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RESUMEN 
El estradiol es una hormona secretada por el ovario, una de sus muchas 

funciones es la relacionada con la reproducción.  

En la rata, el 17β-estradiol se une tanto al receptor a estrógenos alfa (REα) 

como al beta (REβ), a través de ellos regula la secreción de la hormona liberadora de 

las gonadotropinas (GnRH). A su vez, la GnRH  regula la secreción de la Hormona 

Luteinizante (LH) y la Hormona Folículo Estimulante (FSH),  las que estimulan en el 

ovario la secreción de hormonas esteroides (17 -estradiol (E2) y progesterona (P4)), la 

diferenciación y el desarrollo del folículo y la ovulación. El E2 y la P4 regulan la 

secreción de la GnRH, FSH y LH. El hipotálamo, en específico el área preóptica-

hipotalámica anterior (POA-AHA) regula  de manera asimétrica la ovulación. En la 

fase del estro, el bloqueo del REα en la porción izquierda de POA-AHA aumenta el 

porcentaje de animales que ovulan en el ciclo inmediato (Vázquez 2011).  

 

Con el propósito de estudiar algunos de los mecanismos que conducen a 

estimular la ovulación en ratas con bloqueo del REα del lado izquierdo de POA-AHA, 

en este estudio se analizaron los efectos del bloqueo de los REα en POA-AHA 

izquierda en la mañana del estro, sobre la expresión de ARNm de GnRH en ambas 

porciones de POA-AHA, en la concentración sérica de E2 y P4, la ovulación y en el 

peso de los ovarios y del útero en horas posteriores al tratamiento. 

 

Para lo cual se utilizaron ratas hembras adultas cíclicas de la cepa CIIZ-V, las 

cuales fueron mantenidas en condiciones controladas de iluminación con libre 

acceso a agua y alimento. Estos animales fueron anestesiados entre las 8:30 y 9:30h  

del estro y micro-inyectados entre las 9:30 y 10:30h, con 25µg/1µL de MPP 

(antagonista RE ) o 1µL de Tween 20
®

 (vehículo) en POA-AHA izquierda. Grupos de 

ratas con los dos tratamientos fueron sacrificados por decapitación a las 2, 26, 50,74, 

80, y 98 horas post-inyección para cuantificar la concentración  de E2 y P4 por RIA. En 

la porción  izquierda y derecha de POA AHA se cuantificó la expresión del ARNm de 

la GnRH.  

Con la finalidad de evaluar si el bloqueo del REα modificó la secreción fásica de 

GnRH, un grupo de animales micro-inyectados con el antagonista de los RE  fueron 

inyectadas con 3.7 g/kg peso de LHRH sintética a las 14:00 h del proestro esperado. 



 FES Zaragoza UNAM 

 

 2 

El vehículo provocó disminución del número de ovocitos liberados a las dos 

del tratamiento (9.3±0.7 vs. 12.9±0.7, p<0.01). A las 96 horas (estro esperado)  

disminuyó el porcentaje de animales ovulantes (37.5% vs. 100%), así como la  

concentración de E2 a las 26 horas del tratamiento (20.57±12.75 vs. 76.20±3, 

p<0.001). También la expresión del ARNm de la GnRH disminuyó en ambas porciones 

de POA-AHA (POA-AHA izquierda: 0.54 ± 0 vs. 1.30 ± 0.06; POA-AHA derecha: 0.57 ± 

0.02 vs. 1.37 ± 0.04, p<0.001) a las 50h de inyectar el vehículo, mientras que  este 

efecto se mantiene a las 80 horas del tratamiento, pero solo en la porción izquierda 

de POA-AHA (1.74 ± 0.04 vs. 0.83 ± 0.05).  

El bloqueo del REα incrementó el porcentaje de animales ovulantes con 

respecto al vehículo (83% vs. 37.5%, p<0.01), y redujo la expresión del ARNm de 

GnRH en ambos lados de POA-AHA a las 2 horas  (POA-AHA izquierda: 1.38 ± 0 vs. 

2.04 ± 0.04; POA-AHA derecha: 1.12 ± 0.02 vs. 1.80 ± 0.18, p<0.001), pero a partir de  

las 50 h del tratamiento aumentó progresivamente hasta las 80 h en la porción 

derecha de POA-AHA (26 h: 0.69 ± 0.03; 50 h: 0.88 ± 0.046; 74 h: 0.95 ± 0.04; 80 h: 

1.58 ± 0.03, p<0.05). 

Con base en estos resultados sugerimos que en la fase del estro, el bloqueo de 

los RE  de POA-AHA izquierda estimula los mecanismos neuroendocrinos que 

culminan con la ovulación, a través de estimular la expresión del ARNm de la GnRH, 

especialmente en el lado derecho de POA-AHA, lo que se acompaña en un 

incremento en la secreción de E2. 
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INTRODUCCIÓN 

La ovulación es la etapa final de una serie de eventos regulados por señales 

neuroendocrinas que involucran al sistema nervioso central a la hipófisis  y al ovario. 

El hipotálamo es el “centro nervioso” que inicia con esta cascada de eventos. En la 

rata este “centro nervioso” lo conforman un tipo de neuronas del área preóptica 

hipotalámica anterior (POA-AHA), las cuales secretan la neurohormona llamada 

Hormona Liberadora de las Gonadotropinas o GnRH (por sus siglas en inglés: 

Gonadotrophin Releasing Hormone), cuya secreción es modulada por 

neurotransmisores (como la noradrenalina, la serotonina, la acetilcolina, el ácido 

gama-amino butírico o GABA), hormonas esteroides, péptidos, opioides y 

aminoácidos. La GnRH al actuar en los gonadotropos, sus  células blanco, estimula la 

secreción de la Hormona Luteinizante (LH) y de La Hormona Folículo Estimulante 

(FSH). Estas hormonas actúan en el ovario regulando sus funciones como es el 

crecimiento folicular y la secreción de hormonas esteroides y la ovulación. (Freeman 

2006; Silverman y col, 1998). 

El 17β-estradiol ejerce sus efectos sobre la neurona GnRH al unirse a su 

receptor, el cual puede ser α ó β. En POA-AHA se han identificada ambos, pero las 

neuronas GnRH expresa el REβ y no el REα, sin embargo se ha planteado que este 

último es necesario para que ocurra el feedback positivo o estimulante en la 

secreción de LH y por lo tanto que se dé la ovulación (Rissman y col 1997) 

El control neuro-endocrino ejercido por el hipotálamo sobre la ovulación es 

asimétrico. (Gerendai,  2001). Se ha mostrado que el lado derecho del hipotálamo 

medio basal contiene significativamente más GnRH (Gerendai, 1978), que el lado 

derecho es más receptivo a estradiol (Roy 1987), que el lado derecho del cerebro 

tiene más  neuronas GnRH que el lado izquierdo  (Inase y Machida, 1985). 

  Recientemente se mostró que el bloqueo de los REα del lado izquierdo de 

POA-AHA en la mañana del estro estimula la ovulación (Vázquez, 2011), con el 

propósito de explicar algunos de los eventos neuroendocrinos que culminan con la 

ovulación, en este trabajo se decidió analizar el efecto del bloqueo de los REα sobre la 

ovulación, el peso de los ovarios, la concentración de hormonas esteroides y la 

expresión relativa del ARNm para la GnRH. 
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MARCO TEÓRICO 

La ovulación, definida como la salida de un ovocito del ovario en condiciones 

de ser fecundado, es un fenómeno que ocurre durante parte de la vida  del individuo 

y está regulada por la interacción de múltiples factores neuroendocrinos, muchos de 

los cuales presentan recurrencias periódicas que se presentan con intervalos 

diferentes. (Domínguez, 1993) 

 

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

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

resultado final de estos cambios es el  crecimiento, la maduración y la liberación de 

ovocitos fértiles, así como una conducta sexual que asegura la máxima receptividad 

de la hembra durante la etapa ovulatoria. Esta conducta rítmica que presentan las 

hembras se le llama ciclo del estro o ciclo estral (Kuiper y col, 1996). 

 

CICLO  ESTRAL 

 

El tiempo que transcurre entre dos periodos de celo (estro) se le denomina 

ciclo estral; la duración de éste depende de la especie y de factores ambientales, en 

particular de la duración del ciclo luz-obscuridad (Domínguez, 1993). 

El término “estro” proviene del latín oestrus y éste a su vez del griego “oistros”, 

que significa frenesí. Este término se ha utilizado para describir el período de deseo 

sexual de la hembra y distinguirlo del celo del macho.  

La rata es un mamífero policíclico, es decir, presenta varios ciclos estrales 

durante todo el año, cuya duración promedio es de cuatro a cinco días, lo que 

depende de la especie (Figura 1). El ciclo estral de la rata se ha dividido en cuatro 

fases: diestro-1, diestro-2, proestro y estro (Hrabovszky y col. 2000). 

En la gráfica 1, se muestran las variaciones en la concentración plasmática  de 

P4, E2, LH y FSH que se producen durante durante  el ciclo estral.  

En los días de estro, diestro-1, diestro-2 y la mañana del proestro, las 

concentraciones plasmáticas de gonadotropinas (LH y FSH) se mantienen en 

concentraciones basales, principalmente por el efecto  “feedback negativo” o   

inhibitorio que ejercen los estrógenos y hormonas proteicas, tales como la inhibina. 

Las concentraciones de LH  y FSH circulantes,  si bien son bajas, son suficientes para 
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estimular el crecimiento de los folículos ováricos. Conforme los folículos crecen y 

maduran, la concentración plasmática de E2 aumenta hasta alcanzar su 

concentración máxima en la mañana del proestro, evento también llamado secreción 

preovulatoria de estrógenos o “pico de estrógenos” (Hrabovszky y col, 2000). 

La secreción preovulatoria de E2 estimula la secreción fásica de ambas 

gonadotropinas, que horas después (en la mañana del estro) induce la ovulación. 

Esta secreción masiva de ambas gonadotropinas se conoce como “pico” o secreción 

preovulatoria de las gonadotropinas (Smith y col, 1975). 

En la mañana del estro ocurre un segundo aumento en la concentración de FSH, 

cuya función es reclutar los folículos ováricos que iniciarán su crecimiento (Smith y 

col, 1975). 

Una vez que se produce la ovulación, el folículo se transforma en el cuerpo 

lúteo, cuya función principal es la secreción de P4, como resultado del efecto 

luteinizante  que la LH ejerce en la estructura de este órgano (Smith y col, 1975). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 1. Concentración de FSH, 

LH, estradiol  y  progesterona 

obtenido del plasma periférico 

cada 2 horas, durante cada fase 

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 (Tomado y modificado  

de Freeman, 2006). 

 

 
Grafica 1. Concentración de FSH, 

LH, estradiol,  prolactina y  

progesterona obtenido del plasma 

periférico cada 2 horas en cada día 

del ciclo estral de la rata. Cada 

punto representa la me dia ± 

e.e.m. de la concentración de 

hormona de 5 a 6 ratas. Las barras 

negras representan intervalos de 

oscuridad. (tomado y modificado  

de Freeman 2006). 
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EJE HIPOTALÁMO-HIPOPÓFISIS-OVARIO 

La función del eje hipotálamo-hipófisis-ovario es regular los procesos 

reproductivos (Welsh y col. 1998). 

La ovulación es la etapa final de esta serie de procesos, que son regulados por 

señales neuroendocrinas que  involucran al sistema nervioso central (SNC), al 

hipotálamo, a la hipófisis y al ovario. Esta serie de eventos son regulados 

principalmente por la secreción de la GnRH, de LH, así como de FSH (Figura 2). 

 

Figura1. Resumen de las características citológicas del frotis vaginal y de las 

concentraciones hormonales en las diferentes fases del ciclo estral (Freeman, 1994). 

 

 
Figura1. Resumen de las características citológicas en las diferentes fases del ciclo estral 

(Freeman,1994) 
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HIPOTÁLAMO  

El hipotálamo está constituido por células nerviosas, prolongaciones nerviosas 

(axones o dendritas) de neuronas intra y extra-hipotalámicas, células gliales o de 

sostén y de una rica red vascular (Norris 1996). 

EL hipotálamo se localiza en la base del diencéfalo, por debajo del tálamo y está 

dividido por el tercer ventrículo en el hipotálamo izquierdo y derecho (McGeer y col. 

1987). 

Figura 2. Eje hipotálamo-hipotálamo-ovario. En el  hipotálamo se libera la GnRH que actúa sobre el 

lóbulo anterior de la hipófisis estimulando la liberación de la FSH y LH. Ambas hormonas viajan por 

torrente sanguíneo hasta el ovario, donde la LH estimula la secreción de P4 y andrógenos, la 

ovulación y el desarrollo del cuerpo lúteo, mientras que la FSH estimula el desarrollo folicular y la 

secreción de estrógenos. El E2 y la P4 actúan en el hipotálamo y la hipófisis  inhibiendo o estimulando 

la secreción de GnRH y las gonadotropinas. A este circuito se le conoce como “Feedback positivo o 

negativo”. 

 

 
Figura 2. Eje hipotálamo-hipotálamo-ovario. El hipotálamo libera la GnRH, esta actúa sobre el lóbulo 

anterior de la hipófisis, estimulando la liberación de la FSH y LH. Estas hormonas viajan al ovario, 

donde la LH estimula la ovulación y el desarrollo del cuerpo lúteo, y la FSH estimula el desarrollo 

folicular y la secreción de estrógenos. El E2  se dirige al hipotálamo y a la hipófisis donde tienen un 

efecto inhibitorio o estimulante sobre la secreción de GnRH y las gonadotropinas. A este circuito se 

le conoce como “Feedback positivo o negativo” 

 

Feedback 
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El hipotálamo está constituido por núcleos y áreas. Los núcleos son zonas donde 

las neuronas están apiñadas; mientras que en las áreas, las neuronas están menos 

agrupadas y no tan bien demarcadas dentro del hipotálamo (Yen y col. 2001). Según 

Palkovits (2000), se divide en cuatro regiones organizadas rostro-caudalmente: el 

área preóptica (POA), el hipotálamo anterior, el medio y el posterior (Figura 3). 

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

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

ocupa una cuarta parte del total del hipotálamo e incluye el núcleo preóptico 

medial, el núcleo preóptico periventricular y el órgano vasculoso de la lámina 

terminal. 

 Hipotálamo: 

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

formada por los núcleos periventricular, supraquiasmático, hipotálamo 

anterior y paraventricular; la parte lateral contiene el núcleo 

supraóptico 

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

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

núcleos arcuato y ventromedial; la zona dorsal es ocupada 

completamente por el núcleo dorsomedial; el borde de la zona medial y 

lateral se localiza el núcleo perifornical. 

 Posterior: Representa una pequeña parte del hipotálamo y también se 

le conoce como región premamilar. Incluye los núcleos: Premamilar 

dorsal y ventral, tuberomamilar, supramamilar, hipotálamo posterior y 

núcleo arcuato (Silveran, 1998; Palkovits, 2000). 

 

El hipotálamo secreta diferentes péptidos y alguno de los cuales son liberados 

a la circulación local o actúan sobre sus células blanco a distancia. Otros péptidos son 

liberados en el sistema sináptico, donde actúan como neurotransmisores. La mayoría 

de las neuronas peptidérgicas del hipotálamo proyectan axones al sistema límbico y 

otras estructuras relacionadas con el sistema nervioso autónomo (Yamashita y col, 

1983; kupfermann, 1985). 
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GnRH Y NEURONAS GnRHÉRGICAS 

 

Una de las neurohormonas liberadas por las neuronas del Área Preóptica 

Hipotalámica Anterior (POA-AHA) es la GnRH (Arimura, 2000; Brown, 1994; Halász, 

2000). Esta hormona hipotalámica es transportada a lo largo de los axones de las  

neuronas que la sintetizan y  es liberada dentro del plexo primario  de los capilares 

del sistema de vasos porta-hipofisarios (Arimura, 2000). Estos capilares sanguíneos se 

conocen como sistema porta-hipotalámico-hipofisario, y derivan de las arterias 

hipofisarias superiores, que  al unirse forman las venas portales hipofisarias, que se 

distribuyen  a través del tallo hipofisario, hasta llegar a la parte distal  de la 

adenohipófisis, donde forman un plexo secundario de vasos, llamado sinusoides-

hipofisarios (Fink, 2000). 

Una vez que la neurohormona alcanza la parte distal de la adenohipófisis  

interactúa con sus  receptores presentes en los gonadotropos (Arimura, 2000). 

 

Figura 3. Corte sagital del cerebro de la rata donde se muestra la ubicación del hipotálamo 

y el área Preóptica (POA), con respecto a las otras zonas del cerebro (tomada y modificada 

de Paxinos 2007). 
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Las neuronas GnRHérgicas tienen su origen embrionario en la placoda 

olfatoria; dichas neuronas migran hacia el hipotálamo junto con o como parte del 

nervio terminal (este forma parte de las conexiones nerviosas del órgano 

vomeronasal y el SNC) a través de la lámina cribiforme (Prieto y Velázquez, 2002). 

Las neuronas GnRHérgicas no forman agregados neuronales compactos, sino 

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

la secreción de las gonadotropinas, conocida como la red septo-preóptica-

infundibular, se extiende desde la banda diagonal de Broca hasta el área septal, 

atravesando el núcleo de la estría terminal y las áreas preóptica medial y lateral, el 

área hipotalámica anterior, el núcleo periventricular y el área retroquiasmática del 

diencéfalo. También forman parte de este continuo las neuronas secretoras de GnRH 

ubicadas en el hipotálamo lateral y el núcleo supraóptico (Silverman y col. 1998). 

El principal sitio de proyección de las neuronas GnRH es la zona externa de la 

eminencia media. Estudios de marcaje retrogrado, revelan que entre el 50% y 70% de 

todas las neuronas GnRH proyectan hacia la eminencia media. (Goldsmith y Col, 

1990; Silverman y col, 1987; Merchenthaler y col, 1989). En la rata más del 90% de las 

neuronas GnRH envían sus proyecciones fuera de la barrera hematoencefálica ya 

que se asocian con neuronas GnRH del órgano vasculoso de la estría terminal (OVTL) 

(King y col, 1982; Witikin, 1990). 

A nivel microscópico se ha observado que la neurona GnRH puede presentar 

un contorno “liso” o “rugoso” (figura 4) (Witkin y col, 1982; King y col, 1982; Wray & 

Hoffman, 1986; Krisch, 1980; Witikin, 1996).Cada cuerpo celular de la neurona GnRH 

puede tener entre 2 y 12 sinapsis (Witikin y col, 1995). También se ha descrito que la 

neurona GnRH posee una dendrita larga que mide más de 1000μm de longitud, con 

múltiples espinas a lo largo de esta dendrita. 

Por lo tanto aunque la neurona GnRH recibe pocas aferencias ó “inputs”, se 

compensa con su extensa dendrita que cada una recibe muchos cientos de sinapsis 

(Herbison, 2006). 
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Estructura de la GnRH 

 

La GnRH es un péptido pequeño constituido de 10 aminoácidos (aa). La 

secuencia lineal de la  GnRH en mamíferos es la siguiente: 

 

 

 

 

En la rata adulta, el decapéptido GnRH es producido por un número 

relativamente pequeño de neuronas (Jannes y col, 1985). Se  ha descrito que la 

población de neuronas GnRHérgicas se encuentra en un espectro de 1,000 a 3,000 

neuronas (Barry, 1979). 

El gene que codifica para la GnRH ha sido aislado de la rata, el ratón y el 

humano, en este último se localiza en el brazo corto del cromosoma 8. La 

información obtenida de las cadenas complementarias de Acido Desoxirribonucleico 

(cDNAs) clonados del hipotálamo y de la placenta indica que tiene 4 exones. La 

secuencia de codificación transcribe una proteína precursora de 92 aminoácidos que 

Figura 4. Morfología de las 

neuronas GnRH en el ratón y en la 

oveja. 

 

A:  neurona GnRHérgica con 

contorno liso. 

B: neurona GnRHérgica  de 

contorno espinoso o rugoso.  

C: células  GnRHérgicas  de la 

oveja,  se puede observar su 

morfología compleja y variable.  

D:  montaje fotográfico de 

neuronas GnRHérgicas de ratón 

adulto,  se obserba todo el cuerpo 

de la neurona  y  su estructura 

dendrítica. Observe la longitud  de 

la dendrita principal (más de 

500μm) y la alta densidad de 

espinas a lo largo de la misma en 

los recuadros en fondo obscuro. 

(Tomado de Herbison, 2006) 

 
pyroGlu – His – Trp – Ser – Tyr – Gly – Leu – Arg – PrO – Gly- NH2 
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dará origen a  la GnRH, y otro de 56 aminoácidos que corresponderá al péptido 

asociado a la GnRH (GAP). 

El primer exón consiste en una región 5’ no transcrita. El segundo exón 

codifica para el péptido señal, GnRH (10 aa) y los primeros 11 residuos de 

aminoácidos del GAP. El tercer exón codifica para los residuos 12-43 del GAP. El 

cuarto exón codifica para los 13 residuos de los aminoácidos terminales del GAP, y el 

resto de ARNm no se traduce (Kronenberg y col, 2009). 

Diversas especies contienen 2 o más formas de GnRH. Una forma hipotalámica 

(GnRH-I), la cual varia en estructura de las diferentes especies. Y una forma altamente 

conservada que se encuentra en el tejido celular extra hipotalámico, sitio en el que se 

propone actúa como neuromodulador y se le conoce como GnRH-II (Flanagan y col, 

1997). 

 

Síntesis 

La molécula de la GnRH, sufre cambios conformacionales que le permiten ir 

desde una forma completamente extendida hasta una forma altamente enrollada. El 

análisis tridimensional de la hormona en solución, ha permitido identificar que tiene 

un giro B en la posición 6, que aproxima al carboxilo con el amino terminal, dicha 

configuración tiene una alta afinidad por los receptores a GnRH. 

La síntesis de la GnRH (Figura 5) se inicia con la transcripción del ARNm en los 

ribosomas adosados al retículo endoplásmico rugoso, dicha transcripción forma un 

péptido precursor (pre-pro-GnRH) de aproximadamente 10,000 daltones. El 

precursor de la GnRH se corta por acción enzimática en el retículo endoplásmico y da 

origen a la pro-GnRH, que se transfiere al aparato de Golgi, donde se produce la 

ruptura proteolítica de la cadena y la eliminación  del par de aminoácidos básicos. 

Posteriormente se activa la enzima glutamina N-terminal para inducir la ruptura del 

enlace gly 11 – gly 10 y la amidación de la glicina en el carbono terminal (Busby y col 

1987; Charli y col 1991). Finalmente la GnRH y su péptido asociado  (GAP) son 

almacenadas en vesículas de secreción. 
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Liberación 

La liberación de esta hormona se realiza por exositosis en respuesta a cambios 

en los potenciales de acción de la membrana, que permiten la apertura de los canales 

de Ca+2, se activan las enzimas proteolíticas que degradan la membrana plasmática, 

de tal forma que el péptido es liberado (Charli y col, 1991). 

Al llegar a la eminencia media las fibras de las neuronas GnRH forman una 

estrecha asociación con los tanacitos, que son células gliales especializadas del tercer 

ventrículo, las terminales neurovasculares de la neurona GnRH a menudo son 

encapsuladas por los “pies” de los tanacitos. Esta disposición sugiere que el acceso del 

decapéptido al sistema portal, después de la liberación en la terminal de la GnRH, no 

es directo. (Kozlowski, 1985; King y Rubin, 1995; Prevot y col,  1998; Ugrumov y col, 

1989). 

Los efectos de la GnRH son mediados por los mecanismos asociados a la 

proteína G. Al activarse la subunidad α de esta proteína se desencadena una cascada 

Figura 5. Gen de la GnRH y procesamiento 
de la pre-pro-GnRH. 
 
A.  Representación esquemática de la 
estructura y la secuencia de 92 aa de la pre-
pro-GnRH. El decapéptido (aa 1-10) ocupa 
el lugar intermedio entre el péptido señal y 

la secuencia de  Gly-Lys-Arg.  
La flecha indica el sitio de procesamiento 
proteolítico y la amidación C-terminal  de la 
molécula GnRH.  
B.  Procesamiento molecular del deca-
péptido GnRH. En el núcleo el gen de la 
pro-GnRH es procesado a ARNm después 
de la transcripción; el ARNm es 
transportado hasta el citoplasma del 
cuerpo celular (soma), donde se genera el 
péptido pro-GnRH después de la 

traducción.  Un mayor procesamiento 
conduce a la generación del decapéptido 
GnRH y del péptido asociado a la GnRH 
(GAP). Después,  tanto la GnRH  como  el 
GAP  son empaquetados y transportados 
hasta la terminal nerviosa y liberados en la 
circulación portal de la adenohipófisis 
(Tomado de Yen y col, 2001). 
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de eventos  en los que participan la activación de varias enzimas y la movilización de 

iones como se muestra en la figura 6. 

Los receptores a la GnRH (RGnRH) se encuentran en la membrana 

citoplasmática del gonadotropo de la adenohipófisis, sin embargo estos receptores se 

han encontrado en gónadas de rata y de humano, en la placenta, en el tejido 

adrenal, algunos tejidos cancerígenos de mama y otras aéreas del sistema nervioso 

central (Kronenberg y col, 2009). 

El RGnRH es un receptor de siete dominios transmembranales acoplado a la 

proteína G (Cheng y Lung, 2005). El número de RGnRH presentes en la superficie 

celular de los gonadotropos está regulado por variaciones de la frecuencia de los 

pulsos de secreción de la  GnRH (Katt y col, 1985).  

La GnRH al unirse a su receptor, activa a la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C. 

Como resultado de la activación de estos sistemas enzimáticos, se forman moléculas 

que actúan como segundos mensajeros, entre los que se encuentran la adenosina 

mono-fosfatada cíclica (AMPc), el fosfatidil inositol (IP), el diacil glicerol (DAG), así 

como la movilización de calcio extra e intracelular. Estos mensajeros activan el sistema 

de proteínas cinas C, lo que se traduce como el estimulo de la secreción de la FSH y la 

LH. (Conn, 1994; Fink, 1998); (Figura 6).  

En la rata el número de RGnRH cambia durante el ciclo estral, estos son 

menores en el estro y diestro-1 pero aumentan gradualmente en el diestro-2 y son 

máximos en la tarde del proestro, es decir, durante el periodo previo al “pico” 

preovulatorio de LH. Después de esto, el número de receptores decrece y se pueden 

requerir de varios días para alcanzar las concentraciones del proestro (Conn 1994). 

En una serie de experimentos llevados a cabo en el mono Rhesus,  Knobil  

(1980) estableció que en el hipotálamo medio basal, la neurona GnRH, se comporta 

de manera rítmica con pulsos agudos y breves de actividad eléctrica.  

El conjunto de neuronas  GnRHérgicas envían sus axones al sistema portal de 

la eminencia media, descargan el decapéptido de manera coordinada, repetitiva y 

episódica, por lo que en la circulación sanguínea portal-hipofisaria  aparecen pulsos 

diferenciados de GnRH (Carmel y col, 1976). El carácter pulsátil de la GnRH ocasiona 

en la hipófisis, la liberación de la LH en pulsos. Animales de experimentación, en los 

que es posible recoger muestras de sangre portal y periférica simultáneamente, se ha 

demostrado que la velocidad de secreción entre los pulsos de GnRH y de LH son 1:1 

(Phelps y Hurley, 1999). Tanto en estudios in vivo como in vitro, se demostró que a 
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frecuencias de pulsos de secreción la GnRH cada 30 min se estimula preferentemente 

la biosíntesis y secreción de la LH, mientras que pulsos de menor frecuencia cada 2 h 

se estimula  la secreción de la FSH (Dalkin y col, 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Mecanismo de acción de GnRH.  ACh: acetil colina; 5-HT: serotonina;  NA: 
noradrenalina;  DA: dopamina; GABA: acido gamma-amino butírico; GTP: Guanosín trifosfato; 
GDP: guanosín difosfato; DAG: Diacilglicerol PKC: Proteina quinasa D, PLA2: fosfolipasa A2. 
(Tomado y modificado de Prieto y Velázquez, 2002). 
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Figura 7.  Partes de la glandula hipofisiaria. (tomado de  
http://www.genomasur.com) 

 
 
Figura 6.  Partes de la glandula hipofisiaria. (tomado de  
http://www.genomasur.com) 

HIPÓFISIS 

La hipófisis se encuentra en la base del cerebro, alojada en el  hueso 

esfenoides y cubierta por la duramadre (Fink, 2000). Esta unida al hipotálamo por el 

tallo hipofisario, el cual contiene el sistema portahipofisario  de vasos sanguíneos; es 

un órgano complejo dividido en tres partes: el lóbulo anterior, el lóbulo intermedio y 

el lóbulo posterior. El lóbulo  anterior y el intermedio forman una glándula endocrina 

verdadera llamada adenohipófisis. 

El lóbulo posterior también 

llamado neurohipófisis es una 

extensión del hipotálamo (Figura 

7) (Arimura,  2000). 

La neurohipófisis deriva del 

ectodermo neural, se desarrolla 

como una prolongación que crece 

hacia la parte ventral del 

diencéfalo (Fanjul, 1995). Está 

compuesta por axones  de 

neuronas cuyos cuerpos celulares 

se localizan en el hipotálamo y 

secretan oxitócina (OXT) y 

vasopresina (ADH) (Brown, 1994; 

Fanjul, 1995).  

En el embrión la 

adenohipófisis se origina como 

una evaginación dorsal del techo de la faringe y se une al hipotálamo por medio del 

tallo hipofisario llamado pars tuberalis, el cual  contiene al sistema porta hpofisiario 

(Fanjul, 1995). La hipófisis anterior es un tejido muy vascularizado. El drenaje venoso 

de la hipófisis permite que  las hormonas alcancen la circulación sistémica. Este 

sistema proporciona una conexión corta y directa entre el hipotálamo y la hipófisis 

anterior (Larrea y col, 1991). Por lo tanto el tallo hipofisiario contiene axones 

nerviosos y vasos sanguíneos que conectan al hipotálamo con la adenohipófisis.  

La adenohipófisis se divide  en pars intermedia, pasrs infundibularis o tuberalis 

y pars distalis  o lóbulo anterior (Fanjul, 1995). Produce y secreta diferentes 

hormonas: la hormona del  crecimiento (GH), la hormona adenocorticotropa (ACTH), 

ADH 
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FSH, LH, prolactina (PRL), la hormona estimulante de los melanocitos ó 

melanotropina (MSH) (Brown, 1994) 

 

LH y FSH 

 

 La LH y la FSH son el estimulo principal que mantiene la estructura y 

funcionamiento de la gónada en ambos sexos (Domínguez y col, 1991).  

 La regulación de la liberación de las gonadotropinas sucede de manera 

secuencial y sincrónica durante toda la vida reproductiva del animal. En los 

mamíferos, la secreción de las gonadotropinas es regulada por factores del medio 

ambiente como la temperatura, los ciclos de luz/obscuridad, la disponibilidad del 

alimento o por factores conductuales (Ronnekleiv  y Kelly 2005). 

 El evento inicial en el mecanismo de acción de las gonadotopinas  es la unión 

a sus respectivos receptores altamente específicos, localizados en las membranas de 

las células blanco. Estos receptores pertenecen a una super familia de receptores 

acoplados a la proteína G, cuya característica es  la de presentar  siete  regiones trans-

membranales. La estructura particular  del receptor, y los cambios conformacionales 

que se generan cuando este reconoce a los carbohidratos  de la subunidad beta  de 

la hormona, permiten activar al receptor  (Ulloa-Aguirre y Timossi 1998; Ulloa-Aguirre 

y col, 1999; Zambrano y col, 1995). Una vez que las hormona se une con su receptor, 

altamente específicos, se lleva a cabo la activación de una o más proteínas asociadas 

al nucleótido guanina (proteína G), que  realiza el proceso de transducción de 

señales. Se ha descrito que la glicosilación  de la subunidad alfa  es esencial para 

inducir  la transducción de señales de las moléculas de FSH y de LH (Ulloa-Aguirre y 

col, 1999). 

 Las gonadotropinas pueden ser producidas, no solo por distintos 

gonadotropos, sino también por el mismo tipo de células. Estas cumplen diferentes 

funciones biológicas y su síntesis y secreción están reguladas diferencialmente. Esto 

se debe en gran medida a las diferencias en los mecanismos de regulación 

transcripcional, post-transcripcional y post-translasional de sus subunidades beta, que 

son únicas y diferentes para cada gonadotropina. Es decir, que ambas hormonas son 

glicoproteinas diméricas y comparten una subunidad alfa común. Sus subunidades 

beta se derivan de diferentes genes que codifican proteínas diferentes, la subunidad 

β es especifica para cada hormona (Bemard y col. 2010). 
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La secreción de ambas gonadotropinas está bajo el control de la GnRH, sin 

embargo se ha planteado la existencia de una hormona liberadora de la hormona 

leuteinizante (LHRH) y de un factor liberador de la hormona folículo estimulante 

(FSH-RF). Los esteroides gonadales actúan en el hipotálamo al modificar la secreción 

de la GnRH, y sobre la hipófisis, al inhibir o estimular la liberación de LH y FSH. La 

liberación de la FSH también es modulada por la inhibina y la activina secretadas por  

las gónadas, así como por los diferentes neuro-moduladores ya mencionados que 

regulan la secreción de FSH y de la LH al actuar directamente sobre la secreción de la 

GnRH (Arimura, 2000; Brown, 1994; Guyton y Hal, 2001; Halasz, 2000; Herbison, 

2008; Turi y col, 2008) 

 Las concentraciones séricas de LH alcanzan su concentración más baja en la 

mañana del estro (poco después de la ovulación),  el diestro-1, el diestro-2 y medio 

día del proestro (Smith y col, 1975; Butcher y col, 1974; Nequin y col, 1979; 

Barraclough y col, 1971; Goldman, 1969). Aunque se ha reportado que durante este 

periodo las concentraciones basales de LH presentan una ligera variación diurna 

durante todo el ciclo, ocurre una pequeña elevación en las concentraciones séricas 

de LH cada día, esto a la mitad del periodo de luz y después disminuye  a los más 

bajos alrededor de la media noche de cada día del ciclo (Gay y col 1970) (Figura 8). 

 En la tarde del proestro entre las 14:00-15:00 hrs  las concentraciones séricas 

de LH aumentan rápidamente hasta alcanzar las concentraciones máximas entre las 

17:00-19:00 hrs. Este incremento de la concentración plasmática de la LH induce la 

ruptura folículo ovárico y la expulsión del ovocito (la ovulación), aproximadamente 

10 horas después. A partir de entonces las concentraciones séricas comienzan a 

disminuir hasta alcanzar concentraciones  basales en la mañana del estro. 

 Cuando se toman muestras de sangre con intervalos de 10 minutos,  durante 

cada día del ciclo estral, es posible observar el patrón de secreción ultradiano de la LH 

(Fox y Smith, 1985; Gallo, 1981; Higuchi y Kawakami, 1982).  

 Específicamente los pulsos se producen en un lapso de 55 a 60 minutos, y 

amplitudes (expresadas de acuerdo a la norma NIAMDD-LH-RP-1) de 15 a 40 ng/ml,  

esto en diestro 2 y por la mañana del  proestro. En la tarde del proestro durante el 

pico preovulatorio de LH se presenta de forma constante y casi invariable: pulsos con 

una amplitud de  600 ng/ml (Gallo, 1981). 

  

 



 FES Zaragoza UNAM 

 

 19 

Figura 8. Concentraciones de LH  en plasma periferico medido por intervalos de 10 minutos 
durante 4 horas, en los dias  del ciclo estral (Gay y col, 1970). 

 
Figura 7 concentraciones de LH  en plasma periferico medido por intervalos de 10 minutos 
durante 4 horas, en los dias  del ciclo estral (Gay y col, 1970). 

 

 

 El patrón de secreción de la FSH durante el ciclo estral, es similar al de la LH 

(Smith y col, 1975; Butcher  y col, 1974; Daane & Parlow, 1971; Gay y col, 1970). Las 

concentraciones basales de la FSH se  secretan desde la noche del estro, hasta el  

mediodía del proestro. Entre las 14:00-15:00 hrs del día del proestro las 

concentraciones de FSH comienzan a aumentar rápidamente para alcanzar su 

concentración máxima alrededor de las 17:00 - 19:00 horas del proestro.  

 Esta concentración de FSH decrece a concentraciones basales, pero otro 

aumento ocurre  en la mañana del estro. Por lo que se considera que la  secreción de 

FSH está bajo controles diferentes a los de la LH (Smith y col, 1975; Butcher y col, 

1974; Daane & Parlow, 1971; Gay y col, 1970). 

 LA FSH y la LH están formadas por dos cadenas polipéptidicas (subunidad α y 

β) cuya síntesis es codificada por genes diferentes. La cadena α es idéntica en ambas 

gonadotropinas, mientras la. (Haisenleder y col, 1994; Pierce & Parsins, 1981). 

 La expresión de genes en la adenohipófisis para la subunidad α,  la subunidad 

β de la LH (β-LH) y de la FSH (β-FSH) se han  descrito durante el ciclo estral (Zmeili y 

col, 1986; Ortolano y col, 1988). El ARNm de la subunidad α aumenta desde las 8:00 
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Figura 9. Contenido de 

ARNm de las 

subunidades α, β-LH 

y  FSH-β en la 

adenohipófisis, medido 

durante el ciclo estral 

de la rata (tomado y 

modificado  de 

Freeman 2006). 

 
 

horas del diestro-2 hasta alcanzar un máximo a las 20:00 horas, la que disminuye 

abruptamente hacia las 24:00 horas de este día (Zmeili y col, 1986). El contenido de 

ARNm de la subunidad α se mantiene bajo durante el proestro, el estro y el diestro-1. 

El ARNm para la subunidad  β-LH es baja durante el estro y el diestro-1, muestra un 

aumento a las 8:00 horas del diestro-2, para caer rápidamente y permanecer asi 

durante la mañana del proestro. A las 14:00 horas del proestro comienza a aumentar 

hasta las 17:00 horas, alcanzando así  un segundo pico de expresión. Lo que 

corresponde a la secreción preovulatoria de la LH (Zmeili y col, 1986)  (Figura 9). 

 EL ARNm para la subunidad β-FSH comienza a aumentar a las 22:00 horas del 

proestro, alcanza un máximo a las 02:00 horas del estro y regresa a sus 

concentraciones bajas a las 08:00 horas, manteniéndose así hasta las 20:00 horas. 

Este aumento corresponde con el  pico de concentración de FSH en el proestro. 

Existe un segundo incremento desde las 23:00 horas del estro hasta la tarde del 

diestro-1 (Ortolano y col, 1988). 
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OVARIO  

El ovario está organizado en tres compartimentos: el intersticial, el luteal y el 

folicular. Los folículos, que son la unidad anatómica y funcional de dicho órgano, se 

clasifican estructuralmente en primordiales, primarios, secundarios terciarios o 

antrales y preovulatorios. El folículo esta formado por el ovocito I, una o varias capas 

de células de la granulosa, una membrana basal que aísla a estos componentes, una 

o mas capas de células de la teca (que se dividen en interna y externa). Este 

compartimiento tecal esta formado por fibras colágeno, células del tejido conjuntivo, 

sustancia fundamental y fibras musculares lisas (Domínguez y col 1991) (Figura 10). 

 

Células de la granulosa  

 

Las células de la granulosa forman una capa continua que rodea 

completamente al ovocito y lo aísla del resto del ovario. En el folículo en crecimiento, 

las células de la granulosa proliferan rápidamente por estimulo de la FSH, fenómeno 

en el cual los estrógenos actúan de manera sinérgica (efecto mitogénico) (Richards, 

1980). 

Una vez que las células de la granulosa forman siete u ocho capas alrededor 

del ovocito, comienza a observarse la presencia del licor folicular, que se origina de la 

extravasación de componentes plasmáticos y por la secreción de células foliculares. 

En el licor folicular se encuentran proteínas, polipéptidos, FSH, LH, prolactina, 

estrógenos, progesterona, gonadotropinas y noradrenalina, cuyas concentraciones 

varían durante el ciclo estral.  (Domínguez, 1991) (Figura 10). 

Durante la mayor parte del desarrollo de los folículos, las células de la 

granulosa solo posen  receptores a FSH, cuyo número es constante durante el ciclo 

estral, mientras que los de LH en la rata aparecen en el diestro-1 y aumentan  en la 

tarde del diestro-2 y alcanzan su máximo antes del pico de LH y no a consecuencia de 

este (Goff y col, 1970; Hsueh y col, 1983; Jia  y col, 1985; Jonassen y col, 1982; 

Schwall y Erickson, 1984). 
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Figura 10. Ovario de mamífero donde se observa el compartimento folicular, luteal e intersticial (Tomado de: 

http://personal.us.es/salles/OMA/docencia/practicas/difiore/imagenesdifiores/Ovario01.jpg) 
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Células de la teca  

 

Desde el punto de vista ultra estructural las células tecales maduras  presentan 

todas las características de  las células secretoras de hormonas esteroideas 

(abundante retículo endoplasmico liso y mitocondrias con crestas tubulares); las que 

están cerca de la membrana basal presentan nexos (Bjersing, 1978). Normalmente las 

células tecales están en estrecha vecindad  con los capilares que riegan la teca 

interna, en la cual existen numerosas terminaciones nerviosas tanto colinérgicas 

como adrenérgicas (Burden, 1978).   

Las células  teco-intersticiales  tienen receptores a LH, PRL, ACTH, 

noradrenalina, GnRH y estrógenos. Los estrógenos que son el sustrato de las células 

de la granulosa en la síntesis de estrógenos. En el folículo preovulatorio las células 

tecales pierden la capacidad  de síntesis de andrógenos y secretan progesterona 

(Burden, 1978; Dekel y col, 1983; Dunaif y col, 1982; Erickson  y Magoffin, 1983). 

 

  

Hormonas esteroideas 

 

El ovario produce estradiol, progesterona, estrona, androsterona, testosterona, 

17α-hidroxiprogesterona y varias hormonas no esteroideas, como la inhibina, la 

relaxina, la activina, la folistatina y factores de crecimiento locales. De todas estas las 

que se cuantifican en concentraciones más elevadas respecto a sus moléculas 

hermanas son el estradiol y la progesterona.  Todos los esteroides ováricos se 

producen fundamentalmente  en los folículos en dos tipos de células (la célula de la 

teca interna y las de la granulosa)  y en el cuerpo lúteo; se forman apartir del 

colesterol que se obtiene de tres fuentes principales: el colesterol que circula en la 

sangre, el que se  sintetiza de novo  dentro del ovario a partir de la acetilcoenzima-A y 

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

(Tresguerras y Castillo, 1999). 

 

Síntesis de estrógenos  

La fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva de la captación 

de colesterol unido a lipo-proteínas de baja densidad (LDL) que entra a la célula por 

endocitosis, formando gotitas lipídicas de ésteres de colesterol que se hidrolizan 
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formando colesterol libre, el cual es transportado de la membrana mitocondrial 

externa a la interna. La etapa inicial en la biosíntesis de los esteroides es la 

transferencia del colesterol al interior de la mitocondria, que es realizada por la StAR 

(proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda). En las membranas 

mitocondriales, el colesterol es convertido en pregnenolona por la enzima citocromo 

P450 (20, 22 desmolasa) (Botella, 1995; Yen y col, 2001). Una vez en el retículo 

endoplasmico, la pregnenolona puede ser transformada a progesterona  por dos 

rutas, la ∆4 ó ∆5. En la ruta ∆4 (Figura. 11), la pregnenolona es transformada a 

progesterona por la enzima 3-β-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa (3β-HSD). La 

progesterona es convertida a 17α-hidroxi-progesterona P450  aromatasa. La desmolasa 

(17, 20- esteroide liasa) la convierte a androstenediona. Este metabolito es 

transformado en testosterona por la enzima 17-β-hidroxi-esteroide-deshidrogenasa 

(17β-HSD). Las células teco-intersticiales de los folículos son la primera fuente de 

andrógenos ováricos.  

Tanto la androstenediona como la testosterona pueden ser transformados en 

las células de la granulosa a estrógenos  por la enzima P450. En el sistema nervioso 

central algunas células poseen al complejo enzimático de aromatización, por lo que 

convierte a los andrógenos en estrógenos (Yao y Bahr, 1990; Liteack y Schmidt, 

2000). 

En la ruta  ∆5 (Figura 11) la pregnenolona es transformada  a 17 α-hidroxi-

pregnenolona por la enzima 17 α-hidrolasa. Después, la C17, 20- liasa transforma 17 

α-hidroxi-pregnenolona en dehidro-epiandrosterona (DHEA), está a su vez es 

transformada a androstenediona por la enzima 17β-HSD. A partir de aquí la 

androsteniona sigue la ruta ∆4 (Yao y Bahr, 1990). 

Los estrógenos son hormonas que estimulan la proliferación, el crecimiento y 

la diferenciación celular del tejido de mama, útero, vagina, ovarios, testículos, 

epidídimo y próstata, cumpliendo una función vital en la fisiología reproductiva tanto 

femenina como masculina estimulando el crecimiento (Korach, 1994). 
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Figura 11. Ruta Biosintetica de hormonas esteroides sintetizadas por el ovario. (Tomado y 

modificado de: http://brhvenezuela.galeon.com)  

 

 

 
Figura 11. Ruta Biosintetica de hormonas esteroideas sintetizadas por el ovario. (tomado de)  

 

 

 

 

La FSH estimula la síntesis de estrógenos al actuar en las células de la 

granulosa, mediante la unión a su receptor en la membrana celular. El complejo 

hormona-receptor actúa sobre el complejo adenilato ciclasa, lo que provoca el 

aumento del AMPc y estimula la síntesis y la actividad de la aromatasa. Esto explica 

que los efectos  de la FSH sobre la síntesis de estrógenos sean mimetizados por el 

AMPc  (Domínguez, 1991).  

La LH regula la síntesis de estrógenos por sus efectos sobre la producción de 

andrógenos por las células tecales y por la estimulación de la síntesis y la actividad de 

la aromatasa en las células de la granulosa (Hsueh y col, 1983). 

La LH estimula selectivamente el complejo enzimático que separa la cadena 

colateral del colesterol y las actividades de la 17α hidroxilasa y la C17-20 desmolasa, 

las que provocan la conversión de colesterol a pregnenolona, paso limitante en la 



 FES Zaragoza UNAM 

 

 26 

síntesis de progesterona y por lo tanto de andrógenos (Erickson, 1982; Erickson & 

Magoffin 1983; Magoffin y Erickson, 1981). 

Los efectos de la LH sobre la síntesis de estrógenos son amplificados por su 

liberación pulsátil, ya que la respuesta secretora es controlada tanto por la amplitud 

como por la frecuencia de los pulsos de LH (Domínguez,1991). 

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

que fueron previamente estimuladas por la FSH. En le caso de la rata adulta, esto 

ocurre en la tarde del diestro-2. En los folículos preantrales las células de la granulosa 

carecen de receptores a LH y FSH, y su síntesis es estimulada por la FSH y los 

estrógenos (Hsueh y col, 1983) 

Según Hsueh y colaboradores (Hsueh y col, 1983) en un folículo preantral la 

LH es la hormona más importante en la regulación de la producción de estrógenos, 

ya que estimula la síntesis de  andrógenos, de sus propios receptores en las células de 

la teca (regulación estimulatoria o “up-regulation”) y la actividad aromatásica de las 

células de la granulosa. Después del “pico de LH”, esta hormona inhibe sus propios 

receptores en las células de la granulosa (regulación inhibitoria o “down regulation”), 

lo que resulta en la disminución de la síntesis de estrógenos (Pelusso y col, 1984; 

Schwall y Erickson, 1984). En el folículo antral y preovulatorio, la FSH, previo al pico 

de LH, estimularía la síntesis de receptores a la LH y mantendría en cierto grado la 

producción de estrógenos (Hsueh y col, 1983). 

 

Secreción de progesterona y de andrógenos  

 La progesterona y los andrógenos son sintetizados por las células tecales. La 

progesterona también es secretada por las células de la granulosa, esto depende del 

momento del ciclo estral en el que son estudiados (Domínguez ,1991). 

En las células de la granulosa de los folículos antrales medianos y 

preovulatorios, la FSH estimula la síntesis de progesterona, efecto que es reforzado de 

manera sinérgica por la prolactina y los andrógenos e inhibidos  por la PGF2α 

(prostaglandina F2α) (Hsueh y col, 1983; Zsolnai y col, 1982). 

En el folículo preovulatorio, la síntesis de progesterona por las células de la 

teca y de la granulosa es estimulada por la LH, la prolactina, la noradrenalina, cuyos 

efectosz son mediados por el AMPc (Hsueh y col, 1983; Zsolnai y col, 1982). 

La regulación de la síntesis  de andrógenos es paralela a la de los estrógenos 

(Erickson y Magoffin, 1983). 
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En la hembra, la principal fuente de estrógenos son los ovarios, también la 

placenta secreta esta hormona. Otras estructuras como la piel, el hígado, la médula 

ósea, los tejidos adiposo, nervioso, óseo, muscular y las glándulas adrenales pueden 

aromatizar andrógenos en estrógenos. 

El estriol es un estrógeno débil con respecto al 17β-estradiol y la estrona. La 

potencia estrogénica se valora por el aumento del peso del útero de ratas castradas, y 

dado que la  concentración plasmática 17β-estradiol es mayor que la de la estrona y  

estriol (12 y 80 veces respectivamente), se considera el principal estrógeno (Guyton y 

col. 2001, Simth 1999) por su mayor actividad biológica con respecto al estriol y la 

estrona (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECEPTORES A ESTROGENOS  

 

Los receptores a estrógenos (REs) son mediadores de los efectos fisiológicos 

de los estrógenos en el sistema cardiovascular, el tejido óseo, la hematopoyesis, el 

SNC y el sistema reproductor  (Osborne y col, 2005). 

Figura 12. Estructura química de los estrógenos (tomado y modificado de Guyton y col. 2001). 
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Figura 13.  Dominios Funcionales del RE (Tomada y modificada http://vitae.ucv.ve). 

Los REs son ligandos activadores de receptores nucleares, con una amplia 

gama de efectos biológicos (Nilsson y col, 2002). Son proteínas activadoras 

dependientes del ligando, con una configuración química específica para fijar a la 

hormona, y son miembros de la superfamilia de receptores nucleares de trascripción 

(Anstead y col, 1996; Mangelsdorf y col. 1995).  

El RE es una proteína soluble termolábil, que es destruida fácilmente por 

proteasas, (Jensen y DeSombre. 1972), que se degrada a una velocidad de rotación 

(cada 4 horas), tanto en el útero y células humanas de la línea MCF-7 de cáncer de 

mama (Nardulli y col,. 1986)  

La trascripción del RE es iniciada por tres diferentes promotores que dan lugar a tres 

diferentes isoformas de ARNm (A, B, C) con un único codón 5’ no transcrito 

(Grandien y col, 1993). 

En los humanos el gen que codifica para el RE se localiza en el cromosoma 6q 

sub banda 25.1 (Menasce y Inove, 1993); en el ratón este gen es localizado en el 

cromosoma 10 (Sluyster y col, 1988). 

EL RE muestra 6 dominios el A/B, C, D, E y F (Figura 13), que tienen cuatro 

importantes funciones: unión al ligando, dimerización unión al ADN y la activación 

de la trascripción (Grandien y col, 1997). 
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El dominio A/B se encuentra en la parte amino-terminal de la proteína y es la 

región menos conservada entre los distintos receptores nucleares. 

Este dominio contiene una función de activación de la trascripción genética 

(activación función 1 o AF-1), (Horwitz y col, 1996) y varios sitios de fosforilación, que 

son importantes en el proceso de activación de la proteína, especialmente en los 

procesos donde el receptor es activado en presencia de la hormona (Kobayashi y col, 

2000). 

Adyacente a este dominio se encuentra una región de unión al ADN o 

dominio C, es la región más conservada entre los diferentes receptores nucleares; 

está compuesta por nueve residuos de cisteínas que son invariablemente 

conservados entre los diferentes receptores esteroides, de los cuáles, ocho están 

ubicados alrededor de dos iones de Zn2+ para formar dos dedos de zinc que le 

confieren al receptor la capacidad de unirse específicamente al ADN. La unión a una 

secuencia especifica en el DNA está determinada por la composición de aminoácidos 

localizada entre estos dos dedos de Zinc, conocida como la caja P “P-box” (Freeman, 

1992). En la segundo dedo de Zinc, la secuencia de 5 a 6 aminoácidos de cisteínas 

conforma la llamada caja distal (D- box), la cual discrimina entre los REs con 

secuencias similares (Enmark y col, 1999; Rollerova y col, 2006). 

Entre la región de unión al ADN y el dominio E/F, se encuentra la región D o 

región de bisagra (“finge”) que permite al receptor flexibilidad para alterar su 

composición. Se ha demostrado que una sección del dominio D es necesaria para 

unir un ligando con máxima afinidad. De igual manera se ha demostrado que 

participa en la unión de proteínas de choque térmico (hsp 90 y hsp 70); las cuales 

permanecen unidas al receptor mientras se encuentre en estado inactivo (Enmark y 

col, 1999; Rollerova y col, 2000). 

Finalmente en el extremo carboxilo terminal se encuentra la región E/F o 

dominio de unión al ligando esteroide, el cual consiste en una cadena de 

aproximadamente 250 aminoácidos, que forman una sección hidrofóbica, que  

determina la alta especificidad de la unión de la hormona al receptor. Lo que quiere 

decir que el receptor de estrógeno une a los estrógenos con alta afinidad, pero no 

otras hormonas esteroides (Nilsson y col. 2001; Enmark y col. 1999; Rollerova y col, 

2000). 

Se han descrito dos tipos de sitos nucleares de unión específica para REs. 

(Eriksson y col, 1978). El tipo I, sitio clásico representante  de REs con alta afinidad al 
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estradiol en concentraciones relativamente bajas. El tipo II, presente en grandes 

cantidades, con baja afinidad por el estradiol (Markaverich y col, 1981; Gray y col, 

1994). 

El receptor esteroide se activa al unírsele su ligando, en este caso al 17β-

estradiol, y actúa como un factor de transcripción al asociarse con ADN, ya que 

estimula la transcripción de ciertos genes, de ahí el nombre de receptores nucleares, 

por ejercer su acción en el núcleo (Evans y col, 1998; Beato y col, 1996). 

Después de que el ligando atraviesa la membrana nuclear, ocurre la homo o 

heterodimerización (dos REα o un REα se heterodimeriza  con un REβ) y el complejo 

hormona receptor reconoce una secuencia especifica en el ADN o elemento de 

respuesta al estrógeno. 

Además del ligando natural (17β-estrógeno), el RE puede ser ocupado por una 

gama de moduladores sintéticos, selectivos del receptor de estrógeno, tales como el 

tamoxifeno modulador del REα y del REβ; el propil-pirazol-triol (PPT) y el metil 

piperidino pirazol (MPP), ligandos específicos del REα (Anexo 1), (Heldring y col, 

2000). 

Existen tres tipos de receptores al 17β-estradiol: REα, REβ y el REγ; presentes en 

vertebrados (Xia y col, 1999). De estos los más caracterizados y los más estudiados 

son el α y el β. 

Ambos receptores se expresan en gónadas, hueso, musculo esquelético, hígado 

tejido adiposo, SNC, en el endotelio vascular, y en la medula ósea y en los órganos 

del sistema reproductor (Matthews y Gustafsson. 2003) (Merchenthaler y col 2004). 

 

EL RECEPTOR A ESTRÓGENOS α (REα) EN EL HIPOTÁLAMO  

 

En general, el REα está expresado en la mayoría de los órganos femeninos 

como el ovario, útero, vagina  glándula mamaria y ciertas áreas del SNC, 

especialmente en el hipotálamo (Muuramatsu y Inove, 2000). 

El REα, fue  el primero en ser caracterizado e identificado en el útero de la rata, 

mientras que el REβ se clono e identifico en la próstata de rata (Kuiper y col, 1996) 

Los estudios llevado a cabo en ratones knock-out (KO) específicos para REα; 

pusieron de manifiesto que la ausencia o la alteración genética de este receptor 

modifica el efecto de retroalimentación del E2 en el hipotálamo y la hipófisis (Scully y 

col, 1997; Lindzey y col, 1998). 
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Mediante la detección del ARNm (por hibridación in situ) y la cuantificación de 

los receptores a estrógenos (por la técnica de unión con estrógeno tritiado) en 

neuronas GnRHérgicas (identificadas por inmunohistoquímica) (Shughrue y col, 

1998), se mostró que las neuronas GnRHérgicas del área preóptica contienen el RE  

y no el RE . Sin embargo Hrabovszky y colaboradores (2000) mostraron que en las 

áreas rostrales del cerebro anterior (estría terminal, núcleo medial de la amígdala y el 

núcleo preóptico peri-ventricular), hay neuronas que co-expresan el ARNm para 

ambos tipos de receptores, pero también se han identificado neuronas que expresan 

sólo el ARNm para el RE  o para el RE  (Hrabovszky y col, 2000). 

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 RE ; algunas otras 

co-expresan el ARNm para ambos receptores. Esta proporción de neuronas que 

expresan uno u otro receptor cambia durante el ciclo estral: el RE  se expresa en el 

46% de las neuronas GnRHérgicas en el día del diestro-2, en el proestro  el 18%  y el 

75% en el estro; para el RE , los porcentajes respectivos son 6%, 0% y 19% (Skinner y 

col, 1999). 

Por inmuno-histoquímica se ha mostrado que el número de células inmuno-

reactivas (ir) al RE  en POA-AHA es mayor a las 09:00 y 17:00 horas y menor a las 

13:00 horas del día, independientemente de la etapa del ciclo que se considere. En 

cambio, el máximo número de células ir-REβ se observa a las 13:00 horas del proestro 

y del estro (Mendoza y col, 2007). 

Herbison (2006) ha propuesto que tanto el REα como el REβ están 

involucrados en los efectos “feedback” inhibitorios de los estrógenos sobre las 

neuronas GnRHérgicas. Dicha función del estradiol ocurriría por medio de 

mecanismos transinapticos indirectos, dependientes de las células gliales o de otras 

neuronas, las cuales expresan el REα. 

Por medio del uso de ratones “knock-out”, en los que el RE   o el REβ se 

desactivan, se ha mostrado que el RE  pero no el REβ es necesario para que ocurra el 

efecto “feedback” estimulante de los estrógenos sobre la neurona GnRH. En este 

modelo experimental y mediante el uso de un ligando selectivo para el RE  se mostró 

que este receptor no sólo es necesario, sino que es suficiente para estimular la 

secreción preovulatoria de LH (Rissman y col, 1997). Aunque lo propuesto por 

Wintermantel y col. (2006), parece contundente, hay que recordar que en su modelo 
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experimental la desactivación genética de uno u otro receptor está presente en todos 

los órganos blancos del 17β estradiol. 

 

Feed-back positivo y negativo de los estrógenos 

En la rata hembra la secreción de LH desde la tarde del estro al medio día del 

proestro es regulada de manera inhibitoria (retro alimentación negativa del inglés: 

feedback) por el 17β estradiol y la progesterona secretadas por los ovarios. Este 

efecto inhibitorio sobre la LH se observa en animales a los que se les extirpa ambos 

ovarios (ovariectomizados). Entre las 14 y las 24 horas posteriores al tratamiento, 

ocurre el primer aumento significativo en la concentración de LH en la sangre 

(Herbison, 2006). 

La administración de progesterona a ratas ovariectomizadas tratadas con 

estrógenos disminuye las concentraciones de LH por debajo de las observadas en 

animales tratados solamente con estrógenos. Además, la simulación de las 

concentraciones basales  de estradiol y progesterona durante el Diestro-1 impide el 

aumento  de LH en los animales ovariectomizados. De estos datos se infirió que las 

concentraciones de estradiol y progesterona secretadas en estro hasta el Diestro-1 

son capaces de disminuir la actividad del eje hipotálamo-hipófisis y conduce a la 

secreción basal de LH durante este tiempo (Herbison, 2006). 

Los estrógenos pueden tanto inhibir como estimular la secreción de GnRH. Así 

durante la fase preovulatoria ocurre un efecto transitorio de retroalimentación 

positiva, que implica la potenciación de la secreción de LH por las elevadas 

concentraciones de estrógenos según Herbison (2006). La retro-alimentación 

negativa por estrógenos no se ejerce directamente sobre neuronas GnRHérgicas, 

sino sobre otros grupos de neuronas. 

Se ha sugerido que el efecto de retro-alimentación positivo que ejercen los 

estrógenos es a través de modificaciones en las conexiones  sinápticas de las 

neuronas GnRHérgicas que expresan receptores a estradiol. El estradiol también 

regula la expresión de receptores a GnRH, pero también modula la síntesis de GABA 

en células que sintetizan glutamato, las mismas que expresa REα (Figura 14), 

(Herbison, 2006).  



 FES Zaragoza UNAM 

 

 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Diagrama que muestra 4 posibles y diferentes maneras en las que el 
estradiol puede ejercer su acción sobre la neurona GnRH: 

1. De manera directa, a través de regular la transcripción de ARNm del 

decapeptido por medio del REβ. 

2. De manera indirecta, a través de su efecto en diferentes tipos de células o 
estructuras del hipotálamo: células de la glia que interactúan con el soma o 
con las terminales de la GnRH (en la eminencia media). 

3. Neuronas que tienen o no contactos sinápticos con la neurona GnRH, 
denominadas interneuronas. 

4. A través de las células vasculares endoteliales que actúan de manera 
paracrina  en la terminal de la neurona GnRH.  

 (Tomada y modificada de  Herbison, 2006) 
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Los estrógenos ejercen su efecto “feedback” estimulante en la secreción de 

GnRH y LH al actuar en las células del núcleo anteroventral-periventricular (AVPV). 

Estudios realizados en ratas muestran que los estrógenos inducen su efecto 

“feedback” positivo sobre la neurona GnRH (Figura 15) a través de aferencias 

primarias que expresan el REα, cuyos cuerpos celulares se sitúan en el AVPV (Figura 

15). Entre dichas aferencia primarias destacan las derivadas de neuronas que 

sintetizan Kispeptina (Wolf y Wu, 2012), GABA, noradrelina, glutamato, endorfinas, 

encefalinas, substancia P, galanina, el péptido relacionado con el gen de la 

calcitonina y neurotensina. Estudios en ovejas sugieren que las células dentro del 

Hipotálamo medio basal (MBH)  tienen el mismo papel. En cambio el efecto feedback 

negativo ocurre por medio de los 3 tipos celulares que interactúan de manera 

indirecta con la neurona GnRH (Herbison, 2006; Wolfe y Wu, 2012). 

 

 

 

 

Figura 15. Diagrama que muestra los mecanismos propuestos del feedback 
positivo y del feedback negativo de los estrógenos (Tomado y modificado de 
Herbison, 2006) 
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ASIMETRÍAS HIPOTALÁMICAS 

 

El hipotálamo anterior y medio esta dividido por el tercer ventrículo en dos 

porciones laterales: la izquierda y la derecha. Las estructuras del hipotálamo derecho 

del,  juegan un papel predominanteen la reproducción de la rata hembra. (Gerendai, 

2001). 

En el ratón se han reportado un mayor número de neuronas GnRH en el lado 

derecho del cerebro (Inase y Machida, 1992).  

También la cantidad de GnRH en el hipotálamo medio basal es asimétrica, ya 

que hay más GnRH en el lado derecho que en el izquierdo (Gerendai y col. 1978). De 

la misma manera, hay más ARNm para la GnRH en el lado derecho de POA-AHA que 

en lado izquierdo a las 13:00 h del diestro-2 (Arteaga y col, 2005). 

Se ha mostrado que los genes que codifican para el REα o para el Reβ 

alcanzan su expresión máxima en días diferentes del ciclo estral y son asimétricos 

entre  la porción izquierda y derecha de POA-AHA. La expresión del ARNm del REα 

presenta su máxima expresión en el lado derecho de POA-AHA en el día del estro a 

las 17:00 horas; mientras que la del RE  ocurre de las 09:00 a las 13:00 horas del 

diestro-2 (Arteaga y col, 2005).  

Previamente, se mostró que el bloqueo de los REα del lado izquierdo de POA-

AHA, llevado a cabo en la mañana del estro provoca el aumento del porcentaje de 

animales ovulantes en el dia del estro esperado, cuando se compara  con su grupo 

control. En estos animales no se altera el ciclo estral, lo que implica que todos 

presentaron citología vaginal del estro. Con base en estos hechos, se  sugirió que el 

E2 al unirse a los REα en la mañana del estro regula de manera inhibitoria la 

ovulación, como resultado del efecto “feed-back” inhibitorio del estradiol sobre la 

secreción preovulatoria de LH. (Vázquez,  2011). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

En la rata, el 17β-estradiol es una de las señales que regulan la función del eje 

Hipotálamo-Hipófisis-Ovario. En el hipotálamo  las neuronas expresan dos tipos de 

receptores a estradiol: el RE  y el REβ. En  POA-AHA se han identificado ambos 

receptores; sin embargo sólo el REβ ha sido identificado en las neuronas 

GnRHérgicas y se ha sugerido que tanto el REα como el REβ están involucrados en 

los mecanismos de “feed-back” inhibitorios de los estrógenos sobre la secreción de la 

GnRH y las gonadotropinas. Por medio del uso de ratones “knockout”, se ha sugerido 

que el RE  pero no el REβ es necesario y suficiente para que se manifieste el efecto 

“feedback” estimulante de los estrógenos sobre la neurona GnRH y en consecuencia 

estimular la secreción preovulatoria de LH.  

También se ha mostrado que la expresión del ARNm del RE  es diferente entre 

el lado izquierdo y el derecho de POA-AHA, el cual se expresa en mayor cantidad en  

la tarde del estro. En la mañana del estro, el bloqueo de este receptor en el lado 

izquierdo de POA-AHA incrementa el número de animales que ovulan con respecto 

al vehículo utilizado, mientras que este tratamiento en el lado derecho de POA-AHA 

lo  disminuye. 

Con el propósito de estudiar algunos de los mecanismos que conducen a 

estimular la ovulación en ratas con bloqueo del REα del lado izquierdo de POA-AHA, 

en este estudio se analizaron los efectos del bloqueo de los REα en POA-AHA 

izquierda en la mañana del estro, sobre la expresión de ARNm de GnRH en ambas 

porciones de POA-AHA, en la concentración sérica de estradiol y de progesterona, la 

ovulación y en el peso de los ovarios y del útero en horas posteriores al tratamiento. 
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HIPÓTESIS: 

Dado que el bloqueo del RE  del lado izquierdo de POA-AHA, en la mañana 

del estro estimula la ovulación, entonces este tratamiento incrementará la expresión 

del ARNm de la GnRH, lo que se acompañará del aumento en la concentración de 

estradiol en la mañana del proestro. 

 

OBJETIVO GENERAL: 

 

Estudiar los efectos del bloqueo de los RE  del lado izquierdo de POA-AHA, 

llevado a cabo en la mañana del estro, sobre la expresión del ARNm de la GnRH en 

ambas porciones de POA-AHA, la concentración de estradiol y progesterona,  del 

peso de los ovarios y del útero, en horas subsecuentes al bloqueo. 
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MATERIALES Y MÉTODO 

 
Se utilizaron ratas hembras adultas (3-4 meses de edad) de la cepa CIIZ-V, 

mantenidas en grupos de seis animales por caja, en cubículo con ciclos de luz-

oscuridad controlados (luces encendidas de 5:00-19:00 horas) y con libre acceso al 

agua y al alimento. 

Para conocer la duración del ciclo, diariamente entre las 9:30 y 10:00 h a todos los 

animales se les tomo una muestra de epitelio vaginal. La laminilla con los frotis 

vaginales fue teñida con hematoxilina y eosina, mediante la siguiente metodología: 

hematoxilina durante ocho minutos, después se colocó en agua de la llave durante 

diez minutos e inmediatamente se tiñeron con eosina por espacio de dos minutos, 

finalmente se quitó el exceso de eosina con alcohol al 70%. 

Sólo se utilizaron aquellos animales que presentaron dos ciclos consecutivos de 

cuatro días. 

Entre las 8:30 y 9:30 horas del día del estro, grupos de 9 a 10 animales fueron 

anestesiados con 25mg/Kg de pentobarbital sódico por vía intra-peritoneal.  

 

 Micro-inyección en el lado izquierdo de POA-AHA 

Una vez anestesiados, los animales se colocaron en un aparato estereotáxico 

(figura 16) (Kopf Intruments, modelo 900, Sweeden), se limpió la cabeza con jabón 

anti-bacterial y se les rasuró la parte expuesta de la cabeza, y en el cuero cabelludo se 

les realizó un corte en sentido vertical a la línea media de la cabeza, que abarcó 0.5 

cm detrás de las orejas y hasta 0.5 cm por delante de las orejas. El área del cráneo 

expuesto se limpió con agua oxigenada para deshidratar el hueso y visualizar 

claramente las comisuras que unen los diferentes huesos del cráneo y de esta forma, 

ubicar el punto Bregma o punto cero, punto donde se unen los dos huesos parietales 

con el frontal (figura 16). Las coordenadas utilizadas para llegar a POA-AHA de 

acuerdo el Atlas del Cerebro de la Rata (König y Klippel, 1963) fueron: antero-

posterior (AP= 0.06), medial–lateral (ML= 0.04) y ventral (V= 0.086). Una vez en el 

punto cero, se marcó con un lapicero el punto de entrada a POA-AHA y con ayuda 

de una fresa odontológica insertada en un micromotor (Micromotor handpiece SDE 
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Figura 15. Vista dorsal y lateral del cráneo de una rata,  se muestran los puntos Bregma, lambda y 

la línea interaural (Tomado Paxinos, 2007). 

). 

modelo H-35 LSP) se perforó el cráneo, con una aguja de acero inoxidable estéril se 

rompieron las meninges y de esta forma se introdujo en el cerebro una aguja de 

acero inoxidable 25G(x16mm), la cual estaba conectada a una jeringa Hamilton de 

20 μl, que a la vez estuvo colocada en una bomba de micro-diálisis (Microinjection 

pump modelo CMA/100 Carnegie Medicin). 
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Figura 16. Se muestra la posición de la rata en el Estereotáxico antes de ser microinyectada. 

 

Figura 17. Corte coronal del  cerebro de la rata. La flecha muestra la ubicación donde se localizó la punta 

de la aguja de micro-inyección en  el área de estudio (POA-AHA izquierda). 
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Tabla 1. Cronograma de sacrificio de animales de los grupos absolutos, vehículo y antagonista al REα. 

Una vez en la zona de estudio (figura 17), las ratas fueron micro-inyectadas 

durante un minuto en el lado izquierdo de POA-AHA con 1µL de MPP a una 

concentración 25μg/μl (Sigma Aldrich, México). Como grupo control se utilizaron 

animales inyectados con tween 20 (un 1µL durante un minuto). Animales intactos 

fueron utilizados como grupo control absoluto. 

 

 Autopsia 

Todos los animales fueron sacrificados por decapitación, en los tiempos indicados 

en la tabla 1 

 

 

 

 

 

 

 

Se colectó la sangre del tronco y se dejó a temperatura ambiente durante 30 

minutos,  posteriormente  se centrifugó a 3000 rpm  durante 15 minutos; el 

sobrenadante (suero) se colectó y distribuyó en alícuotas de 300 µL, las cuales se 

depositaron en tubos eppendorf de 1.5 mL. Después estos tubos se almacenaron a -

20°C, hasta su procesamiento para cuantificar las concentraciones de estradiol y 

progesterona por el método de radioinmunoanálisis (RIA). 

También se disecaron las trompas uterinas para contar el número de ovocitos 

liberados (cuando los animales fueron sacrificados en el estro esperado), y los ovarios 

y el útero para pesarlos en una balanza analítica (T/LEXUS ESJ - 200 - 4). 

 

 

 Micro-inyección  

(Día y hora) 

Sacrificio 

(Día y hora) 

Horas  

Post-inyección  

E  8:30-9:30 E      11:00 am 2 h 

E  8:30-9:30 D1    11:00 am 26 h 

E 8:30-9:30 D2    11:00 am 50 h 

E 8:30-9:30 P      11:00am 74 h 

E 8:30-9:30 P    17:00 pm. 80 h 

E 8:30-9:30 E-e   11:00 am 96 h 
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 Cuantificación de hormonas  

Las concentraciones séricas de P4 y E2 fueron cuantificados con un estuche 

comercial marca Coat-A-Count (Diagnostic Product, Los Angeles, CA, USA), que 

contiene tubos de polipropileno impregnados con anticuerpo de coneja, viales de 

hormona marcada (125 I-Progesterona ó 125 I-Estradiol) y calibradores para establecer 

la curva patrón para cada hormona (P4:0.00, 0.02, 0.1,0.5, 2.0, 5.00, 10.00, 20.0, y 40 

ng/mL; E2 : 0.0, 10.0, 20.00, 50.0, 150.0, 250.0, 500.0, y 900.0 pg/mL). A cada tubo se 

le adicionaron 100 µL del suero problema más 100 µL de la hormona  marcada (125 I-

Progesterona o 125 I-Estradiol). Los tubos se agitaron durante un minuto y se 

incubaron a temperatura ambiente durante tres horas. Posteriormente se decantaron 

y se limpiaron por la parte externa del tubo, finalmente con la ayuda de un contador 

de centello Gama (modelo Cobra 5005, PackardTM), se cuantificó la cantidad de 

hormona problema. Los datos de la concentración de P4 se expresaron en ng/mL y 

los de E2 en pg/mL. 

 Extracción de ARN total  

El cerebro fue extraído de la cavidad craneal, enjuagado con solución salina estéril 

fría, posteriormente se disecto POA-AHA por la técnica de Palkovits (1973), para lo 

cual se utilizó material de disección limpio y estéril.  

A tubos eppendorf estériles, se le agrego 500 μL de trizol, y una vez que se  

extrajo POA-AHA se procedió a dividirla en la parte derecha e izquierda. Las 

porciones izquierdas de tres ratas se colocaron en un tubo y sus correspondientes 

porciones derechas en otro tubo. En total se procesó el cerebro 9 animales, haciendo 

un total de tres tubos con tejido de POA-AHA de la por porción derecha o izquierda. 

Todas la muestras de tejido se homogenizaron en un Politron, modelo PT -MR 3100 

(Kinematica AG, Littau, Suiza). 

Al tejido homogenizado se le agregaron 250 µL de cloroformo y se agitó por 30 

segundos, con la finalidad de extraer el ARNm. 

Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm a 4º C por 30 minutos. Al final se 

obtuvieron dos fases: una fase inferior orgánica de color rosa y la fase superior 

acuosa incolora. El ARN quedo en esta última fase, mientras que el ADN y las 

proteínas se precipitaron en la interfase y en la fase orgánica. 
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La fase acuosa se transfirió a otro tubo eppendorf y se le agregó un volumen igual 

de isopropanol (250 µL), con la finalidad de precipitar el ARN. La muestra se conservó 

a 4º C durante máximo 72 horas. 

Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm, por 

30 minutos, a 4º C. Al ARN precipitado (pastilla blanca amarillenta), le fue removido el 

sobrenadante y se lavó la pastilla con etanol al 80 %. La pastilla de ARN se centrifugó 

a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Después de una segunda decantación del 

sobrenadante, los tubos se colocaron en sentido inverso sobre una gasa estéril para 

que la pastilla se secara a temperatura ambiente y evitar así la insolubilidad de la 

misma. A la pastilla de ARN se le agregó 30 μL de H2O inyectable y se conservó a -70º 

C. 

Por último se disolvió la pastilla de ARN en 50 µL de H2O-DEPEC. Se hicieron 

alícuotas de 2µL de la muestra diluida en 98 µL de H2O inyectable.  

 Lectura de la muestra  

En un espectrofotómetro (BOECO Germany ModeloS-30 Spectrophotometro) Se 

leyó la absorbancia de estas muestras, a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La 

concentración de ARN se determinó conociendo que una unidad de absorbancia de 

260nm equivale a 40mg de ARN ml-1. 

 

A= Densidad óptica de la muestra a 260 nanómetros 

B= Cantidad de agua en la que se diluyó la muestra (98 µl) 

C= Cantidad de la muestra que se diluyó (2 µl) 

 RT-PCR 

Para la realización del RT, en un tubo eppendorf se disolvieron 2 µg del ARN total, 

en 7µL de la mezcla de retrotranscripción (Tabla 2) y agua estéril, cada muestra se 

colocó en un termociclador de gradientes (marca Eppendorf Scientific lnc, Alemania). 

Después de la retro transcripción a las muestras obtenidas se les agregó 6.5 µL de un 

coctel de reactivos (Tabla 3), para realizar la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). A través de la cual se amplificó un fragmento de 250 pares de  
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Tabla2. Tabla de reactivos que conforman la mezcla de “mix” para retro-transcripción. 

 

bases (pb) del gen de la GnRH, se utilizó un fragmento de 200 (pb) de GAPDH 

(Glyceraldehydo, 3-phosfato, Dehydrogenasa), como gen control interno. 

El PCR se realizó en un termociclador de gradientes (marca Eppendorf Scientific 

Inc., Alemania), a las temperaturas y ciclos que se muestran en la Tabla 4(Arteaga y 

col. 2005). 

 

 

 

 

  

Reactivo Concentración Volumen/1 RX 

ARN total 2 μg 2µl 

Buffer RT 5x 2µl 

DTT 0.2 mN 1 µl 

dATP 10 mN 0.5 µl   

dCTP 10 mN 0.5 µl 

dGTP 10 mN 0.5 µl 

dTTP 10 mN 0.5 µl 

RT-M-MLV 100 u  0.5 µl + 0.5  µl H2O 

Oligo dt 0.025 μ 0.5 µl 

H2O  Aforado a 10 μl 
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Tabla 3. Reactivos utilizados para la mezcla para el PCR. 

Tabla 4. Secuencia de oligonucleótidos utilizados para la retro-transcripción, así como las 

temperaturas y ciclos utilizados para la técnica de PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Reactivo 

 

Volumen /1 RX 

Buffer 10x 0.5 µl 

MgCl2 2.5 µl 

d ATP 0.5 µl 

d CTP 0.5 µl 

d GTP 0.5 µl 

d TTP 0.5 µl 

Oligo1 2.0 µl 

Oligo2 2.0 µl 

Taq polimerasa 0.5 µl 

H2O 26 µl 

Gen Secuencia sentido Secuencia 

antisentido 

Temperatura (°C) Ciclos 

GnRH CAA  CCC  ATA  GGA 

CCA  GTG  CTG  G 

CAC  TAT  GGT  CAC 

CAG  CGG  GG 

53.0 32 

GAPDH GTA  TTG  GGC  GCC 

TGG TCA  CC 

CGC  TCC  TGG  AAG 

ATG  GTG  ATGG 

55.1 32 
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 Electroforesis  

Una vez obtenidos los productos del PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2%, 

preparado con TBE al 1% (Tris Boratos EDTA) y teñido con bromuro de etidio, fue 

preparado de la siguiente manera: En un matráz Erlenmeyer se agregó 1 gr de 

agarosa con 50 mL de una solución Buffer de TBE 1x que se calentó en horno de 

microondas (marca Pelco 3400, series Laboratory Microwave Oven) durante un min, 

hasta su completa disolución. Cuando la solución de agarosa alcanzó una 

temperatura de ± 37°C, se agregaron 2.5 µL de bromuro de etidio. Agitando el 

recipiente en forma circular, se mezclaron los diferentes componentes, evitando la 

formación de burbujas en la solución. El gel se vertió lentamente en la cámara de 

electroforesis horizontal (Horizon 11-14. Life Technologies, Gibco BRL, USA) por uno 

de sus extremos, con una punta de micro-pipeta limpia y estéril se retiraron las 

burbujas y se dejó polimerizar la agarosa. Para la corrida de las muestras, se llenó el 

tanque de la cámara de electroforesis con buffer TBE 1x. Se conectaron los electrodos 

de la cámara a la fuente de poder, se graduó el voltaje a 100V y se dejaron correr las 

muestras. Las bandas resultantes del corrimiento de las muestras en los geles se 

observaron en un trans-iluminador de luz ultravioleta. Las fotografías del gel fueron 

tomadas con una cámara Kodak EDAS 216. Las bandas se analizaron por medio del 

Sistema de Análisis Logic GEL 112. 

 Análisis estadístico  

Los resultados del porcentaje de animales ovulantes (número de animales que 

ovularon del total de los tratados en ese grupo experimental) se analizaron por 

medio de la prueba de la Probabilidad Exacta de Fisher. Los resultados del número de 

ovocitos liberados se analizaron por la prueba de Kruzkall-Wallis seguida de la prueba 

Dunn. Mientras que los datos del peso de los ovarios, del útero, de las 

concentraciones séricas de las hormonas y de la expresión relativa del ARNm para  la 

GnRH fueron analizados mediante la prueba de análisis de varianza múltiple 

(ANOVA), 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 ó de “U” Mann-

Withney. En todos los casos se aceptaron como significativas aquellas diferencias en 

las que la probabilidad fue ≤ 0.05. 
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RESULTADOS 
 
TASA DE ANIMALES OVULANTES 

La micro-inyección del vehículo entre las 8:30 y 9:30 horas del estro provocó 

que solo el 33% de los animales ovularan el día del estro esperado.  

En cambio, la micro-inyección del antagonista del REα aumentó el porcentaje 

de animales que ovularon el día del estro esperado, es decir, 98 horas después del 

tratamiento (Gráfica 2). 

 

★ p<0.009  vs.  Intactas;  ♠  p<0. 01 vs. vehiculo (Prueba de 2). 

 

Gráfica 2. Efecto de la micro-inyección del vehículo y del antagonista de los RE  en el lado 

izquierdo de POA-AHA a las 9:00 hrs del estro, sobre el porcentaje de animales que ovularon 

en el dia del estro esperado. 
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OVOCITOS LIBERADOS 

La micro-inyección del vehículo provocó disminución del número de ovocitos 

liberados a las 2 horas del tratamiento; este efecto no fue alterado por la micro-

inyección del antagonista del REα. 

En los animales sacrificados a las 98 horas de inyectar el vehículo (estro 

esperado), disminuyó el número total de ovocitos liberados. Por el contrario, el 

bloqueo de los REα provocó la liberación de un mayor número de ovocitos por 

ambos ovarios (Gráfica 3). 

 

★ p<0.01 vs. intactas, ♠p <0.0 1 vs. tween 98 h (Kruskal-Wallis seguida de la Prueba  

de Comparación Multiple de Dunn) 

 

Gráfica 3. Efecto del bloqueo del RE α en el lado izquierdo de POA-AHA a las 9:00 hrs. del 

estro, sobre el número de ovocitos liberados a las 2 y 98 horas post-tratamiento. Los 

resultados se expresan como la media ± e.e.m. 
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PESO DE LOS OVARIOS 

La micro-inyección de vehículo  provocó aumento en el masa ovárica a las 50 

horas del tratamiento, pero a las 74 horas, la disminuyó (Gráfica 4).  

★p < 0.001 vs. Intactas (ANOVA seguida de Prueba de Tukey) 

Gráfica 4. Efecto de la microinyeccion de vehiculo en el lado izquierdo de POA-AHA entre las 

8:30 y 9:00 h del dia del estro, sobre la masa ovárica (peso del OI + peso del OD), durante las 

diferentes horas de la evaluación. Los resultados se expresan como la media ± e.e.m. 
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 El bloqueo de los REα provocó disminución de la masa ovárica a las 26 horas 

de la inyección del antagonista del RE  (Gráfica 5); ochenta horas después este 

parámetro disminuyó, pero sólo fue significativo en la masa del ovario derecho (37.72 

9.5 vs. 12  1, p<0.05). 

 

♠ < 0.001 vs.  vhehículo (ANOVA seguida de Prueba  de Tukey) 

 

Gráfica 4. Efecto del bloqueo del RE  en el lado izquierdo de POA-AHA realizado a las 9:00 

horas del estro, sobre  la masa ovárica (peso del OI + peso del OD), evaluada a diferentes 

horas después del tratamiento. Los resultados se expresan como la media ± e.e.m. 
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PESO DE ÚTERO 

 

La micro-inyección de vehículo no provocó cambios en el peso del útero. 

Únicamente a las 80 h del bloque de  los RE  se observó la disminución del peso del 

útero, es decir a las 17:00 h del  proestro (Gráfica 5). 

 
 

♠ < 0.001 vs.  vehículo (ANOVA seguida de Prueba  de Tukey) 

 
 

Gráfica 5. Efecto del bloqueo del RE α en el lado izquierdo de POA-AHA a las 9:00 hrs. del 

estro sobre el  peso  del útero. Los resultados se expresan como la media ± e.e.m.  
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CONCENTRACIONES DE PROGESTERONA Y 17 -ESTRADIOL 

Con respecto al grupo de animales intactos, los animales micro-inyectados con 

vehículo no mostraron cambios en la concentración sérica de progesterona evaluada 

en las diferentes horas posteriores al tratamiento. El bloqueo de  los REα en el lado 

izquierdo de POA-AHA el día del estro, tampoco provocó cambios significativos en las 

concentraciones séricas de progesterona evaluadas en las horas posteriores al 

tratamiento (Gráfica 6).  

 

 
 

Gráfica  6 Media + e.e.m. de la concentración de progesterona  en el suero de ratas 

intactas o inyectadas con  vehiculo o antagonista a los REα en la porción izquierda de 

POA-AHA.  
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La concentración de 17β-estradiol disminuyó por la micro-inyección del 

vehículo a las 26 horas del tratamiento. A las 80 horas el bloqueo de los REα provocó  

que la concentración sérica de 17β-estradiol  aumentara con respecto al grupo 

inyectado con el vehículo,  y alcanzara valores similares al grupo de ratas intactas,  

(Gráfica 7).  

 
 

★ p < 0.001 vs. Intactas  (ANOVA seguida de Prueba  de Tukey)  ♠ p < 0.05 vs. Vehículo 

(prueba “t”) 

 

 

Gráfica 7.  Media + e.e.m.de la concentración de estradiol en el suero de ratas intactas o 

inyectadas con antagonista  del REα en la porción izquierda de POA-AHA  
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Expresión relativa del ARNm para GnRH 

En la Tabla 5 se muestra la expresión relativa del ARNm de la GnRH en la 

porción izquierda y derecha de POA-AHA de animales intactos y micro-inyectados 

con el vehículo en una y otra porción de la zona de estudio. En el grupo de animales 

intactos la expresión del ARNm para la GnRH no mostró diferencias entre las 

porciones izquierda y derecha de POA-AHA en las horas evaluadas. La micro-

inyección de vehículo disminuyó la expresión de ARNm a las 50 horas del  

tratamiento  (11:00 h del diestro-2) en  ambas porciones de POA-AHA (Gráfica 12 y 

13). A las 80 horas (17:00 h del proestro), el tratamiento incrementó la expresión del 

mensajero,  pero solo en la porción izquierda de POA-AHA. 

 

 

★ p < 0.001 vs. Intactas  (ANOVA seguida de Prueba de  Tukey) 

 
Tabla 5.  Media ± e.e.m.  de la expresión relativa del ARNm  para GnRH en el lado izquierdo 
(I)  o derecho (D) de POA-AHA de ratas hembras adultas intactas o micro-inyectadas con 
vehículo en la porción izquierda de POA-AHA. 
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Día y hora de la cuantificación 

Grupos E 11:00 D1 11:00 D2 11:00 P 11:00 P 17:00 

2 h 26 h  50 h 74 h 80 h 

Intactas  

I 

 

 
1.94 ± 0.03 

 

 

 
0.72 ± 0.09 

 

 

 
1.31 ± 0.06 

 

 

 
0.82 ± 0.06 

 

 

 
0.87± 0.05 

 

 
D 

 
1.96 ± 0.04 

 

 
0.59 ± 0.20 

 

 
1.38 ± 0.05 

 

 
0.84 ± 0.05 

 

 
0.91± 0.10 

 

Vehiculo   

I 

 

2.04 ± 0.04 
 

 

0.75 ±  0.15 
 

 

0.55 ± 0.001 ★ 

 

 

0.95 ± 0.20 
 

 

1.75 ± 0.4 ★ 

 

 
D 

 
1.81 ± 0.18 

 

 
1.00 ± 0.17 

 

 

0.58 ± 0.03★ 

 

 
0.81 ± 0.10 

 
1.04 ± 0.07 
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 En ambas porciones de  POA-AHA la micro-inyección del antagonista para los 

REα disminuyó la expresión del mensajero para la GnRH a  las  2 horas del 

tratamiento (11:00 del estro) aumentó a las 50 horas (11:00 h del diestro-2) con 

respecto al efecto causado por el vehículo (Gráfica 8 y 9). A las 80 horas la micro-

inyección del antagonista del REα incrementó la expresión del mensajero únicamente 

en la porción derecha de POA-AHA (Gráfica9).  

 
 
♠ p < 0.001 vs. Vehículo  (ANOVA seguida de Prueba  de Tukey) 

 

 

Gráfica 8. Media ± e.e.m. de la expresión relativa del ARNm para GnRH en el lado izquierdo 

de POA-AHA de ratas hembras adultas intactas o micro-inyectadas con antagonista para REα 

en la porción izquierda de POA-AHA. 
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♠ p < 0.001 vs. Tween  (ANOVA seguida de Prueba  de Tukey) 

 

Gráfica 9. Media ± e.e.m.  de  la expresión relativa del  ARNm  para  GnRH  en  el l ado 

derecho de POA-AHA,  de ratas hembras adultas intactas o micro-inyectadas con antagonista 

del REα en la porción izquierda de POA-AHA.  
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Cuando comparamos los resultados de la expresión del ARNm de la GnRH, en 

una y otra POA-AHA con la concentración sérica de 17 -estradiol, observamos que 

después de la disminución inicial provocada por la inyección del antagonista al RE  

(a las 2h de la inyección), tanto la cantidad de ARNm de la GnRH y la concentración 

de 17 -estradiol se van recuperando paulatinamente conforme avanzamos en el 

ciclo, es decir, en las horas posteriores a la micro-inyección del  antagonista (Gráfica 

10). 

 
 
a, p<0.001 vs. proestro 17:00 h ( 80 h pos-tratamiento) 

 b, p<0.05 vs.  diestro-2 11:00 h (50 h pos-tratamiento) 

 c, p<0.05 vs.  proestro 11:00 h (74 h pos-tratamiento) (ANOVA seguida de Tukey). 

 

 

 

Gráfica 10. Expresión relativa del ARNm de la GnRH en la porción izquierda y derecha  de 

POA-AHA,  y  la concentración sérica de 17 -estradiol a partir de las 26 horas del bloqueo de 

los RE  por el antagonista. Los resultados se expresan como la media ± e.e.m. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 
Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la mañana 

del estro, la unión del RE  a su ligando en el lado izquierdo de POA-AHA inhibe  la 

expresión del ARNm de la GnRH, así como la  secreción de estradiol.  

 El antagonista del RE , metil-piperidino-pirazol o MPP inhibe la Expresion del 

ARNm de la GnRH  a las 2 horas y tiene un tiempo de acción de aproximadamente 

30 horas. 

 

EFECTOS DEL VEHÍCULO (TWEEN 20 ) 

El efecto inhibitorio del vehiculo (tween 20 ) sobre la ovulación esperada (es 

decir a las 96 horas del tratamiento) está relacionado con la caída en la expresión 

máxima del ARNm de la GnRH en ambas porciones de POA-AHA, que normalmente 

debe ocurrir a las 11:00 horas del diestro-2. El tween 20  es un surfactante 

(detergente no iónico) que se utiliza para solubilizar las membranas  celulares, al 

disolver enlaces lípido-lípido y lípido-proteína; este efecto podría modificar la 

disposición de proteínas que conforman sitios de contacto celular, de receptores o 

ambos, lo que resulta en alteraciones en la actividad  y en la respuesta eléctrica y 

sintética de la neurona GnRH, de las inter-neuronas vecinas a ella o de todas a la vez.   

Dado que la inyección del vehículo en el día del estro bloqueo la ovulación 

espontanea del día del estro esperado, podemos sugerir que estos posibles contactos 

celulares y receptores de membrana  que se establecen en el estro determinan que el 

animal ovule normalmente. 

 Aparentemente, una vez que pasó el efecto del tween 20  sobre las 

membranas celulares, se recuperan los puntos de contacto celular y de receptores, de 

tal forma que la expresión máxima del ARNm de la GnRH se retrasa por 30 horas y 

ocurre hasta las 17:00 horas del proestro (80 horas después del tratamiento), pero 

únicamente en la porción de POA-AHA micro-inyectada (la izquierda).  

 ¿Cómo se explica que los efectos del vehículo (tween 20 ) en las primeras 50 

horas se observe en ambos lados de POA-AHA y después de este tiempo solo en la 

porción izquierda? La explicación radicaría en la estructura de la neurona GnRH, ya 

que la dendrita de ésta mide ≈1000 µm y puede llegar a conectarse con neuronas 

GnRH del órgano  vasculoso de la estría terminal, el cual  no está dividido por el 
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tercer ventrículo y puede relacionarse con otra neurona GnRH (Herde y col, 2011; Liu 

y col, 2011), de tal forma que se puede conectar con neuronas GnRH del lado 

opuesto. Este proceso puede implicar las 50 horas en que observamos el efecto en 

ambos lados de POA-AHA. 

 ¿Cuál sería la señal que normalmente promueve la expresión del ARNm de la 

GnRH, pero que se altera por efectos del vehículo a las 50 horas de inyectarlo? Lo 

desconocemos, pero según Herbison (2006) podrían ser: aumento del tono 

GABAérgico, incremento en las protrusiones de los astrocitos por efecto de los 

estrógenos o alteraciones entre tanacitos y la terminal GnRHérgica por estradiol.  

 La disminución del número de ovocitos presentes en las trompas uterinas,  a 

las dos horas de la micro-inyección del vehículo (tween 20 ) en POA-AHA izquierda, 

nos lleva a sugerir que se estimuló el tránsito de los ovocitos de la trompa uterina 

hacia el útero. La ciliogénesis y la actividad secretora del epitelio del oviducto están 

regulados por progesterona y estradiol. La progesterona atrofia el epitelio e induce 

apoptosis del mismo, mientras que el estradiol estimula el crecimiento celular y la 

ciliogénesis (Hess y col., 2006). En comparación con el útero y el ovario, el oviducto 

recibe fibras sensoriales que sintetizan substancia P (SP) (Nance y col, 1988), péptido 

relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), péptido intestinal vasoactivo (VIP), 

óxido nítrico sintetasa (NOS) (Czaja, 2000). Fibras SP/NOS, SP y NOS se han 

encontrado en la capa muscular y alrededor de los vasos sanguíneos del oviducto del 

cerdo (Majewski y col, 1995). Czaja (2000) sugiere que este tipo de inervación (SP, 

NOS y SP/CGRP) está involucrada en la relajación antidrómica del oviducto y del tono 

muscular del mismo.  

La alteración de estas señales neuroendocrinas en la mañana del estro, por la 

inyección de tween 20 , estaría modificando la frecuencia de los pulsos de secreción 

tónica de la GnRH, lo que en parte, se tradujo en la disminución de la secreción 

preovulatoria de estradiol en la mañana del proestro, a consecuencia de 

modificaciones en el crecimiento de los folículos. Se ha mostrado que la secreción de 

estradiol se correlaciona con la concentración de FSH (Ferin M, 1998),  

EFECTOS DEL ANTAGONISTA AL REα (MPP) 

La activación del REα por su ligando en la mañana del estro regula de manera 

inhibitoria la ovulación, ya que cuando se bloqueó este receptor aumentó el número 

de animales ovulantes. Este efecto  se acompañó del aumento aparentemente 
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progresivo de la expresión del ARNm de la GnRH en la porción derecha de POA-

AHA, desde las 26 hasta las 80 h post-tratamiento (que corresponde de la mañana 

del diestro-1 a la tarde del proestro). Lo que implica que la desactivación del RE  

estimula la transcripción del mensajero, sin afectar la traducción ni la liberación de la 

proteína.  Yeo et al., (1996) señalan que el procesamiento del primer transcrito  de la 

GnRH es rápido, ya que ocurre en un tiempo promedio de 18 minutos.  

 Dicho efecto estimulante aparentemente también ocurre sobre la secreción 

tónica o basal del decapéptido, pero de manera específica hacia la regulación de la 

secreción de la FSH, ya que en los animales inyectados con MPP aumentó el número 

de ovocitos liberados (en el día del estro esperado) y el peso de los ovarios (en la 

tarde del proestro). Estos hechos en conjunto nos llevan a sugerir que la estimulación 

en la secreción de FSH y la respuesta de los folículos a la misma regularon el 

crecimiento de los folículos. Se ha sugerido que existe correlación entre el número de 

folículos en crecimiento y la concentración de FSH (Richards, 1980). 

 El desplazamiento de la secreción preovulatoria de estradiol por 6 h puede ser 

otra de las respuestas al retraso en la expresión del ARNm de la GnRH, ya que por un 

lado estuvo bloqueado el RE , y por otro el efecto “feedback” estimulante del 17 -

estradiol ocurrió en el momento en que había ARNm de la GnRH, pero aún no se 

traducía. Lo que posiblemente generó que la secreción preovulatoria de LH y FSH 

ocurriera más tarde de lo esperado (17:00 h del proestro), sin embargo, ocurrió y el 

animal ovuló. Este mecanismo también explicaría por qué el peso del útero en la 

tarde del proestro también fue bajo.  

 La respuesta estimulante de la expresión del ARNm de la GnRH en POA-AHA 

derecha, es un hecho más que confirma que en este día del ciclo, los mecanismos de 

regulación de la secreción de GnRH que aseguran la ovulación ocurren en el lado 

derecho. Previamente se ha mostrado en la rata hembra, que el contenido de GnRH 

en el hipotálamo medio basal es el doble del lado derecho respecto al izquierdo 

(Gerendai y col, 1978), además, la expresión del ARNm de la GnRH es mayor en el 

lado derecho de POA-AHA a las 13:00 h del diestro-2 (Arteaga-López y col, 2003). 

También se ha mostrado que la cantidad de células GnRH en el cerebro de ratones 

macho es mayor en el hemisferio derecho (Inase y Machida, 1985).  

 Con base en los resultados obtenidos deducimos que el antagonista al RE  

(MPP) actúa durante 30 horas. Una vez que el E2 endógeno puede acoplarse al 

receptor, estimula gradualmente la expresión del ARNm de la GnRH.  De tal forma 
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que  la máxima expresión que debe ocurrir a las 13:00 horas del diestro-2 en la 

porción derecha de POA-AHA  (Arteaga-López y col, 2003) en condiciones naturales, 

se presenta 30 horas después (figura 17). 

 Un efecto inhibidor semejante ocurre para las concentraciones de 17 -

estradiol. Durante las 26 horas posteriores al tratamiento, la concentración de la 

hormona es baja. Pero al igual que la expresión del ARNm de la GnRH, aumentan 

sucesivamente hasta la tarde del proestro.  Lo que nos lleva a sugerir que el estradiol 

asociado al RE  regularía de manera inhibitoria la secreción de FSH, se reconoce que 

a medida que la concentración de FSH va aumentando durante la fase folicular del 

ciclo, se van produciendo cantidades mayores de 17 -estradiol (Gore & Armstrong, 

1994). 
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Figura 18.- Esquematización del posible papel del 17β-estradiol al unirse al REα en la 

mañana del Estro  en la porción izquierda de POA-AHA, en la regulación de la 

expresión del ARNm de la GnRH, la secreción de Estradiol y la ovulación.   
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CONCLUSIONES  
 
 
 

 En la mañana del estro, el bloqueo de los RE  del lado izquierdo de 

POA-AHA estimula la expresión del ARNm de la GnRH en POA-AHA, lo 

que se acompaña de la estimulación  de la secreción de estradiol.  

 

 El antagonista del RE , metil-piperidino-pirazol o MPP regula de manera 

inhibitoria el gen de la GnRH a las 2horas y tiene un tiempo de acción 

de aproximadamente 30 horas. 

 

 La estimulación de la ovulación por el bloqueo del RE  ocurre porque 

después del tiempo de bloqueo, el sistema logra ajustarse rápidamente 

al reloj biológico que regula la secreción de la GnRH y la ovulación en 

sus momentos justos.  
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Figura. 19 Metil-piperidino-pirazol (MPP) 

ERα=12±2% Afinidad relativa de enlace (estradiol=100%)  

(Los análogos de metil-piperidino-pirazol (MPP): Antiestrógenos con los receptores de 

estrógenos α actividad selectiva)  

Peso molecular de 469.574 g/mol  

Densidad de 1.22 g/mL. 

ANEXO 1 
 

LIGANDO SINTETICO ESPECÍFICO PARA EL REα: Metil-Pipiridino-Pirazol 

(MPP) 

El MPP contiene un grupo pirazol, el cual tienen una alta afinidad para los RE, 

aunque se unen con mayor afinidad al REα que al REβ (Stauffer y col, 2000; Sun y 

col., 1999). (Fig18) Por ello y a falta de antagonistas selectivos para el REα, Sun y 

colaboradores, (2002) desarrollaron compuestos que antagonizaran con este 

receptor y no con el RE , al adicionar una cadena lateral a ligandos pirazólicos 

[agonistas selectivos para el REα (BSC- pirazoles)], que substituye a la típica 

encontrada en agentes antiestrógenos como el tamoxifen y el raloxifen. Entre estos 

BSC-pirazoles, el más selectivo para el REα es el metil-piperidino-pirazol (MPP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A la fecha se conoce que el MPP incrementa el porcentaje de apoptosis de 

células del endometrio humano, cuando se compara con los efectos del estradiol. En 

ratones ovariectomizados, la administración de MPP aumenta el peso del útero y la 
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proliferación del endometrio (Davis y col, 2006). La inyección subcutánea de MPP 

durante 6 días consecutivos provoca disminución de la concentración de LH en la 

hipófisis y en el suero (García, 2007).  

En ratas adultas cíclicas, la inyección subcutánea de MPP en la mañana del 

diestro-1 provoca aumento del número de ovocitos liberados y disminución del peso 

de los ovarios, lo que se acompaña de un menor número de folículos, reflejo de la 

disminución del número de folículos pequeños sanos y aumento de los medianos en 

los animales sacrificados a las 9:00 y 17:00 horas del proestro (Cabrera, 2009). 

El MPP en dosis de 25 a 150 μg aumenta el peso húmedo del útero, pero no 

de la forma en que lo hace el 17β-estradiol, ya que provoca efectos pleiotrópicos 

dentro del útero, estos efectos incluyen el aumento del peso húmedo del útero y la 

diferenciación en el epitelio luminal y glandular, simulación de transcripción y 

translación de una variedad de productos genéticos que regulan la progresión del 

ciclo celular, hiperemia, edema del estroma e inhibición del agua, angiogénesis, 

incorporación de células inmunes y morfología endometrial (Dickson, 2000).  
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Figura 20 . Estructura del Tween 20® 20® (Wenger, et al., 2005) 
 
Propiedades químicas: 
 
Nombre común: Tween 20® 20 
Otros nombres: Polysorbate 20, PEG (20) sorbitan monolaurate 
Formula condensada: C58H114O26 
Masa Molecular: 1227.54 g/mol 
Densidad: 1.1 g/mL 
Punto de ebullición: >100°C 
 

ANEXO 2 
 

TWEEN 20® 
 

 
 
 
. 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Actividad Farmacológica 
         

 El polisorbato 20 (comercialmente conocido como Tween  20®) es un 
surfactante  no iónico que se utiliza principalmente en la fabricación de cosméticos, 
productos del cuidado de piel, en alimentos y productos farmacéuticos.  El 
polisorbato se compone de un grupo central sorbitan con cuatro cadenas óxido de 
polioxietileno de lado, cuando estas cadenas se esterifican con un ácido oleoso 
(figura 19)  y con ácido láurico  dependiendo de la longitud variable de las cadenas, 
pueden obtener 1500 estructuras posibles. Ya que si las cadenas de polioxietileno son 
más cortas se forman agregados muy grandes y por tanto la solución es muy viscosa. 
  
 En el desarrollo biofarmacéutico, el Tween 20® se puede usar durante la 
purificación y la formulación para aminorar adsorción  de superficie, como en las 
formulaciones líquidas el Tween 20® se agrega para aminorar la absorción de la 
proteína a superficies y mantiene la concentración a una distancia definida durante  
un proceso de  purificación, tal como un paso de ultrafiltración o cromatografía.  
  

Sin embargo los detergentes no iónicos también se utilizan para la 
solubilización de membranas y como un medio solvente para proteínas de 
membrana, generalmente el detergente óptimo para cierta proteína de membrana o 
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Figura 19. Propiedad de Detergentes (Helenius et al., 1979) 

membrana se tiene que encontrar empíricamente y puede depender del tipo del 
experimento que uno quiere hacer ( Helenius, et al., 1979) 
 

Los detergentes no iónicos no poseen ningún grupo cargado. El carácter 
hidrófilo de estos detergentes se debe al grupo hidroxilo, disuelve los enlaces lípido-
lípido y lípido-proteína, mientras que las interacciones proteína-proteína no resultan 
afectadas. De este modo se conserva la estructura nativa de las proteínas. Además, el 
detergente sustituye a los lípidos, que normalmente están unidos ( Helenius, et al., 
1979). 

La parte hidrófoba de las proteínas, con lo que crean un entorno de tipo lípido 
y pueden estabilizar proteínas solubilizadas. 

Estudios han establecido que el Tween 20® por ser un detergente no iónico 
es usado para estudiar la estructura de las subunidades de proteínas de membrana y 
las interacciones de proteínas de membrana con estructuras externas ya que no 
desnaturalizan a las proteínas   y no alteran la carga de las proteínas a las que se 
unen (Figura 19). 

 
  

. 
 
 
 

Por las propiedades mencionadas, el polisorbato 20 se emplea para estabilizar 

la solución de proteínas purificadas  usada en prueba de piel para la exposición de 

tuberculosis, como un agente para lavar las marcas de pruebas de inmunoensayos 

como el  de Western Blot y ELISA. Se puede disolver en Tris-Buffer Salino o buffer de 

Fosfato salino en diluciones de 0.05% a 0.5% de v/v (Joint, 1974). 


