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RESUMEN

Los ovarios cumplen dos funciones principales, gametogénesis vy
produccién de hormonas. El funcionamiento y la estructura de las génadas se
encuentran bajo el control de las hormonas secretadas por el eje hipotalamo-
hipofisis-sistema endocrino y por los componentes del sistema nervioso simpatico,
parasimpatico y sensorial. Una de las vias importantes en el control neural esti
dado por el nervio vago, del cual aproximadamente el 90% de sus fibras son de
naturaleza sensorial.

En la rata, el nervio vago modula la esteroidogénesis ovérica en funcion de
la edad del animal. Los efectos de la seccion uni o bilateral del nervio vago sobre
las funciones de los ovarios, es un paradigma muy utilizado para analizar los
mecanismos de regulacion de la ovulacién y la secrecion hormonal ejercida por los
nervios vago. La seccion bilateral de los nervios vago seguida del estudio de la
sintesis de estradiol por el ovario in vitro, resulta en una menor sintesis de la
hormona, lo cual es interpretado como un indice de que la informacion nerviosa
que llega al ovario por los nervios vago modula de manera estimulante la
secrecion de dicha hormona. Segun nuestro conocimiento, no hay informacion
sobre como patrticipa el nervio vago en la regulacion de la sintesis de hormonas
esteroides y de las gonadotropinas en la rata prepuber.

Otro paradigma muy utilizado en el estudio de los mecanismos de
regulacion del funcionamiento de los ovarios, es el animal con ovariectomia
unilateral. Con el uso del animal con ovariectomia unilateral se ha observado que
las capacidades de respuesta ovulatoria por el ovario derecho e izquierdo son
diferentes y que varian con la edad del animal.

Dado que no se tiene informaciéon sobre la forma en que la inervacién que
llega a los ovarios por parte de los nervios vago sobre la regulacion de la sintesis
de hormonas esteroides y de si la secrecion de hormonas esteroides por el ovario
es modificada por extirpacién de uno de ellos y si el nervio vago tiene algun rol en
la regulacion de los ovarios, en el presente estudio realizado en la rata hembra
de 28 6 32 dias de edad, se analizaron los efectos de la seccién uni o bilateral de
nervio vago, la extirpaciéon uno u otro ovario y la seccién del nervio vago
ipsilateral, contralateral o bilateral respecto al ovario extirpado sobre la
concentracion sérica de progesterona, testosterona, estradiol, FSH y LH medidas
en el dia del primer estro vaginal.

El practicar una laparotomia ventral en el inicio o final de la etapa juvenil no
modifico el inicio de la pubertad ni la del primer estro vaginal. El tratamiento en
ratas de 28 dias de edad provocd una disminucion de la concentracion de
estradiol, y en ratas de 32 dias una disminucion significativa en la secreciéon de
testosterona.



La ovariectomia unilateral realizada en ratas de 28 6 32 dias no modifico el inicio
de la pubertad ni la aparicion del primer estro vaginal.

En comparacion con el grupo testigo, la extirpacion del ovario derecho en el
animal de 28 dias de edad resulté en la disminucién significativa de la
concentracion sérica de 17B-estradiol y progesterona, mientras que si el
tratamiento se realiz6 en animales de 32 dias la ovariectomia unilateral no
modificéd significativamente las concentraciones séricas de las hormonas.

Las fluctuaciones en las concentraciones séricas de testosterona
dependieron de la génada remanente y de la edad en la que se practicé la
ovariectomia unilateral.

En cuanto a las gonadotropinas solamente la FSH aumentd
significativamente al realizar la ovariectomia izquierda a los 28 dias de edad, sin
modificaciones a los 32 dias. Por otra parte la concentracion sérica de LH no se
modificé por la ovariectomia unilateral, independientemente de la edad en la que
se practicé la cirugia.

El solo eliminar el nervio vago izquierdo o derecho no modificé el inicio de la
pubertad ni la del primer estro. En cuanto a la progesterona no se modificd
independientemente del nervio seccionado. Mientras la concentracion de
testosterona fue significativamente menor cuando se extirpa alguno de los nervios
vago. La concentracion de estradiol aumento independientemente si la cirugia se
realiza a los 28 0 32 dias de edad.

En el grupo con vagotomia unilateral, la ovariectomia unilateral no modificd
el inicio de la pubertad ni la del primer estro, independientemente del nervio
seccionado, como de la edad en que se realizo la cirugia.

Las concentraciones séricas de 17B-estradiol en animales de 28 dias de
edad disminuyeron significativamente cuando la génada in situ fue la izquierda,
independientemente del nervio seccionado. Cuando el ovario in situ fue el derecho
s6lo disminuyd la concentracion al seccionar el nervio vago derecho. Si las
cirugias se realizan al dia 32 de vida las concentraciones séricas disminuyen al
realizar una vagotomia unilateral y extirpar la gdénada izquierda.

En el grupo de 28 dias de edad, la vagotomia bilateral y la extirpacion del
ovario izquierdo result6é en una disminucion de la concentracibn sérica de
progesterona, mientras que si se corta el vago izquierdo y se extirpa el ovario
derecho la concentracion de la hormona aumenta. En las ratas de 32 dias de
edad, la seccion del vago izquierdo mas la ovariectomia unilateral resultd en un
aumento de la concentracion sérica de progesterona, independientemente del
ovario extirpado.



En las hembras de 28 dias de edad a las que se les eliminé el nervio vago
derecho mas ovariectomia derecha resultdé en un aumento en la concentracion
sérica de testosterona. La vagotomia unilateral acompafiada de la ovariectomia
izquierda provocéd disminucién en las concentraciones séricas de la hormona.
Cuando se practica la vagotomia uni o bilateral a los 32 dias de edad, disminuye
las concentraciones séricas de testosterona independientemente de la gbnada in
situ.

En las ratas de 28 6 32 dias de edad, la vagotomia uni o bilateral,
acompafiada con la extirpacion de uno de los ovarios no modifico las
concentraciones séricas de LH al primer estro vaginal.

La vagotomia uni o bilateral mas la ovariectomia unilateral, practicada a los
28 dias de edad, no modificé la concentracion sérica de FSH, mientras que
cuando se somete al animal a la cirugia a los 32 dias de edad, la seccién del vago
derecho y la extirpacion del ovario izquierdo aumentd la concentracion de la
hormona, en tanto que la concentracion fue menor, si se corta el vago izquierdo y
se extirpa el ovario contralateral.

En conclusién podemos sugerir que el nervio vago participa en la

modulacion de la secrecién de hormonas esteroides, la que varia en funcion del
ovario in situ y del nervio seccionado.



INTRODUCCION

Los ovarios cumplen dos funciones primordiales para el mantenimiento de
la especie: la gametogénesis y la esteroidogénesis, las cuales son reguladas por
las hormonas secretadas por el eje hipotalamo-hipéfisis-6rganos endocrinos y por
la informacién neural que arriba a las gonadas (Dominguez y Riboni, 1971;
Guyton, 1984; Kawakami y col., 1981; Morales y col., 1993; 1998). En los ovarios
de todos los animales estudiados se distinguen al menos dos compartimientos, el
folicular, formado por los foliculos en diferentes estados de desarrollo y la glandula
intersticial, la cual se origina a partir de la teca interna de los foliculos. En los
mamiferos, a partir del foliculo que acaba de ovular se desarrolla el
compartimiento luteal o cuerpo IUteo, cuya estructura y funciones se mantienen

dependiendo de si el animal queda prefiado o no en ese ciclo (Tresguerres, 1999).

Las funciones reproductivas son reguladas por la interaccion de informacion
proveniente del sistema endocrino (hormonas) y el sistema nervioso (vias neurales

gue arriban a las génadas) (Burden, 1978).

En el estudio de las funciones ovaricas se ha utilizado el modelo del animal
con ovariectomia unilateral. La extirpacién de uno de los ovarios resulta en una
respuesta compensadora por parte de la génada in situ. Se ha postulado que esta
respuesta depende no soélo del ambiente endocrino del animal, sino de la
informacién neural que reciben las génadas. Uno de los elementos neurales que
participa en la modulacién de la respuesta compensadora del ovario es el nervio
vago.

En la rata adulta el nervio vago participa en la regulacion de la secrecion de
las hormonas luteinizante (LH) (Leonard y col.,, 1984), estimulante del foliculo
(FSH) (Burden y Lawrence, 1977) y de la ovulacion (Chavez y col., 1987). Sin
embargo, pocos son los estudios que se han realizado utilizando como modelo de

estudio a la rata prepuber.



Estudios recientes de nuestro laboratorio y de otros investigadores,
sefialan que en la rata prepuber la informacion neural que transcurre por el nervio
vago modula de manera estimulante la esteroidogénesis ovérica, tanto en modelos

in vivo (Morales y col., 2004) como in vitro (Ojeda y col., 1983b).

Con base en lo anterior, en el presente estudio se analizé la participacion
del nervio vago en la regulacién de la secrecion de las gonadotropinas y en el
proceso de esteroidogénesis ovarica en la rata juvenil, utilizando como modelo de
estudio al animal con ovariectomia unilateral. Para ello se evaluaron los efectos de
las secciones unilaterales o bilaterales del nervio vago en animales con

ovariectomia unilateral.



MARCO TEORICO

El uso de modelos experimentales ha sido de mucha ayuda para la
comprension de diversos procesos biologicos, conductuales y fisioldgicos entre
otros. La rata hembra se ha utilizado como un modelo experimental para entender
el funcionamiento de los mecanismos neuroenddcrinos que se suscitan durante el
desarrollo, aportando evidencias que pueden ser aplicadas a una gran variedad
de especies. (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

En los animales con reproduccion sexual, la reproduccién implica cambios
estructurales, funcionales y conductuales, los cuales son el resultado de la
coordinacion de los componentes neuroenddcrinos del sistema reproductor que se

inicia en la pubertad (Ojeda y col., 1986).

SISTEMA REPRODUCTOR FEMENINO

El sistema reproductor femenino consiste de una serie de componentes
primarios y secundarios esenciales para la reproduccion sexual. Este sistema esté
provisto de células gaméticas femeninas (6vulos), ademas de colaborar con la
fertilizacion interna y ser la incubadora materna para el embridon hasta el momento

de su nacimiento.

El sistema reproductor femenino esta integrado por componentes craneales
y porciones pélvicas. Los componentes craneales incluyen el hipotalamo y la
hipofisis. El hipotdlamo integra los mensajes externos o internos recibidos y ayuda
a responder apropiadamente mediante secreciones hormonales. La porcion
pélvica la constituyen los 6rganos sexuales primarios, como son el Utero y los

ovarios y los organos sexuales secundarios (Tresguerres, 1999).



OVARIO

En el ovario se pueden distinguir tres zonas: la mas externa es la corteza,
gue contiene los foliculos con los ovocitos en diferentes estados de maduracion.
Entre los foliculos se encuentra el tejido conectivo de sostén y las células
intersticiales (estroma). Las otras dos zonas del ovario son la médula, que
contiene una rica red vascular y tejido conectivo y el hilio, por donde arriban la
arteria y vena ovarica, los vasos linfaticos y las terminales nerviosas. El ovario

esta recubierto por una sola capa de células epiteliales (Tresguerres, 1999).

Los ovarios son glandulas endocrinas ovoides que se desarrollan a partir de
un reborde conocido como borde gonadal o genital que sobresale de la cavidad
celdmica; poseen una superficie de epitelio cubico simple, este incluye células
fusiformes del estroma, similares a fibroblastos, entre las cuales hay innumerables

fibras finas de colageno (David y Cormack, 1988).

El ovario del individuo adulto esta constituido por tres unidades funcionales
diferentes: el tejido intersticial, los foliculos y el (los) cuerpo lateo (s). Estas
estructuras estan en constante transformacion (Tresguerres, 1999). En la figura 1

se aprecian los compartimentos del ovario de mamiferos.

1. Compartimiento Folicular. Formado por los foliculos en diferentes estados
de desatrrollo.

2. Compartimiento Luteal. Estructura glandular que se forma a partir de las
células de la granulosa y de la teca interna de los foliculos que han liberado
al ovocito.

3. Compartimiento Intersticial. Formado por células con actividad secretora,
llamadas células intersticiales primarias en el ovario fetal y por las células
de la teca interna de los foliculos antrales que presentaron receptores a LH
y que experimentan el proceso de atresia, denominadas células

intersticiales secundarias (Tresguerres, 1999).
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Figura 1. Esquema del ovario de los mamiferos, donde se aprecian los diferentes
tipos de foliculos en crecimiento. Tomado de Freeman, 1994.



LA PUBERTAD EN LOS MAMIFEROS

La pubertad es el resultado de un conjunto de cambios neuroendécrinos que se
suceden en el eje hipotdlamo-hipdfisis-gbnada, los cuales se acompafian de

cambios fenotipicos, los que culminan con el inicio de la funcion reproductora.

La pubertad se le define como una etapa biolégica en la que el individuo
pasa de la inmadurez a la madurez sexual (Ramirez, 1973; Ramaley, 1980).
Ademas de la regulacion neuroendocrina, esta etapa esta influenciada por la
informacion genética particular de cada individuo y por factores externos como
son la nutricion, el estimulo social y factores ambientales, entre ellos el fotoperiodo
(Ramirez, 1973).

La rata nace en un estado de inmadurez equivalente al del ser humano a
los 5 meses de gestacion. Tanto en la rata como en el humano la diferenciacion
sexual del encéfalo se produce por los efectos de la testosterona secretada por los
testiculos, sobre el sistema nervioso en desarrollo (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990).

En los roedores, el inicio de la pubertad se caracteriza entre otros eventos,
por la canalizacién de la vagina. En la rata este evento ocurre entre los 30 y 45
dias de edad, dependiendo de la cepa (Ramirez, 1973; Ojeda y col., 1983a), la
que es seguida por la aparicion del primer estro vaginal, evento que puede ir 0 no

asociado a la primera ovulacion.

Con base en las modificaciones observadas en diversos parametros morfo-
fisiologicos del eje hipotalamo-hipofisis-génada, para su estudio Ojeda y Urbanski

(1994) dividen el periodo previo a la canalizacion vaginal en cuatro etapas:



1.- Etapa neonatal

Se inicia al nacimiento y termina a los 7 dias de vida postnatal. En la rata, la
inyeccion de gonadotropinas durante los primeros 4 6 5 dias de edad no se
acompafa de estimulacion por parte del ovario, debido a que los foliculos aiun no
expresan receptores a estas hormonas (Ojeda y Urbanski, 1994). Estas evidencias
han permitido sugerir que en esta etapa, el inicio del proceso de foliculogénesis es
independiente de las gonadotropinas y podria depender mas de factores
neurotroficos y de la propia inervacion ovarica (Malamed y col., 1992; Ojeda y col.,
1997). En el quinto dia de edad la FSH estimula la sintesis de estradiol A partir de
testosterona. En el torrente sanguineo se encuentran grandes cantidades de la a-
feto proteina, proteina que tiene una afinidad muy elevada por el estradiol, lo que
provoca que no se establezca el efecto de retroalimentacion inhibitoria, que en el
animal adulto ejercen los estrogenos sobre la secrecion de gonadotropinas (Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

2.- Etapa infantil

La etapa infantil se extiende desde el dia 8 dia 21 de vida. En esta etapa
ocurren una serie de cambios que representan los primeros eventos
neuroendodcrinos que regulan el momento en el cual se iniciara la pubertad. Desde
el dia cinco de edad, en la hipdfisis aumenta el nUmero de receptores a la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y alcanza su maximo alrededor del
dia 20 de vida.

La GnRH es liberada en pulsos de baja frecuencia y como resultado de ello
la concentracion plasmatica de la FSH se mantiene elevada y se presentan
pulsos esporadicos de LH (Doéhler y Wuttke, 1974, Ojeda y col., 1986; Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).



La concentracion plasmatica de FSH disminuye después del dia 15 y
desaparecen los “picos” de LH. Este hecho es explicado por la disminucién de la
concentracion de a-feto proteina por lo que la participacion del estradiol en la
regulaciéon de la sintesis y liberacién de las gonadotropinas se hace mas eficiente

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

3.- Etapajuvenil

Abarca del dia 22 al dia 32 de edad. Como resultado de los eventos
neuroendécrinos que se produjeron en la etapa anterior, disminuye la
concentracion de LH, la que después tiende a aumentar nuevamente y su
secrecion se da en forma pulsatil (Andrews col., 1981). Ya hacia el final de esta
etapa la secrecion de LH presenta un ritmo de secrecion circadico, donde la
concentracion de la hormona medida por la amplitud de sus pulsos y la frecuencia
de los mismos aumentan diariamente durante la tarde. Al mismo tiempo, en el
ovario aumenta la esteroidogénesis, por influencia de la LH y el aumento en el
namero de receptores a la misma. En cambio, las concentraciones plasméticas de
FSH permanecen bajas (Smith-White y Ojeda, 1981).

4.- Etapa peripuberal

Empieza después de los 33 dias de edad y termina con la primera
ovulacion. En esta etapa se mantiene el patron circadiano de la secrecion de LH.
En el ovario aumenta el numero de receptores a FSH y LH, lo que se traduce en
una respuesta esteroidogénica mayor. La actividad por parte de los foliculos
ovaricos origina el aumento de la concentracion de estradiol, progesterona y
testosterona. Estas hormonas actlan sobre el hipotdlamo donde estimulan la
secrecion de GnRH, sea de manera directa o indirecta, lo que da como
consecuencia un aumento brusco de la concentracién preovulatroria de FSH y LH,
conocida como “pico” preovulatorio de gonadotropinas, que culmina con la primera

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



EVENTOS FINALES QUE CONLLEVAN A LA PUBERTAD

Tomando en cuenta los cambios en las caracteristicas morfofisioldgicas del
aparato reproductor de rata hembra, Ojeda y Urbanski (1994) dividen la cascada

de eventos que culminan con la pubertad en cinco fases diferentes

ANESTRO: EIl tamafio del Gtero es pequefio y no contiene liquido. La vagina se
encuentra cerrada. En el ovario se observan foliculos grandes y una disminucion
en el numero de receptores a la GnRH, mientras que incrementa el numero de

receptores a la LH.

PROESTRO TEMPRANO: En la luz y en el espacio intersticial del Utero se
observa la presencia de liquido, lo que provoca que aumente el peso del 6rgano.
Estos cambios son inducidos por el incremento en las concentraciones

plasmaticas de estrdgenos, sin embargo la vagina aun se encuentra cerrada.

PROESTRO TARDIO: Se le considera el primer proestro. El Utero es grande
debido a la acumulacion de liquido, por lo que su peso llega a ser el maximo. La
vagina en este momento generalmente se encuentra cerrada, pero en los
animales que ya se encuentra abierta el frotis vaginal se caracteriza por un gran
namero de células epiteliales nucleadas. En los ovarios se observan foliculos
preovulatorios.

En la tarde se observa la maxima concentracion de estrogenos que estimula la
secrecion de la GnRH, y por ende el “pico” preovulatorio de las gonadotropinas,

las cuales estimulan la maduracion final de los foliculos y la ovulacion.

ESTRO: El peso del utero es bajo y no presenta liquido en la luz. La vagina esta
abierta y el epitelio vaginal se caracterizan por el predominio de células
anucleadas en forma de escamas. En este dia la primera ovulacion ocurre en la
mayoria de los casos, por lo que el ovario presenta cuerpos IUteos recién

formados. La concentracion plasmatica de estradiol y de LH es menor en relacion



al proestro. La concentracion de progesterona aumenta y la FSH presenta un
segundo “pico”.

PRIMER DIESTRO: La citologia vaginal muestra el predominio de leucocitos. En
el ovario se observan cuerpos liteos maduros. Las concentraciones plasmaticas
de estrégenos y gonadotropinas contindan disminuyendo en relacién al proestro
(Ojeda y Urbanski, 1994).

El foliculo es la unidad anatémica y funcional del ovario y esta formado por
el ovocito, las células de la granulosa, la membrana basal, las tecas interna y
externa. La teca externa esta formada por fibras de colageno, células del tejido
conectivo y fibras musculares lisas. El ovocito y las células de la granulosa no
reciben en forma directa, riego sanguineo ni fibras nerviosas (Burden, 1978;
Aguado y Ojeda, 1984; Dominguez y col., 1991).
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INERVACION OVARICA

A partir de los afios 70’s se postulé que aunado al control ejercido por las
hormonas secretadas por el hipotdlamo, el ovario se encuentra regulado por
componentes del sistema nervioso simpatico, parasimpéatico y sensorial
(Dominguez y Riboni, 1971; Burden y Lawrence, 1977; Burden, 1978; Burden y
col.,1980).

La inervacién simpatica que llega al ovario es dada principalmente por el
nervio ovarico superior y el plexo ovarico, mientras que la informacion sensorial es
aportada por el nervio vago y en menor proporcion por el plexo ovéarico (Burden,
1978; Lawrence y Burden, 1980).

El sistema simpatico consiste en una cadena de ganglios (grupo de
neuronas) interconectados que se localizan a cada lado de la columna vertebral,
que envian fibras nerviosas a varios ganglios mas grandes, como el ganglio
celiaco. Estos a su vez dan origen a nervios que se dirigen a los 6rganos internos.
Los ganglios de las cadenas simpaticas se conectan con el SNC por finas

ramificaciones que unen cada ganglio con la médula espinal (Guyton, 1984).

Inervacion Parasimpatica

Las neuronas que dan origen a las fibras del sistema parasimpatico se
localizan en el tronco cerebral (mesencéfalo, protuberancia y bulbo) y salen del
cerebro como los pares craneales. , en especial los nervios espinales y el nervio
vago, pasan a los ganglios y plexos (red de nervios) situados dentro de varios
organos. La parte inferior del cuerpo esta inervada por fibras que surgen del
segmento inferior (sacro) de la médula espinal y pasan al ganglio pélvico, del cual

parten los nervios hacia el recto, la vejiga y los 6rganos genitales.
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La inervacion parasimpdética del ovario llega principalmente por el nervio
vago (Hill, 1962; Burden y Lawrence, 1977) y por neuronas localizadas en los
segmentos S,-S; de la médula espinal por intermedio del plexo hipogastrico
(Mitchel, 1988), aunque en la rata esta Ultima conexién no se ha confirmado
(Burden, 1985). 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 Tipa L, (Burden y col., 1983).

A nivel subdiafragmatico los nervios vago se localizan por delante y por
detras de la Ultima porcion del eséfago y el comienzo del estbmago, de manera

gue se describe que existen dos troncos, tal y como se muestra la en la figura 2:

e Tronco anterior o izquierdo, del que se originan las ramas hepéatica, celiaca

accesoria y la rama géstrica anterior.

e Tronco Posterior o derecho, del que se originan las ramas celiaca y la rama
gastrica posterior.

Vago derecho \

ESOFAGO
Vago izquierdo

DIAFRAGMA

Rama hepética

F'Gl}/ Rama accesoria

!
Rama géstrica anterior

Rama celiaca

Rama géstrica posterior

ESTOMAGO

Figura. 2. Esquema de la distribucion que siguen los troncos vagales a nivel
subdiafragmético en la rata. Tomada de Powley y col; 1983.
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Fibras Sensoriales

Segun Calka y col. (1988) las fibras sensoriales que transcurren por el
nervio vago, podrian ser una via de modulacion de las funciones del ovario, ya que
aungue no se conoce con precision la localizacion de las terminales sensoriales
en el ovario, existen evidencias de que se han localizado en el tejido intersticial y

algunas veces en las inmediaciones del foliculo ovarico.

La naturaleza de la informacion que estas fibras sensoriales llevan al SNC,
permanece incierta, pero pudieran participar como un “sensor” del estado

individual de los foliculos en desarrollo.

De esta manera estamos ante la presencia de componentes eferentes y
aferentes del ovario que proveen una via anatdmica que puede participar en el
control de la funcién de la gbnada.

De manera general se acepta que la informacidon que transcurre por el
nervio vago y que llega al ovario es predominantemente de caracter sensorial
(Burden y col., 1983). Por estudios de inmunohistoquimica se ha mostrado que
en el nervio vago se almacena y se libera sustancia P (SP), en cantidades
considerablemente mayores que otros neurotransmisores como el péptido
intestinal vasoactivo (VIP) o la somatostatina (Gilbert y col., 1980).

Con el uso de trazadores nerviosos retrogrados, se ha mostrado que el
ovario es inervado por fibras provenientes del nervio vago (Gerendaiy col., 2000).
Existen una serie de trabajos que muestran que la informacién neural que
transcurre por el nervio vago es fundamental en la regulacion de las funciones
reproductivas (Gabella y Pease, 1973; Burden y Lawrence, 1977; Burden y col.,
1980;1983; Gerendai y col., 2000; 2002).
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REGULACION DE LA SECRECION HORMONAL

Las hormonas ejercen sus funciones bioldgicas en concentraciones del orde
de 10° - 10™ M, y acttan como catalizadores de reacciones preexistentes.
Algunas hormonas actlan exclusivamente sobre un tipo celular (tejido diana
especifico), mientras que otras lo hacen sobre distintos tipos celulares, siempre y
cuando estos sitios dispongan de receptores especificos para dicha hormona
(Tresguerres, 1999).

El control de la secrecion hormonal se realiza a través de sistemas
cerrados, mediante circuitos de retroalimentacion (feed-back). Dado que cada
circuito funciona conectado a otro u otros, los mecanismos de regulacion
conforman un sistema cibernético en el que cada hormona, en vez de funcionar
independientemente, lo hace en relacion de interdependencia con los demas

componentes de cada sistema (Tresguerres, 1999).

ACTIVIDAD HORMONAL DEL OVARIO
La funcion secretora del ovario es representada por la produccion de
sustancias hormonales de las cuales algunas son derivados del colesterol
(estrégenos, progesterona, andrégenos) y otras son de naturaleza peptidica

(relaxina, activita, inhibina) (Gémez y Paniagua, 2002).

BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

El colesterol es el precursor inicial en la sintesis de las hormonas
esteroides. Las células con funcion esteroidogénica pueden obtener el colesterol
principalmente de tres formas: 1) incorporarlo de la sangre a partir de lipoproteinas
circulantes, 2) utilizar el colesterol almacenado bajo formas de esteres en las
inclusiones de lipidos del citoplasma, 3) sintetizarlo de “novo” a partir de acetato
(Koritz y Hall, 1964). Aunque cada tipo celular puede usar en forma preferencial
una de estas fuentes, por lo general las células esteroidogénicas del ovario

obtienen el colesterol de las lipoproteinas circulantes (Solod y col., 1966).
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Hidroxilacion del
colesterol en posicion
C20y C22.

Figura 3. Nucleo béasico de las hormonas esteroides (Tomada de Pedernera, 1993).

BIOSINTESIS DE PREGNENOLONA
La formacién de pregnenolona es el primer paso en el inicio de la

biosintesis de todas las hormonas esteroides.

Para ello, el colesterol es hidroxilado en la posicion 20 y 22 (figura 3), lo que
permite el corte de la cadena lateral formando un compuesto de 21 carbonos y
liberando aldehido isocaproico (figura 4). Este proceso implica la participacion de
tres componentes: 1) un citocromo P450, proteina de tipo hemo que hidroxila y
puede cortar las uniones C-C (P450scc), 2) una flavoproteina, flavina adenina
dinucleotido (FAD), como transportador de electrones y 3) una proteina de tipo
hemo. Todo este proceso se produce en la membrana interna de las crestas

mitocondriales, como se muestra en la figura 4.

15



e

l Colesterol

OH 22-hidroxilasa C

— |

T
@)

22R-hidroxicolesterol C

HO

R
Colesterol (I\)/I
<,I: 20a-hidroxilasa 0

OH P

4

5

20 a22R-dihidroxicolesterol 0

HO S
C

<'|: C20-22 liasa C

0]
0
HI(! aldehido
Pregnenolona Isocaproico
HO

Figura 4. Esquema de la biosintesis del colesterol y de su biotransformacién a
pregnenolona. Tomado de Pedernera 1993.
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ORIGEN DE LAS HORMONAS ESTEROIDES

La pregnenolona puede originar dos compuestos a los que se llega por
diferentes rutas biosintéticas. Una alternativa es ser transformada a progesterona.
Este paso requiere la participacion de un complejo enzimatico microsomal, la 33-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, A 5-4 isomerasa (3p-HSD). Aunque no se ha
podido determinar si existe una actividad individual de la isomerasa y de la
deshidrogenasa en las células de los mamiferos, se considera que ambas actian
en conjunto y funcionan como una sola proteina que tiene la misma funcion. La
otra alternativa es que la pregnenolona sea metabolizada por el complejo 17 a
hidroxilasa, C17-20 liasa. La cual es un citocromo P-450 (P450 C17). La enzima

es microsomal y requiere NADP y sélo FAD como transportador de electrones.

Los sustratos de la enzima pueden ser pregnenolona y progesterona, y los
productos seran  deshidroepiandrosterona (DHEA) o androstendiona
respectivamente. A su vez la DHEA puede ser transformada a androstendiona por

accion de la 3-HSD, como se observa en la figura 5.

En conclusién la via metabdlica que va desde pregnenolona a DHEA se le
conoce como 5-ene, mientras que la secuencia que pasa por progesterona para

terminar en androstendiona se le conoce como 4-ene (Pedernera, 1993).

BIOSINTESIS DE ESTROGENOS

Los andrégenos como la androstendiona y la testosterona pueden atravesar
la membrana basal y ser incorporados al citoplasma de la célula de la granulosa.
En las células de la granulosa la FSH incrementa la actividad del complejo
enzimatico aromatasa, lo que provoca que los androgenos sean aromatizados a

estrogenos (Pedernera, 1993; Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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Conforme el foliculo madura las células de la granulosa adquieren
receptores a LH. El incremento en las concentraciones séricas de los estrégenos
sensibilizan a la hipdfisis al efecto de la GnRH, provocando el “pico” preovulatorio
de las gonadotropinas y por ende la ovulacion (Dominguez y col., 1991; Gore-

Langton y Armstrong, 1994).

[H-:mnm Luteinizam.:]

CELULA DE LA TECA

""" = AMPC 3p-Hidroxiesteroide
| T R | deshidrogena
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1Ta-Hidroxilasa [ ]
+ £3
1Ta-Hidroxipregnenolona . . || ., 17a-Hidroxiprogesterona
Ciraa hasa i . . 1]
+ +
Deshidroepiandrosterona - -+ |- - --- + Androstencdiona
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Testosterona
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Aromatasa Py

Circulacion

Lamina Basal

-+ Androstenediona ... .J ... & Estrona

Adrégenos .

*.s Testosterona - - - - eeee ITa-estradiol

----- —» AMPc =" -

R
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del Foliculo

Figura 5.- Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario. Modificado de Gore-
Langton y Armstrong, 1994,
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En el caso del foliculo ovarico es necesaria la participacion de dos
poblaciones celulares en la biosintesis de hormonas esteroides, las células de la

teca y la granulosa (Rajendran y col., 1983).

En el ovario la liberacion de estrogenos por parte del foliculo se produce
bajo el control del hipotdlamo y de las gonadotropinas hipofisiarias. La influencia
de ellos en los érganos periféricos se conoce ya desde hace tiempo, y no solo
influye en los 6rganos sexuales secundarios, sino que ademas en los 6rganos
tubulares como el Utero, estas hormonas son necesarias antes de que se presente
la fase progestacional, necesaria para llevar a cabo la nidacion del huevo
(Pedernera 1993).

En la esteroidogénesis ovarica se requiere de la participacion conjunta de
las células de la teca y de la granulosa. Las células tecales se encargan de
producir andrégenos, los cuales atraviesan la membrana basal y llegan a las
células de la granulosa, donde son biotransformados a estrégenos, mediante
difusién penetran en la sangre y en el liquido folicular. Existen varios tipos de
estrogenos, los mas conocidos son: estriol, estrona y estradiol. Estos estrégenos
tienen un caracter esteroidal, con un nucleo basico de cuatro anillos aromaticos,
tres ciclohexanos (denominados A,B,C) y un cliclopentano D, (figura 6). Toda la
molécula es conocida como ciclo-pentanoperhidrofenantreno (Pedernera, 1993).
Si se encuentran en el anillo A tres dobles enlaces se desarrolla el anillo aromatico
y esta configuracion junto con un grupo fendlico es tipica para los estrogenos
(Hafez, 1974).

‘ E HO

(E3) (E1) (Ez)
Estriol Estrona Estradiol
Figura 6. Estructuras quimicas de esteroides como el estriol, estronay
estradiol. Tomada de Tresguerres 1999.

HO HO
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CICLO ESTRAL
En la mujer el Utero responde a los cambios enddcrinos del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario, cuando no ocurre la fecundacién del 6vulo, se presenta la
descamaciéon del endometrio, fendmeno conocido como ciclo menstrual, que es
una expresion repetitiva que ocurre cada mes. En la rata se producen cambios a
nivel de la histologia vaginal, que caracterizan a lo que conocemos como ciclo

estral y éste se repite cada 4 0 5 dias.

El ciclo estral en la rata se encuentra bajo la influencia de factores
exteroceptivos como la luz, la temperatura y las sustancias quimicas percibidas
por el sentido del olfato. Con base en los cambios que se producen en el epitelio
vaginal durante el ciclo estral, este se divide en 4 fases: estro, metaestro, diestro y

proestro, como se muestra en la figura 7 (Tresguerres, 1999).

En la fase del estro el frotis vaginal se caracteriza por numerosas células
escamosas y cornificadas, se presenta la ovulacion y los ovocitos se encuentran
en el oviducto; el foliculo post-ovulatorio comienza a estructurarse como cuerpo
liteo. En este dia se alcanza el umbral de los estrogenos y estos actian sobre el

hipotalamo y estimulan la descarga de GnRH (Tresguerres, 1999).

Al dia siguiente aparece la fase de metaestro, que tiene aproximadamente
la misma duracién que la fase de estro. La monta y la cépula ya no son
permisibles. La secrecién de progesterona por el cuerpo luteo y la de estradiol por
los foliculos inhiben la secrecion de gonadotropinas. La vascularizacion y la

motilidad del Utero estan disminuidas (Tresguerres, 1999).

La fase del diestro dura de 60 a 70 horas. Durante esta fase tiene lugar la
regresion del cuerpo lateo (lutedlisis), siempre y cuando no haya habido copula
gue en algunos roedores estimula la liberacion de prolactina. Mientras tanto la

secrecion de estradiol por los foliculos en crecimiento sigue aumentando.
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La dltima fase del ciclo estral es el proestro, la hembra permite el
acercamiento, la monta por el macho y la copula. Los foliculos han adquirido el
estadio de foliculos preovulatorios y secretan grandes cantidades de estradiol.
Esta hormona ejerce ahora un efecto estimulante sobre la secrecion de
gonadotropinas. La LH produce la ovulacion y la luteinizacion del foliculo
postovulatorio. El atero, por accion del estradiol se hace extremadamente
contractil y en la vagina aparecen células epiteliales nucleadas. La copula solo es
permitida en el proestro tardio con el comienzo de la fase de oscuridad. La
secrecion de FSH en la mafiana del dia del estro que es debida a la disminucion
de la secrecidn ovarica de inhibina, estimula el crecimiento folicular (Tresguerres,
1999).
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Figura 7. Concentraciones plasméaticas de progesterona, prolactina, estradiol, LHy
FSH obtenidas a intervalos de 2 horas, a lo largo del ciclo de la rata.
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ASPECTOS ANATOMICOS Y FUNCIONALES DEL NERVIO VAGO

El nervio vago es el décimo par craneal y el 75% de las fibras nerviosas
son de naturaleza parasimpatica, ademas posee neuronas preganglionares que
inervan a musculos no estriados (liso) y a elementos glandulares de las visceras

toracicas abdominales (Guyton y Hall, 2001).

El nervio vago se origina a partir del ndcleo ambiguo, cardioneumoentérico,
motor dorsal del vago y de la parte inferior del nicleo del tracto solitario (Bouchet y
Cullieret, 1978). Es un nervio de los denominados mixtos, ya que su composiciéon
es de fibras motoras sensitivas y parasimpaticas de tipo colinérgico (Guyton y Hall,
2001).

El nombre de nervio vago es debido a la gran distribucion que presenta, al
inervar muchas regiones del cuerpo, ya que envia fibras motoras colinérgicas al
corazon, pulmén, estbmago, duodeno, higado, pancreas, intestino delgado y la

parte alta de los uréteres y a las gdénadas (Brown, 1994; Guyton, 1984).

Agostoni y col. (1957) mostraron que mas del 90% de las fibras vagales que
pasan por debajo del diafragma, son de naturaleza sensorial. Se ha propuesto que
las fibras aferentes viscerales del ovario, contenidas en el tronco anterior y
posterior del vago, podrian estar modulando algunas funciones del ovario (Burden
y col., 1983).

Existen algunas evidencias de tipo anatomicas en donde se muestra una
conexion entre el nucleo del tracto solitario y los centros hipotalamicos (area
predptica, nucleo arcuato, nucleo dorsomedial y ndcleo paraventricular) que
regulan la liberacion de gonadotropinas (Ricardo y Koh., 1978; Gerendai y col.,
2002). Asi se piensa que el control ejercido por el hipotalamo y por regiones
extrahipotalamicas influyen en la regulacion de la secrecion de GnRH y de

gonadotropinas por parte de la hipdfisis.
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El ovario envia informacion por medio de las fibras aferentes que se
proyectan al ganglio sensorial autobnomo y de ahi al corddn espinal, donde la
informacidén sensorial es acarreada al nacleo del tracto solitario, y de ahi, al
hipotalamo y al sistema limbico (Contreras y col., 1980; Dominguez, 1992; Brown,
1994). Posteriormente la informacion es procesada en el SNC, en donde se
genera una respuesta, la cual sera enviada hacia el ovario mediante la inervacion

simpdtica, con lo cual se cierra el circuito neural (figura 8).

En recientes estudios en los que se inyectan trazadores retrégrados a nivel
del ovario se observaron marcas a nivel de varios nucleos hipotalamicos, entre
ellos el nucleo paraventricular y el supradptico, evidencia morfoldégica de la
existencia de una conexion neural multisinaptica entre SNC y el ovario (Gerendai y
col., 1998; 2000).

Micleo Paraventricular

HIPOTALAMO
MESENCEFALO Sustancia Ciis
Penacueductal
PUENTE Locus Coerilens, Micleo
de Barrington, Lrea A5
. l ¥
MEDULA Micleo Fagal Hiicleo de Rafé Caudal
OBLONGA
NTS !
MEDULA ESPINAL Células de la Colurana
Intermediolateral
InerFacidn "X B
Parasimpitica Inervaricn
Simpatica
Crrario

Figura 8. Conexiones descendentes entre el SNC y el ovario. Tomada de Gerendai
y col., 2002.
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PARTICIPACION DEL NERVIO VAGO EN LA FUNCION REPRODUCTIVA

La produccion de gametos viables y la secrecién de hormonas por parte del
ovario, son reguladas por las hormonas hipotalamicas e hipofisiarias y por las que

son sintetizadas por la misma génada (andrégenos, progesterona y estrégenos).

Actualmente es aceptado que la accidén y probablemente la secrecion de las
hormonas ovaricas esta modulada por la inervacion extrinseca del ovario
(Dominguez y Riboni 1971; Bahr y col., 1974; Lawrence y Burden 1976; Gerendai
y col., 1978; Stefenson y col., 1981; Burden y col., 1983; Burden, 1985; Morales y
col., 1993; Gerendai y Halasz, 1997; Ojeday col., 1997; Moran y col., 2000; 2003).

El ovario de los mamiferos recibe inervacién simpatica (catecolaminérgica
y peptidérgica) por el plexo ovarico y el nervio ovarico superior (Lawrence y
Burden, 1980) mientras que la inervacién parasimpatica (predominantemente
colinérgica) es aportada por el nervio vago (Hill, 1962; Burden y Lawrence, 1978;
Burden y col., 1983; Burden, 1985).

Existe una serie de estudios que muestran que la informacién neural que
transcurre por el nervio vago modula algunas de las funciones reproductivas
(Gabella y Pease, 1973; Burden y Lawrence, 1977; Burden y col., 1980; 1983).
Este nervio vago es una via por la que el ovario manda informacion al SNC para
generar una respuesta (Hill, 1962; Burden y Lawrence, 1977; Cruz y col., 1986;
Chéavez y col., 1987).

Se ha estudiado la participacién de la inervacion vagal en la regulacién de

las funciones ovaricas utilizando metodologias en las que se realiza la

denervacion quirargica parcial o total, denominada cominmente como vagotomia.
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Diversos autores sefialan que la vagotomia modifica el control de diversas
funciones del ovario como es la secrecion de gondotropinas (Burden, 1978; Smith-
While y Ojeda 1981; Ojeda y col., 1983; Leonard y col., 1984). En ratas adultas la
seccion unilateral del nervio vago no modifica el ciclo estral. Sin embargo el
namero de ovocitos liberados se incrementa cuando se realiza la seccion bilateral

del nervio vago (Cruz y col., 1986).

En ratas prefiadas la vagotomia produce disminucion en el nimero de fetos
vivos e incrementa el nimero de reabsorciones fetales, esto debido a una caida
en las concentraciones séricas de progesterona y de la LH (Lawrence y col.,
1978).

En la rata con ovariectomia unilateral la vagotomia bilateral bloquea el
proceso de hipertrofia compensadora ovérica Yy la liberacion de gonadotropinas 5
horas posteriores a la cirugia (Burden y Lawrence 1977; Burden y col., 1986). En
la rata con estimulacion cervical la vagotomia realizada en la mafiana del estro
bloguea la induccion de pseudoprefies y la respuesta desidual (Burden y col.,
1981).

El grupo de Ojeda (1983b), mostré que la vagotomia bilateral realizada en
el animal prepuber provoca retraso en el inicio de la pubertad, este
comportamiento también se observa cuando la denervacién se practica de manera

unilateral (Morales y col., 2004).

El conjunto de evidencias descritas anteriormente apuntan a que el nervio vago es
un componente importante en la regulacion de las funciones ovaricas, aunque no
se puede descartar la participacion de otro componente neural, como por ejemplo
la de las neuronas intrinsecas que se han descrito en el ovario de ciertas cepas de
rata (D’Albora y col., 2000).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con base en los antecedentes antes mencionados, podemos proponer que
en el animal adulto el nervio vago es una via importante en la regulacién de los
procesos que conllevan a la secrecion de hormonas esteroides y gonadotropicas.
Sin embargo, existe poca informacion sobre como funcionan estos mecanismos de

regulacion al inicio de la pubertad.

En evidencias recientes de nuestro laboratorio mostramos que en la rata
prepuber el nervio vago modula de manera estimulante la secrecion de estrogenos
(Betanzos, 2001). Por ello, a fin de analizar si en la etapa juvenil de la rata ya se
presentan los fendmenos de asimetria descritos en el animal adulto, en el
presente estudio se analizé el papel del nervio vago izquierdo y derecho sobre la
regulacién de la esteroidogénesis y en el inicio de la pubertad y si los ovarios
tienen diferentes capacidades en la secrecion hormonal, para lo cual se utilizo el

modelo del animal con ovariectomia unilateral.
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HIPOTESIS

Dado que el proceso de esteroidogénesis por parte del ovario es regulado
por las hormonas hipotalamicas-hipofisiarias y por la inervacion que recibe las
gonadas, la ovariectomia unilateral, y la eliminacion de la informacion neural que
transcurre por el nervio vago resultaran en la modificacion de la secrecion de las
hormonas ovaricas e hipofisiarias y el inicio de la pubertad, las que dependeran

del nervio seccionado, el ovario in situ y la edad en que los animales son tratados.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de la seccién unilateral o bilateral del nervio vago, en el
animal con ovariectomia unilateral en la etapa juvenil, sobre el inicio de la
pubertad y la esteroidogénesis ovarica.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar los efectos de la seccion del nervio vago izquierdo, derecho o de
ambos troncos vagales en el animal con ovariectomia unilateral en la etapa
juvenil (28 6 32 dias de edad), sobre la edad de apertura vaginal (inicio de
la pubertad).

Analizar los efectos de la seccion del nervio vago izquierdo, derecho o de
ambos troncos vagales en el animal con ovariectomia unilateral en la etapa

juvenil (28 6 32 dias de edad), sobre la concentracion sérica de
progesterona, testosterona y estradiol.

Analizar los efectos de la seccion del nervio vago izquierdo, derecho o de
ambos troncos vagales en el animal con ovariectomia unilateral juvenil (28
0 32 dias de edad), sobre la concentracidbn sérica de la hormona

estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH).
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron ratas hembras prefiadas de la cepa CII-ZV, se registré el
momento del nacimiento (dia cero) y las crias se colocaron en grupos de seis por
camada (cinco hembras y un macho) con la finalidad de evitar alteraciones en la
maduracion del SNC y del aparato reproductor del animal (Salas y col., 1991). Las
crias fueron mantenidas bajo condiciones controladas de iluminacion con 14 h de
luz y 10 h de oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 h). El destete se
realizé el dia 21 de vida, a partir de este momento los animales tuvieron libre

acceso al agua y al alimento.

Todos los tratamientos quirargicos se realizaron cuando las hembras
cumplieron los 28 6 32 dias de edad. Para ello, los animales fueron anestesiados
con éter entre las 9:00 y las 12:00 h y antes de iniciar la cirugia a todos los
animales se les registré el peso corporal y se marcaron en las orejas para realizar
un control adecuado. Los animales fueron asignados al azar a alguno de los
siguientes grupos experimentales, cada uno de los cuales estuvo formado por 8 a

10 animales.

e Grupo Testigo

Se utilizé como grupo testigo animales intactos sacrificados al primer estro

vaginal.
e Operacion Simulada (OS)
Una vez anestesiados, en los animales se realizé una incision longitudinal

ventral en la linea media del cuerpo de 2 cm de largo, que abarco piel y musculo

en inmediatamente se suturd la herida.
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e Ovariectomia lzquierda (OUL-I) o Derecha (OUL-D)

En este caso, una vez que se realizo la incision se localizé y se extrajo uno

de los ovarios ya sea el izquierdo o derecho y de inmediato se suturé la herida.

e Seccidn Uni o Bilateral del Nervio Vago méas Ovariectomia Unilateral

En todos los casos se realizd primero la vagotomia unilateral o bilateral

(figura 9), e inmediatamente después, se extirpd el ovario izquierdo o derecho.

Una vez terminado el tratamiento, los animales se regresaron a condiciones
de bioterio. Se revisaron diariamente para registrar la edad de apertura vaginal,
cuando ésta ocurrié fueron separadas del macho. A partir de ese momento, se
procedio a tomar frotis vaginales que se tifieron con la técnica de hematoxilina-

eosina para ser observados al microscopio.

Los animales fueron sacrificados cuando se observo el primer estro vaginal, el

cual se caracterizd por la presencia de escamas.

Vago derecho Vago izquierdo

—
DIAFRAGMA ===

<

Nivel de la
vagotomia

Figura 9. Esquema que muestra a que nivel se realizé la seccion de los troncos
vagales. Tomada de Powley y col., 1983.
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e Obtencién de muestras

Los animales fueron sacrificados por decapitacion entre las 9 y a las 11 h., del
dia en el cual presentaron el primer estro vaginal. La sangre del tronco se colocé
en tubos de ensaye y se dej6 coagular por 30 minutos a temperatura ambiente.
Las muestras se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 15 minutos. Se separo el
suero del boton celular y cada muestra fue dividida cinco alicuotas de 150
microlitos cada una, mantenidas a -20 °C, hasta que fueron utilizadas para
cuantificar ~ progesterona, testosterona, estradio,b, FSH 'y LH por
radioinmunoanalisis (RIA).

CUANTIFICACION DE PROGESTERONA, TESTOSTERONA,
ESTRADIOL, FSH Y LH.

La progesterona, testosterona y estradiol fueron cuantificadas por RIA de

fase solida, mediante reactivos comerciales (Coat-A-Count). En tubos de
polipropileno (que ya contienen el anticuerpo especifico: anti-progesterona-I%,

|125 |125

anti-testosterona-1"“"o anti-estradiol-1""), se adiciono la muestra problema (100 pl)

y un ml de la hormona radioactiva (I**

). Para facilitar la reaccion, la mezcla se
agitoé en un vortex durante un minuto y se incubé durante tres horas a temperatura
ambiente. Después de este tiempo, la muestra fue decantada, se removié el
exceso de liquido y se determind la concentracidon de hormona en la muestra
problema con la ayuda de un contador de rayos gama modelo Cobra 5005,

Pckard™, en funcion de las cuentas por minuto y de una curva de calibracion.

La medicion de FSH y LH se realiz6 por RIA de doble anticuerpo. Se
procedio de la siguiente manera: a 100 pl de suero problema se le afadieron 100

pul de hormona marcada con I'*

, posteriormente se le adicioné el anticuerpo de
suero de borrego para LH (rLH-RP2) o para FSH (rFSH-RP2) segln sea el caso.

Después, se incubo a temperatura ambiente por 24 hrs.
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A continuacion, se agregaron 100 pl del segundo anticuerpo (suero normal
de conejo) y se incubo durante dos horas, posteriormente los tubos se
centrifugaron a 3000 r.p.m. a -4 °C por 30 minutos, el sobrenadante fue
decantado, se secaron las paredes de cada tubo y se colocaron, para ser

analizadas, en un contador de centelleo gama modelo Cobra 50005, Packard™.

Coeficientes intra e interespecificos utilizados para la cuantificacion de
progesterona, testosterona y estradiol.

Hormona Intra Inter
Progesterona 8.35 9.45
Testosterona 9.65 10.2
Estradiol 8.12 9.28

La cuantificaciéon de hormonas se realiz6 en el Laboratorio de Hormonas
Proteicas y en el Laboratorio de Hormonas Esteroides del Departamento de
Biologia de la Reproduccién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubiran”.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la edad de apertura vaginal y del primer estro se
analizaron por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por la prueba de U de Mann-
Whitney. Los resultados de las concentraciones de progesterona, testosterona,
estradiol, FSH y LH fueron analizados por un Andlisis de Varianza Multifactorial
(ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. Cuando se compararon dos grupos
experimentales, se utilizd 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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EXPERIMENTO 1
EFECTO DE LA LAPAROTOMIA SOBRE EL INICIO DE LA
PUBERTAD, LA SECRECION DE PROGESTERONA,
TESTOSTERONA, ESTRADIOL, FSH Y LH.

En comparacion con el grupo de animales intactos, la operacién simulada
efectuada a los 28 6 32 dias de edad resulté en un retraso significativo en la edad

de apertura vaginal y del primer estro vaginal (cuadro 1).

Cuadro 1. Media £ e.e.m. de la edad de la apertura vaginal y del primer estro
de animales intactos o con operacion simulada (OS) realizada a los 28 6 32 dias

de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

Edad de Apertura Edad del Primer

GRUPOS n Vaginal Estro Vaginal
(dias) (dias)
Intactos 7 35.8+ 0.5 36.7+ 0.6
OS (28 dias) 12 38.7+0.8 * 40.1 £ 0.9 =
OS (32 dias) 8 38.2+ 0.5 40.7+ 1.1 =

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

La operacion simulada realizada en ratas de 28 ¢ 32 dias de edad, no modifico de

manera significativa la concentracion de progesterona (figura 10).

Figura 10. Media + de la concentracion de progesterona de animales intactos o
con operacién simulada (OS) realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados

al primer estro vaginal.
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8 1 Progesterona

28 Dias 32 Dias

O INTACTO 0S

En los animales de 28 dias de edad la operaciéon simulada no modificé de manera
significativa la concentracion de testosterona, mientras que en los animales de 32

dias de edad resulté en una disminucion significativa (figura 11).

Figura 11. Media * de la concentracion de testosterona de animales intactos o
con operacion simulada (OS) realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados

al primer estro vaginal.

80 4 Testosterona

60 -
£
S, 40 -
o *

20 -

0
28 Dias 32 Dias
O INTACTO oS

* p<0.05 vs. Intacto (prueba “t” de Student).
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En comparacién con el grupo testigo, la operacién simulada realizada en animales
de 28 dias de edad resulté en una disminucion significativa de la concentracion
de estradiol. Esta misma cirugia realizada en ratas de 32 dias de edad no modifico

este parametro (figura 12).

Figura 12. Media = de la concentracion de estradiol de animales intactos o con
operacion simulada (OS) realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al

primer estro vaginal.

20 ~ Estradiol
15 -
=
S 10 - *
o
5 _
0
28 Dias 32 Dias
O INTACTO (ON

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

La operacion simulada efectuada en ratas de 28 6 32 dias de edad no modificd

significativamente las concentraciones de gonadotropinas (cuadro 2).

Cuadro 2. Media = e.e.m. de la concentracién sérica de FSHy LH de animales

intactos o con operacion simulada (OS) realizada a los 28 6 32 dias de edad y

sacrificados al primer estro vaginal.

FSH LH
GRUPOS n ng/ml n ng/ml
Intactos 11 222+2.4 11 22+0.3
OS (28 dias) 8 29.7+ 4.2 14 25+0.3
OS (32 dias) 6 26.2+2.1 7 14+0.1

36



EXPERIMENTO 2

EFECTO DE LA OVARIECTOMIA UNILATERAL SOBRE EL INICIO
DE LA PUBERTAD, LA SECRECION DE PROGESTERONA,
TESTOSTERONA, ESTRADIOL, FSHY LH.

La ovariectomia unilateral realizada en animales de 28 (cuadro 3) ¢ 32 (cuadro 4)

dias de edad no modificO de manera significativa la edad de apertura vaginal y del

primer estro vaginal, comparado con el grupo con operacion simulada.

Cuadro 3. Media + e.e.m. de la edad de la apertura vaginal y del primer estro

de animales con operacion simulada o con ovariectomia del lado izquierdo o

derecho realizada a los 28 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

GRUPOS

oS
OD in situ
Ol in situ

Edad de Apertura Edad del Primer

n Vaginal Estro Vaginal
(dias) (dias)

12 38.7+0.8 40.1 £ 0.9

12 39.8+0.3 41.8+0.6

9 38.7+0.7 405+1.1

Cuadro 4. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal y del primer estro de

animales intactos, con operacion simulada o con ovariectomia del lado

izquierdo o derecho realizada a los 32 dias de edad y sacrificados al primer

estro vaginal.

GRUPQOS

oS
OD in situ
Ol in situ

Edad de Apertura Edad del Primer

n Vaginal Estro vaginal
(dias) (dias)

8 38.2+ 0.5 40.7+ 1.1

11 38.6+ 0.6 39.9+ 0.6

9 39.2+ 0.7 41.0+ 0.9
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Los animales de 28 dias de edad a los que se les practicé la OUL-D presentaron
disminucion significativa en la concentracién de progesterona, comparada con el
grupo que mantuvo el ovario derecho in situ (figura 13-A). En cambio la
ovariectomia unilateral realizada a los 32 dias de vida, no modific6 de manera

significativa las concentraciones de progesterona (figura 13-B).

Figura 13. Media + de la concentracion de progesterona de animales con
operacion simulada (OS) o con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho

(OUL-D), realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro
vaginal.

A 81 28 dias
T
6 _
T *
E4-
E i
2 _
0
0s | ouLd | ouLD
49 +0.6 6.5+0.1 3.1+0.3
B 8 32 dias
6 _
E 4
(@)
< |
2 _
0
oS OuL-l \ OUL-D
4.1 £0.6 4.2 +0.6 2.7+0.3

* p<0.01 vs. OUL-I (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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En animales de 28 dias de edad, la OUL-D resulté en una disminucion significativa
de la concentraciébn de testosterona comparada con los animales con OUL-I
(figura 14-A). En cambio la ovariectomia unilateral, realizada en animales de 32

dias de edad no modifico significativamente la concentracion de la hormona (figura
14-B).

Figura 14. Media + de la concentracidon de testosterona de animales con
operacion simulada (OS) o con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o
derecho (OUL-D) realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados el primer
estro vaginal.

A 60 28 dias
|

40 -
E
o *
220 |

0

oS OUL-l OUL-D
31.7+84 477+6.5 179+ 3.0

B 60 32 dias
40 -
E
(2]
o |
20 -
0
0s | ouLd | ouLD
153142 21.7+2.2 31656

* p<0.05 vs. OUL-I (prueba “t” de Student).
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En las ratas con ovariectomia unilateral realizada a los 28 dias de edad, no se
observaron cambios significativos en la concentracion de estradiol comparada
con el grupo de animales con operacion simulad. Cuando se realizd la
ovariectomia unilateral izquierda a los 32 dias de edad (gbnada derecha in situ)
se observé un incremento en la concentracion de estradiol comparado con un

animal con la gbnada izquierda in situ (Cuadro 5).

Cuadro 5. Media * de la concentracion de estradiol de animales con operacion
simulada (OS) o con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D)

realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

GRUPOS n 28 dias n 32 dias
oS 13 79+ 0.7 8 14.7+1.4

OD in situ 12 84+ 04 5 18.7 +1.7*

Ol in situ 8 10.3+ 1.0 6 139+1.2

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

En las hembras de 28 dias de edad que mantuvieron el ovario derecho in situ, la
concentracion de la FSH fue significativamente menor que en aquellos animales
gue mantuvieron el ovario izquierdo in situ, sin que se observaran modificaciones

significativas en la concentracion de LH (cuadro 6).

Cuadro 6. Media = e.e.m. de la concentracién sérica de FSHy LH de animales
con operaciéon simulada u ovariectomia izquierda o derecha realizada a los 28

dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

FSH LH
GRUPOS n ng/ml n ng/ml
oS 8 20.7+ 4.2 14 25103
OD in situ 5 23.9+2.7* 12 24+0.2
Ol in situ 8 335+238 8 1.9+£0.2

*p<0.01 vs. Ol (Prueba de “t” de Student)
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Las concentraciones de FSH o LH al primer estro vaginal, no fueron modificadas
por la ovariectomia unilateral, practicada en hembras de 32 dias de edad (cuadro
7).

Cuadro 7. Media + e.e.m. de la concentracion de FSH y LH de animales con
operacion simulada u ovariectomia izquierda o derecha, realizada a los 32 dias

de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

FSH LH
GRUPOS n ng/ml n ng/ml
oS 6 26.2+2.1 7 14+0.1
OD in situ 9 26.6 + 4.4 7 25104
Ol in situ 8 21.1+3.6 6 1.7+£0.2
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EXPERIMENTO 3

EFECTO DE LA VAGOTOMIA UNILATERAL SOBRE EL INICIO DE
LA PUBERTAD, LA SECRECION DE PROGESTERONA,
TESTOSTERONA 'Y ESTRADIOL.

En comparacién con el grupo con operacion simulada, la vagotomia derecha
realizada a ratas de 28 dias de edad, resultd en el retraso de la edad del primer
estro vaginal. En cambio la vagotomia unilateral realizada a los 32 dias de edad

no resulté en diferencias significativas (cuadro 8).

Cuadro 8. Media = e.e.m. de la edad de apertura vaginal y del primer estro,
de animales con operacion simulada (OS), con seccion del nervio vago izquierdo
(SNVI) o derecho (SNVD) realizada a los 28 0 32 dias de edad y sacrificados al

primer estro vaginal.

Edad de Apertura @ Edad del Primer

GRUPOS n Vaginal Estro Vaginal
(dias) (dias)
28 Dias
oS 15 38.2+ 0.5 40.7+ 1.1
SNVI 11 39.3+04 42.7+1.1
SNVD 9 399+1.1 48.3 + 1.8*
32 Dias
oS 8 38.2+ 0.5 40.7+ 1.1
SNVI 12 37.8+0.9 41.0x1.1
SNVD 11 39.1+£0.8 39.6 £0.3

Cuando se compara la concentracion de progesterona en el animal con operacion
simulada realizada a los 28 dias de edad con los valores que muestran los
animales que fueron sometidos a vagotomia izquierda, se observa un aumento
significativo de la concentracién de la hormona en respuesta a la seccién del vago

izquierdo (figura 15-A). En cambio, la vagotomia unilateral realizada en animales
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de 32 dias de edad, no alter6 de forma significativa la concentracion de
progesterona (figura 15-B).

Figura 15. Media + de la concentracion de progesterona de animales con
operacion simulada (OS), con seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) o

derecho (SNVD) realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer
estro vaginal.

A 15 28 d|a7s'c
.
_ 10 -
£
(@)
c
54 T
0
0s | snwi | sNwD
48+0.6 122+ 0.7 32+04
B 15 4 32 dias
10 -
£
g i
5 T T
0
0s SNVI ‘ SNVD
41+0.6 41+0.9 57+x17

* p<0.01 vs. OS (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

La concentracion de testosterona en ratas con seccion unilateral del nervio vago
realizada a los 28 6 32 dias de edad, fue significativamente menor que en las
hembras con operacion simulada (figura 16-A; figura 16-B).
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Figura 16. Media + de la concentracion de testosterona de animales con
operacion simulada (OS), con seccién del nervio vago izquierdo (SNVI) o
derecho (SNVD) realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer

estro vaginal.

50 -
A 28 dias

40 - ‘
30
E
2 20 -

* *
10 -
0 ] ]
0s \ SNVI \ SNVD
31.7+84 6.8+2.1 71+27
B 50 1 32 dias

40 -
30
E
2 20 -

10 - * *

; 1 [

0S \ SNVI \ SNVD
15.3+4.2 59+18 53+23

*p<0.05 vs. OS (prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).

En las hembras con seccion unilateral del nervio vago practicada al dia 28 de vida,
se presentd un aumento significativo en la concentracion de estradiol (figura 17-A).
Una respuesta similar se observo en los animales de 32 dias de edad cuando se
realizo la seccion del nervio vago izquierdo (figura 17-B).
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Figura 17. Media + de la concentracion de estradiol de animales con operacion

simulada (OS), con seccién del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD)

realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

A 30 - 28 dias
20 - * *
E L r
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o
10 - _
0
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o
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oS SNVI SNVD
147+14 222+16 19.0+4.6

*p<0.01 vs. OS (Prueba de"t” de Student).
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EXPERIMENTO 4

EFECTO DE LA OVARIECTOMIA UNILATERAL EN ANIMALES
CON VAGOTOMIA UNILATERAL SOBRE EL INICIO DE LA
PUBERTAD, LA SECRECION DE PROGESTERONA,

TESTOSTERONA, ESTRADIOL, FSH Y LH.

La ovariectomia unilateral realizada a ratas de 28 dias de edad con vagotomia

unilateral no modific6 de manera significativa la edad de apertura vaginal ni la del

primer estro, comparado con los animales sin vagotomia en los que se realiz6 la

ovariectomia unilateral (cuadro 9). De igual manera, estos parametros no se

modificaron cuando los animales fueron tratados a los 32 dias de edad (cuadro

10).

Cuadro 9. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal y del primer estro,

de animales con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D), con

0 sin seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los

28 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

Edad de Apertura @ Edad del Primer

GRUPOS n Vaginal Estro Vaginal
(dias) (dias)

OUL-I 12 39.8+0.3 41.8 +0.6
SNVI + OUL-I 12 40.1 + 0.7 40.8 +0.9
SNVD + OUL-I 12 39.8+0.8 41.2+1.0
OUL-D 9 38.8+0.7 405+ 1.1
SNVI + OUL-D 10 40.3+0.8 41.3+0.9
SNVD + OUL-D 14 38.8+0.9 400+1.1
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Cuadro 10. Media £ e.e.m. de la edad de apertura vaginal y del primer estro
de animales con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D), con
0 sin seccion del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los

32 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

Edad de Apertura = Edad del Primer

GRUPOS n Vaginal Estro vaginal
(dias) (dias)

OUL-I 11 38.6 + 0.6 39.9+0.6
SNVI + OUL-I 9 40.3+£0.7 421+£1.2
SNVD + OUL-I 10 39.8+0.8 43.0 £1.0
OUL-D 9 39.2+ 0.7 41.0+ 0.9
SNVI + OUL-D 8 36.9+1.2 40.2+1.1
SNVD + OUL-D 12 37.1+0.7 38.1+£0.8

La concentracion de progesterona en ratas hembra de 28 dias de edad sometidas
a vagotomia unilateral derecha o izquierda seguida de OUL-I, fue similar a la de
los animales con ovariectomia unilateral (figura 18-A). Cuando el mismo
tratamiento se realiz6 en animales de 32 dias, la concentracion de progesterona
en los animales con vagotomia izquierda y extirpacion del ovario ipsilateral a la
vagotomia fue significativamente mayor que en el grupo con ovariectomia
unilateral (figura 18-B). La seccion del vago derecho no modifico la concentracion

de progesterona en comparacién con los animales con OUL-I.
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Figura 18 Media + de la concentracion de progesterona de animales con

ovariectomia del lado izquierdo (OUL-l), con o sin secciéon del nervio vago
izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 28 6 32 dias de edad y
sacrificados al primer estro vaginal.

A 15 - 28 dias
10 +
I= T
> T
c 5 B
OUL-I SNVI +OUL-l | SNVD + OUL-I
OODinsitu  §54+0.1 78+1.2 11.1+2.3

B 15 32 dias

10 - *

I T

IS

e
51 - T

OUL| | SNVI+OUL- | SNVD+OUL-
mODinsitu  4.2+0.6 84+15 4.7+09

& p<0.01 vs. OUL-I (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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La concentracion de progesterona en los animales con seccion del nervio vago
izquierdo y ovario izquierdo in situ, realizada al dia 28 6 32 de edad, fue
significativamente mayor que en el grupo sin vagotomia (figura 19-A; figura 18-B).
Mientras que cuando la gonada in situ es la izquierda y el nervio seccionado el
derecho a los 32 dias de edad, la concentraciéon de progesterona fue mayor
comparada con un animal con ovariectomia derecha (figura 19-B).

Figura 19. Media + de la concentracion de progesterona de animales con
ovariectomia del lado derecho (OUL-D), con o sin secciéon del nervio vago
izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 28 6 32 dias de edad y
sacrificados al primer estro vaginal.

A 12 - 28 dias

ng/ml
_|

OuL-D SNVI + OUL-D |SNVD + OUL-D

O Olin situ 3.1+0.3 7.7%+19 53%0.9
32 dias
B 12 -
— 8- +
S +
E=) T
c T
4 4
OUL-D | SNVI+OUL-D | SNVD + OUL-D
@ Ol in situ 2.7%0.3 5.7+£0.7 45+0.3

*p<0.05 vs. OUL-D (prueba de “t” de Student).
+ p<0.01 vs. OUL-D (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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En las ratas que se les realizd la seccion del nervio vago derecho y la génada in
situ fue la derecha la concentracion de testosterona fue menor, comparada con un
animal con ovariectomia izquierda (figura 20-A). Mientras que si la cirugia se
realiza a los 32 dias de edad la concentracion de la hormona disminuye (figura 19-
B). Al seccionar el nervio vago izquierdo en animales de 28 dias de edad, con la

gonada izquierda in situ, disminuyd la concentracion de la hormona (figura 20-A).

Figura 20. Media + de la concentracién de testosterona de animales con
ovariectomia del lado izquierdo (OUL-l), con o sin seccion del nervio vago

izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 28 6 32 dias de edad y
sacrificados al primer estro vaginal.

A 60 - 28 dias
_ 40 ~ * *
£ T
o
o
20 -
OUL-I SNVI + OUL-l | SNVD + OUL-I

BODinsitu  47.7+6.5 247+51 284+45

B 60 - 32 dias
40
E
2
T *
20 - -
.
ouL-l SNVI + OUL-l | SNVD + OUL-|

OoODinsitu  21.7+2.2 22426 11.7+29

*p<0.05 vs. OUL-I (prueba de ANDEVA, seguida por Tukey).
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La concentracion de testosterona en los animales con seccion del vago derecho y
el ovario izquierdo in situ, realizada a los 28 dias de edad, fue significativamente
mayor que en los animales sin vagotomia (figura 21-A). Mientras que si la
intervencion se realiza a los 32 dias de edad la concentracién de la hormona
disminuye (figura 21-B). Por otra parte, la seccidén del nervio vago izquierdo en los
animales de 32 dias con la gbénada izquierda in situ result6 en una menor
concentracion de la hormona (figura 21-B).

Figura 21. Media + de la concentracion de testosterona de animales con
ovariectomia del lado derecho (OUL-D), con o sin seccién del nervio vago

izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 28 6 32 dias de edad y
sacrificados al primer estro vaginal.

A 60 - 28 dias *
40 -
E
(@)]
o 20 T

OULD | SNVI+OUL-D | SNVD + OUL-D
o Olin situ 17.8+29 118*14 43.2+8.7

B 60 - 32 dias
_ 40
E T
(@)]
e *
20 - ¢ «

OuL-D SNVI + OUL-D ‘SNVD + OUL-D
O Olin situ 31.6+5.6 129+18 6.5+1.2

* p<0.01 vs. OUL-D (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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La seccion del nervio vago derecho seguida de la extirpacién del ovario izquierdo
en ratas de 28 dias de vida, resulté en una menor concentraciéon de estradiol que
en los animales con ovariectomia unilateral (figura 22-A). Cuando la seccion
unilateral del nervio vago se realiz6 en ratas de 32 dias de edad con UOL-I la
concentracion de estradiol fue significativamente menor que en los animales con

extirpacion del ovario izquierdo, independientemente del nervio seccionado (22-B).

Figura 22. Media += de la concentracion de estradiol de animales con
ovariectomia del lado izquierdo (OUL-l), con o sin seccion del nervio vago
izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 28 6 32 dias de edad y
sacrificados al primer estro vaginal.

A 25 28 dias
20
E 15 4
2 10
b T *
5 | —_—
OUL-l | SNVI+ OUL-l |SNVD + OUL-|

o OD in situ 84+04 8.2+09 52+04

B 25 4 32 dias
20 -

15 -

pg/ml

OUL-I SNVI + OUL-l | SNVD + OUL-I

BODinsitu  187+17 131+14 144+09

*p<0.01 vs. OUL-I (Prueba de’t” de Student).
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Cuando la seccion unilateral del nervio vago fue seguida por la extirpacion de la
gonada derecha en animales de 28 dias de edad, se observd una disminucion
significativa en la concentracion de estradiol, respecto al grupo sin vagotomia
(figura 23-A). En cambio, en los animales de 32 dias de edad no se observaron

cambios significativos en la concentracion de la hormona (figura 23-B).

Figura 23. Media = de la concentracion de estradiol de animales con
ovariectomia del lado derecho (OUL-D), con o sin seccion del nervio vago

izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 28 6 32 dias de edad y
sacrificados al primer estro vaginal.

OUL-D SNVI + OUL-D |SNVD + OUL-D
| Olin situ 10.3+0.1 51+0.7 6.3+0.6

B 25 32 dias

pg/ml

OUL-D SNVI + OUL-D | SNVD + OUL-D

mOlin situ 139+1.2 151+20 188*24

*p<0.05 vs. OUL-D (prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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La vagotomia unilateral en hembras con ovariectomia unilateral realizada al dia 28
de vida, no modifico6 de manera significativa la concentracion de FSH ni LH,

independientemente del vago seccionado y del ovario in situ (cuadro 11).

Cuadro 11 Media = e.e.m. de la concentracion sérica de FSH y LH de animales
con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D), con o sin seccion
del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 28 dias de

edad y sacrificados al primer estro vaginal.

FSH LH
GRUPOS n ng/ml ng/ml

OUL-I 11 239127 24+0.2
SNVI + OUL-I 12 25.7+3.8 23+0.3
SNVD + OUL-I 10 322+4.3 1.9+05
OUL-D 8 335+238 1.9+£0.2
SNVI + OUL-D 6 30.9+3.6 23+0.3
SNVD + OUL-D 13 28.1+5.1 26+04

Cuando la vagotomia derecha se realiz6 en animales de 32 dias de edad que
mantenian in situ la gébnada derecha, se observa que la concentracion de FSH fue
significativamente mayor comparada con los animales con vagotomia izquierda.
Mientas que cuando se realizé la vagotomia izquierda en animales con la génada
derecha in situ, la concentracion de FSH fue significativamente menor que en los
animales con ovariectomia derecha. En ninguno de los grupos experimentales se
modificé de manera significativa la concentracion de LH, respecto al grupo sin

vagotomia (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Media £ e.e.m. de la concentracion sérica de FSH y LH de animales

con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D), con o sin seccion

del nervio vago izquierdo (SNVI) o derecho (SNVD), realizada a los 32 dias de

edad y sacrificados al primer estro vaginal.

GRUPOS n FSH
ng/ml
OuL-I 11 26.6 £4.4
SNVI + OUL-I 12 16.2+4.4
SNVD + OUL-I 10 305+1.6*
OUL-D 4 21.1+3.6
SNVI + OUL-D 5 6.5+ 1.1*
SNVD + OUL-D 8 24.1 £ 3.7

*P<0.01vs. SNVI+OUL-I (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).

LH
ng/ml

25+x04
26+0.3
20+x0.1

1.7+0.2
23+04
21+0.2

**P<0.05 vs OUL-D (Prueba de ANDEVA seguida por la prueba de Tukey).
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EXPERIMENTO 5

EFECTO DE LA VAGOTOMIA BILATERAL SOBRE EL INICIO DE
LA PUBERTAD, LA SECRECION DE PROGESTERONA,
TESTOSTERONA Y ESTRADIOL.

En comparacién con el grupo con operacion simulada, la vagotomia bilateral
realizada en ratas de 28 dias de edad, resultd en el retraso de la edad del primer
estro vaginal, efecto que no se observé cuando los animales fueron tratados a los
32 dias de edad (cuadro 13).

Cuadro 13. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal y del primer estro,
de animales con operacion simulada (OS) o con seccion bilateral del nervio vago
(SBNV) realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro

vaginal.

Edad de Apertura @ Edad del Primer

GRUPOS n Vaginal Estro Vaginal
(dias) (dias)
28 Dias
O 12 40.8 £ 0.6 40.8 £ 0.6
SBNV 8 41.3+1.0 44,78 + 1.3*
32 Dias
oS 10 38.2+ 0.5 40.7+x1.1
SBNV 8 38.7+1.06 40.4 £ 0.8

Cuando la vagotomia bilateral se realiz6 a ratas de 28 dias de edad la
concentracion de progesterona fue significativamente mayor que en el grupo de
animales con operacion simulada, efecto que no se observo cuando los animales

fueron tratados a los 32 dias de edad (figura 24).
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Figura 24. Media + de la concentracibn de progesterona de animales con
operacion simulada (OS) o con seccion bilateral del nervio vago (SBNV) realizada
alos 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

25 - *
20 - i
E 15
S 10 -
5 = -
. ]
28 Dias 32 Dias
0oSs B SBNV

La vagotomia bilateral realizada a ratas de 28 6 32 dias de edad resulté en una

menor concentracion de testosterona que en los animales con operacion simulada
(figura 25).

Figura 25. Media * de la concentracion de testosterona de animales con
operacién simulada (OS) o con seccion bilateral del nervio vago (SBNV) realizada

alos 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

50 +

28 Dias 32 Dias

oos SBNV

* p<0.05 vs. OS (Prueba “t” de Student).
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La concentracion de estradiol en las ratas con vagotomia bilateral realizada a los
28 6 32 dias de edad fue significativamente mayor que en el grupo con operacion
simulada (figura 26).

Figura 26. Media = de la concentracion de estradiol de animales con operacion
simulada (OS) o con seccidn bilateral del nervio vago (SBNV) realizada a los 28 ¢

32 dias de edad y sacrificados al primer estro vaginal.

30 -

pg/ml

10

28 Dias 32 Dias

O oS SBNV

* p<0.05 vs. OS (Prueba “t” de Student).
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EXPERIMENTO 6

EFECTO DE LA OVARIECTOMIA UNILATERAL EN ANIMALES
CON VAGOTOMIA BILATERAL SOBRE EL INICIO DE LA
PUBERTAD, LA SECRECION DE PROGESTERONA,
TESTOSTERONA Y ESTRADIOL.

La vagotomia bilateral no modificé de manera significativa la edad de apertura
vaginal ni la del primer estro en las ratas de 28 (cuadro 14) 6 32 (cuadro 15) dias

de edad, comparado con el grupo con ovariectomia unilateral.

Cuadro 14. Media + e.e.m. de la edad de apertura vaginal y del primer estro,
de animales con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D), con
0 sin seccion bilateral del nervio vago (SBNV) realizada a los 28 dias de edad y

sacrificados al primer estro vaginal.

Edad de Apertura @ Edad del Primer

GRUPOS n Vaginal Estro Vaginal
(dias) (dias)
28 Dias
OUL-I 12 39.8+0.3 41.8+0.6
SBNV + OUL-I 11 40.7 £ 0.7 41.7+£0.9
OUL-D 9 38.8+ 0.7 405+ 1.1
SBNV + OUL-D 11 38.8+ 0.9 39.8+1.0
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Cuadro 15. Media = e.e.m. de la edad de apertura vaginal y del primer estro,
de animales con ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I) o derecho (OUL-D), con
0 sin seccion bilateral del nervio vago (SBNV), realizada a los 32 dias de edad y

sacrificados al primer estro vaginal.

Edad de Apertura @ Edad del Primer

GRUPOS n Vaginal Estro Vaginal
(dias) (dias)
32 Dias
OUL-I 12 38.6 + 0.6 39.9+0.6
SBNV + OUL-I 11 41.2+1.1 425+14
OUL-D 9 39.2+ 0.7 41.0+ 0.9
SBNV + OUL-D 11 39.0+1.0 41.3+£1.2

En ratas con ovariectomia unilateral realizada a los 28 dias de edad, la vagotomia
bilateral resulté en una disminucion significativa en la concentracion de
progesterona, respecto al grupo con ovariectomia unilateral, mientras que la
vagotomia bilateral realizada en ratas de 32 dias no modifico la concentracion de
la hormona (figura 27).

Figura 27. Media + de la concentracion de progesterona de animales con
ovariectomia del lado izquierdo (OUL-I), con o sin seccion bilateral del nervio

vago (SBNV), realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro

vaginal.
10 -

_ T

(S

> ° T T

<

*T
0

28 Dias 32 Dias
O OUL-I B SBNV+OUL-I

*p<0.01 vs. OUL-I (Prueba de”t” de Student).
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La vagotomia bilateral realizada en ratas de 28 6 32 dias de edad no modific6 de

manera significativa la concentracion de progesterona (figura 28).

Figura 28. Media + de la concentracion de progesterona de animales con
ovariectomia del lado derecho (OUL-D), con o sin seccion bilateral del nervio
vago (SBNV), realizada a los 28 6 32 dias de edad y sacrificados al primer estro

vaginal.

10 ~

ng/ml
[6)]
_|

28 Dias 32 Dias

O OUL-D B SBNV+OUL-D

En ratas de 28 dias de edad la seccién bilateral del nervio vago no modificé de
manera significativa la concentracion de testosterona, independientemente del
ovario in situ. Mientras que animales que mantuvieron la génada derecha in situ la
vagotomia bilateral a los 32 dias de edad, disminuyo la concentracion de la

hormona (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Media + de la concentracion de testosterona de animales con
ovariectomia del lado izquierdo (OUL-1) o derecho (OUL-D), con o sin seccién
bilateral del nervio vago (SBNV), realizada a los 28 6 32 dias de edad y

sacrificados al primer estro vaginal.

Testosterona Testosterona
GRUPOS n pg/ml pg/ml
28 Dias 32 Dias
OUL-I 9 47.7 £6.5 21.6+2.2
SBNV + OUL-I 7 356+4.7 10.7 £ 2.7*
OUL-D 4 17.8+ 2.9 31.6+ 5.5
SBNV + OUL-D 8 29.4+5.3 25.1+3.9

*p<0.01 vs. OUL-I (Prueba de"t” de Student).

Los animales con seccion bilateral del nervio vago realizada a los 28 dias de edad,
y que mantuvieron el ovario izquierdo in situ, la concentracion de estradiol fue
significativamente menor que en los animales con ovariectomia unilateral. Cuando
el tratamiento se realiz6 en ratas de 32 dias de edad, no se modifico la
concentracion de la hormona independientemente de la gonada in situ (Cuadro
16).
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Cuadro 16. Media + de la concentracion de estradiol de animales con
ovariectomia del lado izquierdo (OUL-l) o derecho (OUL-D), con o sin seccién
bilateral del nervio vago (SBNV), realizada a los 28 6 32 dias de edad y

sacrificados al primer estro vaginal.

Estradiol Estradiol
GRUPOS n pg/ml pg/ml
28 Dias 32 Dias
OUL-I 12 84+04 18.7+1.7
SBNV + OUL-I 11 88+1.2 157+£1.3
OUL-D 8 10.3+0.9 139+ 1.2
SBNV + OUL-D 10 4.9 +0.9* 125+1.4

*p<0.01 vs. OUL-I (Prueba de"t” de Student).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la rata
hembra juvenil la participacion de la inervacion que llega al ovario regula de
manera diferencial la secrecion de progesterona, estradiol y testosterona, mientras
gue en el animal con ovariectomia unilateral la participacion del nervio vago en la
regulacién de la secrecion de hormonas esteroides, presenta asimetria la cual
depende del ovario in situ, del nervio vago que lleva la inervacion y de la edad del

animal.

Se ha postulado que la regulacién de la pubertad es multifactorial, ya que
depende de la alimentacion, las concentraciones plasmaticas de las hormonas
ovaricas, la inervacién que reciben los ovarios (Aguado y Ojeda 1984; Ojeda y
col., 1983; Ramaley, 1980, Morales), la maduracién del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonada y de las condiciones ambientales adecuadas para que se desencadenen

los mecanismos que culminan con la pubertad (Ojeda y Urbanski, 1994).

En el presente estudio observamos que la laparotomia ventral realizada a
los 28 6 32 dias de edad resulté en un retraso en el inicio de la pubertad, el cual
no se debid exclusivamente a una disminucién en la concentracién de estradiol,
ya que este efecto sbélo se observd cuando la laparotomia se realizé en las
hembras de 28 dias de edad. Por ello proponemos que el retraso en la edad de la
canalizacion de la vagina, es resultado del estrés causado por la cirugia, aunque
no podemos descartar la posibilidad de que se deba a una alteracién temporal en

la concentracidon de las hormonas ovaricas.

Barco y col., (2003) y Flores y col. (2005) muestran que la perforacion aguda (una
hora de evolucién) del peritoneo, o la extirpacién de uno u otro ovario, resultan en
cambios inmediatos en la concentracion plasmatica de progesterona y estradiol,
los cuales dependen del dia del ciclo estral en el que se realiza la cirugia y del
ovario que permanece in situ. Apolonio, (2001) mostré que la ovariectomia

unilateral practicada en la rata infantil, no modifica el inicio de la pubertad aln
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cuando se registra una disminucion significativa en la concentracion sérica de
estradiol, lo cual es confirmado por los resultados del presente estudio donde
observamos que la extirpacion de uno de los ovarios al inicio o al final de la etapa
juvenil, no modifica el inicio de la pubertad, ni la concentracion de estradiol. El
conjunto de estos y otros resultados, han sido interpretados como evidencia de
que la extirpacion de un ovario, no sélo implica la falta de un érgano productor de
hormonas, sino que también se afecta la comunicacion nerviosa que existe entre
el ovario y el sistema nervioso central, que la informacién nerviosa que se origina
en cada ovario es diferente y varia durante el ciclo estral, y que dicha asimetria

cambia con la maduracion del animal (Chavez y col., 1997, Morales y col., 1993).

Nuestros resultados muestran que en el animal con ovariectomia unilateral,
la secrecion de progesterona y testosterona por parte del ovario remanente, es
asimétrica solo al inicio de la etapa juvenil y desaparece conforme se va
acercando a la pubertad, y que el ovario derecho presenta mayor capacidad de
sintesis de progesterona y testosterona. Otra posibilidad que no podemos
descartar es que la progesterona provenga de la glandula suprarrenal, la cual
parece ser aportada en cantidades diferentes por la adrenal izquierda y derecha
(Flores y col. 2005). En la rata macho adulta también se ha mostrado que existe
una respuesta asimétrica por parte de las génadas, donde el testiculo derecho

presenta una sintesis mayor de testosterona que el izquierdo (Frankel y col. 1989).

En la rata adulta la ovariectomia unilateral se acompafia de un incremento
agudo en las concentraciones seéricas de gonadotropinas (Burden 1977; Butcher,
1977; Flores y col.,, 1990). En nuestro estudio, solo la extirpacién del ovario
izquierdo realizada en ratas de 28 dias de edad resultdé en un incremento en la
concentracion de la FSH medida en el dia del primer estro vaginal, lo cual indicaria
gue en el animal prepuber si hay cambios en la secrecion de gonadotropinas en
respuesta a la extirpacion de un ovario, éstos son inmediatos a la extirpacion de la

gonada.
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Flores y col., (2005) mostraron que en la rata adulta con ovariectomia
unilateral realizada en diestro 1, diestro 2 o proestro y sacrificados 1 h después, el
ovario izquierdo presenta una mayor capacidad de sintesis de progesterona que el
derecho, asimetria que se pierde si la ovariectomia unilateral se realiza al estro
vaginal (Barco y col.,, 2003). Estas diferencias en la capacidad de sintesis
hormonal por parte de los ovarios ha sido interpretada como una indicacion que la
participacion de la inervacion que arriba al ovario, en la regulacién de las
funciones del érgano, es asimétrica y varia durante el ciclo estral (Dominguez y
col., 2003; Flores y col., 2005, Barco y col 2003). Nuestros resultados indican que
al final de la etapa juvenil el ovario derecho sintetiza mas estradiol que el
izquierdo, lo que podria ser el resultado de un incremento en la actividad de las
aromatasas que estimulan la secrecién de estradiol a partir de testosterona
(Pedernera, 1993). Ademas, que la asimetria ovarica que se describe en el animal
adulto, no esta presente en igual forma en el animal prepuber, lo cual concuerda

con lo expresado por Gerendai y Halasz (2001).

Estudios anatdémicos sefialan que el ovario derecho, de la rata adulta,
recibe un numero mayor de fibras eferentes provenientes del ganglio mesentérico
que el ovario izquierdo, aunque esta diferencia no es significativa (Klein y Burden,
1988). Por otra parte, se ha sefialado que el ovario derecho se desarrolla mas
tempranamente que el izquierdo y que el drenaje venoso difiere para cada uno de
los ovarios (Gerendai y Haldsz, 1997). Estas evidencias anatomicas refuerzan los
hallazgos fisiologicos que postulan a la inervacion como modulador en la sintesis
de hormonas esteroides (Barco y col., 2003; Kawakami y col., 1981; Morales y
col., 2004; Moran y col., 2000; Ojeda y col., 1983).

La vagotomia bilateral subdiafragmética en la rata de 24 dias de edad

induce retraso en el inicio de la pubertad, lo cual es explicado por los autores

como un reflejo de la menor actividad estreoidogénica por parte del ovario,
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causada por la eliminacién del nervio vago (Ojeda y col., 1983). En estudios
previos del laboratorio se muestra que la vagotomia unilateral o bilateral resulta en
un retraso del inicio de la pubertad, pero que no necesariamente es el reflejo de
una menor sintesis de estrogenos por parte de los ovarios (Morales y col., 2004).
En el presente estudio observamos que la vagotomia uni o bilateral realizada en la
rata juvenil, no modifica la edad de apertura vaginal, ain cuando se haya
incrementado la concentracion de los estrégenos. A partir de estos resultados se
puede pensar que la inervaciéon que llega a los 6rganos reproductores por parte
del nervio vago, participa en la regulacion de la respuesta de dichos érganos a los

efectos de las hormonas ovaricas.

En la rata de 28 6 32 dias de edad el nervio vago regularia de manera
inhibitoria la actividad de las aromatasas, ya que la eliminacién de uno o de los

dos nervios vago, trae aparejado un incremento en la concentracién de estradiol.

Dado que los efectos de la vagotomia unilateral sobre la concentracién de
progesterona dependen de la edad en que se practico la denervacién, podemos
pensar que en el animal de 32 dias de edad, el nervio vago izquierdo modula de
manera inhibitoria la secrecion de progesterona. Dado que las adrenales también
secretan progesterona y reciben inervacion por el nervio vago (Brown, 1994), no
podemos descartar la posibilidad de que el aumento en las concentracion de
progesterona sea el resultado del aumento en la secrecion de la hormona por
parte de las adrenales, lo cual podria implicar la existencia de una conexién
nerviosa entre el ovario y las adrenales, que se activa ante la falta de uno de los
ovarios.

La falta parcial o total del nervio vago en la rata con ovariectomia unilateral
desencadena algin mecanismo de regulacion que permite que la pubertad se de
en el tiempo adecuado. Es probable que en este modelo experimental la
regulacién de los mecanismos que conllevan al inicio de la pubertad sea dada por
una comunicacion bidireccional entre el ovario y el SNC, via el nervio vago y el

nervio ovarico superior.
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La participacion del nervio vago, en el animal con ovariectomia unilateral,
en la regulacion de la sintesis de testosterona parece ser estimulante, tanto al
inicio como al final de la etapa juvenil y no es asimétrica. Estos resultados nos
permiten sugerir que las asimetrias ovaricas no estan totalmente desarrolladas
antes de la pubertad, tal y como se manifiestan en el animal adulto (Gerendai y
col., 2002).

El nervio vago se ha considerado como uno de los posibles candidatos en
la comunicacion neural entre el SNC y las génadas. Existen algunas evidencias de
tipo anatomicas en donde se muestra la existencia de una conexion neural entre el
nacleo del tracto solitario y los centros hipotalamicos (area predptica, nucleo
arcuato, nucleo dorsomedial y nucleo paraventricular) que participan en la
regulacién de la liberacion de gonadotropinas (Contreras y col., en 1980; Gerendai
y col., 2002; Ricardo y Koh., 1978).

En el presente estudio se observd que en la rata con ovariectomia
unilateral, realizada al principio de la etapa juvenil, la informacion que corre por el
nervio vago no parece ser indispensable en regulacién de la secrecién de FSH,
mientras que al final de la etapa juvenil la repuesta va a depender de la gonada in
situ y del nervio seccionado. Es probable que estas diferencias estén dadas por el

tiempo de evolucion entre la cirugia y la autopsia.

En resumen, a partir de los resultados obtenidos en el presente estudio
sugerimos que el nervio vago participa de manera diferente en la modulacion de la
secrecion de hormonas esteroides por parte del ovario derecho e izquierdo, y que

dicha participacién varia con la edad del animal.
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CONCLUSIONES

La laparotomia ventral realizada al inicio o final de la etapa juvenil retrasa el

inicio de la pubertad y la aparicion del primer estro vaginal.

La ovariectomia unilateral practicada a los 28 ¢ 32 dias no resulta en un

retraso del inicio de la pubertad y de la aparicion del primer estro vaginal.
En la rata con ovariectomia unilateral realizada al inicio de la etapa juvenil
la actividad esteroidogénica del ovario es asimétrica, donde el ovario
derecho tiene mayor capacidad de sintesis.

La ovariectomia unilateral no modificd las concentraciones séricas de LH.

El nervio vago participa de manera diferencial en la regulacion de la

esteroidogénesis ovarica.
En el animal con ovariectomia unilateral, la participacion del nervio vago en
la esteroidogénesis ovarica, depende del ovario in situ y del periodo de

evolucion.

En la hembra juvenil con ovariectomia unilateral, el nervio vago no parece

ser fundamental en la regulacion de la secrecion de la LH.
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