservorios intracelulares23,24,26  

Tras la unión de la GnRH a su receptor GnRHR la subunidad α de la proteína Gq/11 
se disocia y activa a la fosfolipasa C (PLC-β), lo que resulta en la hidrólisis de 
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) y la producción de los segundos mensajeros: 
diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5.trifosfato (InsP3). Este último, se une a su 
receptor específico en el retículo endoplasmático (RE) y promueve la salida de Ca2+ 

de los reservorios, mientras que el DAG activa a la proteína cinasa C (PKC) que 

Figura 7 Representación esquemática de un gonadotropo ilustrando la dinámica de Ca2+ en respuesta a un estímulo de GnRH. 
PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilglicerol; InsP3, inositol-1,4,5- trifosfato; PKC, proteína cinasa C; VGCC, canales de calcio 
dependientes de voltaje. Tomado de Jímenez Medina, 2015. 
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reduce la despolarización mediada por la entrada de Ca2+ y aumenta la secreción 
de gonadotropinas (Fig 7).20 

Al momento del estímulo, el Ca2+ y el InsP3 actúan como co-agonistas ya que 
cuando las señales extracelulares son lo suficientemente persistentes la [Ca2+]i 
aumenta lo suficiente como para activar receptores de InsP3 (InsP3R) que estén 
cercanos. Este mecanismo está regulado por un asa de retroalimentación negativa 
en la que los InsP3R se inhiben cuando la [Ca2+]i aumenta, las bombas sarco-ER 
Ca2+ ATPasa (SERCA) remueven el Ca2+ citosólico y su concentración disminuye. 
En células endócrinas esta asa de retroalimentación es de efecto retardado y actúa 
en conjunto con el oscilador de membrana que permite la entrada de calcio del 
medio extracelular a través de los VGCC. Esto permite que los gonadotropos 
presenten respuestas de carácter oscilatorio de larga duración que mantiene la 
secreción de gonadotropinas (Fig 8)27,28. 
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Figura 8 Mecanismo de liberación de Ca2+ en los gonadotropos. En los gonadotropos el aumento en la [Ca2+]i se debe a la liberación 
del mismo desde los reservorios intracelulares. El receptor de GnRH activa a la PLC, que en consecuencia activa la formación de IP3 y 
DAG. El IP3  se une a su receptor específico en el retículo endoplasmático y promueve la salida de Ca2+ de los reservorios. Como 
resultado tenemos la fase inicial de un transiente de Ca2+(b). Los iones de Ca2+ actúan en sinergia con el IP3 promoviendo una mayor 
salida de Ca2+ de los reservorios (c); cuando la [Ca2+]i es alta, se produce un asa de retroalimentación negativa, dejando de facilitar la 
salida del ion de los reservorios. Los canales de Ca2+ del retiículo endoplasmático permanecen cerrados hasta que la [Ca2+]i disminuye 
gracias a los mecanismos de despeje de Ca2+ (d). De esta manera, el ciclo puede comenzar de nuevo (a), lo que produce transientes 
de Ca2+ e hiperpolarizaciones de membrana repetitivas.   Tomada y modificada de Kwiecien & Hammond (1998)  

GONADOTROPO 

a Recarga de 
reservori 

5001 
1ca2•~nM 

50 

-30mV 

Vm (mV) 

o 

e (liberación 
rt!C)ene~tiva 

onista 

d Recuperación Agonista 

20 s 



 14 

Regulación neuroendócrina del ciclo reproductivo 

El éxito reproductivo de los mamíferos depende del correcto funcionamiento del eje 
HHG. En hembras, el ciclo reproductivo está bajo una regulación dinámica con 
patrones cíclicos muy marcados en la secreción de gonadotropinas, hormonas 
esteroideas y la respuesta del endometrio y el tracto reproductivo a estos cambios3. 
Las asas de retroalimentación de este eje son complejas y presentan un patrón 
diferencial de secreción hormonal en las diferentes fases del ciclo11. 
 
 Una vez que la GnRH es liberada del hipotálamo, estimula a los gonadotropos, los 
cuales secretan gonadotropinas al torrente sanguíneo, que finalmente tienen acción 
sobre las células de la teca y de la granulosa en los ovarios llevando a una serie de 
cambios fisiológicos que permiten el crecimiento de los folículos, la ovulación y la 
formación de cuerpos lúteos. De manera particular, la LH estimula la producción de 
andrógenos en las células de la teca que rodean los folículos en el ovario; en las 
últimas fases del crecimiento folicular la LH promueve la producción de 
progesterona en las células de la granulosa. Por su parte, la FSH se une a su 
receptor en las células de la granulosa, que estimulan la expresión de enzimas 
aromatasas que catalizan el paso de los andrógenos tecales a estradiol11. El 
aumento en la concentración de estradiol ejerce una asa de retroalimentación 
negativa en el hipotálamo, que aumenta la amplitud y disminuye la frecuencia de los 
pulsos de GnRH, que como ya mencioné influye directamente en la producción de 
las gonadotropinas. Por ende, la producción de LH se ve favorecida, mientras que 
la de FSH decrece. Esto  da como resultado el pico hormonal de LH observado al 
final de la fase folicular, el cual promueve la ovulación29. 
 
En especies de mamíferos con ovulación espontánea el ciclo ovulatorio se 
caracteriza por una secreción relativamente baja de LH y FSH la cual se ve 
interrumpida, cada 4-5 días en roedores y cada 28 días en humanos y primates, por 
una secreción masiva de gonadotropinas que permite la ovulación12 
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El ciclo estral  
 
En los roedores el ciclo reproductor recibe el nombre de ciclo estral y tiene una 
duración de entre 4-5 días. Estos animales ovulan espontáneamente y son 
considerados poliéstricos29.  

El ciclo estral se conforma de 4 etapas características: proestro, estro metaestro y 
diestro. Cada una de estas etapas tiene correspondencia con determinados eventos 
hormonales durante el ciclo y son fácilmente identificables mediante un frotis vaginal 
(Fig 9)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Niveles hormonales durante el ciclo estral y citologías vaginales. 1) En la fase folicular se observa un aumento de FSH que 
promueve el crecimiento de los folículos, al mismo tiempo se ve un aumento en la concentración de estrógenos.  Este aumento de la 
concentración de estrógenos ejerce un asa de retroalimentación positiva sobre los gonadotropos al final de la fase folicular, lo que 
favorece el aumento en la concentración de LH que es preciso para la ovulación. En la fase lutea, se observa un aumento en la 
concentración de progesterona, que no es muy pronunciado debido a que, en roedores, la vida media de los cuerpos lúteos es mucho 
menor en comparación con los humanos. La línea punteada azul marca el momento de la ovulación. 2A) En el proestro se observan 
células epiteliales individuales o agrupadas, 2B) durante el estro se observan grupos de células epiteliales cornificadas y sin núcleo 
visible, 2C) el metaestro se caracteriza por la presencia de células epiteliales cornificadas y leucocitos, por último, 2D) el diestro se 
caracteriza por la presencia de leucocitos. Tomadas y modificadas de Romero Mota, 2019 y Caglioni 2009.  
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El proestro corresponde a la etapa preovulatoria, durante esta fase se observan 
folículos grandes en el ovario y una alta concentración de estradiol. Como ya 
mencioné el estradiol ejerce un asa de retroalimentación negativa en el hipotálamo 
que resulta en el pico de LH, caracteristico de esta fase30.  

El estro se caracteriza por una caída rápida en la concentración de estradiol y de 
gonadotropinas. El pico de LH que se produjo durante el proestro promueve la 
ruptura folicular y con ello la ovulación29. En el ovario se observa la formación de 
cuerpos lúteos que secretan progesterona30.  

En el metaestro la concentración de estrógenos permanece baja con respecto a la 
concentración observada en proestro. Esta etapa corresponde a la activación de 
cuerpos lúteos por lo que la hormona que destaca es la progesterona, secretada 
por las células luteales. Sin embargo, el periodo de vida de los cuerpos lúteos, en 
caso de no haber gestación, es muy corto en roedores11,29,30.  

Por último, en el diestro la concentración de progesterona, en caso de no haber 
gestación, comienza a disminuir  y la concentración de estrógenos comienza a 
aumentar nuevamente, dando pauta al inicio de un nuevo ciclo29,30. 
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ANTECEDENTES 

Los cambios  y la funcionalidad de los patrones de 
movilización de calcio intracelular ante la aplicación de GnRH  
La caracterización de los patrones de movilización de Ca2+i ante la aplicación de 
dosis crecientes de GnRH ha sido estudiada en gonadotropos in vitro. Diversos 
estudios demuestran que existe una progresión estereotipada en las respuestas de 
calcio a concentraciones crecientes de GnRH (respuesta canónica)28,31. En modelos 
in vitro, a concentraciones subfisiológicas [<0.1 nM] se presentan respuestas 
subumbrales, en concentraciones fisiológicas [0.1-10 nM] se presentan respuestas 
oscilatorias y en concentraciones elevadas [50-100 nM] se presentan respuestas 
bifásicas, se reporta que de los gonadotropos que responden a estas 
concentraciones el 50% tiene una respuesta bifásica de carácter oscilatorio y el otro 
50% una respuesta bifásica no oscilatoria y de baja amplitud28 (Fig 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 Patrones de Ca2+ observado en gonadotropos in vitro  Estudios en cultivo celular muestran una respuesta progresiva 
estereotipada en respuesta a diferentes concentraciones de GnRH. (A) la respuesta subumbral se observa a concentraciones <0.1 nM, (B) 
la respuesta oscilatoria se observa a concentraciones entre 0.1 – 10 nM. A concentraciones entre (50 -100 nM) se observa respuesta de 
tipo bifásico, se ha observado que los gonadotropos que presentan este tipo de respuesta el 50% presenta respuesta bifásica oscilatoria 
(C) y el otro 50% presenta bifásica oscilatoria (D). Tomada de Jímenez Medina, 2015. 

A 
16 

Sub umbral B Osci latoria 

::¡ 1 2 

-= .t; O 8 

!d. 
04 

o 50 100 50 100 150 200 

e D 
Bifásica oscilatoria Bifásica no oscilatoria 

1,6 

i' L2 

-= 
~ 0 .8 

" !d. 
0 .4 

o 50 1 00 1 50 200 O 50 10 0 50 200 
Tiempo (segundos) Tiempo (segundos) 



 18 

Debido a estos antecedentes, la pregunta sobre la funcionalidad de estos patrones 
sigue vigente. Por ello, los autores Leong y Thorner (1991) llevaron a cabo un 
estudio en el que se compararon los patrones de respuestas y la secreción entre 
gonadotropos in vitro de ratas en proestro y metatestro. En este estudio se propone 
que las respuestas constituyen un código de señalización para la exocitosis de 
LH18,32.  

En este estudio se demostró también que con un incrementó de la concentración de 
GnRH aumentaba también el porcentaje de gonadotropos responsivos y que en el 
metaestro este aumento se daba de forma gradual. Por otra parte, se observó que 
en el proestro este incremento era mucho más rápido debido a la sensibilidad de las 
células. Sin embargo, a pesar del aumento en el número de células responsivas en 
el metaestro no había había aumentos en la secreción de LH, pero en el proestro sí 
32(Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 Efecto de la concentración de GnRH sobre el porcentaje de gonadotropos responsivos y secreción de LH.  A) Para ambas 
condiciones se demostró que el porcentaje de gonadotropos responsivos aumentaba con el incremento en la concentración de GnRH. B) 
En contraste, la secreción de LH no mostró este aumento progresivo en ambas condiciones. Tomado de Leong y Thorner, 1991  
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También se documentó que con este aumento de concentración en el GnRH las 
células con respuesta bifásica aumentaban y las que tenían una respuesta 
oscilatoria disminuían. Además, se percataron de que aquellas con una respuesta 
bifásica eran las que presentaban secreción de LH, por lo que asociaron este patrón 
de respuesta con la secreción de LH y al oscilatorio con la síntesis de subunidades 
b y del GnRHR 32. Sin embargo, se ha demostrado que las respuestas oscilatorias 
disparan la exocitosis y que cualquiera de estos patrones puede desencadenar la 
secreción de LH9,28. 

Por lo tanto, es razonable asumir que los diferentes patrones de Ca2+ observados 
con el incremento de concentración de GnRH tienen como consecuencia final un 
incremento dosis-dependiente en la secreción de gonadotropinas. Sin embargo, 
este estudio no explica por completo la respuesta de los gonadotropos debido a que 
la mayoría presenta una respuesta canónica. Además, cuando se aplica la misma 
dosis de GnRH en repetidas ocasiones los gonadotropos responden con latencia y 
patrones similares consistentemente9. 

Contexto Tisular 
La mayoría de los estudios en torno a la caracterización de la respuesta de células 
endócrinas a estímulos fisiológicos se han realizado en cultivo (in vitro). Sin 
embargo, se ha descrito que estas células tienen un arreglo tridimensional formando 
redes homo y heterotípicas. Esto facilita la coordinación de miles de células para 
lograr fenómenos como el pico hormonal de LH necesario para la ovulación9,19. A 
pesar de que los estudios in vitro son valiosos para entender ciertos aspectos del 
comportamiento de estas células, no permiten el estudio integral de las mismas ya 
que conllevan una disrupción en las interacciones biofísicas y bioquímicas que son 
esenciales para la organización in vivo en el tejido. Debido a dificultades 
metodológicas, no fue hasta alos recientes que distintos grupos de trabajo han 
tomado acción para estudiar la actividad endócrina en el contexto tisular9.  

En el caso de los gonadotropos, se han realizado estudios con preparaciones 
organotípicas que confirman la plasticidad poblacional de acuerdo a la demanda 
fisiológica33,34. En diferentes estadios fisiológicos los gonadotropos muestran 
cambios de distribución en la glándula y cambios en respuesta a estímulos con 
GnRH, esto podría representar una adaptación para responder eficientemente a 
distintas condiciones9,33. Otros estudios han utilizado rebanadas de tejido de ratón 
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macho y la imagenología de Ca2+ para demostrar que bajo este contexto los 
gonadotropos no presentan la misma respuesta progresiva ante dosis crecientes de 
GnRH9,34.  

Dichos estudios demuestran que alrededor del 55% de los gonadotropos presentan 
una respuesta a la que se le denomina no canónica, en donde la progresión típica 
observada in vitro no se aprecia; mientras que el 3.6% de los gonadotropos presenta 
una respuesta transitoria a la que se le denomina atípica34,35. Además, también 
indican que no hay un número constante de gonadotropos que responda a GnRH, 
pero hay un número creciente de células responsivas conforme la concentración de 
GnRH aumenta; también, la respuesta ante el GnRH varía considerablemente de 
una célula a otra. Por otra parte, este porcentaje varía en preparaciones tisulares 
de ratones machos a los 15 y 45 días de castración, lo que sugiere que estos 
patrones de respuesta están modulados por factores parácrinos y sistémicos; lo que 
demuestra nuevamente la plasticidad de esta población celular a los requerimientos 
fisiológicos.9,31,34,35 

Redes endócrinas y vasculatura 
Las células endócrinas forman redes tridimensionales que pueden ser homotípicas, 
conformadas por células del mismo grupo endócrino, o heterotípicas, conformadas 
por distintos grupos endócrinos y células no endócrinas. Estas redes facilitan y 
promueven la coordinación de miles de células que responden a diferentes factores 
y permiten una adecuada secreción hormonal.  

La generación de un pulso hormonal no solo representa una fuerte demanda 
energética para miles de células, sino que también implica la entrada coordinada y 
precisa de una gran cantidad de hormona al torrente sanguíneo. Por este motivo, 
no es difícil suponer que la vasculatura también esté implicada en la organización 
de la glándula y que su relación con las redes celulares sea indispensable para la 
hipófisis. Se ha demostrado que existe una relación espacio-temporal entre la 
actividad endócrina y cambios en el flujo sanguíneo, que permite el 
reaprovisionamiento energético y el coordinado paso de la hormona al torrente 
sanguíneo36,37. 

Diversos estudios demuestran que existe una estrecha relación entre la vasculatura 
y las células endócrinas hipofisiarias. Más interesante aún, la relación de cada eje 
neuroendocrino con la vasculatura es diferente38. De manera particular, en el adulto, 
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los somatotropos se encuentran próximos a la vasculatura en cúmulos o bien en 
hileras de células. En contraste, los lactotropos se encuentran dispuestos en una 
posición que asemeja un panal. Los corticotropos presentan citonemas que los 
mantiene en contacto con el espacio perivascular. Mientras que los gonadotropos 
se encuentran intímamente ligados a la vasculatura, forman cúmulos, y también se 
ha demostrado que presentan protrusiones similares a la de los corticotropos para 
mantenerse en contacto con la vasculatura durante fases claves del ciclo 
reproductivo como el diestro y el proestro (Fig 12). El hecho de que cada grupo 
celular endócrino tenga un arreglo específico en relación a la vasculatura, 
probablemente tenga una consecuencia directa en los niveles y la temporalidad en 
la que las hormonas son secretadas33,36,39. 

Las redes homotípicas son de relevancia funcional ya que integran, amplifican y 
propagan las señales que provienen del hipotálamo38. Por ejemplo, estudios 
realizados con imagenología de calcio en rebanadas de tejido hipofisiario de ratón 
demuestran que los somatotropos responden a los estímulos de GHRH con un 
incremento en la [Ca2+]i de carácter oscilatorio y una coordinación temporal, lo cual 
permite secretar en grandes cantidades de manera precisa 37,38. Por su parte, en la 
red de lactotropos, durante la lactancia, se presenta una proliferación e hipertrofia 
celular que permite responder al incremento en la demanda de secreción de PRL. 
Además, una vez que cesa el estímulo de la lactancia, los cambios en la red se 
mantienen y mejora en términos de conectividad de manera experiencia-
dependiente38,40  

Figura 12 Cambios en la relación de los gonadotropos con la vasculatura de acuerdo al ciclo estral. Las células endócrinas forman redes 
con un arreglo tridimensional y se relacionan de manera distintiva con la vasculatura. Esta relación se altera según el estatus 
fisiológico. En el caso de lo gonadotropos se observa que forman hileras que se alinean con los capilares y hacen contacto directo con 
ellos a través de protrusiones en el proestro. Tomado de Le Tissier, et. al., 2017 

Diestro Proestro 
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Por otro lado, también se sabe que las redes homotípicas pueden interactuar entre 
ellas. La comunicación entre las células endócrinas de diferentes tipos, así como su 
interacción con células no-endócrinas como las células folículo estrelladas, puede 
modificar la producción hormonal y facilitar la comunicación entre células 
endócrinas38. Aunado a lo anterior, estudios recientes afirman que la pérdida de un 
tipo específico de célula endocrina tiene influencia en la organización de las demás 
redes. Por ejemplo, se ha observado que la población de gonadotropos presenta 
hiperproliferación e hipotrofia tras la alteración de la diferenciación de corticotropos 
en ratones transgénicos38,41. También se ha discutido la importancia de la relación 
entre gonadotropos y lactotropos debido a que el desarrollo y organización espacial 
de los lactotropos se afecta tras la ablación de la población de gonadotropos39. 

Tanto las redes homotípicas y heterotípicas, así como la interacción entre ellas, y 
su relación con la vasculatura podría proporcionarle robustez y conectividad a la 
glándula que permitiese una correcta comunicación y coordinación espacio-
temporal de la actividad de todos sus componentes para asegurar la generación de 
pulsos hormonales y la correcta respuesta ante cambios en la demanda 
fisiológica38,39,42.  

Organización funcional de gonadotropos  
La mayoría de estudios sobre el comportamiento de células endocrinas para la 
formación de pulsos hormonales dentro del contexto tisular se ha realizado en 
somatotropos y lactotropos37–40,42. No obstante, de manera reciente, un estudio 
exploro la regionalización de los patrones de Ca2+ en preparaciones tisulares de 
ratón macho. De esta manera, se confirmó que existe una regionalización funcional 
en los gonadotropos y así como la respuesta con patrones de Ca2+ similares tienden 
a formar grupos anatómicamente cercanos delimitados por la vasculatura. También, 
se observó que todos los patrones de Ca2+ se presentan con una sola dosis de 
GnRH ([10 nM]). Además, este mismo estudio exploró la organización de las células 
en un arreglo tridimensional utilizando rebanadas tisularesy encontró diferencias 
principalmente entre la región ventral y la dorsal. El hecho de que se puedan generar 
distintos patrones a una sola dosis de GnRH aunado a la organización y 
sincronización de las células, podría otorgarle a la glándula cierta robustez y 
plasticidad, que resulte ventajosa para satisfacer las necesidades del organismo al 
generar un pulso de LH y FSH, mientras se produce más hormona para el siguiente 
pulso34,35. 
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En hembras, la ovulación es un evento cíclico que representa una demanda 
fisiológica y que es dependiente de un pico hormonal de LH. Dados los 
antecedentes observados en otras redes endócrinas y el hecho de que 
probablemente los diferentes patrones de calcio codifiquen para diferentes acciones 
en la célula es razonable asumir que, durante las diferentes fases del ciclo 
reproductivo, se observen diferentes patrones de organización en la red de 
gonadotropos. Así pues, es posible pensar que durante el proestro, la fase donde 
se presenta el pulso de LH, la red de gonadotropos presente una mayor 
sincronización temporal y de patrones de respuesta de Ca2+ para lograr dicho 
fenómeno; mientras que durante condiciones hormonalmente estables y sin picos, 
como el diestro la sincronía se encuentre disminuida.  
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HIPÓTESIS 
Dada la demanda fisiológica que el proestro representa, tanto en la región ventral 
como dorsal de la hipófisis, se observarán un mayor número de gonadotropos con 
actividad espontánea y que responden a un estímulo de GnRH (10 nM). Se espera 
que haya un índice de correlación mayor de la actividad de calcio intracelular en 
éstas células en el proestro en comparación con el diestro. 

OBJETIVO 
Caracterizar las diferencias en la dinámica de Ca2+ intracelular en las regiones 
ventral y dorsal de la hipófisis de ratón hembra durante el proestro y el diestro.  

Objetivos particulares 

- Registrar ex vivo la actividad intracelular de Ca2+ de los gonadotropos, de la 
región ventral y dorsal de la hipófisis ante la exposición a GnRH, de ratones 
hembra Balb/C durante el proestro y diestro.  

- Determinar la proporción de gonadotropos, que responden a GnRH, de 
ratones hembra Balb/C durante el proestro y diestro.  

- Determinar la proporción de patrones de respuesta de Ca2+ (transitoria, 
bifásica y oscilatoria) de los gonadotropos, en la región ventral y dorsal de la 
hipófisis en ratones hembra Balb/C durante el proestro y diestro. 

- Evaluar la similitud en la respuesta de Ca2+ intracelular por medio de la 
obtención de un coeficiente de correlación.  

- Comparar los resultados obtenidos entre el proestro y diestro para ambas 
regiones. 
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MÉTODO 
Animales 

Se emplearon 12 ratones hembra de la cepa Balb/C de dos meses de edad. Los 
animales se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM, con un 
ciclo de luz/obscuridad 12:12, a temperatura constante (22°C) y con acceso a agua 
y alimento ad libitum. El cuidado y manejo de la reproducción de los animales se 
realizó en conformidad con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y el 
protocolo aprobado por la Comisión de ética y responsabilidad científica de la 
Facultad de Ciencias (número PI_2019_02_17). 
 
Determinación de la fase del ciclo estral 

La fase del ciclo se determinó de acuerdo a lo propuesto por Caligioni30. Se 
realizaron citologías vaginales diariamente durante una semana para constatar la 
regularidad del ciclo estral en los animales. Pasado este periodo de tiempo, se 
descartaron aquellos animales que no tuvieran un ciclo regular. En este caso, se 
trabajó con 6 animales en diestro y 6 en proestro.  
 
Imagenología de calcio 

 Aquellos animales que se encontraron en proestro o diestro se anestesiaron vía 
intraperitoneal con pentobarbital sódico (120 mg/kg) y sacrificados por decapitación. 
La hipófisis fue inmediatamente extraída y embebida cuidadosamente en agar al 
3% (Invitrogen; Eugene Or, USA) preparado en solución fluido cefalorraquídeo 
artifical (ACSF; NaCl 118 mM, KCl 3.01 mM, HEPES 1.09 mM, NaHCO3 2.5 mM, D-
(+)-glucosa 11 mM, CaCl2 2.5 mM, MgCl2 4.8 mM, pH 7.3-7.4). Una vez solidificado 
el cubo de agar, se colocó en una platina de vibratomo (Leica VT1000S). El 
recipiente del vibratomo se llenó con ACSF fría (@4ºC). Se obtuvieron rebanadas de 
130 µm de grosor y se registraron únicamente la región ventral y dorsal. 
 
Las rebanadas correspondientes a la región ventral (RV) y dorsal (RD) se incubaron  
durante 30 minutos en ACSF con el sensor intensiométrico de Ca2+ Fluo 4-AM 
(Invitrogen, Eugene, OR, EUA), 22 µM, 0.1% de dimetilsulfòxido (DMSO; Sigma, St. 
Louis, MO, EUA) y 0.2% de  ácido plurónico F-127 (Sigma, St. Louis, MO, EUA), en 
condiciones de completa obscuridad a 37°C y una atmósfera de 95% O2 y 5% CO2.  
 
Posteriormente, para el marcado de capilares, la hipófisis se incubó durante 5 
minutos en ACSF y lectina Riccinus communis acoplada a rodamina. Esta 
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incubación, también se llevó a cabo en completa obscuridad a 37°C y una atmósfera 
de 95% O2 y 5% CO2. Una vez terminada la incubación la glándula se lavó con 
ACSF y montada en una cámara de plexiglás previamente tratada con poly-L-lisina 
al 30% (Sigma, St. Louis, MO, USA) donde fueron perfundidas constantemente con 
ACSF, para proceder con el registro de respuesta a GnRH. 
 
El registro de imagenología de calcio se realizó con ayuda de un microscopio 
estereoscópico de epifluorescencia (Leica M25 FA) equipado con un objetivo de 20x 
y una lámpara de mercurio como fuente de iluminación. Se empleó un filtro de 
excitación de 488nm y uno de emisión de 510 nm para observar la fluorescencia 
emitida por el Fluo 4-AM. Se obtuvieron secuencias de 600 imágenes, tomadas a 
200 ms de exposición, con ayuda de una cámara CCD enfriada (CoolSnap HQ2).  
 
Se obtuvieron tres registros: la actividad basal de las células durante un minuto al 
recibir perfusión constante de ACSF; la actividad de las células en respuesta a un 
estímulo de GnRH (10 nM) aplicado durante 30 s y por último, la actividad de las 
células en respuesta a un estímulo de solución de alto potasio (KCl, 140 mM) 
aplicado durante 30 s. Este último con el fin de verificar la viabilidad de las células 
al finalizar el experimento (Fig 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Análisis de datos 

Se utilizó el paquete de Fiji software de procesamiento de imágenes de ImageJ para 
hacer la selección de células que respondan a GnRH. A través de este programa 
se obtuvieron valores relativos de la intensidad de Ca2+ intracelular de cada célula 
a partir de las secuencias de imágenes capturadas en el microscopio. El cien por 
ciento de las células fue determinado con base en el número de células que 
respondieron al tratamiento con solución de alto potasio al final del experimento.  
 
Posteriormente, con ayuda del software de análisis de datos Igor Pro (Wavemetrics, 
Lake Oswego, OR, EUA) se procesaron los datos obtenidos para graficar los 
cambios en la concentración de Ca2+ intracelular y compensar el 
fotoblanqueamiento del fluoróforo. Se utilizaron rutinas generadas por el Dr. Pierre 
Fontanaud (Institut de Génomique Fonctionnelle, Montpellier, Francia) y por el Dr. 

Basal 
10 s 

GnRH 
30 s 

ACSF 1 m 
80 s 

Basal 
10 s 

KCl   
30 s  

ACSF 1 m 
30 s 

Basal 1 m 

Reposo 3 m Reposo 3 m 

Figura 14. Protocolo de registro de la actividad de calcio intracelular. Se muestra el orden y tiempos con los que se tomaron las 
películas para actividad basal, estímulo con GnRH 10 nM y alto postasio (KCl).  
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León Islas (Facultad de Medicina, UNAM). Con las gráficas obtenidas se 
identificaron y contabilizaron los patrones de respuesta de los gonadotropos.  
 
Con ayuda del software Origin Pro9 (Microcal software), se obtuvo el coeficiente de 
correlación entre gonadotropos de una misma agrupación y todos los gonadotropos. 
Los datos obtenidos serán sometidos a una ANOVA y una prueba post hoc para 
evaluar las diferencias entre las condiciones experimentales. Este análisis se llevó 
a cabo con ayuda del software Prisma 8.  
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RESULTADOS 

Proporción de gonadotropos 
Debido a que la secreción hormonal es un proceso dependiente de Ca2+, la técnica 
de imagenología de calcio resulta útil pues nos permite observar los cambios en la 
[Ca2+]i de cientos de células a través del tiempo, conservando el contexto tisular. 
Utilizando el indicador sensible a Ca2+ Fluo 4-AM es posible observar la respuesta 
de las células al estímulo hormonal al igual que la actividad basal; además, con la 
tinción de lectina es posible observar y estudiar el acomodo de los gonadotropos en 
relación con la vasculatura. En la fig 14 observamos un ejemplo de la glándula tras 
haber sido incubada con Fluo 4-AM y con lectina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se observó que en la RV había gonadotropos agrupados cercanos a la entrada de 
la vasculatura, donde se encuentran los capilares de mayor calibre. Además los 
gonadotropos de esta región se notaban de mayor tamaño que aquelos de la RD.  

C) 

Figura 14 Imagenología de Ca2+ Gracias a esta técnica podemos estudiar el comportamiento de cientos de células conservando el contexto 
tisular y la topología.  A) Se presenta la imagen de una glándula tras el protocolo de incubación con Fluo 4-AM (verde) y lectina (rojo).  B) 
Actividad basal de los gonadotropos. C) Respuesta de los gonadotropos ante estímulo con GnRH. D) Respuesta de las células ante estímulo 
con alto potasio. E) Cambios en la intensidad de fluorescencia de 400 gonadotropos en respuesta a GnRH. En el segundo 30 podemos ver 
un aumento en la intensidad de fluorescencia; estos cambios corresponden a un aumento de la [Ca2+]i  
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Para conocer la proporción de gonadotropos responsivos se seleccionaron 
manualmente aquellas células que tuvieran cambios en la intensidad de 
fluorescencia (ΔF)  en respuesta a GnRH 10 nM y fueron identificadas como 
gonadotropos; ya que el Fluo 4-AM es un indicador de calcio, estos cambios indican 
un aumento en la [Ca2+]i. La viabilidad celular fue evaluada con el estímulo de alto 
potasio al finalizar el experimento, para el análisis únicamente se tomaron en cuenta 
las células que también respondieran a este estímulo.  

El porcentaje de gonadotropos responsivos se calculó tomando a las células con 
respuesta al estímulo de alto potasio como 100%. En términos de región se 
observaron diferencias significativas (P<0.0001) para ambas condiciones siendo 
que en el proestro en RV se hallaban el 57.35 ± 9.8 por ciento del total de células y 
en la RD el 23.46% ± 9.1 por ciento del total de las células (Fig 15A). En el diestro 
también la mayoría de las células se encontraban en la RV con el 41.12 ± 9.25 por 
ciento del total de células mientras que en la RD tan sólo había el 15.21 ± 6.6 por 
ciento del total de células (Fig 15B). Al comparar entre proestro y diestro solo se 
encontraron diferencias significativas (P=0.0028) entre las células de la RV (Fig 
15C).  

Figura 15 Proporción de gonadotropos con respecto a la condición fisiológica en las regiones dorsal y ventral.  (A) Diferencias 
significativas (P<0.0001) entre la proporción de gonadotropos con respuesta a GnRH entre la región ventral y dorsal en el proestro. (B) 
Diferencias entre la proporción de gonadotropos con respuesta a GnRH entre la región ventral y dorsal  en el diestro (P<0.0001). (C) Por 
último,  diferencias significativas en la proporción de gonadotropos observada en la región ventral entre proestro y diestro (P=0.0028). 
Los datos fueron analizados con una ANOVA de 2 vías y pruebas post-hoc de Sidak. n=6 porcentajes (± SD)  
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Actividad basal 
Como mencioné en la introducción, la literatura sugiere que la actividad espontánea  
mantiene a las células en un estado cercano al umbral de secreción. Dado que se 
están evaluando dos estadios fisiológicos en el que la demanda de secreción es 
distinta, resulta importante evaluar si existen diferencias en cuanto a la proporción 
de células con actividad espontánea. Para esto, se obtuvieron registros de 300 
imágenes en los que la glándula fue perfundida únicamente con ACSF; se 
obtuvieron gráficas como las de la figura 16A se utilizaron aquellas células que ya 
habían sido identificadas como gonadotropos en los registros de GnRH. En esta 
gráfica, cada línea representa una célula y nos permite ver el comportamiento 
poblacional en los ΔF a través del tiempo. Al mismo tiempo, de esta gráfica se 
pueden extraer gráficas, como la de la figura 16B, para observar los ΔF de manera 
individual. Todas aquellas células que presentaron cambios en la intensidad de 
fluorescencia se consideraron como células con actividad espontánea.  
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Figura 16 Gráfica multicelular y unicelular de registro de actividad espontánea. A) Gráfica multicelular en donde se 
representan los cambios en la intensidad de gonadotropos durante un registro de actividad espontánea. B) Gráfica 
representativa  de la actividad espontánea de un gonadotropo.  
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Figura 17 Porcentaje de gonadotropos con actividad espontánea. No se presentaron diferencias significativas en el número de células 
con actividad espontánea (AE) entre regiones. Sin embargo, sí se observan diferencias entre ambas condiciones para la dorsal (P=0.0434) 
y para la ventral (P=0.0073) . Los datos fueron analizados con una ANOVA de 2 vías y una prueba post-hoc Sidak (p<0.05). n= 6, Porcentajes 
(±SD) 

En términos de región no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, en 
términos de condición sí se observaron diferencias significativas en ambas regiones, 
siendo que en el proestro siempre se observó un mayor número de células con 
actividad espontánea. Para la RD en el proestro había un mayor número de células 
con AE (39.70 ± 7.3 por ciento del total de gonadtropos) a comparación del diestro 
(2.59 ± 7.4 por ciento del total de gonadotropos) (P=0.0434). Lo mismo sucede en 
la RV, donde el proestro hay un mayor número de células con AE (44.58 ± 18.05 
por ciento del total de los gonadotropos) en comparación con el diestro (20.57 ± 
14.2 por ciento del total de gonadotropos en el diestro) (P=0.0073) (Fig 17). 

Patrones de respuesta  
Como mencioné anteriormente, aquellas células que presentaran cambios en la ΔF 
en respuesta a GnRH 10 nM fueron identificadas como gonadotropos (Fig 18). 
Además, también cada célula fue graficada de manera individual haciendo posible 
su clasificación según sus características de latencia y frecuencia en oscilatorias, 
bifásicas o transitorias. 
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Figura 18 Patrones de respuesta de calcio intracelular de gonadotropos en respuesta a estímulo con GnRH.  A) Respuesta transitoria 
B)Bifásica o mixta, C) Oscilatorias y D) Gráfica que muestra los cambios en la intensidad de fluorescencia de 400 gonadotropos en 
respuesta a GnRH. La marca amarilla muestra el tiempo de entrada de GnRH. 

Para ambas condiciones y regiones se observaron los tres tipos de patrones. Los 
resultados se analizaron de tal forma que dentro de una misma condición se 
compararon las diferencias entre regiones y entre patrones. En el proestro se 
observaron diferencias significativas entre regiones, puesto que había un mayor 
porcentaje de células en la RV. Sin embargo, es interesante hacer notar que dentro 
de la RD no había diferencias significativas entre patrones bifásicos (47.7% ± 12.6 
del total de gonadotropos) y oscilatorios (51.1% ± 13.4 del total de gonadotropos). 
Mientras que, en la RV había una predominancia  
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marcada de patrones bifásicos (75.3% ± 14.4 del total de gonadotropos) y muchas 
menos con patrón oscilatorio (24.98% ± 14.5 del total de gonadotropos) (Fig 19A). 
Por otro lado, en el diestro no se observaron diferencias signficativas entre regiones, 
ni dentro de la misma región. Se mantenían porcentajes bastante similares  
oscilatorias (44.2% ± 30.8 en la RD; 50.08% ± 23.6 en la RV) y bifásicas (54.5% ± 
31.6 en la RD; 48.6% ± 23.6 en la RV) (Fig 19B).  

 

Figura 19 Diferencias en el porcentaje de patrones de respuesta de Ca2+ entre la región dorsal y ventral. A) Diferencias en la 
proporción para el proestro. No se observan diferencias significativas dentro de la región dorsal para los patrones bifásicos y 
oscilatorios. Las células con respuesta transitoria presentan un porcentaje muy bajo (1.2% ± 2.3); En la región ventral, en comaparación 
con la dorsal, hay un mayor número de células (p<0.0001). Dentro de la región ventral, se observo un mayor número de células con 
patron bifásico (p<0.0001), también había un bajo porcentaje de células con respuesta transitoria (0.5% ± 0.4). B) Diferencias en la 
proporción para el diestro. En diestro no se observaron diferencias significativas entre regiones, ni dentro de la misma región. Había 
un porcentaje muy bajo de células con respusta transitoria tanto en la dorsal (0.6% ± 0.7) y en la ventral (1.3% ±2.09). Los datos fueron 
analizados con un ANOVA de 2 vías y prueba post-hoc de Tuckey (p<0.05) 
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Por otro lado, también se comparó entre condiciones para la misma región. En la 
RD no se obtuvieron diferencias significativas entre el diestro y el proestro, pero 
para la RV sí (Fig 20).  

Correlación de actividad 
Para determinar si los gonadotropos presentan una mayor sincronización temporal 
se realizó un análisis en el que se evaluó la similitud entre los patrones de 
respuesta. Se obtuvieron coeficientes de correlación de Pearson correspondientes 
a los cambios en la intensidad de fluorescencia de los gonadotropos. Para ello se 
comparó la respuesta de cada gonadotropo en cada muestra contra el resto de 
gonadotropos y se obtuvo un promedio, de esta forma se obtuvo un valor de 
coeficiente de correlación promedio por cada muestra. Con el fin de obtener datos 
más precisos, únicamente se tomaron en cuenta aquellos valores que 
correspondieran a la respuesta a GnRH, en la figura 21 se muestra el ejemplo de 
una gráfica representativa de la respuesta oscilatoria de un gonadotropo, y en 
amarillo se ilustra la parte de la gráfica que fue tomada en cuenta para el análisis 
de correlación. 

 

 

 

 

Figura 20 Porcentaje de respuesta entre condiciones por región. A) En la región ventral  se observaron diferencias significativas 
(p=0.001) para los patrones bifásicos y oscilatorios. B) En la región dorsal no se encontraron diferencias significativas entre las dos 
condiciones. Los datos fueron analizados con un ANOVA de 2 vías y prueba post-hoc Tuckey (p<0.05)  
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Al comparar entre regiones para una misma condición no se encontraron diferencias 
significativas. Sin embargo, para la RV sí se observaron diferencias significativas 
entre el diestro y proestro (P=0.0457). En el proestro el índice de correlación 
promedio es mayor (0.64 ± 0.1) que en el diestro (0.39 ± 0.2). (Fig 22).  
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Figura 21 Sección seleccionada para el análisis de correlación. En esta gráfica de un gonadotropo con respuesta de carácter oscilatorio 
en amarillo se encuentra seleccionada la parte de la gráfica que fue tomada en cuenta para el análisis de correlación.  Los valores 
correspondientes a esta selección, de todos los gonadotropos, fueron sometidos a un análisis de correlación en donde se obtuvieron 
coeficientes de correlación de Pearson.  

Figura 22 Índice de correlación de respuesta de Ca2+ Se obtuvieron índices de correlación promedio para ambas condiciones en la 
región dorsal y ventral. En la región dorsal no se observaron diferencias significativas (0.454 ± 0.2 en proestro y 0.33 ± 0.1 en 
diestro). Sin embargo, sí se observaron diferencias significativas en la región ventral siendo que el índice de correlación es más alto 
durante el proestro. Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos vías y prueba post-hoc Sidak (P=0.0457).  Coeficiente 
promedio de correlación (±SD) 
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DISCUSIÓN 

Proporción de gonadotropos según la fase del ciclo 
estral 

El presente trabajo permitió caracterizar el comportamiento de los gonadotropos 
durante dos fases clave de la reproducción. La primera pregunta a tratar era si, en 
efecto, se presentaban un mayor número de gonadotropos con respuesta a GnRH 
durante el proestro. Los resultados de este trabajo indican un porcentaje mucho 
mayor de gonadotropos con respecto a lo que reporta la literatura (10 – 15%), sobre 
todo para la RV. No obstante, se debe tomar en cuenta que se consideraron 
únicamente dos regiones de la glándula, por lo que el número total considerado 
como el 100% de células es mucho menor que el reportado para la glándula entera. 
Por otra parte, en la RV se ha visto que existe una mayor concentración de 
gonadotropos por medio de inmunohistoquímicas33,41. Así pues, es posible inferir 
que el porcentaje indicado es significativamente más alto al hacer la comparación 
entre regiones. 

Por otro lado, resulta interesante que en la RV el porcentaje de gonadotropos es 
significativamente más alto durante el proestro. Una posible explicación es que, esta 
fase es precedida por altas concentraciones de estrógenos, sobre todo de E2. 
Durante esta fase del ciclo el E2 ejerce un asa de retroalimentación positiva en el 
hipotálamo y favorece la producción de LH29,43. Algunos estudios han realizado 
pruebas en las que los gonadotropos son expuestos a un tratamiento de larga 
duración con E2 y se observa un incremento en el número de gonadotropos que 
responden a GnRH33,44. Por otro lado, algunos estudios correlacionan los niveles 
del mRNA del GnRHR con las fases del ciclo estral y se ha encontrado que los 
mayores niveles se observan en el diestro tardío y el proestro temprano33. El E2 
ejerce una acción directa sobre la hipófisis aumentando la responsividad de los 
gonadotropos a su secretagogo al incrementar la síntesis del GnRHR y por tanto, 
disminuye la concentración necesaria de GnRH para producir una respuesta de 
Ca2+ que evoque la secreción20. 
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La mayoría de estos estudios han sido realizados en cultivo, lo cual remueve por 
completo el contexto tisular. Con este trabajo demostramos que aún en el contexto 
tisular esta relación entre la sensibilidad de las células y la fase del ciclo estral se 
mantiene. Además, aunque harían falta inmunotinciones y un análisis más fino para 
comprobarlo, fue notable que las células se hallaban más próximas a la vasculatura 
durante el proestro. 

Actividad espontánea  
Para este trabajo se emplearon técnicas que nos permitieron registrar la actividad 
de miles de células simultáneamente manteniendo el contexto tisular. Bajo estas 
condiciones de trabajo, nuestros experimentos demuestran que existe un mayor 
número de gonadotropos con AE durante el proestro, en ambas regiones, ya que 
representan casi la mitad de la población de gonadotropos.  

Se sabe que la AE en gonadotropos genera señales de entre 20-70 nM45 en la [Ca2+]i 
y que a partir de una concentración de 300 nM se observa exocitosis, sin embargo, 
se requiere de una concentración de 16 µM para la secreción significativa de 
hormonas20. Por lo tanto, este tipo de actividad no produce secreción en estas 
células24,46. A pesar de que diversos autores han estudiado la AE y la han 
comparado con la actividad en respuesta a un agonista en los gonadotropos, aún 
no se tiene muy clara la función que cumple en estas células.  

La literatura propone que la AE mantiene a los reservorios con la carga necesaria 
de Ca2+, de tal forma que cuando se tiene un estímulo la secreción se lleve a cabo 
adecuadamente23,24,46,47. Por lo tanto, tiene sentido que durante el proestro haya un 
mayor número de gonadotropos con AE, puesto que de esta forma mantienen los 
reservorios listos para que llegado el momento de producir el pulso preovulatorio de 
LH no existan deficiencias en la cascada de señalización y sea posible secretar la 
cantidad de hormona requerida.  

Diferencias en los patrones de calcio intracelular  
Se ha demostrado que con GnRH 10 nM en preparaciones tisulares de ratón macho 
es posible observar los tres tipos de patrones de respuesta de calcio intracelular34,35. 
Con este trabajo observamos también los tres tipos de patrones, sin embargo, los 
patrones bifásicos y oscilatorios se presentaron en mayor proporción para ambas 
regiones y condiciones.  
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En el proestro se observó una mayor proporción de células con patrón bifásico en 
la RV. Sin embargo, en RD no se observó la predominancia de ningún patrón siendo 
que la proporción era casi del 50/50 entre bifásicos y oscilatorios. Al ser comparados 
estos resultados con los obtenidos para el diestro es muy notable que la proporción 
de respuestas para esta condición parece que siempre está en 50/50 para ambas 
regiones. Esto resulta interesante sobre todo porque en resultados obtenidos en 
ratones macho35 se observa un cambio progresivo en el que de la RV a la RD se 
invierte el porcentaje de células con patrón bifásico a oscilatorio.  

El significado funcional de los patrones de respuesta de [Ca2+]i sigue siendo 
desconocido. Según los experimentos de Leong y Thorner, la respuesta bifásica 
está asociada a la secreción de LH y la oscilatoria está asociada a la producción de 
LHb18,32. Sin embargo, estos experimentos se realizaron en cultivo y tenían sentido 
ante dosis crecientes de GnRH, mientras que nuestros resultados demuestran que, 
en efecto, hay un mayor número de células con respuesta bifásica durante el 
proestro, pero no para ambas regiones. Aunado a lo anterior, durante el diestro no 
se encontró una mayor proporción de respuesta oscilatoria. Asimismo, también está 
reportado en la literatura que ambos patrones pueden provocar la secreción 
hormonal y que un mismo gonadotropo puede responder con patrones distintos en 
lapsos cortos de tiempo9.  

Por lo tanto, basados en estos resultados, parece más bien que los patrones que 
exhiben las células tienen más que ver con características que les confiere el 
contexto tisular en determinados momentos de exigencia fisiológica, como el ciclo 
estral. Por ejemplo, podrían existir cambios en los mecanismos internos, como el 
oscilador citoplasmático, que faciliten la presencia de respuestas de tipo bifásico u 
oscilatorios, lo cual dependerá del contexto fisiológico (como las altas 
concentraciones de E2 durante el proestro). Otro factor que podría contribuir es la 
vasculatura. Al respecto, se ha observado que en la hipófisis las células forman 
grupos cercanos delimitados por la vasculatura y que ésta también juega un papel 
importante durante el pulso de LH48,49. Entonces, puede ser que este aumento en el 
porcentaje del patrón bifásico este dado por una combinación de diversos factores 
que se presentan en el proestro y que facilitan la coordinación y organización de los 
gonadotropos. 

El hecho de que la predominancia de un patrón se observe únicamente en la RV 
podría deberse a que en esta región hay un mayor número de gonadotropos que, 
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además, están más cercanos a la entrada de la vasculatura. Puede ser que los 
factores parácrinos y autócrinos que regulan a los gonadotropos se dan 
diferencialmente dependiendo de la región7. Además, también es posible pensar 
que los gonadotropos de la RV y la RD contribuyen a aspectos diferentes de la 
secreción y producción hormonal. Lo anterior debido a que provienen de ondas de 
migración celular distintas, de las cuales aún no se sabe el significado funcional. 
Durante el desarrollo del organismo los primeros en establecerse son aquellos de 
la RV, los cuales forman grupos celulares que migran y forman cadenas que se 
extienden hacia la región central de la glándula, mientras que las células de la RD 
se establecen en una etapa postnatal y no se extienden a la región central.19  

Por otro lado, que en hembras (ni en proestro o diestro) se presente esta inversión 
en la proporción de patrones bifásico a oscilatorio, como en machos, indica que la 
organización funcional de estas células en machos y hembra es totalmente distinta. 
Esto puede ser clave en el estudio de enfermedades relacionadas con 
hiperandrogenismo como los desórdenes ovulatorios y/o el síndrome de ovario 
poliquístico50.  

Correlación en la actividad celular 
S ha observado que los gonadotropos forman grupos delimitados por vasculatura y 
que dichos grupos presentan actividad similar y coordinada35. También que los 
grupos celulares endócrinos tienden a formar grupos para dar respuestas 
coordinadas antes una demanda fisiológica37,49. En este trabajo no se realizó un 
análisis por grupos, pero es posible pensar que dentro del contexto del proestro, en 
donde se presenta una demanda fisiológica mayor las células presenten una 
sincronización mayor que en el diestro.  

En nuestros resultados confirmamos que existe un índice de correlación promedio 
significativamente mayor en la RV durante el proestro. En RD no se observan 
diferencias significativas con respecto al diestro, esto podría explicarse dado que en 
esta región hay un menor número de células y por lo tanto se forman menos grupos 
y hay mayor número de células individuales.  
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CONCLUSIONES 
En este trabajo se muestra por primera vez la caracterización de la actividad de Ca2+ 
intracelular en gonadotropos en hembras durante proestro y diestro. Obtuvimos 
resultados que concuerdan con lo reportado en la literatura como la proporción de 
gonadotropos en las diferentes fases del ciclo y la presencia de los tres tipos de 
patrones ante una sola dosis de GnRH.  

Sin embargo, observamos que durante el proestro había un mayor número de 
células con AE tanto en la región ventral como en la dorsal. Lo cual podría indicar 
que las células se mantienen cerca del umbral de secreción y mantienen los 
reservorios de Ca2+ intracelular listos para la llegada del agonista y poder secretar 
adecuadamente. También observamos que en el proestro existe un mayor número 
de gonadotropos con respuesta bifásica en la región ventral, mientras que en la 
región dorsal y durante el diestro (ambas regiones) se mantiene una proporción 
equilibrada entre las respuesta bifásica y la oscilatoria. Adicionalmente, 
demostramos que estas características de regionalización y proporción de los 
distintos patrones está completamente diferenciada que la reportada en machos, lo 
que abre la puerta a nuevas investigaciones sobre enfermedades asociadas a 
hiperandrogenización. Por último, de acuerdo a nuestra hipótesis, hubo un mayor 
índice de correlación en proestro que en diestro, esto indica un mayor grado de 
sincronización y organización de las células. Todos estos resultados son muestra 
de una organización interna en la glándula que contribuye a la generación del pulso 
hormonal de LH y que, por lo tanto, este pulso no puede ser consecuencia 
únicamente de la concentración de GnRH.  

Todos los resultados obtenidos con este trabajo son interesantes y abren la puerta 
a nuevas líneas de investigación que exploren de forma más específica la 
funcionalidad de los patrones de respuesta de [Ca2+]i, los índices de correlación a 
nivel de nicho vascular. Además, también sería interesante realizar 
inmunohistoquímicas que nos permitan conocer la relación de las células con la 
vasculatura y su tamaño en las diferentes condiciones. Finalmente, también sería 
interesante medir la secreción en las diferentes regiones de la glándula para poner 
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a prueba la hipótesis de que las diferentes regiones contribuyen de manera 
diferencial a la secreción hormonal y producción de LHb.  
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