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Resumen

RESUMEN

Los ovarios de los mamiferos y de las aves estan inervados por el sistema
nervioso periférico el cual participa en la regulacion de la esteroidogénesis y el
desarrollo folicular. La inervacion extrinseca del ovario esta compuesta por fibras
simpaticas y sensoriales, estas Gltimas aportada principalmente por el nervio vago,
el cual se encarga de recoger la informacion generada en las gonadas y llevarla al
sistema nervioso central donde se procesa y genera una respuesta. Estudios
inmunohistoquimicos han mostrado que los somas neurales del nervio vago se
localizan en el ganglio nodoso y a nivel de los segmentos T, y L, de la médula
espinal.

En el modelo del animal con ovariectomia unilateral se presenta la hipertrofia
compensadora ovarica, donde la gonada remanente aumenta de tamafio y mantiene
su funcién a un nivel que es equivalente a cuando se encuentran los dos ovarios.
Este proceso se ha explicado en funcion de un mecanismo hormonal, pero también
como resultado de la participacion de elementos neuroendocrinos.

En el presente estudio se utiliz6 el modelo del animal con ovariectomia
unilateral para analizar el papel de la inervacion vagal en los mecanismos que
regulan el desarrollo de la respuesta compensadora del ovario. Para ello se utilizaron
ratas hembras de la cepa CII-ZV de 28 6 32 dias de edad (inicio o final de la etapa
juvenil) las cuales se mantuvieron en condiciones convencionales de bioterio. A los
animales se les practico la seccion unilateral (izquierda o derecha) o bilateral (ambos
nervios) del nervio vago, acompafiado o no de una ovariectomia izquierda o derecha.
Como grupos testigos se utilizaron hembras con operacion simulada (laparotomia) o
intactas (sin ningun tratamiento). Todos los animales fueron sacrificados por
decapitacion el dia del primer estro vaginal. Se evalud el peso corporal, la
proporcion de animales ovulantes, la hipertrofia y ovulacion compensadora y el
desarrollo folicular.

La extirpacion del ovario izquierdo realizada a los 28 dias de edad, result6 en
un incremento del peso corporal. La vagotomia derecha o bilateral increment6 este
parametro en las ratas de 32 dias de edad. En el modelo del animal con ovariectomia
unilateral a los 28 dias de edad, la seccion bilateral del vago resulté en la
disminucion del peso corporal cuando el ovario in situ fue el derecho, mientras que
en la rata de 32 dias el peso corporal fue menor en los animales a los que se seccion6
el nervio vago izquierdo y se extirpo la gonada derecha.



Resumen

En las ratas de 28 dias de edad no se modifico la proporcion de animales
ovulantes, mientras que en los tratados a los de 32 dias de edad disminuyé en los
animales con el ovario derecho in situ (10/13 vs. 6/11, p<0.05). En las ratas de 32
dias de edad, la seccion unilateral del nervio vago se acompaiié de la disminucion de
la proporcion de animales ovulantes, cuando el ovario in situ fue el izquierdo (SNVI
= 4/8; SNVD = 7/16 vs. ovariectomia derecha = 9/9, p<0.05). En tanto que a los 28
dias de edad, este efecto solo se presentd cuando se secciond el vago derecho
(SNVD = 4/14 vs. ovariectomia derecha = 9/10, p<0.05).

La ovulacion y la hipertrofia compensadora en los animales con ovariectomia
unilateral a los 28 ¢ 32 dias de edad fueron semejantes, independientemente de la
gonada extirpada.

En los animales vagotomizados a los 28 dias de edad, el mayor porcentaje de
ovulacién compensadora se observo en aquellos que fueron sometidos a la seccion
del vago izquierdo y se les extirpo el ovario ipsilateral a la seccion (101.7% vs.
76.4%, p<0.05). El mayor porcentaje de hipertrofia compensadora lo presentaron las
hembras con ovariectomia del lado derecho y con vagotomia bilateral (75.5% vs.
38.7%, p<0.05).

En las ratas de 32 dias de edad el mayor porcentaje de ovulacién y de
hipertrofia compensadora se observé en las hembras con seccion del vago derecho y
ovario derecho in situ (ovulacion 116.6% vs. 77.7%; hipertrofia 108.8% vs. 52.1%,
p<0.05).

Con la ovariectomia unilateral realizada a los 28 dias de edad, el peso del
tero no se modificd, excepto en los animales con el ovario izquierdo in sifu donde
fue significativamente mayor que el grupo testigo. Cuando la ovariectomia unilateral
se realizo del lado izquierdo en animales de 28 ¢ 32 dias de edad y se secciond
unilateral o bilateral el nervio vago, el peso del utero no se modifico.

En las ratas con ovariectomia unilateral realizada a los 28 6 32 dias de edad
no se modificé el namero total de foliculos sanos. En los animales que se extirp6 el
ovario derecho disminuyo el numero total de foliculos atrésicos. Cuando se
analizaron los foliculos de acuerdo a su tamafio se observé que en hembras con
ovariectomia unilateral, practicada a los 28 6 32 dias de edad, incrementaron los
foliculos de reserva sanos y una disminucion de los foliculos atrésicos,
independientemente del ovario extirpado. En los animales con vagotomia izquierda
o bilateral realizada a los 28 dias de edad con el ovario derecho in situ, se observéd
una disminucion en los foliculos de reserva y preovulatorios sanos. En los animales
de 32 dias de edad con ovariectomia derecha la seccién del nervio vago izquierdo
provocd una disminucion de los foliculos pequefios y aumentd los foliculos
preovulatorios sanos.



Resumen

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten sugerir que en el
animal prepuber con ovariectomia unilateral, la respuesta compensadora del ovario
no depende de la gonada in situ ni de la edad en que se realiza la ovariectomia
unilateral, si no de la informacién que corre por el nervio vago el cual puede

modular este fendmeno de manera inhibitoria dependiendo del ovario extirpado y de
la edad del animal.

iii
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INTRODUCCION

El sistema endocrino comunica a las células por medio de mensajeros quimicos
llamados hormonas, las que viajan por los liquidos extracelulares y llegan a su célula
receptora (Hiriart, 1998). El sistema nervioso utiliza como una via de comunicacion
a los neurotransmisores y las sefiales nerviosas que viajan por medio de las dendritas
y los axones. El control de la secrecion hormonal se realiza por medio de sistemas
cerrados, mediante circuitos de retroalimentacion (feed-back) (Tresguerres, 2003).
Los sistemas nervioso y endocrino actian coordinadamente en la regulacion de los
procesos reproductivos (Ruiz, 1988). En conjunto estos dos sistemas forman el

sistema neuroendocrino (Guyton y Hall, 2001).

La regulacion del sistema endocrino se realiza por intermedio del eje
hipotalamo-hipéfisis. El hipotalamo se encarga de integrar la informacion sensorial
que se genera en otros centros cerebrales y genera seflales hormonales que regulan

las funciones de la hipofisis.

La hipofisis es un organo impar que se localiza en una depresion del hueso
esfenoides, denominada silla turca. Desde el punto de vista anatomico en la hipéfisis
se describen tres lobulos: la hipofisis anterior también llamada adenohipofisis, la
posterior o neurohipofisis y el 16bulo intermedio. La adenohipéfisis es el Iobulo mas
grande y responde a los factores de liberacion producidos por el hipotdlamo.
Sintetiza y libera tres hormonas glucoproteicas, que son la hormona estimulante del
foliculo (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante de la tiroides
(TSH). Ademas de las hormonas peptidicas como son la hormona de crecimiento

(GH), la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la prolactina (PRL) (Hiriart, 1998).
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El control de las funciones reproductivas se realiza por intermedio de las
hormonas sintetizadas por el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. También se postula
que la accién de estas hormonas es modulada por la inervacion que arriba a las
gobnadas y de esta manera se establece una conexion neural entre el sistema nervioso
central (SNC) y los ovarios (Aguado, 2002; Burden, 1985; Burden y Lawrence,
1977; Chavez y col., 1987; Dominguez y Riboni, 1971; Gerendai y col., 1998; 2002;
Kawakami y col., 1981; Morales y col., 1993; 1998). Se ha sugerido que la accion
de las gonadotropinas sobre el foliculo ovarico es modulada por la inervacion del

ovario (Cruz y col., 1986; Morales y col., 1998).

El ovario de los mamiferos recibe fibras de naturaleza simpética, sensorial y
parasimpatica; las fibras simpaticas contienen noradrenalina (NA) y neuropéptido Y
(NPY) y llegan al ovario por dos vias; el plexo ovarico y el nervio ovérico superior
(Burden, 1978). Las fibras sensoriales contienen como neurotrasmisores principales
la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
(Ojeda y Lara, 1989; Dissen y Ojeda, 1999) y son transportados por el nervio vago y
el plexo ovarico (Hill, 1972; Ojeda y col., 1983). Ademas de la inervacion
extrinseca se ha descrito la presencia de neuronas intrinsecas en el ovario, las cuales

podrian participar en el mantenimiento de la homeostasis del érgano (D’Albora y
col., 2002).
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MARCO TEORICO

OVARIO

La capacidad de producir nuevos individuos es la caracteristica que define a
los organismos vivos. Todas las especies de animales pluricelulares tienen un
periodo de vida limitado y la supervivencia requiere de un mecanismo que permita
la produccion de nuevas generaciones de la misma especie, es decir, la capacidad de

reproducirse.

El aparato reproductor de las hembras, esta constituido por los ovarios, las
trompas uterinas, el itero, la vagina, la vulva y las glandulas mamarias en el caso de
los mamiferos. En el ovario de los mamiferos se describen tres zonas: la médula, la
corteza y el hilio. La médula esta compuesta por tejido conectivo laxo, que contiene
numerosos nervios y por la glandula intersticial formada por células provenientes de
la teca de los foliculos atrésicos. La corteza se compone de un estroma de tejido
conectivo rico en células, en el que estan incluidos los foliculos ovaricos en
diferentes estadios de maduracion (Geneser, 2000; Tresguerres, 2003). El hilio es
donde se encuentra la arteria y la vena ovdrica, los vasos linfaticos, las fibras

nerviosas y las células intersticiales (Tresguerres, 2003).

Los ovarios cumplen dos funciones la gametogénesis (desarrollo y
reclutamiento de los foliculos y la ovulacion) y la produccion y liberacion de
hormonas esteroides (progesterona, androgenos y estrogenos) y proteicas (inhibina,
activina entre otras) (Burden v col., 1983; Geneser, 2000; Ruiz, 1988), que regulan
el crecimiento y la diferenciacion de los érganos del aparato reproductor (Clark y
Shailaja, 1994; Dominguez y col., 1991). Estas funciones del ovario estin

controladas por la influencia hormonal y neural que reciben (Burden, 1978).
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DESARROLLO FOLICULAR

En la rata, el comienzo de la foliculogénesis tiene lugar poco después del
nacimiento (Rajah y Hirshfield, 1991) ya que durante las primeras 24 horas de vida
postnatal se observan muy pocos foliculos primordiales y hay un marcado

incremento al dia dos de vida (Malamed y col., 1992).

El foliculo es la unidad anatomo-funcional del ovario y lo constituye un
ovocito I, las células de la granulosa que rodean al ovocito, la membrana basal que
aisla las células de la granulosa de los demas componentes del foliculo y las células
de la teca que rodean a la membrana basal, que se diferencian en una region interna
perfectamente vascularizada y una externa. A medida que el foliculo crece, aparece
entre el ovocito y las células de la granulosa, espacios discontinuos llenos de liquido
llamados cuerpos de Call-Exner, los que al unirse forman el antro folicular
(Dominguez y col., 1991; Freeman, 1994; Gore-Langton y Armstrong, 1994) (figura
1).

Membrana basal Cél. de la granulosa

Ovocito

Cél. de la teca

Figura 1. Esquema que muestra los componentes de un foliculo. Tomado de Greenwald y Roy
1994.
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Foliculo primordial esta constituido por un ovocito pequefio redondo con
nicleo grande, células de la granulosa poco diferenciadas que forman un anillo
completo y una membrana basal que rodea a las células de la granulosa. Los
foliculos primordiales se encuentran en la corteza externa por debajo de la tinica

albuginea (Cormack y David, 1988; Geneser, 2000) (figura 2).

En el ovario de la rata el aumento del tamafio del ovocito es el cambio
morfolégico inicial que indica que el foliculo primordial ha salido del depésito de
foliculos en reposo y reactivado el proceso de crecimiento y la formacién del
foliculo primario. El foliculo primordial al crecer forma una membrana compuesta
de glucoproteinas (zona peliicida), que rodea al ovocito y se separa de las células de
la granulosa. Cuando el ovocito alcanza un tamafio de 80 a 100 um de didmetro, las
células de la granulosa aplanadas y poco diferenciadas crecen en altura y se vuelven
ciubicas y gradualmente cilindricas y las células del estroma circundante se ordenan
en una capa concéntrica denomina teca folicular (Geneser, 2000; Guyton y Hall,
2001; Van Voorhis B.J. 1999) (figura 2).

A medida que el foliculo continia su crecimiento alcanza un tamarfio
aproximado de 260 pm de diametro y se forma el foliculo secundario por la
proliferacion de las células de la granulosa que forman capas maltiples alrededor del
ovocito; se forman pequefios acimulos de liquido entre las células de la granulosa,
los cuales aumentan de tamafio y se unen formando asi el antro folicular el cual
contiene el liquido que es incoloro y viscoso. La teca folicular se diferencia en teca
interna y teca externa. Al continuar la multiplicacién de las células de la granulosa,
se comienza a formar el foliculo terciario o preovulatorio, cuyo tamafio aumenta
considerablemente por la acumulacion rapida de liquido folicular y alcanza un
didmetro mayor a 500 um. En este momento el foliculo esta listo para la ovulacion.
Poco antes de la ovulacion el ovocito comienza a moverse libremente en el liquido

folicular y mas adelante se rompe el foliculo y el ovocito abandona la cavidad
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folicular y por lo tanto el ovario (Cormack y David, 1988; Geneser, 2000; Guyton y
Hall, 2001) (figura 2).

Las células de la granulosa y tecales del foliculo roto cambian después de la
ovulacién y se luteinizan forman otro érgano endocrino que recibe el nombre de
cuerpo lateo debido al color que le da el pigmento llamado luteina. En la mujer el
cuerpo luteo produce progesterona y estrogenos. El numero de cuerpos liteos
presentes en el ovario depende del nimero de ovulaciones que se den y esto varia
seglin la especie (Tresguerres, 2003). Si el 6vulo liberado no es fecundado, en el
cuerpo luteo disminuye la produccion de progesterona y estrogenos lo que ocasiona
que en los primates se produzca la menstruacion. En los primates el cuerpo amarillo
involuciona y es sustituido por una zona pequefia de tejido cicatrizal blancuzca
llamado cuerpo albicans o blanco (Cormack y David, 1988; Freeman, 1994;
Geneser, 2000).

El ovario se encuentra inervado por el sistema simpatico cuyas neuronas se
localizan en la columna intermedio lateral y segmentos del cordén espinal a nivel de
los segmentos Ty T, se proyectan al ganglio celiaco donde se originan el nervio
oviérico superior y el plexo ovirico (Burden, 1985; Gillian, 1954, citado por Burden
1978). Las fibras sensoriales acompaiiadas de fibras simpaticas entran por el cordén
espinal a nivel de los segmentos Tj. El ovario también se encuentra inervado por el
sistema parasimpatico principalmente por el nervio vago (Hill, 1949; LePere y col.,
1966) y por el plexo hipogdstrico que se origina en los segmentos S-Sy de la
médula espinal (Mitchel, 1938). Segiin Burden (1978) en la rata el plexo
hipogastrico no participa en la inervacion del ovario. El soma de las neuronas que
inervan al ovario y que provienen del nervio vago, se localizan en el ganglio nodoso
y en las células ganglionares de la raiz dorsal de los segmentos Ty a L, (Burden y
col,, 1983), ademas de fibras aferentes que viajan por ambas rutas simpaticas y

vagales (Burden y col., 1983; Klein y Burden, 1988).
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iy 7
foliculo %’Lﬁ ?:’ ;}‘3
atrésico 7 .f,f?'j—‘.’f

-
i -

corona

radiada
cumulus

oophorus

foliculo
preovulatorio
grande

foliculo
recién
ovulado

foliculo
preovulatorio

pequeiio

foliculo

secundario

membrana
basal

foliculo
primordial

Figura 2. Esquema del ovario de los mamiferos, donde se aprecian los diferentes tipos de
foliculos en crecimiento. Tomado de Freeman, 1994.
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ATRESIA FOLICULAR

La palabra atresia proviene del griego a: no y tresia: perforado, se refiere a
los cambios degenerativos que sufren la mayoria de los foliculos antrales antes de la
ovulacion (Geneser, 2000; Hsueh y col., 1994). Este proceso degenerativo folicular
elimina la mayoria de los foliculos antes de que lleguen a ovular y es continio
durante la vida de la hembra. En el humano aproximadamente el 99 % de los
foliculos degeneran y en el raton el 80 % de los foliculos van a la atresia (Oliver y
col., 1999).

Durante el crecimiento del foliculo se incrementa la posibilidad de que entre
en atresia, de tal manera que es mayor la frecuencia de foliculos antrales atrésicos
que los preantrales. Con base en los criterios morfo-fisiologicos se ha dividido la
atresia de los foliculos antrales en tres etapas: (Greenwald y Roy, 1994; Hsueh y
col., 1994),

Etapa I: Menos del 10% de las células de la granulosa cercanas al antro presentan
nicleo picndtico. Se observa menor incorporacion de la timina 3 [H] en las células de

la granulosa y por lo tanto disminuye la tasa de proliferacion celular.

Etapa II: Entre el 10 y el 30 % de las células de la granulosa presentan nicleo
picnoético, algunas se encuentran libres en el antro folicular (descamacion). Muy
pocas de ellas incorporan timina [H]. La membrana basal pierde su integridad y la
capa de las células de la granulosa es infiltrada por linfocitos T citotéxicos. En este

estado los foliculos no pueden recuperarse de la atresia y degeneran.



Marco Tedrico

Etapa III: Esta etapa se caracteriza porque se detiene la mitosis en las células de la
granulosa y por lo tanto hay una disminucion masiva en su niimero e incremento en
la muerte de estas células. Las células de la teca se hipertrofian y hay separacion y

fragmentacion de la membrana basal.

El ovocito puede tener rompimiento de la vesicula germinal (niicleo) y hay
alteracién de la zona pelicida (Greenwald y Roy, 1994). En las células de la
granulosa hay disminucion de la sintesis de estrogenos, incremento en la produccion
de progesterona y disminucion en el nimero de receptores a gonadotropinas (LH y
FSH) que da como resultado la disminucion en la actividad de las aromatasas. En las

células de la teca se observa el aumento de la sintesis de andrégenos (Hsueh y col.,
1994).
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PUBERTAD

La pubertad es el resultado de la interaccion de componentes ambientales,
sociales, alimenticios y neuroendocrinos. Actualmente se acepta que dentro de los
mecanismos involucrados en el proceso de la canalizacion de la vagina estan

implicadas las fibras nerviosas que arriban al aparato reproductor femenino.

La pubertad se considera como una fase de transicion de inmadurez hacia la
etapa adulta y es en este momento de la vida cuando se producen los primeros
gametos maduros y se puede iniciar la actividad reproductiva. Los cambios
conductuales y fenotipicos que se presentan como indicadores del inicio de la
pubertad varian entre las especies. En la mujer, el primer signo del inicio de la
pubertad es el crecimiento de las mamas a lo que se denomina telarquia, en la
mayoria de las nifias se produce antes de la menarquia (primera mestruacion). En los
roedores el inicio de esta etapa se puede evaluar por la edad en la que se presenta la
canalizacion de la vagina, lo cual puede ir acompafiado o no, por la primera

ovulacién (Foster y Ebling, 1999; Ojeda y Urbanski, 1994).

Estudios realizados por diversos autores muestran que en las etapas previas al
inicio de la pubertad de los mamiferos, existe similitud en los circuitos de
retroalimentacion_estimulante e inhibitoria ejercidos por los estrogenos sobre la
regulacion de la secrecion de las gonadotropinas (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990; Ojeda y col., 1980).

- La rata nace en un estado de inmadurez equivalente a los 150 dias de
gestacion del humano (Ojeda y col., 1980). En ese momento, tanto en la rata como
en el humano, se produce la diferenciacion sexual del encéfalo por la presencia o

ausencia de la testosterona secretada por los testiculos (Dorner, 1980).
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En la rata hembra desde el nacimiento hasta el inicio de la pubertad
transcurren aproximadamente 35 a 40 dias. El tnico signo exterior que sefiala el
comienzo de la funcién reproductiva es la canalizacion de la vagina, que

normalmente permanece cerrada en ratas inmaduras (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990).

Conforme el animal se acerca a la pubertad se producen una serie de cambios
a nivel del eje hipotilamo-hipéfisis-génada. Asi, por parte del hipotdlamo se
incrementa la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que
estimula la secrecion de LH y FSH por la hipofisis lo que da como resultado final un
aumento de la secrecion de estrogenos por parte de los ovarios (Foster y Ebling,
1999).

El inicio de la pubertad depende de varios factores entre ellos estin la
disponibilidad del alimento, temperatura ambiental, el fotoperiodo y las feromonas.
En algunas especies animales la reproduccion no se da a lo largo de todo el afio,
depende de los factores estacionales, tal es el caso de las aves, las cuales buscan el
ambiente 6ptimo para procrear o en algunos ratones, en donde los machos presentan
reabsorcion de los testiculos para que estos no se reproduzcan cuando no es

favorable el ambiente que los rodea (Foster y Ebling, 1999).

La disponibilidad del alimento es un evento fundamental para el inicio de la
pubertad. En la oveja una buena dieta puede acelerar el inicio de la pubertad y en
roedores que han estado sometidos a dieta rigurosa se retarda su crecimiento y el

inicio de la pubertad (Ruiz, 1988).
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La manipulacién del fotoperiodo al que son sometidos los animales puede
modificar el inicio de la pubertad. En ratas hembras jovenes que han sido
mantenidas desde el nacimiento en luz continua, alcanzan su madurez sexual una

semana antes que las que son mantenidas en un fotoperiodo alterno de luz/oscuridad
(Ruiz, 1988).

Las feromonas son sustancias secretadas por los 6rganos sexuales secundarios
que sirven como medio de comunicacion entre machos y hembras respecto a la
receptividad de estas ultimas. Las feromonas también aceleran la maduracion sexual
de las hembras. La orina de los machos contiene feromonas que al ser liberadas
influyen sobre el comportamiento y el desarrollo de otros individuos de la misma
especie, lo cual resulta en la aceleracion o retraso del inicio de.la pubertad. La
produccion de las feromonas es dependiente de la densidad de la poblacion y por lo
lanto proporciona un mecanismo que modula el crecimiento de la poblacion que

puede ir en aumento o disminucion (Foster y Ebling, 1999).
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FASES DEL DESARROLLO POSTNATAL

En la rata hembra, el desarrollo de los mecanismos que participan en la
regulacion de la pubertad se producen en un lapso de cinco semanas; en ese tiempo
el peso corporal aumenta 15 veces y la longitud del cuerpo tres veces (Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Ramirez (1973) sugiere una clasificacion de las
fases de la pubertad en la rata hembra basada en parametros fisiologicos, tales como
los cambios en las concentraciones de gonadotropinas circulantes y alteraciones en
los mecanismos de retroalimentacion en las diferentes edades. Esta clasificacion fue
subsecuentemente modificada por Ojeda y Urbanski (1994), donde ademas
incluyeron parametros morfologicos como el peso del Utero y la acumulacion de
liquido en este 6rgano. Con base en estos criterios la pubertad se divide en cuatro

etapas (figura 3):

Fase Neonatal.- Se inicia al nacimiento y termina a los siete dias de vida. En el
ovario los foliculos primordiales son visibles después de las primeras 24 h de vida,
mientras que para el dia cuatro ya se encuentran foliculos en desarrollo (Ojeda y
Urbanski, 1994).

Antes de la formacion de los foliculos, el ovario estd conformado por tres
componentes principales: células germinales, células mesenquimdticas y células
epiteliales. Después del nacimiento el ovario es relativamente insensible a las
gonadotropinas, debido a que los foliculos no presentan receptores a FSH y LH. Por
ello se sugiere que el inicio del crecimiento folicular es independiente de las
gonadotropinas (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Lunenfeld y col., 1975).
Entre el cuarto y quinto dia después del nacimiento, el ovario empieza a presentar
receptores a la FSH y mas tarde a la LH (Uilenbroek y Van der Linder, 1983). La
union de la hormona a su receptor estimula la produccion de estradiol a partir de

testosterona (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).



Marco Tedrico

En esta etapa aumenta la concentracion plasmatica de FSH, mientras que la
de LH se mantiene baja (Dhler y Whuttke, 1974). A partir del cuarto dia de vida,
las células de la granulosa ya presentan receptores a FSH, cuyo nimero aumenta
hasta el dia 16, lo cual induce el incremento de la actividad del complejo enzimatico
aromatasa que permite la sintesis de estrogenos a partir de la testosterona (Ojeda y
col., 1986; Ojeda y Urbanski, 1994). Hacia el final de esta etapa se hace evidente la

respuesta esteroidogénica del ovario a las gonadotropinas (Lamprecht y col., 1976).

Fase Infantil.- Esta fase se extiende del dia 8 al 21 de vida. En estos dias se da un
incremento en la concentracion de FSH en plasma que alcanza sus valores maximos
entre los 12 y 15 dias de edad, la cual disminuye hasta el final de la etapa infantil. La
concentracion plasmatica de LH presenta aumentos bruscos (“picos™) esporadicos
(Déhler y Whuttke, 1974; Ojeda y Urbanski, 1994), mientras que el hipotalamo
secreta GnRH de manera pulsatil como resultado de una propiedad intrinseca de las
neuronas GnRHérgicas (Melrose, 1987). La GnRH se libera en forma de descargas
infrecuentes que determinan los “picos” esporadicos de LH y las altas

concentraciones de FSH (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Durante la fase neonatal-infantil de la rata hembra, la concentracion
plasmatica de alfa fetoproteina (AFP) es extremadamente alta. Esta proteina tiene
gran afinidad por los estrogenos, de manera que es baja la cantidad libre de esta
hormona capaz de actuar sobre el sistema nervioso. Por ello se dice que durante
estas etapas del desarrollo, la retroalimentacion inhibitoria ejercida por los
estrogenos es relativamente ineficiente (Andrews y Ojeda, 1977; Ojeda y Ramirez,
1973). Es a partir del dia 16 de vida que comienza a declinar la concentracién de
AFP y a operar la retroalimentacion inhibitoria sobre el SNC y la secrecion de las

gonadotropinas (Ojeda y Urbanski, 1994).
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Al inicio de la etapa infantil los foliculos solo poseen receptores a la FSH, la
cual estimula en las células de la granulosa la aparicion de sus propios receptores
(Zeleznik y Fairchild-Benyo, 1994). Durante la segunda semana de vida postnatal el
crecimiento folicular se acelera bajo un control gonadotropico (Hage y col, 1978;
Peters, 1979) y muchos de los foliculos que comienzan a crecer y madurar durante
este periodo pueden ovular si son estimulados adecuadamente (Ojeda y Urbanski,
1994). La elevacion brusca en la concentracién de FSH que se observa en esta etapa
es importante para el reclutamiento y desarrollo de los foliculos que llegaran a
ovular (Hage y col, 1978; Ojeda y col, 1980). Al finalizar la etapa infantil la
concentracion plasmdtica de FSH disminuye significativamente (Frawley y
Henricks, 1979).

Fase Juvenil.- El comienzo de la fase juvenil o prepuberal es en el dia 22 y termina
alrededor de los 30 6 32 dias de vida. En el hipotalamo el contenido de GnRH
incrementa marcadamente entre el nacimiento y el final del desarrollo juvenil
(Aubert y col., 1985). En esta etapa se establece definitivamente la relacion
funcional entre el eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario, debido a que el mecanismo de
retroalimentacion inhibitoria de los estrogenos regulan la secrecion tonica de las
gonadotropinas (Andrews y Ojeda, 1977). En esta etapa contintia aumentando la
cantidad de estrogenos libres ya que la AFP disminuye ain mas que en la fase
infantil (Ojeda y col., 1986).

En comparacion con la fase infantil, la concentracion de la FSH en el plasma
es significativamente menor, mientras que la de LH es baja al comienzo de esta fase
y se incrementa al final de esta etapa (Meijs-Roelofs y col., 1983). En esta etapa se
hace evidente el aumento de la amplitud de los pulsos vespertinos de LH y se
establece un ritmo de secrecion circadiano (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990).
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Se observa disminucién en la GnRH a nivel del hipotdlamo, haciéndose mas
evidentes durante los dias que preceden al “pico” preovulatorio de las
gonadotropinas (Ojeda y col., 1986). En este periodo el aumento gradual de la
prolactina y de hormona del crecimiento facilita la accion estimuladora de las
gonadotropinas. A nivel del ovario se observa un aumento en el nimero de

receptores a la LH (Ojeda y col., 1980).

En el ovario se observa aceleracion del crecimiento folicular de manera que
ya se observan foliculos maduros capaces de responder pocos dias después al primer
surgimiento preovulatorio de gonadotropinas (Ojeda y Urbanski, 1994). Al parecer
el crecimiento folicular es influido por factores hormonales y nerviosos que son

reguladas por el SNC (Ojeda y col., 1986).

Fase Peripuberal.- Esta fase presenta una duracion variable que cambia con la
especie y se sitia alrededor de la edad de la apertura vaginal e incluye los dias que

preceden a la primera ovulacion.

En esta etapa se establece clara y regularmente el ritmo circadiano de LH,
aumenta la frecuencia de sus pulsos de secrecion los que estimulan un aumento en
la produccion de estradiol por parte de los ovarios. El aumento en la concentracion
de estradiol facilita un efecto estimulante sobre la secrecion de gonadotropinas, que
recibe el nombre de “minipicos” vespertinos. En las células de la granulosa de los
foliculos ovaricos se observa un mayor nimero de receptores a la FSH y LH en
comparacion con las otras fases del desarrollo, lo que se refleja en una maxima
respuesta esteroidogénica (Ojeda y Urbanski, 1994). Durante esta etapa aumenta la

concentracion de estradiol, progesterona y testosterona (Mathews y col., 1987).
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Figura 3. Secuencia de eventos que suceden en el sistema nervioso central, la hipéfisis y el ovario, previos al pico preovulatorio de las
gonadotropinas en la rata hembra. Los nimeros romanos representa la activacién de varios periodos del eje hipotdlamo-hip6fisis
identificados durante el desarrollo postnatal, La numeracién indican el orden en el que se producen estos eventos. La linea continua
punteada representa las 12:00 hrs del dia del primer estro. LHRH o GNRH: hormona liberadora de las gonadotropinas, LH: hormona
luteinizante, FSH: hormona estimulante del foliculo, PRL: prolactina, GH: Hormona de crecimiento (Tomado de Ojeda y Urbanski, 1994).
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Segiin Ojeda y col., (1976) y Advis y col., (1979) durante la etapa peripuberal
la serie de eventos que culminan con la canalizacion de la vagina y la primera

ovulacién se caracterizan por los siguientes cambios fisiologicos:

» Anaestro: En esta fase el ttero tiene peso bajo y carece de fluido uterino. La
vagina se encuentra cerrada.-En el ovario se observan foliculos grandes y

disminucién en el nimero de receptores a la GnRH, mientras que aumentan los
delaLH.

» Proestro temprano: En el ttero comienza a aparecer fluido, lo que se acompaia

del aumento de peso. Estos cambios son inducidos por incremento en las

concentraciones plasmaticas de estrogenos. La vagina se encuentra ailn cerrada.

» Proestro tardio: Esta fase corresponde al dia del primer proestro. El peso del
Gtero aumenta mas (200 mg) y la acumulacion de fluido uterino llega al méximo
(utero balonado); la vagina se encuentra cerrada. En los ovarios se encuentran
foliculos grandes o preovulatorios. En la tarde del proestro se observa un
aumento en la concentracion de estrogenos que da como resultado un
incremento en la secrecion de la GnRH y por ende el “pico™ preovulatorio de la
FSH y LH, las cuales estimulan la maduraciéon final de los foliculos y la

ovulacion.

» Estro: Tiene lugar al dia siguiente del proestro tardio, disminuye el peso del
ttero y no presenta liquido. La vagina esta abierta y en la mucosa vaginal se
encuentran numerosas mitosis que desplazan a las capas mas superficiales
(epitelio escamoso y cornificado) que son exfoliadas a la luz de la vagina. En
este dia ocurre generalmente la primera ovulacion por lo que el ovario presenta

cuerpos liteos recién formados. La concentracion plasmatica de estradiol y de
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LH es menor en relacion al proestro. La concentracion de progesterona aumenta

v la FSH presenta un segundo “pico™.

» Primer diestro: Tiene una duracion de 1 a 2 dias después de la fase estral y la

citologia vaginal se caracteriza por el predominio de leucocitos. En el ovario se

encuentran cuerpos liiteos maduros. Las concentraciones plasmaticas de

estrogenos y de gonadotropinas disminuyen.

En la figura 4 se muestran los cambios mds importantes que se producen

durante el ciclo estral de la rata adulta.

» Estro: Se presenta la ovulacién y los évulos se encuentran en el oviducto. En

Y

la mucosa vaginal se encuentran numerosas mitosis y las células tienen una
forma de escamas. En este dia se alcanza el umbral de los estrogenos y estos
actuan sobre el hipotdlamo y estimulan la descarga de GnRH (Tresguerres,
2003).

Metaestro: L.a hembra no es receptiva y no se puede efectuar la cépula, la
secrecion de progesterona por el cuerpo liteo y el estradiol por los foliculos
inhiben la secrecion de gonadotropinas. La vascularizacién y motilidad del
utero estdn disminuidas. En el frotis vaginal se aprecia infiltracion de

leucocitos junto con algunas células cornificadas.

Diestro: Dura de 60-70 horas, durante esta fase tiene lugar la regresion del
cuerpo luteo, siempre y cuando no haya habido cépula, que en algunos
roedores estimula la liberacion de prolactina (hormona luteotrofica). La
secrecion de estradiol por los foliculos en crecimiento sigue aumentando, los
esteroides ovaricos inhiben la secrecion basal de gonadotropinas que, a su vez

mantienen el crecimiento folicular. El dtero es pequefio y poco contractil.
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> Proestro: Es el periodo de celo en la que la hembra presenta los patrones de
conducta sexual como la lordosis. La copula sélo es permitida en el proestro
tardio durante la fase de oscuridad. Los foliculos han adquirido el estadio de
foliculos preovulatorios y la capacidad de secretar grandes cantidades de
estradiol. Esta hormona ejerce ahora un efecto estimulante (retroalimentacion
estimulante) sobre la secrecion de gonadotropinas. La LH estimula la
ovulacién y la luteinizacién de foliculos preovulatorios. El ttero por accién
del estradiol, se hace extremadamente contrictil y en la vagina aparecen

células epiteliales nucleadas (Tresguerrres, 2003).
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Figura 4. Esquema del ciclo estral de la rata, donde se aprecian A) concentraciones
plasmiticas de gonadotropinas B) concentraciones plasmiticas de esteroides C) citologia de
frotis vaginales. Tomado de Tresguerres, 2003.
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SISTEMA NERVIOSO Y NERVIO VAGO

El sistema nervioso es el sistema de percepcion, pensamiento y control del
organismo. Para realizar estas funciones recoge la informacion de todo el cuerpo y
transmite esta informacion a través de nervios hacia la médula espinal y el encéfalo.
El sistema nervioso central se divide en sistema nervioso periférico y sistema
nervioso autonomo (Guyton, 1989). Este tltimo regula, ajusta y coordina funciones
viscerales vitales, entre las que se encuentran la digestion, el control de la
temperatura corporal, la presién sanguinea y aspectos de la conducta corporal

(Guyton, 1989; Novack y Demarest, 1993).

En la organizacion del sistema nervioso auténomo se pueden distinguir
cuatro niveles: el medular, el mesencefilico, el diencefilico o hipotalamico y el
limbico (Kandel y col., 2000). Las sefiales autonomicas son transmitidas hacia el
cuerpo por tres subdivisiones principales denominadas sistema simpético,
parasimpdtico y entérico (Guyton y Hall, 2001). Los sistemas simpatico y
parasimpético comprenden neuronas sensitivas (preganglionares y postganglionares)
asociadas a los nervios raquideos y craneales (Kandel y col., 2000). Las neuronas
motoras auténomas conocidas como postganglionares abandonan los ganglios para
llegar a los érganos efectores y las neuronas preganglionares se proyectan a los
ganglios autonomos y establecen sinapsis con las neuronas postganglionares. El
cuerpo celular de las neuronas se encuentra dentro del cerebro, la médula espinal o
el tronco encefalico (Tresguerres, 2003) (figura 5). Mientras que la division entérica
tiene mayor autonomia que las otras dos, posee un sistema independiente y las

conexiones con el resto del SNC son minimas (Kandel y col., 2000).
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Figura 5. Sistema nervioso auténomo; la neurona preganglionar localizada en la médula
espinal o en el tronco del encéfalo establece una sinapsis con la neurona postganglionar. Los
ganglios auténomos son el cimulo de somas de las neuronas postganglionares; las cuales
inervan los diferentes érganos efectores. Tomado de Kandel y col., 2000.

El sistema nervioso parasimpdtico recibe el nombre de crineo-sacro y se
encuentra asociado a nervios o pares crancales que inervan a la cabeza, las visceras

toraxicas y abdominales (Novack v Demarest, 1993).

Alrededor del 75% de las fibras parasimpaticas se encuentran en el nervio
vago, el cual posee ademas fibras sensoriales y motoras. En la médula oblonga las
fibras del nervio vago estan conectadas a cuatro nucleos: el nicleo dorsal del vago
descrito como un niicleo mixto, el nicleo ambiguo, el niicleo del tracto solitario y el
niicleo espinal del nervio trigémino. El soma de las neuronas que inervan al ovario y
que provienen del nervio vago se localiza en el ganglio nodoso y en las células

ganglionares de la raiz dorsal de los segmentos T a L, (Burden y col., 1983).
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El nervio vago es el décimo par craneal; es un nervio mixto, sale del borde
lateral del bulbo por debajo del nervio glosofaringeo, pasa a la region cervical a
través del agujero yugular, junto con los nervios glosofaringeo y accesorio. Se dirige
en direccion caudal dentro del torax junto a la arteria cardtida primitiva y la vena
yugular interna. El nervio se ramifica en el cuello y térax que inervan a musculos de
la laringe para el control del habla. Las porciones distales de los nervios vagos
contintian hacia abajo del térax al lado del eso6fago y pasan por el diafragma para

formar los nervios gastricos anterior y posterior (Guyton, 1989).

El tronco vagal anterior o izquierdo es ovoide, se encuentra adherido a la
superficie ventral del es6fago. Da origen a las siguientes ramas: 1) rama hepatica
que corre caudalmente en direccion al hilio hepatico, 2) rama celiaca accesoria, su
trayectoria es opuesta a la de la rama hepatica, rodea al esofago y pasa por detras del
tronco posterior, se dirige hacia la rama celiaca del nervio vago posterior y 3) rama

gastrica anterior que a nivel del estémago se divide en dos o cuatro ramas (figura 6).

La forma del tronco vagal posterior o derecho varia de circular a ovoide, se
encuentra poco adherido al esofago y esta separado por tejido adiposo. A nivel del
diafragma se bifurca dando lugar a dos ramas: 1) la rama celiaca la cual emerge
junto con la arteria gastrica y se divide en paquetes separados y 2) rama gastrica

posterior se divide en seis paquetes por debajo de la rama celiaca (figura 6).
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Figura 6. Esquema de la distribucion que siguen los troncos vagales a nivel subdiafragmatico
en la rata. Tomada de Powley y col., 1983.

Como se muestra en el cuadro 1, se estima que el nimero de axones en el

nervio vago es diferente dependiendo de la especie.

Cuadro 1. Namero de axones en diferentes especies (Tomado de Gabella y Pease,

1973).

Agostoni y
30,420 31,244 col., 1957
Evans y
23, 000 26, 000 Murria, 1954

24




Marco Tedrico

Se ha reportado ademas que a nivel abdominal existe diferencia en el

porcentaje de axones mielinicos y amielinicos (Gabella y Pease, 1973).

En la rata, el nervio vago a nivel abdominal presenta el 0.9% de axones
mielinicos (Gabella y Pease, 1973), mientras que en el gato los axones mielinizados
representan el 1.3% (Agostoni y col., 1957) y en el conejo el 0.25% (Evans y
Murria, 1954).

El diametro de los axones amielinicos se encuentra entre el rango de 0.25 y
1.0 pm; los axones se encuentran en grupos que estdn recubiertos por células de

Schwann y una lamina basal. En raras ocasiones el axolema hace contacto con la

ldmina basal (Gabella y Pease, 1973).

Gerendai y col., (2000) mostraron que la inyeccion del virus de pseudorabia
en el ovario de ratas adultas resulta en el marcaje de varias estructuras del SNC, pero
que después de la vagotomia el marcaje desaparece, por lo que proponen que existe
una ruta de comunicacion entre el ovario y el hipotdlamo que transcurre por el

nervio vago.
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EFECTOS PRODUCIDOS POR LA OVARIECTOMIA UNILATERAL

Después de realizar la ovariectomia unilateral, que consiste en remover un
ovario, en la gonada in situ se promueve la ovulacion compensadora (OC) y la
compensacion en peso llamada hipertrofia compensadora ovarica (HCO) (Burden y
Lawrence, 1977; Burden y col., 1986; Edgren y col., 1965; Gerendai y Halasz, 1997,
Gerendai y col., 2000).

La ganancia en peso en respuesta a la ovariectomia unilateral se ha explicado
como resultado del aumento tanto en el nimero de foliculos en crecimiento, como al
niimero de cuerpos liteos formados (Meredith y Butcher, 1985). El aumento del
peso del ovario remante, puede ser semejante al de ambas génadas (Burden y

Lawrence, 1977; Edgren y col., 1965; King v col., 1995).

" La ovulacién compensadora resulta en un incremento en el numero de
foliculos pequefios que entran en crecimiento y que responden al aumento en la
disponibilidad de las gonadotropinas y culminan con la ovulacion (Burden y col.,
1986; Edgren y col., 1965).

La ovariectomia unilateral es un modelo experimental que se emplea para
analizar si la respuesta fisiologica entre los ovarios es igual. En la rata adulta la
ganancia en peso y la ovulacion compensadora del ovario dependen de la génada
extirpada y del dia del ciclo estral en el que se realice la cirugia (Chavez y col.,

1987; Chavez y Dominguez, 1994; Dominguez y col., 1985; Flores y col., 1990).

Actualmente se acepta que el proceso de hipertrofia compensadora del ovario
no depende exclusivamente del aumento en la disponibilidad de gonadotropinas, si
no que al parecer la inervacion extrinseca del ovario participa en dicho proceso

(Chavez y Dominguez, 1994; Flores y col., 1990).
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EFECTOS PRODUCIDOS POR LA SECCION DEL NERVIO VAGO

A partir de los resultados obtenidos en animales a los que se les inyecta un
trazador transneuronal, Gerendai y col, (1998) describen una conexién
multisindptica entre el ovario y el SNC en el cual participan los nervios vago.
Numerosos estudios han mostrado que al parecer el nervio vago es una de las vias
utilizadas para llevar la informacién proveniente del ovario hacia el SNC (Burden y

Lawrence, 1977; Burden, 1978; Chavez y col., 1987; Cruz y col., 1986; Hill, 1972).

El papel de la inervacion que recibe el ovario por parte del nervio vago, del
nervio ovérico superior y de la inervacion sensorial en la regulacion de las funciones
de los ovarios, se ha analizado principalmente utilizando como modelo experimental
a la rata adulta entera o con ovariectomia unilateral. A continuacion se describen los

resultados obtenidos en algunos de los parametros estudiados:

“* Respuesta compensadora del ovario

En la regulacion de la OC y la HCO participa la inervacion aportada por el
vago y por el nervio ovéarico superior (NOS) (Burden y Lawrence, 1977; Chavez y
col.,, 1987; Chavez y Dominguez, 1994; Morales y col., 1993). La denervacion
noradrenérgica del ovario producida por la aplicacion de 6-hidroxidopamina (agente
neurotoxico que destruye fibras nerviosas adrenérgicas) en el ovario in situ bloquea

la hipertrofia compensadora (Gerendai y col., 1978).
La vagotomia abdominal inhibe la HCO independientemente del ovario

extirpado, efecto que no se produce si la vagotomia se practica a nivel cervical
(Burden y col., 1986).
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Al parecer el efecto de la vagotomia sobre los mecanismos que desencadenan
el proceso de HCO dependen del tiempo que transcurre entre la ovariectomia
unilateral y la vagotomia. Trkulja y Lackovic (2001) mostraron que la vagotomia
bilateral a nivel abdominal, bloquea la HCO siempre y cuando se realice
inmediatamente después de la ovariectomia unilateral, ya que cuando han

transcurrido mas de cuatro horas, no se bloquea la HCO.

Existen algunas evidencias que sefialan que la participacion del nervio vago
izquierdo en la regulacion de las funciones ovaricas es diferente a la del derecho.
Cuando en la rata adulta el ovario remanente es el izquierdo, la seccion del nervio
vago izquierdo resulta en un aumento de la respuesta de la OC. Estos resultados han
sido interpretados como indicadores que la informacién neural que transcurre por el
nervio vago izquierdo estd mas comprometida en la regulacion del proceso de OC
(Chavez y col., 1987).

< Desarrollo folicular

En las altimas décadas se han sumado las evidencias que permiten sugerir que
la inervacion extrinseca de las gonadas participa en la modulacion del inicio del

crecimiento del foliculo ovarico (Malamed y col., 1992; Ojeda y col., 1995).

Cruz y col., (1986) mostraron que en la rata adulta la seccion del nervio vago
izquierdo resulta en un aumento en el nimero de foliculos preovulatorios, el cual es
mayor en el ovario derecho que en el izquierdo por lo que sugieren que la
informacion que corre por el nervio vago izquierdo esta mas relacionada con la

regulacion del proceso de crecimiento folicular que el nervio vago derecho.
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La seccion bilateral del nervio vago realizada en la mafiana del proestro,
resulta en el aumento de la poblacion de foliculos medianos sanos (151-394 um de
diametro) que se observa 24 y 48 h después de la cirugia, mientras que estos
foliculos se tornan atrésicos a las 96 h y 8 dias después de haber realizado la
desnervacion. Estas evidencias apuntan a que el nervio vago participa en la
regulacion del reclutamiento folicular y probablemente modula la formacién de la

glandula intersticial (Leonard y col., 1984).

En la rata juvenil la seccion bilateral del nervio vago resulta en un incremento
en el nimero de foliculos pequeiios tanto en el ovario izquierdo como en el derecho.
Dado que son estos foliculos los que van a responder a los siguientes “picos”
preovulatorios de gonadotropinas, es probable que este incremento explique el

aumento en la cuota ovulatoria observada al primer estro vaginal (Betanzos, 2001).

“* Estudios realizados en el animal prepuber

Estudios realizados en diferentes modelos experimentales muestran que el
nervio vago, del cual aproximadamente el 90 % de sus fibras son de naturaleza
sensorial (Gabella y Pease, 1973; Agostoni y col., 1957), participa en la regulacion

del inicio de la pubertad (Morales y col., 2004; Ojeda y col., 1983).

La vagotomia bilateral realizada a los 24 dias de edad induce retraso en el
inicio de la pubertad (Ojeda v col., 1983), efecto que también se observa en los
animales con la seccion del nervio vago izquierdo o derecho practicada a la misma
edad. Si la seccion vagal se realiza a los 28 dias de edad, dicho retraso solo se
observa en los animales con la seccion del nervio vago derecho o cuando se cortan
ambos vagos, lo que podria indicar que la participacion del vago esta en funcion de

la edad del animal en estudio (Morales y col., 2004).
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%+ Secrecion hormonal

En la rata el nervio vago modula de manera estimulante la secrecion de las
gonadotropinas. En la rata adulta, la vagotomia abdominal resulta en una
disminucién en la concentracion sérica de LH y FSH cinco horas después de la
cirugia (Burden y Lawrence 1977). Otro estudio mostré que la disminucion en la
secrecion de LH se mantiene incluso ocho dias después de realiza la vagotomia
(Leonard y col., 1984).

Cuando se realiza la vagotomia bilateral en la mafiana del proestro no se
bloquea el “pico” preovulatorio de LH caracteristico de la tarde del proestro. Sin
embargo, la concentracion de la hormona disminuye a partir del dia siguiente y asi
se mantiene durante la primera semana post-denervacion (Allen y col., 1985). Estos
cambios hormonales repercuten en el ciclo estral, de manera que los animales

presentan periodos prolongados de diestro (Allen y col., 1985; Burden y col., 1981).

En la rata prefiada la vagotomia bilateral aumenta el nimero de fetos muertos
y el indice de reabsorciones, efecto atribuido a la disminucion en la secrecion de LH
en el torrente sanguineo. Por ello, se sugiere que la informacion aportada por el
nervio vago modula la sintesis de LH necesaria para mantener la prefiez (Burden y

col., 1980; Lawrence y col., 1978).

La vagotomia bilateral practicada en la maiana del proestro, no modifica la
concentracion sérica de progesterona (Burden y col., 1983) ni la de testosterona
(Leonard y col., 1984). Sin embargo, en la rata prefiada parece regular la secrecion
de progesterona ya que se observa que después de la vagotomia, hay un descenso en
la actividad de la 3 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y como consecuencia de la

progesterona.
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Ojeda y col., (1983) por estudios in vifro mostraron que los ovarios de rata, a
las que se les realizé la vagotomia bilateral a los 24 dias de edad, disminuye la
concentracion de progesterona y estradiol, evaluado 7 dias post-denervacién.
Cuando se realiza la evaluacion de las hormonas in vivo se observa que los
estrogenos disminuyen ante la seccion unilateral o bilateral del nervio vago, en tanto

que la de progesterona incrementa con la seccion bilateral (Morales y col., 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de las evidencias experimentales resefiadas se sugiere que las
funciones ovaricas (esteroidogénesis y desarrollo folicular) son reguladas por la
inervacién sensorial, la cual es aportada principalmente por el nervio vago. Ademds,
que la participacion de este nervio en los mecanismos de regulacion depende de la
edad del animal en estudio, del modelo utilizado (con ovariectomia unilateral o con

ambas gonadas) y del tiempo transcurrido entre la denervacion y la autopsia.

En el modelo de la rata adulta se ha postulado que el nervio vago modula el
ciclo estral, la ovulacion y la hipertrofia compensadora. Sin embargo, pocos son los
estudios en los que se ha analizado el papel de la inervacion vagal en la fisiologia
del ovario del animal prepuber. Por lo que en el presente estudio, se analizé la
participacion del nervio vago izquierdo y derecho en la respuesta compensadora del
ovario y el crecimiento y diferenciacion del foliculo ovarico al primer estro vaginal,
para lo que se utiliz6 como modelo experimental a ratas con ovariectomia unilateral

en la etapa juvenil.
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HIPOTESIS

En la rata con ovariectomia unilateral, el proceso de hipertrofia y ovulacion
compensadora seran regulados de manera estimulante por la informacion neural que
viaja por el nervio vago. La respuesta compensadora del ovario dependerd del nervio
seccionado (izquierdo, derecho o ambos nervios), del ovario in situ y de la edad en

que se realice la cirugia.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de la seccion unilateral o bilateral del nervio vago en el
periodo juvenil sobre la hipertrofia compensadora, la primera ovulacion

espontanea y el crecimiento folicular.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar los efectos de la vagotomia unilateral o bilateral realizada a los 28 6
32 dias de edad, sobre la hipertrofia y ovulacién compensadora del ovario en

ratas con ovariectomia unilateral.

Analizar los efectos de la vagotomia unilateral o bilateral realizada a los 28 6
32 dias de edad sobre la dinamica del crecimiento y diferenciacion del

foliculo ovarico en ratas con ovariectomia unilateral.
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MATERIAL Y METODO

Ratas hembras adultas prefiadas de la cepa CII-ZV se mantuvieron bajo
condiciones controladas de iluminacion con 14 h de luz y 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 5:00 a 19:00 h). Desde el nacimiento (designado como dia cero), los
animales se colocaron en grupos de seis crias por camada (cinco hembras y un
macho) con la finalidad de evitar alteraciones en la maduracion del sistema nervioso
central (Salas y col., 1991). El destete se realizé el dia 21 de vida, a partir de este

momento los animales tuvieron libre acceso al agua y alimento.

Las cirugias se realizaron a los 28 6 32 dias de edad, entre las 10:00 y las
12:00 h bajo anestesia con éter. Antés de iniciar se registrd el peso corporal de los
animales. Los animales se asignaron al azar en alguno de los siguientes grupos

experimentales, cada uno de ellos formado de 8 a 10 animales.

Grupo Testigo
Se utilizaron animales intactos que fueron sacrificados en el dia del primer estro

vaginal.

Operacién Simulada (OS) o Laparotomia
Animales de 28 6 32 dias de edad se anestesiaron con éter y se procedio a realizar
una incision ventral de la piel y del musculo de aproximadamente 2 cm, a lo largo de
la linea ‘media del cuerpo y sin tocar ningun oOrgano se suturé la herida

inmediatamente.
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Seccion Unilateral o Bilateral del Nervio Vago
Se procedié como en el caso anterior, pero en ésta ocasion una vez que se realizé la
incision, se exteriorizo el estomago, se desplazo el higado y se expuso el eséfago. A
nivel subdiafragmatico se localizaron los troncos vagales y se procedié a seccionar
con pinzas de microdiseccion, el nervio vago izquierdo (SNVI) o el derecho
(SNVD) segun la metodologia habitual del laboratorio y se sutur6 la herida. En los

grupos con seccion bilateral del nervio vago (SBNV) se cortaron ambos nervios.

Ovariectomia Izquierda (OUL-I) o Derecha (OUL-D)
En este grupo experimental se realiz una incision ventral, donde se localiz6 y

extirp6 uno de los ovarios y se suturo la herida.

Seccion Uni- o Bilateral del Nervio Vago y Ovariectomia Unilateral
Se procedid a realizar la vagotomia unilateral o bilateral y en el mismo acto, se

extirp6 el ovario izquierdo o derecho.

En todos los grupos experimentales una vez terminadas las cirugias los
animales se regresaron a condiciones de bioterio. Al dia siguiente de la operacion se
procedio a revisar la vagina y en el momento en que se registrd la canalizacion, se
inici6 la toma de frotis vaginales que se tifieron con la técnica de hematoxilina-

eosina y se observaron al microscopio.
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PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA
Entre las 10:00 y las 14:00 h del dia en que se observo el primer estro vaginal, el
cual se caracteriza por la presencia de células sin micleo y en forma de escamas, los
animales fueron sacrificados por decapitacion. A la autopsia se disecaron los
ovarios, las adrenales y el Gtero y se pesaron en una balanza analitica. En el oviducto
se busco la presencia de ovocitos, los que se cuantificaron con la ayuda de un
microscopio estereoscopico. Los ovarios se fijaron en Bouin por 24 h, se colocaron
después en alcohol al 70%, para su posterior inclusion en parafina, se cortaron en

forma seriada a 10 pum y se tifieron con hematoxilina-eosina.

ANALISIS MORFOMETRICO DE LA POBLACION FOLICULAR
En los foliculos que presentaron niicleo y nucleolo bien definidos se midié “con la
ayuda de un ocular micrométrico de 1/100 divisiones” el didmetro mayor y el
perpendicular a éste, que corresponden a la distancia de membrana basal a
membrana basal,. Con estos datos se calculé el didmetro promedio del foliculo

ovarico.

D1 = Didmetro mayor
D2 = Diametro perpendicular al mayor Dp= DI1+D2
Dp = Didmetro promedio
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Los foliculos fueron clasificados en sanos o atrésicos siguiendo los
parametros aceptados en el laboratorio. Se consideré a un foliculo como atrésico
cuando presento al menos una de las siguientes caracteristicas: picnosis nuclear de
las células de la granulosa, descamacion de éstas en el antro folicular o hiperplasia

de las capas tecales.

PORCENTAJE DE HIPERTROFIA COMPENSADORA OVARICA
Dado que la ovariectomia unilateral se realizo antes de que el animal llegara a la
pubertad, para el calculo de la HCO y OC se consideré el promedio del peso del
ovario y del numero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho, segin
sea el caso, de un animal que fue sometido a la operacion simulada y sacrificado en

el dia del primer estro vaginal.
En los animales con ovariectomia unilateral el porcentaje de hipertrofia

compensadora ovarica (HCO) se calculd por la siguiente formula:

% HCO=A-B X100
B

A
B

Peso del ovario in situ de un animal con ovariectomia unilateral.

Promedio del peso del ovario al primer estro vaginal de un animal con

operacion simulada.
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PORCENTAJE DE OVULACION COMPENSADORA
En los animales con ovariectomia unilateral, el porcentaje de ovulacion

compensadora (OC) se calculé de la siguiente formula:

%O0C=_A-B X 100
B

A = Numero de ovocitos liberados por el ovario in sifu de un animal con
ovariectomia unilateral.
B = Promedio del nimero de ovocitos liberados por el ovario al primer estro

vaginal, de un animal con operacion simulada

ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados del peso corporal, el peso absoluto y relativo de los ovarios, del
itero y las adrenales se analizaron por la prueba de Analisis de Varianza

Multifactorial (ANDEVA) seguida por la prueba de Tukey.

La edad del primer estro vaginal (edad a la autopsia), el nimero de ovocitos
liberados, el porcentaje de la hipertrofia compensadora ovérica, la ovulacion
compensadora y el namero de foliculos se analizaron por la prueba de Kruskal-

Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney.

La tasa de animales ovulantes se analiz6 con la prueba de probabilidad exacta
de Fisher o de Ji’. Cuando se compararon dos grupos experimentales, se utilizo la
prueba de “t” de Student. Se consideraron como estadisticamente significativas

aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o menor a 0.05.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1. Efectos de la ovariectomia unilateral realizada en ratas de
28 6 32 dias de edad, sobre el peso corporal, la ovulacion y la respuesta
compensadora del ovario.

La ovariectomia unilateral realizada en ratas de 28 dias de edad, no alterd la
proporcion de animales que ovularon espontineamente en el dia del primer estro
vaginal. En cambio, la OU-I realizada a los 32 dias de edad result6 en una

disminucién significativa del nimero de animales que ovularon espontaneamente
(cuadro 2).

Cuadro 2. Proporcién de animales ovulantes en hembras intactas, con
operacion simulada o con ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo
(OUL-I), realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer
estro vaginal.

13/15 13/15
12/15 8/8
9/10 9/9
10/13 6/11*

*p<0.05 s operaCi simulada Y OUL-D (prueba exacta de Fisher).

En comparacion con los ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho de los
animales intactos o con operacion simulada, en las ratas con ovariectomia unilateral
realizada a los 28 (figura 7A) 6 32 dias de edad (figura 7B), el nimero de ovocitos

liberados por el ovario in situ fue significativamente mayor.
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Figura 7. Media £ e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo o derecho de animales intactos, con operacion simulada o con
ovariectomia del lado derecho o izquierdo, realizada a los 28 (A) 6 32 (B) dias
de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Numero de Ovocitos

n

Intactos Operacion  Ovariectomia I lectom
simulada ovario in situ simulada ovario in situ

B Ovario Izquierdo Ovario Derecho

# p<0.05 vs. el mismo ovario de animales intactos o con operacion simulada (prueba de Kruskal-
Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).

En los animales con ovariectomia unilateral realizada a los 28 6 32 dias de edad, el
porcentaje de hipertrofia y ovulacion compensadora del ovario fue semejante

independientemente de la génada in situ (cuadro 3).
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Cuadro 3. Media + e.e.m. del porcentaje de hipertrofia y ovulacién
compensadora del ovario in situ de animales con ovariectomia del lado derecho
o izquierdo, realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer
estro vaginal.

) ipertroﬁa cmpensra -

67.0+ 144
Ovulacion Compensadora

50.8+6.3 | 52.7+112

76.4+6.6 | 86.7+100| 84.6+52 | 77.8+5.1

La edad del primer estro vaginal presentd un retraso significativo tanto en los
animales con operacion simulada, como en aquellos con ovariectomia unilateral. El
peso corporal de las hembras con QUL-I realizada a los 28 dias de edad, fue
significativamente mayor que en los grupos testigo absoluto y con operacion
simulada. En comparacién con el grupo testigo absoluto, el peso del dtero de los

animales con ovariectomia unilateral fue significativamente mayor (cuadro 4).

Cuadro 4. Media £ e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del titero de animales
intactos, con operacién simulada o con ovariectomia del lado derecho (OUL-D)
o izquierdo (OUL-I), realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

36.7+0.6

1124+29 | 163.0+£7.5 | 146.1£6.5

15 | 40.1£0.9* | 109.7+3.2 | 169.0+6.7 | 1559%6.2
10 | 405+ 1.1* | 116.8+5.1 [204.7+ 13.54| 178.2 + 12.84
13 | 41.84+0.6% [ 130.0+5.24|204.7 + 14.64| 157.6+9.5

*p<0.05vs

ntactos (prueha de Kruscal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).

# p<0.05 vs. intactos y operacion simulada (prueba de ANDEVA, seguida por la prueba de Tukey).
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La extirpacion de un ovario en los animales tratados a los 28 dias de edad, no resulto
en modificaciones significativas del peso de las adrenales cuando los animales

fueron sacrificados el dia del primer estro vaginal (cuadro 5).

Cuadro 5. Media + e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales intactos, con operacién simulada o
con ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I), realizada a
los 28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

15

278+1.7 | 246+£1.2

15 33.14£2.3 | 30.6+2.44

13 31.1£29 | 264+1.8

SOUIL " 10 | 308+16 | 240+15
4 p<0.05 vs. intactos (prueba “t” de Student).

Comparado con el grupo testigo absoluto, en los animales con ovariectomia
unilateral o con operacion simulada, realizadas a los 32 dias de edad, se observo un
retraso significativo de la edad del primer estro vaginal, sin que se presentaran

modificaciones significativas en el peso corporal y del Gtero (cuadro 6).

El peso absoluto y relativo de las adrenales de animales con OUL-D realizada a los
32 dias de edad, fue mayor que en los animales testigo absoluto o con operacion
simulada, mientras que en ratas con OUL-I el peso de las adrenales fue

significativamente menor (cuadro 7).
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Cuadro 6. Media + e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del iitero de animales
intactos, con operacién simulada o con ovariectomia del lado derecho (OUL-D)
o izquierdo (OUL-I), realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del
primer estro vaginal.

36.8+1.4 | 1124£29 | 163.0+7.5 | 146.1 £6.5

408+ 1.2* | 1148+29|188.4+14.5(163.8+11.6
41.0£09*% | 119.1£45 | 1798+ 15.8|150.1 +10.5
1 11 | 399+0.6% | 115.6+4.2 [1794+£14.7 | 155.7+ 12.2

* p‘OS v. intactos (prueba de Kruscal-Wallis, seguida por la pruecba de U de Mann-Whitney).

Cuadro 7. Media £ e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales intactos, con operacién simulada o
con ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I), realizada a
los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

278+ 1.7

246+1.2

8 [ 320+04 28.1 0.5
9 |37.0+32& | 31.1+234
11 |235+256 | 20.7+£23¢

# p<0.05 vs. intactos (prueba “t” de Student).
+ p<0.05 vs. operacion simulada (prueba “t” de Student).




Resultados

EXPERIMENTO 2. Efectos de la vagotomia, realizada a los 28 6 32 dias de
edad, sobre el peso corporal y la ovulacién.

Cuando la seccion bilateral del nervio vago se realizd en ratas de 28 dias de edad, el
namero de ovocitos liberados por el ovario derecho fue significativamente mayor
que el grupo con operacion simulada (figura 8A). Cuando se realizé la seccion
unilateral del nervio vago en animales de 32 dias de edad, el nimero de ovocitos

liberados por el ovario ipsilateral a la seccién fue significativamente menor (figura
8B).

Figura 8. Media + e.e.m. del niimero de ovocitos liberados por el ovario
izquierdo o derecho de animales intactos (TA), con operacion simulada (OS),
con seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos
nervios (SBNV), realizada a los 28 (A) 6 32 (B) dias de edad y sacrificados el dia
del primer estro vaginal.

Numero de Ovocitos

B

B Ovario Izquierdo Ovario Derecho

* p<0.05 vs. OS (prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).

¢ p<0.05 vs. ovario derecho de los grupos TA, SNVI (prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba
de U de Mann-Whitney).

% p<0.05 vs. ovario izquierdo de los animales con SNVD (prueba “t” de Student).
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Resultados

Cuando se analizan los resultados del nimero de ovocitos liberados por ambos
ovarios, la seccion bilateral del nervio vago realizada a los 28 dias de edad resulta en
un aumento significativo del niimero de ovocitos liberados (figura 9A). Esta
diferencia no se observé cuando la cirugia se realizo a los 32 dias de edad (figura
9B).

Figura 9. Media £ e.e.m. del niimero total de ovocitos liberados por ambos
ovarios de animales intactos (TA), con operacién simulada (OS), con seccion
del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNYD) o de ambos nervios (SBNV),
realizada a los 28 (A) 6 32 (B) dias de edad y sacrificados el dia del primer estro
vaginal.

Nimero de Ovocitos

B

* p<0.05 vs. TA y SNVD (prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-
Whitney).
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Resultados

La operacion simulada o la seccion uni o bilateral del nervio vago realizada a los 28
dias de edad, result6 en un retraso significativo de la edad del primer estro vaginal.
En los animales con la seccion bilateral del vago se observé aumento del peso
corporal. La vagotomia derecha o bilateral resulté en el aumento del peso absoluto

del Gtero, sin que se observaran cambios en el peso relativo (cuadro 8).

Cuadro 8. Media + e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del iitero de animales
intactos, con operacion simulada, con seccion del mervio vago izquierdo,
derecho o de ambos nervios, realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia
del primer estro vaginal.

368+1.4 | 1124+29 | 163.0+£7.5 | 146.1+6.5
15 [40.1£09*| 109.7+3.2 | 169.0£6.7 [ 1559+6.2
11 [424£1.1*%| 119747 | 1946£74 [1645+8.1
9 |483+1.8%| 119.7+0.8 |213.8+12.04| 1683+ 8.4
9 |44.8:+13*%[126.8+ 1942199+ 14.24|173.3+7.8

* p<0. 05 vs. intactos (prueba de Kruscal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).
4 p<0).05 vs. intactos (prueba “t” de Student).

En comparacién con lo observado en los animales con operaciéon simulada, la
vagotomia uni o bilateral realizada en ratas de 28 dias de edad, no modificé el peso

absoluto de las adrenales, aunque el peso relativo de los érganos es mayor (cuadro
9).
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Resultados

Cuadro 9. Media £ e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales intactos, con operacion simulada, con
seccién del nervio vago izquierdo, derecho o de ambos nervios, realizada a los

28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

27.8+£1.7 | 246+12
15 | 33123 | 30.7+x24
11 282+ 1.5 | 23.5+0.8*
9 ] 309+2.0 | 24.2£ 1.1*
9 288+1.8 | 23.1 £1.9*

* p<0.05 vs. operacion simulada (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

Cuando los animales de 32 dias de edad fueron sometidos a una operacion simulada

0 a una vagotomia uni o bilateral se observd retraso en la edad del primer estro

vaginal. La seccion del nervio vago derecho o la seccion bilateral resultd en el

aumento del peso corporal y del peso absoluto del ttero, por lo que no se observaron

cambios en el peso relativo (cuadro 10).

En los animales con operacion simulada o vagotomia bilateral realizadas en ratas de

32 dias de edad, se observo un aumento en el peso absoluto de la masa adrenal, sin

que se modificara el peso relativo (cuadro 11).
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Resultados

Cuadro 10. Media + e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del iitero de animales
intactos, con operacién simulada, con seccion del nervio vago izquierdo,
derecho o de ambos nervios, realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia
del primer estro vaginal.

15 [368+14 | 1124+29 | 163.0+75 | 146.1+6.5
8 [408+1.2%| 1148+29 | 1884+145 |163.9£116
13 |41.0+1.1%| 1169+28 | 183.9+8.6 | 157.7+6.9
11 [39.6+0.3*|123.6+4.2¢ | 205.8+9.64 | 168389
8 |40.4+09%|1233+6.1a|204.4% 12,54 |167.1 £10.0

* p<0.05 vs. intactos (prueba de Kruscal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).
4 p<0.05 vs. intactos (prueba “t” de Student).

Cuadro 11. Media + e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales intactos, con operacion simulada,
con seccion del nervio vago izquierdo, derecho o de ambos nervios, realizada a
los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

27.8+1.7 | 246£1.2
320£1.3% | 28.1£1.6
298+ 1.8 | 25616
27.7+£23 [ 227420
32.7+42% | 26.8+3.7

* p<0.05 vs. intactos (prueba “t” de Student).
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Resultados

EXPERIMENTO 3. Efectos de la ovariectomia unilateral en animales con
secciéon uni o bilateral del nervio vago, realizada a los 28 6 32 dias de edad,
sobre el peso corporal, la ovulacion y la respuesta compensadora del ovario.

La seccion del nervio vago izquierdo realizada en ratas de 28 dias de edad, no
modificé de manera significativa la proporcion de animales ovulantes comparado
con el grupo con operacion simulada (figura 10A), efecto semejante en animales con

seccion del nervio vago izquierdo con ovariectomia unilateral (figura 10B).

En animales con vagotomia izquierda y ovariectomia derecha realizada a los 32 dias
de edad, provocé una disminucion en el porcentaje de animales ovulantes (figura
10C). En cambio, no se observaron diferencias significativas en los animales que

mantuvieron el ovario derecho in situ (figura 10D).
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Resultados

Figura 10. Proporcion de animales ovulantes, de hembras con operacién
simulada (OS), con ovariectomia del lado derecho (QUL-D) (A;C) o izquierdo
(OUL-I) (B;D), con o sin seccién del nervio vago izquierdo (SNVI), realizada a
los 28 6 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Proporcion de Animales Ovulantes

28 DIAS

OuUL-D

0os SNVI SNVHOUL-D

4 p<0.05 vs. OS y ULO-D (prueba exacta de J%).
* p<0.05 vs. OS (prueba exacta de J%).
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Resultados

En los animales con vagotomia derecha realizada a los 28 dias de edad, que
mantuvieron el ovario izquierdo in sifu, se observo una disminucion significativa en
la proporcion de animales ovulantes (figura 11A), mientras que no se observaron
modificaciones en aquellas ratas que mantuvieron al ovario derecho in situ (figura
11B).

En comparacién con el grupo con operacion simulada, la vagotomia derecha
realizada en animales de 32 dias de edad, resulté en la disminucion del nimero de
animales ovulantes, resultado semejante se observé en los animales con vagotomia
derecha y OUL-D (figura 11C y figura 11D).
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Resultados

Figura 11. Proporcion de animales ovulantes, de hembras con operacién
simulada (OS), con ovariectomia del lado derecho (QUL-D) (A;C) o izquierdo
(OUL-I) (B;D), con o sin seccién del nervio vago derecho (SNVD), realizada a
los 28 ¢ 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Proporcion de Animales Ovulantes

28 DIAS

ouL-D SNVD SNVD+OUL-D

32 DIAS

SNVD SNVD+OUL-D

* p<0.05 vs. ULO-D (prueba exacta de J°).
% p<0.05 vs. 0S y ULO-D (prueba exacta de J%).
® p<0.05 vs. OS (prueba exacta de J%).



Resultados

En los animales de 28 dias de edad a los que se les realiz6 una vagotomia bilateral y
que mantuvieron el ovario izquierdo in sifu, no se observaron cambios significativos
en la proporcion de animales ovulantes (figura 12A). En cambio, en las ratas con
vagotomia bilateral que mantuvieron el ovario derecho in sifu, se observé una
disminucion significativa comparado con animales que unicamente fueron

vagotomizados (figura 12B).

La proporcién de animales ovulantes no fue modificada por la vagotomia bilateral
efectuada a los 32 dias de edad, en aquellos animales con ovariectomia derecha
(figura 12C). En cambio, cuando los animales mantuvieron al ovario derecho in situ,
la vagotomia bilateral resulté en un aumento significativo de la tasa de animales
ovulantes, comparado con el grupo que Unicamente fue ovariectomizado del lado

izquierdo (figura 12D).
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Resultados

Figura 12. Proporcién de animales ovulantes, de hembras con operacién
simulada (OS), con ovariectomia del lado derecho (QUL-D) (A;C) o izquierdo
(OUL-I) (B;D), con o sin seccién bilateral del nervio vago (SBNV), realizada a
los 28 6 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Proporcion de Animales Ovulantes

28 DIAS

100

N
I Bn
i
[

SBNV  SBNV+OLL-D

32 DiAS

SBNV  SBNVSOLL-D

+ p<0.05 vs. SBNV (prueba exacta de J°).
* p<0.05 vs. OS (prueba exacta de J?).
# p<0.05 vs. OUL-I (prueba exacta de J%).
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Resultados

No se observaron modificaciones el nimero de ovocitos liberados por las hembras
que mantuvieron el ovario izquierdo in situ, a las que se les realizé una vagotomia
uni o bilateral, tanto en los tratados a los 28 (figura 13A) como a los 32 dias de edad
(figura 13B).

Figura /7. Media * e.e.m. del mimero de ovocitos liberados por el ovario /z siru
de animales con ovariectomia del lado derecho (24Z-/), con o sin seccion del
nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV),
realizada a los 28 (A) 6 32 (B) dias de edad y sacrificados el dia del primer estro
vaginal.

Niimero de Ovocitos

A B

HHEIH

SNVHOUL-D  SNVDHOUL-D  SBNVHOUL-D SNVROUL-D  SNVD+OUL-D SBNV-OU._-D

Ovario izquierdo in situ
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Resultados

En los animales con ovariectomia del lado izquierdo (ovario derecho in situ)
realizada a los 28 6 32 dias de edad, la secci6n uni o bilateral del nervio vago no

modificé el nimero de ovocitos liberados (figura 14A y 14B).

Figura /4. Media * e.e.m. del niimero de ovocitos liberados por el ovario 7z si7u
de animales con ovariectomia del lado izquierdo (@Z/Z-/), con o sin seccién del
nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV),
realizada a los 28 (A) 6 32 (B) dias de edad y sacrificados el dia del primer estro

vaginal.

Niimero de Ovocitos

B

12 4

IR

SINHQLINDMISEWMI OUL-1 SNVHOUL-=1 SNVD+OUL-1 SBNV +OUL-|

Ovario derecho in situ
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Resultados

La vagotomia bilateral realizada a los 28 dias de edad en los animales con el ovario
izquierdo in situ, resulté en un incremento de la hipertrofia compensadora ovérica.
Cuando en los animales de 32 dias de edad, se secciond el nervio vago derecho y el
ovario izquierdo permanecié in situ, la hipertrofia compensadora fue
significativamente menor que en los animales que no fueron vagotomizados. En
cambio, cuando el ovario derecho permaneci6 in situ, la hipertrofia compensadora
fue significativamente mayor que en los animales con OUL-I sin vagotomia (cuadro

12).

Cuadro 12. Media + e.e.m. del porcentaje de hipertrofia_compensadora del
ovario in situ de animales con ovariectomia unilateral (OUL) del lado derecho o
izquierdo, con o sin seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD)
o de ambos nervios (SBNV), realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados
el dia del primer estro vaginal.

48.0+10.1 |67.0+144| 509+9.5 SZQi 13.9
545+11.8 | 597466 | 23.9+11.4 | 78.9+152
51.9+79 | 48.1+£7.5 | -274£53* | 1089+ 169 *
755+195¢ | 38.7+£9.8 | 28.0+6.6 18.8 + 1.1

. p<0 05 vs. SBNV+OUL con OD in situ (prueba de Kruskal Wallis, seguida por la prueba de U de
Mann Whitney).

* p<0.01 vs. todos los grupos de la misma columna (prueba de Kruskal Wallis, seguida por la
prueba de U de Mann Whitney).

En los animales a los que se les realizo la vagotomia izquierda a los 28 dias de edad
y se les extirpé el ovario izquierdo, se observd un aumento de la ovulacion
compensadora. En cambio, cuando el tratamiento se realizo en animales de 32 dias
de edad, la ovulacion compensadora fue significativamente mayor cuando se

secciond el vago ipsilateral al ovario remanente (cuadro 13).
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Resultados

Cuadro 13. Media + e.e.m. del porcentaje de ovulacién compensadora del ovario
in situ de animales con ovariectomia unilateral (OUL) del lado derecho o
izquierdo, con o sin seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD)
o de ambos nervios (SBNV), realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados
el dia del primer estro vaginal.

86.7+£100 | 764+6.6 | 84.6+£5.2 77.9+5.1
90.0£7.1 [101.7£52*%|949+13.2 | 1143+£12.0
85050 | 89.6+21.4 | 723+5.0 [116.7+15.4*
77.8+09.1 833+83 [101.7+82| 723+69

* p<0.01 vs. OUL y SBNV+OUL de la misma columna (prueba de Kruskal Wallis, seguida por la
prueba de U de Mann Whitney).

En las ratas sometidas a vagotomia izquierda y ovariectomia derecha el peso
absoluto del ttero fue significativamente menor que en aquellos animales con OUL- -

D y que mantuvieron su inervacion vagal (cuadro 14).

Cuadro 14. Media * e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del titero de animales
con ovariectomia del lado derecho (QUL-D), con o sin seccion del nervio vago
izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV), realizada a los
28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

10 | 405+ 1.1 | 1168+5.1 | 2047+13.5 [ 1782+ 128

11 | 424411 | 119747 | 194674 | 1645+8.1

DUEDY (12 | 413+£09 | 1152+58 |164.4+ 129« 1472+ 14.2

10 | 405+1.1 | 116.8+5.1 [204.7+13.5 | 1782+12.8

9 |483+18*%| 119.7+0.8 [213.8+12.0 | 1683+84

14 | 400+1.1 | 118.0+3.3 [ 192.8+15.5 | 164.6+12.8

10 | 405+1.1 | 116.8+5.1 | 204.7+13.5|1782+12.8

9 448+13 | 126.8+1.9 | 2199+142 | 173.3+7.8

12 | 398+1.0 | 1195+44 | 1788+ 147 | 1479+99

* p<0.05 vs. OUL-D (prueba de Kruscal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).
# p<0.05 vs. OUL-D (prueba “t” de Student).
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Resultados

La vagotomia uni o bilateral en animales con ovariectomia unilateral no modifico el

peso absoluto o relativo de las adrenales (cuadro 15).

Cuadro 15. Media * e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales con ovariectomia del lado derecho
(OUL-D), con o sin seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD)
o de ambos nervios (SBNV), realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia
del primer estro vaginal.

3.1£29 | 265+1.8
1 282:15 | 23508
12 | 311224 | 272217

10 31.1+£29 265+ 1.8
9 309+2.0 242+ 1.1
14 324+ 14 27.7+1.2

10 31.1+£29 265+ 1.8
9 288+ 1.8 23.1+£1.9
12 33519 28.1+1.3

En los animales que se les practico la seccion del nervio vago izquierdo a los 32 dias
de edad y que mantuvieron el ovario izquierdo in situ, se observé que el peso
corporal fue significativamente menor que en los animales que mantuvieron la
inervacion vagal, sin que se observaran modificaciones en el peso absoluto y

relativo del ttero (cuadro 16).

En las ratas que se les realizd una vagotomia derecha o bilateral y que mantuvieron
el ovario izquierdo in situ, el peso absoluto de las adrenales fue significativamente
menor que en los animales testigo absoluto. Respuesta semejante en los animales
que ademas de la ovariectomia unilateral fueron sometidos a la seccion del vago

derecho (cuadro 17).




Resultados

Cuadro 16. Media + e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del titero de animales
con ovariectomia del lado derecho (QUL-D), con o sin seccion del nervio vago
izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNYV), realizada a los
32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

41.0+ 0.9

119.1£4.5

179.7 + 15.8

150.1 + 10.5

13 141.0+£1.1 | 116928 | 183987 | 157.6+6.9
8 403+1.1 [106.0+3.6% | 161.2+18.6 | 150.5+ 15.6
9 41.0£09 | 119.1£4.5 | 179.7 £ 15.8 | 150.1 + 10.5
11 [396+03 | 123.5+42 | 2059+96 | 1683+8.9
16 | 381+£08( 112.7+£39 | 1566116 | 137.9+8.2
9 41.0£09 | 119.1£4.5 | 179.7+15.8 | 150.1=10.5
8 404+0.8 | 123.2+6.1 | 2044+ 12.5 [ 167.1 £10.2
10 | 41312 | 116.8+3.7 |202.2+13.6 [ 173.2+104

p<0.01 vs. OUL-D (prueba “t” de Student),

Cuadro 17. Media + e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales con ovariectomia del lado derecho
(QUL-D), con o sin secciéon del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD)
0 de ambos nervios (SBNV), realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia

del primer estro vaginal.

37.0+3.2 31.1+23
11 298+ 1.8% | 256+1.6
12 305+1.4 289+ 1.1
10 37.0+3.2 31.1£23
9 27.7+£23 | 227+2.0*
14 253+ 1.2% | 226+ L.1*
10 37.0+32 31.1+2.3
9 32.7+4.2 268 £3.7
12 298+1.7*% | 265+14

* p<0.05 vs. OUL-D (ANDEV A seguida por la prueba de Tukey).
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Resultados

La vagotomia bilateral en los animales a los que se les extirpo el ovario izquierdo, se
acompafié de un menor crecimiento corporal. Cuando a los animales con OUL-I se
les seccion6 el vago ipsilateral al ovario remanente, se observo que el peso absoluto

del utero fue significativamente menor que en los animales sin vagotomia (cuadro
18).

Cuadro 18. Media + e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del titero de animales
con ovariectomia del lado izquierda (QUL-I), con o sin seccién del nervio vago
izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV), realizada a los
28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

41.8+0.6

130.0+52

2047+ 146 |

157.6 9.5
11 | 424211 | 1197247 | 1946274 | 16452 8.1
17 | 408%09 | 1192+39 | 1864297 | 157369
13 [ 418206 | 1300252 | 2047146 | 157.6£9.5
9 |483+1.8*%| 1197408 | 213.8%12.0 | 1683%8.4
13 | 412210 | 1156236 | 16451194 1424292
13 [ 418406 | 1300252 | 2047146 | 157695
0 | 448+13 | 1268<19 | 21992142 | 173378
11 | 417209 [1082294] 1786484 | 1655%838

. p<0.05 vs. OUL-I (prueba de Kruscal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-Whitney).
#p<0.05 vs. OUL-I (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

En los animales de 28 dias de edad con el ovario derecho in situ, la vagotomia
derecha resulto en el aumento significativo del peso relativo de la masa adrenal, sin

que se observaran cambios en el peso absoluto (cuadro 19).

El peso absoluto del utero de animales a los que se les realizo una vagotomia
derecha seguida de una ovariectomia izquierda realizada a los 32 dias de edad, fue
significativamente mayor que en los animales que mantuvieron intacta la inervacion

vagal (cuadro 20).
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Resultados

Cuadro 19. Media £ e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales con ovariectomia del lado izquierdo
(OQUL-I), con o sin seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o
de ambos nervios (SBNV), realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia
del primer estro vaginal.

308+ 1.6 | 240+1.5
11 | 282%15 | 235208
17 | 298+12 | 25311
13 | 308%16 | 24015
9 | 309+20 | 242%1.1
13 | 335221 | 280+16*
13 | 308216 | 24015
9 | 288218 | 23.1219
, B 11 | 266214 | 245213

* p<0.05 vs. OUL-I (prueba “t” de Student).

Cuadro 20, Media £ e.e.m. de la edad a la autopsia, del peso corporal (PC), del
peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso corporal) del titero de animales
con ovariectomia del lado izquierdo (QUL-I), con o sin seccion del nervio vago
izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV), realizada a los
32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

1156442

11 [399+06 179.4 + 14.7 | 155.7 + 12.2
13 [41.0+1.1] 1169+28 | 183.9+86 | 157.6+6.9
9 421412 ] 1277+6.4 | 2106+ 13.8 | 164.6+6.9
5 11 (399406 115.6+42 | 1794+ 14.7 | 155.7+12.2
K 11 [396+03| 1235+42 | 2059+96 | 1683+89
10 [43.0+09| 125.6+4.6 |227.4+15.7*%| 183.0+15.0
11 [399+06 1156+42 [ 1794+ 14.7 [ 155.7+12.2
8 404+08 | 123.2+6.1 | 2044 +125 | 167.1£10.2
10 [425+14 | 1183+44 | 171.8493 | 1453+6.7

* p<0.05 vs. OUL-I (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

63




Resultados

No se observaron diferencias significativas en el peso absoluto y relativo de la masa

adrenal en los animales con el ovario derecho in situ y con vagotomia uni o bilateral
(cuadro 21).

Cuadro 21. Media * e.e.m. del peso absoluto (mg) y relativo (mg/100g de peso
corporal) de la masa adrenal de animales con ovariectomia del lado izquierdo
(QUL-I), con o sin seccion del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o

de ambos nervios (SBNV), realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia
del primer estro vaginal.

302+27 | 207423
13 | 298+18 | 256%15
9 30922 | 249%2.0

11 30.2+£27 20.7+23
11 27. 7423 22.7£20
10 31.9+£2.2 253+1.2

11 30.2+2.7 20.7+£23
8 32.7+4.2 26.8+3.6
10 279+£14 235+£1.2
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EXPERIMENTO 4. Efectos de la ovariectomia unilateral realizada a los 28 6
32 dias de edad sobre la dinimica del crecimiento y la diferenciacién del
foliculo ovarico.

Para poder explicar si la falta de ovulacion en las hembras sometidas a la vagotomia
unilateral o bilateral a los que se les extirpd un ovario, se debe a una alteracion en el
patrén de crecimiento y diferenciacion del foliculo ovarico, se analiz6 la distribucion
de la poblacion folicular de tres ovarios por grupo experimental. Los resultados

obtenidos se presentan a continuacion.

El nimero total de foliculos en el ovario remanente de los animales con
ovariectomia unilateral, realizada a los 28 6 32 dias de edad, fue semejante a lo

observado en el ovario de los animales testigo (figura 15A y 15B).

Figura I5. Media + e.e.m. del nimero total de foliculos del ovario de animales
intactos, con ovariectomia del lado derecho o izquierdo, realizada a los 28 (A) 6
32 (B) dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Niamero Total de Foliculos

B

Intactos Ovariectomia Intactos Ovariectomia
ovario in situ ovario in situ

Bl Ovario Izquierdo Ovario Derecho
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No se observaron diferencias significativas en la poblacion de foliculos sanos en el

ovario in situ de los animales con ovariectomia unilateral realizada a los 28 6 32 dias
de edad (figura 16A y 16B).

Figura 16. Media £ e.e.m. del niimero total de foliculos sanos del ovario de
animales intactos, con ovariectomia del lado derecho o izquierdo, realizada a
los 28 (A) 6 32 (B) dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Niamero de Foliculos Sanos

B

Intactos Ovariectomia
ovario in situ

100 |
s0 |
I
0+ —

Intactos Ovariectomia
ovario in situ

Bl Ovario lzquierdo Ovario Derecho
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En los animales con ovariectomia derecha realizada a los 28 dias de edad, la
poblacién de foliculos atrésicos fue significativamente menor que su grupo testigo,

sin modificaciones en los animales de 32 dias de edad (figura 17A y 17B).

Figura 17. Media + e.e.m. del nimero total de foliculos atrésicos del ovario de
animales intactos, con ovariectomia del lado derecho o izquierdo, realizada a
los 28 (A) 6 32 (B) dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

Nimero de Foliculos Atrésicos

B

s

Intactos Ovariectomia
ovario in sifu

Intactos Ovariectomia
ovario in situ

B Ovario Izquierdo Ovario Derecho

*p<0.05 vs. ovario izquierdo de animales intactos (prueba “t” de Student).
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En el cuadro 22 se representa la media del nimero de foliculos sanos
distribuidos en diferentes rangos. Se puede observar que en los animales con
ovariectomia unilateral realizada a los 28 dias de edad, el nimero de foliculos
primarios (50-200 pm de didgmetro) fue significativamente mayor que en el grupo
testigo absoluto, independientemente del ovario extirpado. En los animales que
mantuvieron el ovario derecho in situ se incrementé el numero de foliculos

preovulatorios (> 450 pm de diametro).

Cuadro 22. Media  e.e.m. del niimero de foliculos sanos del ovario de animales
intactos, con ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I),
realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

543+ 14

277452 |

67+23 | 33419
9904 124% | 340%55 | 67%19 | 25+05
567250 | 30761 | 10.0£3.6 | 2000
903+899% | 240440 | 7341 |11.5£25°

*p<0.05vs. e ovario de animales intactos (prueba “t” de Student).

En los animales con ovariectomia unilateral realizada a los 32 dias de edad, el
namero de foliculos sanos (50-200 pm de diametro) fue significativamente mayor
que en el grupo testigo absoluto, independientemente de la génada extirpada (cuadro
23).

68




Resultados

Cuadre 23. Media * e.e.m. del niimero de foliculos sanos del ovario de animales
intactos, con ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I),
realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

543+14 |277+52| 6723 | 3.

73.0+29*% |333£35| 93£12 | 3.6%03
56750 |30.7+6.1] 100£3.6 | 2000
91348.1% | 213+1.7 | 123+18 | 47+22

p<0 05 vs. el ovario de animales intactos (prueba “t” de Student).

En los ovarios de los animales con ovariectomia realizada a los 28 dias de edad, el

numero de foliculos atrésicos fue significativamente menor que en los animales

testigo absoluto (cuadro 24).

Cuadro 24. Media + e.e.m. del niimero de foliculos atrésicos del ovario de
animales intactos, con ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo
(OUL-I), realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro

vaginal.

= I Sl L
143+1.2 163+£5.6
i 33+£1.2* | 93+22% 3.0+2.0% 20£00
13.0+32 | 183+29 140+ 1.5 6.0+2.5
13.7+87 | 5.0+0.0*% 4.0+£2.0* 20+1.0

p<:0 05 vs. el ovario de ammales intactos (prueba “t”" de Student)
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En los animales con ovariectomia unilateral que mantuvieron el ovario izquierdo in
situ se observé una disminucién significativa del nimero de foliculos atrésicos
cuyos diametro promedio fue <450 pm. Cuando el ovario remanente fue el derecho,
la poblacion de foliculos atrésicos medianos y preovulatorios fue significativamente

menor que en el grupo testigo absoluto (cuadro 25).

Cuadro 25. Media + e.e.m. del nimero de foliculos atrésicos del ovario de
animales intactos, con ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo
(OUL-I), realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro
vaginal.

B 110242 ] 143212 | 16356 27+07
0 53:20° | 63415% [40£1.7%| 1.0£00

130+£3.2 | 183+29 |140+15| 6.0%25
L 17.7+43 | 7.7+£0.9*% | 33+0.8* | 3.0+£0.0*

* p<0.05 vs. el ovario de animales intactos (prueba “t” de Student).

En el ovario izquierdo de los animales con vagotomia derecha y extirpacion del
ovario derecho, el nimero de foliculos preovulatorios fue mayor que en el grupo
testigo absoluto, Una respuesta inversa se observo en los animales que mantuvieron
el ovario derecho in situ y fueron sometidos a la vagotomia izquierda o bilateral
(cuadro 26).

En los animales de 32 dias de edad, que mantuvieron el ovario izqierdo in situ y
fueron sometidos a vagotomia derecha, el nimero de foliculos pequefios sanos (50-
200 pm de diametro) cuantificados fue mayor que en el grupo testigo absoluto.
Cuando a los animales con OUL-D y vagotomia izquierda, la poblacion de foliculos
pequeiios fue significativamente menor que el grupo testigo, mientras que

incremento la poblacion de foliculos preovulatorios (cuadro 27).
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Cuadro 26, Media + e.e.m. del nimero de foliculos sanos de animales con
ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I) con o sin seccién
del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV),
realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

95.7+£113 | 247+7.7 | 4.7+1.7 1.0£0.0
103.0+16.8| 303+£3.7 | 70+1.7 13.0+ 1.0

76.7+5.9 190+4.0 | 47+23 95+1.5
96.7+155 | 13.3£09 | 45+1.5 2.0+0.6%
1000£16.2| 257+5.7 | 53+0.3 15.0+3.1
747+24 | 150+£4.0 | 40+0.6 2.0+0.6%

% p<0.05 vs. OUL-D (prueba “t” de Student).
* p<0.05 vs. OUL-I (prueba “t” de Student).

Cuadro 27. Media + e.e.m. del nimero de foliculos sanos de animales con
ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I) con o sin seccién
del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV),
realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

66.7+58 [27.0+2.7| 53£0.7 | 2.7+03
257+49* 1263+2.7| 43+1.3 | 12.0+4.9*

102.7+16.1% [ 243+£7.2| 40+06 | 5.0+1.0
720+£182 207463 | 11.0+£57[ 23+09

73.7+£4.1 13.7£09 ] 9.0+2.1 3.7x1:2

ESNVIEEOUESS  56.7+4.5 193+2.2| 6.0+2.7 50£1.5
* p<0.05 vs. OUL-D (prueba “t” de Student).
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En los animales que mantuvieron el ovario derecho in situ y que fueron sometidos a
la seccion bilateral del nervio vago a los 28 dias de edad, el namero de foliculos
atrésicos pequefios (50-200 um de didmetro) fue significativamente menor que en
los animales testigo. En cambio, cuando se realizd la vagotomia izquierda en
animales que mantuvieron el ovario derecho in situ, se observé un aumento en el
nimero de foliculos de 201-349 pum de didmetro. No se observaron cambios en el

indice de atresia de los demas grupos (cuadro 28).

Cuadro 28. Media * e.e.m. del nimero de foliculos atrésicos de animales con
ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I) con o sin seccién
del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV),
realizada a los 28 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

33£1.2 93+2.2
7.7+4.1 10.7+3.8 | 50£1.0 3.3+£0.7

13.6 + 8.7 50+0.0 4020 20£1.0
140+£57 | 187+£29%| 87+24 5012
27.0£7.6 87+£14 1.0+ 0.0 63+12
Ve 8 5.7+ 19* 93+1.3 20+1.0 25+0.5
* p<0.05 vs. OUL-I (prueba “t” de Student).

En las ratas con el ovario izquierdo in situ sometidas a vagotomia izquierda,

realizada a los 32 dias de edad, se observd un aumento en el nimero de foliculos
atrésicos pequenios (50-200 um de didmetro), contrario a lo observado en animales

con vagotomia derecha y con ovariectomia izquierda (cuadro 29).
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Cuadro 29. Media + e.e.m. del nimero de foliculos afrésicos de animales
ovariectomia del lado derecho (OUL-D) o izquierdo (OUL-I) con o sin seccion
del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o de ambos nervios (SBNV),
realizada a los 32 dias de edad y sacrificados el dia del primer estro vaginal.

53420
162.7+84*%| 93+63 | 25415 | 3.015
1 67+13 | 80+1.5 [ 3.0+10 | 40£20
63422 | 15405 | 3.0+£1.0 | 3.04£20

& 17.7+43 | 77409 | 33+08 | 3.0+0.0
_ ( 8 50+1.5¢| 27+07 | 1.0+00 [ 5015
* p<0.05 vs. OUL-D (prueba “t” de Student).
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Figura 18 (A) corte histolégico a 10 um de grosor del ovario remanente de un
animal con ovariectomia del lado izquierdo a los 28 dias de edad y sacrificado al
primer estro vaginal, donde se muestra que la mayor parte de foliculos

corresponden a los de tamafio preovulatorio.

La figura 18 (B) corresponde a un corte histologico a 10 pm de grosor, de un
ovario remanente de un animal con vagotomia bilateral y con ovariectomia del
lado izquierdo, donde el niimero de foliculos pequeiios, alrededor de las 100 pm
de diametro, aumentan en comparacion con un animal con ovariectomia

unilateral.
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4X
Con un * se sefialan los foliculos en etapa preovulatoria, con @ un foliculo
secundario y con un ¢ cuerpo liteo recién formado.
18B
10X

Con un A foliculos primarios sanos y con # se sefiala un foliculo primario

arrésico.
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La figura 19 (A) corresponde al corte histologico del ovario remanente de un
animal con ovariectomia del lado derecho, a los 28 dias de edad y sacrificado al
primer estro vaginal, donde se observan varios foliculos grandes sanos, ademés

de un cuerpo luteo recién formado.

La figura 19 (B) muestra el corte de un ovario remanente de un animal
vagotomizado del lado derecho y con ovariectomia ipsilateral, donde el nimero

de foliculos pequefios mayores a 100 um de diametro aumenta en comparacion

con un animal con ovariectomia unilateral.
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4X

Con un * se sefialan los foliculos en etapa preovulatoria, con ® un foliculo

secundario y con # cuerpo liteo recién formado.

19B

Con un # un foliculo secundario, con A foliculos primarios sanos 'y con # se

sciiala un foliculo primario atrésico.




Resultados

Figura 20 (A) corte histoldgico a 10 um de grosor del ovario remanente de un
animal con ovariectomia del lado derecho realizada a los 32 dias de edad y
sacrificadas al primer estro vaginal, donde se observa un mayor nimero de

foliculos que corresponden a los de tamafio preovulatorio.

La figura 20 (B) corresponde a un ovario remanente de un animal con vagotomia
derecha y con ovariectomia ipsilateral, donde el nimero de foliculos pequefios,
alrededor de las 100 pm de didmetro aumentan en comparacién con un animal

con ovariectomia unilateral.
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10X

Con un * se seiialan los foliculos en etapa preovulatoria, con & un foliculo

secundario y con A foliculos primarios sanos.

208

. * e "

Con un ® se sefialan foliculos secundarios y con A foliculos primarios.
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Discusion

DISCUSION

Los resultados del presente estudio permiten sugerir que en la rata hembra
prepuber con ovariectomia unilateral, la respuesta compensadora del ovario
remanente no presenta asimetria y es independiente de la edad en la cual se realiza la
cirugia. Ademas, que la participacion de la informacién neural que transcurre por los

nervios vago es asimétrica y varia con la edad del animal.

La ovariectomia bilateral en animales adultos se acompaiia de un incremento
significativo en el peso corporal como respuesta a la caida en la concentracion de
estradiol (Leshner y Collier, 1973; Wade, 1976). En cambio, el implante de estradiol
en el hipotdlamo ventromedial suprime la ingesta de alimento y como resultado
disminuye el peso corporal (Blaustein y Wade, 1976; Jankowiak y Stern, 1974). En
el presente estudio observamos que el incremento en la tasa de crecimiento se
presentd solo cuando se extirpd el ovario izquierdo a los 28 dias de edad. El
aumento del peso corporal en estos animales puede ser explicado por la disminucion

en la concentracion sérica de estradiol en esos animales (datos no publicados).

En la rata adulta la vagotomia bilateral subdiafragmatica provoca descenso en
la ingesta de alimento, producida probablemente por una disfunciéon motora del
esofago o del estdmago, lo que acelera la perdida de liquidos que conlleva a un
descenso en el peso corporal (Carpenter y col., 1978; Clarkson y col., 1982; Davis y
Booth 1974; Mordes y col., 1977). Estudios previos del laboratorio indican que la
vagotomia bilateral en la rata adulta no resulta en modificaciones significativas del
peso corporal (Cruz y col., 1986). En el presente estudio observamos que la seccion
unilateral o bilateral del nervio vago resulta en un aumento del peso corporal, por lo
que es posible que en la rata preplber la informacion que transcurre por este nervio
participe de manera inhibitoria en la regulacion de la ingesta de alimento, que se

podria traducir en una mayor masa corporal. En este caso el incremento de la masa
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corporal no puede ser explicado en funcion de la concentracion sérica de estradiol,
ya que en estos animales la concentracion fue mas alta que la registrada en el grupo

testigo (datos no publicados).

En el modelo del animal con ovariectomia unilateral es suficiente que uno de
los nervios vago quede intacto para mantener el peso corporal, ya que cuando se
eliminan ambos troncos vagales éste disminuye. Esto podria deberse a que el nervio
vago contiene fibras eferentes que regulan la actividad digestiva del estdmago y del

intestino (Schwartz y col., 1993).

Cuando en el animal adulto se reali;a la ovariectomia derecha, disminuye la
tasa de animales que los que ovulan por el ovario izquierdo (Chavez y col., 1987).
En cambio, en la rata de 32 dias de edad esta respuesta se observa cuando se extirpa
el ovario izquierdo y no hay cambios en la tasa ovulatoria si el mismo tratamiento se
practica a los 28 dias. A partir de estos resultados sugerimos que la respuesta
fisiologica a la falta de un ovario depende del ovario remanente y de la edad en la

que fue tratado el animal.

Chavez y col., (1987) mostraron que en hembras adultas con ovariectomia
unilateral y vagotomia izquierda, la tasa ovulatoria depende de la gonada in situ 'y
no tanto del nervio vago seccionado. En el presente estudio en la rata juvenil
sometida a una vagotomia, la tasa ovulatoria depende no sélo del nervio seccionado,
si no también del ovario in situ y de la edad en la que se realice la operacion. Con
base en nuestros resultados proponemos que al primer estro vaginal el nervio vago

regula de manera estimulante este parametio.
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En respuesta a la extirpacion de uno de los ovarios se presenta el fenémeno
de hipertrofia y ovulacion compensadora. A principios de los 60’s el grupo de
Edgren postuléd que la ovulacion compensadora se producia por un incremento en
las gonadotropinas circulantes, las cuales actuarian solo en el ovario remanente,
estimulando la liberacion del doble de ovocitos y como consecuencia el incremento
de cuerpos liteos (Burden y Lawrence, 1977; Burden y col., 1986). Sin embargo, se
han sumando las evidencias que apoyan la idea de que la respuesta compensadora es
modulada ademas por la inervacion extrinseca de las gonadas (Burden y Lawrence,
1977; 1986; Chavez y col., 1987; Chavez y Dominguez, 1994; Gerendai y col.,
1978; Morales y col., 1993; 2004; Moran y col., 2003).

Previamente se ha mostrado que la ovariectomia unilateral realizada en la rata
de 28 dias de edad, se acompafia de una ovulacion compensadora
independientemente del ovario remanente, es decir que al momento de la pubertad
aun no existe una asimetria por parte de las gonadas (Apolonio, 2001). En el
presente estudio se confirma que la ovariectomia unilateral realizada en animales de
28 6 32 dias de edad, resulta en una ovulacion compensadora semejante
independientemente del ovario extirpado y de edad en que se efectué la cirugia. Al
parecer en el animal piber aun no se establece la respuesta asimétrica del ovario,
que caracteriza a la hembra adulta, ya que en el animal adulto la ovulacion
compensadora depende del dia del ciclo en el que se extirpe uno de los ovarios y del

periodo post-cirugia (Flores y col., 1990).

En el presente estudio se muestra que en la rata con ovariectomia unilateral,
la ovulacion compensadora es regulada de manera asimétrica por el nervio vago mas
que por el ovario remanente, ya que se alcanza el mayor porcentaje de ovulacion
compensadora cuando el ovario in situ es el derecho. Esta respuesta es semejante al
principio y al final del periodo juvenil. Estos resultados apoyan la idea de que la

ovulacion compensadora es modulada por la inervacion extrinseca al ovario mas
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que por la concentracion de gonadotropinas. Bolafios y col. (2004) mostraron que en
la rata con ovariectomia unilateral la vagotomia uni- o bilateral no modifica las
concentraciones séricas de FSH y LH. Chavez y col., (1987) mencionan que en la
rata adulta la ovulacion compensadora es regulada por la informacion que llega al
ovario por intermedio del nervio vago, pero al parecer la respuesta depende mas del
ovario in situ que del nervio seccionado. Estas evidencias permiten indicar que en la
rata adulta y prepiber a las que se les ha extirpado un ovario, la regulacion de la

ovulacion por parte del nervio vago es diferente.

Es importante remarcar que en el animal con ovariectomia unilateral la
seccion de los dos nervios vago no modifico la respuesta compensadora del ovario
in situ. Esto indica que existen otras vias neurales que regulan dicho proceso; un
posible candidato es el nervio ovérico superior, tal y como se ha sugeridoh

previamente (Chavez y Dominguez, 1994; Morales y col., 1993).

Con base en nuestros resultados y los obtenidos en otros estudios,
proponemos que el nervio vago es una de las vias nerviosas que modulan los
mecanismos que conllevan a la primera ovulacion espontanea, tanto en el modelo
del animal con ovariectomia unilateral como el que mantiene ambas gdénadas

(Morales y col., 2004; Ricardo y col., 2003).

La ovariectomia unilateral realizada al inicio o final de la etapa juvenil resulta
en una ganancia en peso por parte del ovario in situ, la cual no depende del ovario
remanente ni de la edad en la que se practica la cirugia. Sin embargo, al final del
periodo juvenil el nervio vago derecho modula de manera diferencial la hipertrofia
compensadora, ya que al seccionar dicho nervio y extirpar el ovario izquierdo
incrementa la hipertrofia, respuesta inversa a la observada cuando se elimina la

gonada derecha. Este resultado nos lleva a sugerir que la respuesta de los ovarios

83




Discusion

ante la ovariectomia unilateral es diferente al igual que la informacion que corre por

los nervios vago durante el periodo juvenil.

Burden y col., (1977; 1986), postulan que en el animal adulto, la vagotomia
bilateral es capaz de bloquear la hipertrofia compensadora, independientemente del
ovario extirpado y que al parecer esta respuesta es observada sélo si la vagotomia se
realiza inmediatamente después de la ovariectomia unilateral (Trkulja y Lackovic,
2001). En el presente estudio se observo que en la rata de 28 dias de edad, la seccion
unilateral del nervio vago no modifica la hipertrofia compensadora, mientras que
con la seccion bilateral la ganancia en peso del ovario remanente depende del ovario
in situ. Estos resultados permiten indicar que en la rata piber la hipertrofia
compensadora es modulada por la informacion que transcurre por el nervio vago y

por el ambiente endocrino del animal.

La ovariectomia unilateral no modifico el peso del utero, excepto cuando ésta
se practico a los 28 dias y el ovario izquierdo permanecié in situ, donde el peso del
organo incrementd. Dado que el tGtero es un 6rgano blanco de los estrogenos y que
en los animales con ovariectomia unilateral se observa aumento de la concentracion
sérica de estradiol independientemente del ovario remanente (datos no publicados)
suponemos que hay un componente que inerva al utero y que es alterado al extirpar
el ovario derecho y no el izquierdo y que dicha informacion nerviosa modula la

respuesta del ttero a los estrogenos.

El nervio vago inerva al utero y se encarga de llevar la informacién de este
6rgano hacia el sistema nervioso central (Burden, 1985; Burden y Lawrence, 1977;
Gerendai y col., 2002; Komisaruk y Sansone, 2003; Ortega-Villalobos y col., 1990).
La vagotomia bilateral realizada en ratas de 24 dias de edad resulta en un menor

peso del utero cuando el animal llega a su pubertad (Ojeday col., 1983), efecto
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similar a cuando se realizo la vagotomia izquierda (Morales y col., 2004). En el
presente estudio, la vagotomia unilateral o bilateral en los animales de 28 dias de
edad, resultd en un incremento del peso del utero, lo que podria indicar que la
informaciéon que transporta el nervio vago actia de manera inhibitoria en la
respuesta del 6rgano a los estrogenos, de manera que si en estos animales aumenta el

estradiol entonces se daria una mayor mitosis en el utero y como resultado mayor

peso.

La participacion del nervio vago en la regulacion del crecimiento del utero
parece depender de la edad del animal, ya que la vagotomia uni o bilateral realizada
en los animales de 32 dias de edad, no resulté en modificaciones significativas del
peso del ttero, lo cual indicaria que conforme el animal se acerca a la pubertad la
participacion del nervio vago en la regulacion del crecimiento del organo es

diferente a lo que ocurre en el animal de 28 dias.

El efecto inhibitorio del nervio vago sobre el crecimiento del utero es
revertido por la ovariectomia unilateral, ya que la extirpacion de uno de los ovarios
resulta en la disminucion del peso del utero. Esto puede ser debido a que al remover
una gonada disminuye inmediatamente la concentracion de estradiol, tal y como se

ha sugerido que ocurre en el animal adulto (Barco y col., 2003).

En el presente estudio observamos que en la rata.con ovariectomia unilateral,
el nimero total de foliculos sanos es semejante al animal testigo independientemente
del ovario in situ. Contrario a estos resultados, Buchanan (1974) mostr6 que en
ratas intactas adultas, existen mas foliculos sanos en el ovario derecho que en el
izquierdo y este comportamiento se mantiene ain después de una ovariectomia

izquierda.
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Cuando los foliculos se analizaron en funcion de su tamaiio se observé que en
respuesta a la ovariectomia unilateral realizada al inicio o final de la etapa juvenil,
aumenta el nimero de foliculos con diametro de 50-200 um. En el animal adulto
ciclico la extirpacion de un ovario resulta en el incremento del nimero de foliculos
antrales (Hatai, 1913), lo cual es atribuido a la proliferacion de foliculos pequefios y
a una disminucion de la atresia folicular (Peppler y Greenwald, 1970) gracias al
incremento en la concentracion de gonadotropinas que se produce inmediatamente

después de realiza la ovariectomia unilateral (Hirshfield, 1989).

Cruz y col. (1986) mostraron que la vagotomia en el animal adulto con
ovariectomia unilateral resulta en un aumento en la proporcion de foliculos
preovulatorios presentes en los ovarios. En nuestro estudio observamos un efecto
inverS(; cuando el mismo tratamiento se realiz6 en animales de 28 dias de edad. Este
resultado confirma nuestra apreciacion de que la participacion de la inervacion que

llega al ovario por intermedio del nervio vago varia con la edad del animal.

En el presente estudio, el indice de atresia observado en el ovario izquierdo
de los animales con extirpacion del ovario derecho fue menor que el observado en
aquellos animales que mantuvieron el ovario derecho in situ, lo cual indica una
capacidad de respuesta diferente entre ambos ovarios. Esta menor atresia folicular
puede ser atribuida a varios factores, entre ellos a una menor secrecion de
androgenos por parte del ovario izquierdo, a una mayor aromatizacion de €stos o
bien, que se de una modificacion en el nimero o sensibilidad de los receptores a la
FSH, por lo que la respuesta a las gonadotropinas circulantes sea mayor para esta

gonada (Hsueh y col., 1994).
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Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en el animal con
ovariectomia unilateral el nervio vago modula el proceso de atresia y este efecto
presenta lateralizacion. Es probable que los cambios en el indice de atresia se
puedan atribuir a modificaciones inmediatas en la secrecion de FSH. En apoyo a esta
hipétesis se ha mostrado que en la rata adulta la vagotomia bloquea el aumento que
se produce en la concentracion de FSH en respuesta a la ovariectomia unilateral

(Burden y Lawrence, 1977; Butcher, 1977).

En resumen, a partir de los resultados obtenidos en el presente estudio
postulamos que en la rata prepiber con ovariectomia unilateral, el nervio vago
participa en la regulacion de la respuesta compensadora del ovario, en la tasa de
crecimiento corporal y en la respuesta ovulatoria, la cual depende del nervio

seccionado, del ovario remanente y de la edad del animal.

En el siguiente modelo se ilustra nuestra hipdtesis para explicar los resultados

obtenidos en el presente estudio.

87




88

28 dias 32 dias MODELO 28 dias 32 dias

= PC = = IKC v

=  TAO = - TAO ¥

= HcoO = o = HCO =

oC = = oc =

= UTERO = = UTERO =
SNVI + OUL-I SNVI + OUL-D

. PC = = PC =

= TAO = Y | TAO i

_ HCO T €ervio vago ‘ .... S HCO ¢

1 A
= 0OC 4 : = oc =
, 1 : .

= UTERO = Izquierdo | sensesee " Derecho = UTERO =
SNVD + OUL-I Ly : SNVD + OUL-D

y PC = @ = PC =

v TAO i / = TAO =

= HCO = )i = HCO =

= oC = = oC =

= UTERO = = UTERO =
SBNV + OUL-I SBNV + OUL-D

Figura 21. Representacién esquemaitica de las fibras vagales que llegan al ovario, cuyos somas se localizan en el nucleo del tracto solitario (NTS) y
ganglio nodoso (GN). En esta figura se representa los efectos de la seccién del nervio vago izquierdo (SNVI), derecho (SNVD) o bilateral (SBNV) y
ovariectomia izquierda (OUL-I) o derecha (OUL-D) realizada a los 28 6 32 dias de edad.



Conclusiones

CONCLUSIONES

> En la rata prepuber con ovariectomia unilateral, los mecanismos que regulan
la ovulacién y la hipertrofia compensadora del ovario no dependen de la

gonada in situ ni de la edad en que se practica la ovariectomia unilateral.

\

» La participacion de la inervacion vagal en el modelo del animal con
ovariectomia unilateral en la modulacion de la hipertrofia y la ovulacion
compensadora del ovario, dependen de la génada remanente, del nervio

involucrado y de la edad en que se realiza la cirugia.

» En los animales de 28 dias de edad la informacion neural que transcurre por

el nervio vago regula de manera inhibitoria el peso del utero.

> La informacion que corre por ambos nervios vago regula el fendmeno de

atresia folicular, el cual depende del ovario in situ.
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