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Resumen

RESUMEN

La asimetria ovérica llega a su maxima expresion en las aves, donde solo el ovario
izquierdo se desarrolla. En los mamiferos los 6rganos pareados presentan diferencias
en su tamafo y funcionamiento. Un modelo experimental frecuentemente usado para
analizar la existencia de asimetrias entre los ovarios es la ovariectomia unilateral, la
cual resulta en el aumento en peso (hipertrofia compensadora) y compensacion del

numero de ovocitos liberados (ovulacién compensadora) por el ovario remanente.

Los efectos inducidos por la ovariectomia unilateral son regulados por la
inervacion extrinseca, la cual modula la accion de las gonadotropinas en los

foliculos ovaricos y en la esteroidogénesis.

Debido a que existe poca informacion sobre las respuestas asimétricas del
animal que inicia la pubertad y si ésta se presenta de manera inmediata a la
ovariectomia unilateral, en el presente estudio se evaluaron los efectos de la
extirpacion unilateral del ovario en la rata juvenil, sobre la sintesis de hormonas
esteroides y la respuesta compensadora del ovario. Para ello se utilizaron ratas
hembra de 32 dias de edad de la cepa CII-ZV, que fueron sometidas a una
ovariectomia izquierda o derecha. Como grupos de comparacion se utilizaron
animales a los que se les realiz6 una operacion simulada (laparotomia) izquierda o
derecha y un grupo testigo absoluto (sin ninguna manipulacion quirurgica). Grupos
de animales fueron sacrificados a los 30°, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer

estro vaginal.

(7]



Resumen

La laparotomia retrasé el inicio de la pubertad y las concentraciones de
progesterona y estradiol dependieron del tiempo de evolucion, mientras que en todos
los tiempos evaluados la concentracion de testosterona incrementd. La respuesta
ovulatoria y el peso de los ovarios no fueron modificados por la operacion simulada.
El peso del utero aumentd por la operacion simulada izquierda con respecto al

testigo a las 48 072 horas post-cirugia.

La ovariectomia izquierda o derecha no modifico la edad de apertura vaginal
y del primer estro, ni la proporcion de animales ovulantes. El ovario in situ libero un
mayor namero de ovocitos que el grupo con operacion simulada. EI peso del utero
fue menor en los animales con ovariectomia izquierda, contrario a lo que sucedio

con la ovariectomia derecha.

La ovariectomia unilateral no modifico las concentraciones de progesterona y
testosterona, en tanto que la concentracion de estradiol se modific6 de manera
asimétrica, donde el ovario derecho presenta una mayor capacidad de sintesis que el

izquierdo, independientemente del tiempo de evolucion.

La hipertrofia y ovulacion compensadora fue semejante y no dependen del
ovario extirpado. Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman que en
la rata con ovariectomia unilateral en la etapa juvenil, todavia no se establece una

respuesta compensadora asimétrica como la observada en la etapa adulta.

(i1



Introduccién

INTRODUCCION

La reproduccién es el proceso por el cual se asegura la continuidad de la especie,
aungue los mecanismos que participan en la regulacion de este proceso bioldgico no
estan aun del todo entendidos (Prieto y Velasquez, 2002). Las funciones del ovario
son controladas por el “sistema hipotdlamo-hipofisis” (Tresguerres, 2003) y por la
inervacion que reciben las gonadas (Aguado, 2002; Dominguez y col., 2003; Truijillo
y col., 2004).

En afos recientes se han sumado las evidencias que apoyan la existencia de
una via neural entre las gonadas y el sistema nervioso central, donde el cerebro
puede modular las funciones reproductivas (Aguado, 2002; Riboni, 20023, b; Barco
y col., 2003; Dominguez y col., 2003; Bolafios, 2005; Ricardo, 2005; Cruz y col.,
2006; Morales y col., 2004, 2007). El sistema nervioso central envia sefiales
neurales a los ovarios a través del nervio ovarico superior (via simpaética), el cual
modula la respuesta de los foliculos a las gonadotropinas. Mientras que la
informacion que se genera en el ovario es enviada al sistema nervioso central, via el
nervio vago (via parasimpatica). De esta manera las funciones ovéricas estan

reguladas por la inervacion extrinseca (Dominguez y col., 2003).

Diversas evidencias han indicado la existencia de asimetria en el sistema
reproductor de los mamiferos, especificamente en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario
(Cruz y col., 2001). Incluso se sabe que la informacion nerviosa que reciben los
organos pareados es distinta (Klein y Burden, 1988; Gerendai y Halasz, 1997;
Ramirez-Pérez y col., 2006; Toth y col., 2007).



Introduccién

Algunos tipos de asimetrias (morfoldgica, neuroquimica, fisioldgica,
patolégica o conductual) son diferentes entre la hembra y el macho, y dependen
también de la edad del animal y de la especie (Gerendai y Halasz, 1997), lo que hace
suponer que las hormonas sexuales son elementos importantes en el establecimiento
de estas diferencias entre el lado izquierdo y derecho del cerebro (Diamond y col.,
1981).

En la rata de cuatro dias de vida, el contenido de receptores a estrogenos en la
corteza cerebral es diferente entre el macho y la hembra (Sandhu y col., 1986). Esta
diferencia en la cantidad de receptores y los efectos de las hormonas gonadales en
esta etapa de la vida del animal, pueden generar un efecto asimétrico en el
establecimiento de patrones fisioldgicos y de conducta en la etapa adulta (Cruz y
col., 2001).

Por lo que se propone que las asimetrias que presentan los Organos
endocrinos pareados (ovarios y adrenales) se deben a la regulacion que ejercen las
hormonas secretadas por la hipdéfisis, cuyas acciones a nivel periférico son reguladas
por la inervacién que reciben las glandulas (Cruz y col., 2001; Gerendai y Halasz,
2001; Aguado, 2002; Barco y col., 2003; Dominguez y col., 2003; Flores y col.,
2006).

Existe poca informacion sobre las respuestas asimétricas del ovario en la rata
juvenil con ovariectomia unilateral, si éstas se producen de manera inmediata y si
dependen del ovario remanente. Por lo que en el presente estudio se analizo el efecto
de la ovariectomia izquierda o derecha, realizada en ratas de 32 dias de edad sobre
la concentracion de hormonas esteroides y la respuesta compensadora del ovario en

tiempos cortos de evolucion.
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MARCO TEORICO

HISTOLOGIA DEL OVARIO

Los ovarios son glandulas de secrecién interna, de color rosado que poseen las
células germinales Ilamadas 6vulos (Rodriguez, 1971). Estan recubiertos por una
capa de celulas epiteliales-cubicas Ilamada epitelio germinal (Ross y col., 1997;
Tresguerres, 2003) y se encuentran situados en la parte superior de la cavidad
pélvica, uno a cada lado del utero, a corta distancia y por debajo de los rifiones.
Conservan su posicion en la cavidad pélvica por accion de ligamentos (Tortora,
1984; Ross y col., 1997).

Histologicamente en el ovario se distinguen tres regiones bien diferenciadas:

e La regidn cortical o corteza: esta localizada en la parte periférica o externa
del estroma del ovario (Figura 1), constituida por células de tipo
fibroblastico. En el tejido conectivo es donde se localizan los foliculos
ovaricos en diferentes estados de desarrollo (Ross y col., 1997).

e Laregion medular o médula: esta localizada en la parte central o interna del
estroma del ovario (Ross y col., 1997), es méas pequefia que la corteza y esta
formada por tejido conjuntivo laxo con fibras elasticas, algunas fibras
musculares lisas y numerosos vasos arteriales y venosos de los que se
originan pequefias ramas que se dirigen hacia la corteza (Figura 1). No existe
una clara delimitacion entre la corteza y la médula (Fawcett, 1995).

e EIl hilio: es el punto de entrada y salida de vasos sanguineos, linfaticos y

nervios (Tresguerres, 2003) (Figura 1).
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En el ovario se describen tres compartimentos funcionales (Figura 1):

1) El Folicular, formado por los foliculos en diferentes fases de desarrollo:
primordial, primario, secundario y terciario (preovulatorio o de Graaf). El
foliculo ovarico constituye la unidad estructural y funcional del ovario.

2) El Cuerpo luteo que se forma del foliculo que expulsa el ovocito durante la
ovulacion.

3) La Glandula intersticial, la que se forma a partir de la teca interna de los
foliculos atrésicos que tienen receptores a la hormona luteinizante (LH)

(Dominguez y col., 1991).

TUnica Faliculos
Secundarios

Epitalio Albuginea

Germinal
Foliculo Primario & 2
Foliculo Primordial /,

Hilio T
v e

\ Glandula
Intersticial

Foliculo Maduro
{de Graff)

Foliculo
postovulatorio

Arterias y vasos
sanguineos

R N
Estroma ™~
ovarico

Cuerpo
Bmﬁo Cuerpo Ovocito
(albicans) Luteo Liberado

Figura 1. Estructura histologica de un ovario de mamifero que indica sus tres regiones
(corteza, médula e hilio) y compartimentos funcionales (folicular, lateal e intersticial).
Modificado de Marieb, 1992.
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El ovario realiza dos funciones: a) la maduracién (foliculogénesis) y
liberacion de los gametos (ovulacién) aptos para ser fecundados; b) la secrecion de
hormonas peptidicas (inhibina, activina y folistatina) y esteroideas (estrogenos,
progesterona y androgenos). Las funciones reproductora y endocrina del ovario,
aunque independientes, estan intimamente relacionadas entre si (Prieto y Velasquez,
2002; Tresguerres, 2003).

FOLICULOGENESIS

En la rata la foliculogénesis inicia cerca de la médula del ovario y es la region que al
principio contiene la inervacion en desarrollo, a diferencia del ovario de bovino y
humano, donde la foliculogénesis ocurre en la corteza (Dissen y Ojeda, 1999). En
los ovarios de la mujer, los foliculos primordiales recién aparecen en el tercer mes
de desarrollo fetal (Guyton y Hall, 2001), mientras que en la rata la foliculogenesis

se inicia entre las 24 y 72 horas después del nacimiento (Malamed y col., 1992).

Desde el punto de vista histologico, se identifican cuatro tipos de foliculos
ovaricos segun el estado de desarrollo (Figura 2) (Guyton y Hall, 2001). Todos los
foliculos antrales y preovulatorios normales sintetizan estrogenos. Aquellos
foliculos que entran en atresia pierden la capacidad de aromatizacion y sintetizan

andrégenos (Dominguez y col., 1991).

Foliculos primordiales

Estan formados por un ovocito esférico, rodeado por una capa de células foliculares
planas (Fawcett, 1995). La superficie externa de las células foliculares se apoya en
la membrana basal (Ross y col., 1997). También posee un ndcleo palido y
excéntrico (contiene fina cromatina dispersa) con un nucléolo prominente (Fawcett,
1995) (Figura 2-A).
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Foliculos primarios

En el foliculo primario, el ovocito aumenta de tamafio y proliferan las células
foliculares aplanadas que lo rodean. Las células son cubico-cilindricas y forman un
epitelio estratificado, la membrana de la granulosa. La proliferacion celular da
origen a dos o tres capas de contorno irregular (Figura 2-B). La lamina basal se
ubica entre la capa mas externa de las células foliculares y el estroma del tejido
conectivo (Ross y col., 1997). A medida que crece el ovocito, entre éste y las células
de la granulosa adyacentes aparece una capa homogénea de glucoproteinas, Ilamada
zona pelucida, donde el ovocito y las células que lo rodean proyectan
microvellosidades. Las células del estroma adyacente se agrupan mas estrechamente
alrededor del foliculo y forman una capa con limite externo mal definido, llamada

teca folicular (Fawcett, 1995).

Foliculos secundarios o antrales

En los foliculos secundarios las células de la granulosa proliferan rapidamente y el
ovocito se encuentra rodeado de 6 a 10 filas de células de la granulosa; empieza la
acumulacién de un liquido claro extracelular (liquido folicular) en los espacios entre
las células de la granulosa (cuerpos de Call-Exner) (Fawcett, 1995). A medida que
el foliculo crece los espacios confluyen y forman una cavidad con forma de semi
luna conocida como antro (Ross y col., 1997). La teca folicular se hace mas
prominente, y se distinguen dos capas: a) la teca interna, capa muy vascularizada de
celulas secretoras cubicas, productoras de esteroides, la cual posee abundantes
receptores a la LH y b) la teca externa, formada por células de tejido conectivo,
células musculares lisas y haces de fibras de colageno (Figura 2-C) (Ross y col.,
1997).
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Foliculos terciarios o de Graaf

A medida que aumenta el tamafio del foliculo, aumenta también el antro y la
cantidad de capas de células de la granulosa. Las células de la granulosa forman un
monticulo grueso, el cimulo o6foro, que se proyecta hacia el antro. Las células que
rodean al ovocito y que permanecen unidas a él durante la ovulacion se denominan
corona radiada (Ross y col., 1997) (Figura 2-D). El adelgazamiento y la pérdida de
rigidez de la pared del foliculo maduro en la fase previa a la ovulacion, se deben a al
reagrupamiento de sus células durante la fase terminal de su crecimiento y no por

aumento de la presion intrafolicular (Fawcett, 1995; Ross y col., 1997).

Células de la Antro
Granulosa _ .. .. __

Células /-\> e
Foliculares rif‘

Cubicas |{! 1

Zona
Peltcida

Ovocito

Corona

Radiada |
Teca Cumulo

Interna

Células

Foliculares
Aplanadas

Ovocito Teca P
- _L ﬂ Externa\g
o — e
Membrana # \ i 76

BT i Teiid "';51 Membrana
Basal RIS €jiao Basal
\L Z " conjuntivo "%5‘
L f - N
e

-
.lIF___

Células de la
Granulosa Nucleo

Figura 2. Esquema que muestra las caracteristicas del foliculo ovérico en diferentes
etapas de crecimiento en el ovario: (A) primordial, (B) primario, (C) secundario y (D)
preovulatorio o de Graaf (Modificado de Berne y col., 1999).
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OVULACION

La ovulacion es el proceso por el cual el foliculo de Graaf libera un ovocito, en
respuesta a los aumentos bruscos en las concentraciones preovulatorias de FSH y
LH secretadas por la adenohipdfisis (Dissen y col., 2004). En los roedores, donde el
ciclo estral es de cuatro o cinco dias, la ovulacién se produce en el dia del estro
vaginal (Tresguerres, 2003) y el foliculo que va a expulsar al ovocito ha sido
expuesto a por lo menos tres ciclos preovulatorios de gonadotropinas (Dominguez y
col., 1991).

La ovulacion depende de la combinacion de cambios hormonales y efectos
enzimaticos. La hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
acttan sinérgicamente en el foliculo lo que resulta en un aumento de tamarfio. Pocas
horas antes de que se produzca la ovulacion, la concentracion tanto de la FSH como
de la LH incrementa y disminuye bruscamente (debido a la disminucion en la
secrecion de estradiol). La teca externa comienza a liberar enzimas proteoliticas de
los lisosomas que causan el debilitamiento de la pared folicular y la formacion del
estigma. Simultdneamente hay crecimiento de nuevos vasos sanguineos en el
foliculo y secrecion de prostaglandinas (hormonas que provocan vasodilatacion), lo
que induce trasudacion de plasma al interior del foliculo, el que finalmente se rompe
y expulsa el ovocito acompafado de células del cimulo odforo y la corona radiada
(Guyton y Hall, 2001).

La rata y el raton son especies poli-ovulantes, es decir que liberan varios
ovocitos al dia del estro vaginal, los dos ovarios liberan sus ovocitos al mismo

tiempo (Dominguez y col., 1991).
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CUERPO LUTEO

En la rata, después de la ovulacién y eliminacion del liquido folicular, las capas de
celulas de la granulosa y de la teca del foliculo pos-ovulatorio forman pliegues, el
foliculo se colapsa y se forma el cuerpo lGteo. La nueva estructura adquiere su
méaximo tamafo en el dia del diestro y se mantiene en el metaestro del siguiente
ciclo estral (Freeman, 1994). Esta estructura vascularizada secreta principalmente

progesterona (Guyton y Hall, 2001).

En la rata, el hamster y el raton, la fase litea es corta (1 a 2 dias) y secreta
poca progesterona a diferencia de otros mamiferos donde ésta es relativamente larga

(11 a 14 dias) con secreciones mayores de la hormona (Freeman, 1994).

Si no se produce la fertilizacion del ovocito, el cuerpo luteo sufre regresion,
la que coincide con la ruptura de los vasos sanguineos procedentes de la teca,
infiltracion de leucocitos e incremento en el contenido de colesterol. Si se produce
fertilizacion del ovocito e implantacion del huevo, el cuerpo luteo persiste durante la
gestacion (que dura 20-22 dias) por las altas concentraciones de LH liberadas por la
hipdfisis (Freeman, 1994). EI nimero de cuerpos luteos presentes en el ovario indica

el nimero de ovulaciones, que a su vez varia segun la especie (Tresguerres, 2003).
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ATRESIA FOLICULAR

El proceso natural de degeneracion por el cual se eliminan los foliculos antes de
alcanzar la ovulacion es llamado atresia folicular (Hsueh y col., 2005). La rata al
nacer presenta aproximadamente unos 35,000 ovocitos, a los 20 dias de vida ya se
fueron a la atresia unos 20,000. La atresia es un proceso que se va a observar durante

el desarrollo del animal (Freeman, 1994).

La seleccion de foliculos que van a crecer y madurar hasta alcanzar el tamafio
preovulatorio se cree que empieza como un evento aleatorio. Los primeros signos
que denotan que un foliculo va a la atresia es el rompimiento del nucleo y
condensacion de la cromatina de las células de la granulosa (picnosis), algunas
celulas de la granulosa con picnosis se encuentran libres en el liquido folicular
(descamacion), tales desprendimientos producen ruptura del cidmulo oo6foro y de la
zona pelucida. La teca interna persiste como una masa intersticial la cual se
fragmenta en pequefios grupos de células que se difunden en la médula (Freeman,
1994; Hsueh y col., 2005). La atresia folicular se inicia en cualquier fase de

maduracién de los foliculos (Fawcett, 1995).

GLANDULA INTERSTICIAL

Las células de la glandula intersticial son grandes, esféricas y contienen pequefias
gotas de lipidos (Ross y col., 1997). La glandula intersticial se forma a partir de
celulas de la teca de los foliculos atrésicos que ya presentan receptores a LH
(Dominguez y col., 1991). Esta es mas abundante en las etapas con mayor atresia
(Ross y col., 1997; Freeman, 1994). La glandula intersticial secreta andrdgenos
como testosterona y androstenediona (Fawcett, 1995; Ross y col., 1997; Tresguerres,
2003).
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CONTROL ENDOCRINO DEL DESARROLLO POSNATAL DE LA RATA
HEMBRA

El uso de la rata hembra como modelo experimental en el estudio del control
endocrino del desarrollo puberal ha proporcionado informacién interesante vy

aplicable a otras especies (Becu-Villalobos y Lacau -Mengido, 1990).

Entre la rata y el hombre hay similitudes en el control de la secrecién de
GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas). Estas similitudes se encuentran en
el tipo de neurotransmisores vinculados con la iniciacion de la secrecion
gonadotropica, en los componentes celulares de los circuitos de retroalimentacion
inhibitoria y estimulante por esteroides, en el desarrollo folicular ovérico y en la
participacion de la hormona de crecimiento (GH) en la regulacion del inicio de la
pubertad (Becu-Villalobos y Lacau -Mengido, 1990).

La rata nace en un estado de inmadurez equivalente a los 150 dias de
gestacion humana (Ojeda, col., 1980). En estos momentos, la diferenciacion del
encéfalo tanto en la rata como en el humano, se produce por la presencia o ausencia
de la testosterona secretada por los testiculos (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990).

Dependiendo de la especie, en la rata hembra transcurren aproximadamente
entre 35 a 40 dias entre el nacimiento y el inicio de la pubertad. En la rata, las etapas
por las que pasa el animal desde el nacimiento hasta llegar a la pubertad son cortas y
ocurren muchos cambios en la regulacion de la secrecién de FSH y LH. Ojeda y
colaboradores (1980) han propuesto una clasificacién del periodo prepuberal en
cuatro etapas, en funcion de parametros morfologicos y fisiologicos relacionados

con los distintos componentes del eje hipotalamo-hipd6fisis-génada.
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Estas etapas son:

a) neonatal (desde el nacimiento hasta el dia 7).
b) infantil (de 8 a 21 dias).
c) juvenil (del 22 a 30-32 dias).

d) peripuberal (su duracién es variable y culmina con la primera ovulacién).

En la fase neonatal se inicia el crecimiento folicular, el cual durante los
primeros cinco dias de vida es independiente de las gonadotropinas (Ross y col.,
1997; Kilen y Schwartz, 1999), ya que los foliculos no presentan receptores a LH y
FSH. A partir del quinto dia se inicia la sintesis de receptores a FSH, la que estimula
la sintesis de aromatasas y comienza la produccion de estradiol a partir de
testosterona (Ojeda y Urbanski, 1994). A partir del dia 7 las células de la teca
presentan receptores a LH (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).

Las altas concentraciones séricas de la a-feto proteina no permiten que se
establezca el control inhibitorio de los estrégenos en la regulacion de la secrecion de
gonadotropinas, debido a que la proteina tiene gran afinidad por el estradiol
(Raynaud, 1973). Las concentraciones de FSH, bajas antes del nacimiento, empiezan
a aumentar y la LH sérica se mantiene en concentraciones semejantes a las presentes
durante la gestacion (Doler y Wuttke, 1974).

En la rata hembra las concentraciones de prolactina son bajas desde el
nacimiento, en comparacion con las registradas en la etapa juvenil. La prolactina es
un factor luteotrofico importante, capaz de mantener altas concentraciones de
receptores ovaricos a LH previamente inducidos por la FSH (Becu-Villalobos y
Lacau-Mengido, 1990).

12



Marco Tedrico

A principios de la fase infantil, la concentracion de FSH comienza a
aumentar y alcanza su maximo a los 12 dias de edad, hecho fundamental en el
reclutamiento y crecimiento folicular (Prieto y Velasquez, 2002) y la LH presenta
elevaciones bruscas y esporadicas (al que nos referiremos como “pico”) (Doler y
Wuttke, 1974). A partir del dia 15 de vida disminuye la concentracion de FSH y
desaparecen los “picos” de LH; se empieza a detectar la inhibina en suero (Sander y
col., 1987) y la desaparicion de la o-feto proteina la cual condiciona la
retroalimentacion inhibitoria del estradiol sobre las gonadotropinas (Lamprecht y
col., 1976). La concentracién de prolactina es menor que en la etapa anterior y se
mantienen dentro de ese rango hasta el final de esta etapa (Becu-Villalobos y Lacau-
Mengido, 1990).

En el periodo juvenil, la concentracion FSH es menor que en la etapa anterior
y al comienzo la concentracion de LH es baja y constante. Mas adelante, la
secrecion de LH se da en forma pulsatil y hacia el final del periodo incrementa sus
valores y la amplitud de sus pulsos durante la tarde, estableciéndose un ritmo de
secreciéon circadiano (Urbanski y Ojeda, 1983). El aumento gradual de la
concentracion de prolactina y GH facilitan la accion estimuladora de las

gonadotropinas (Ojeday col., 1980).
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En la etapa peripuberal, se establece claramente el patron circadiano de la
LH y este ritmo al igual que el de prolactina, presenta un “pico” en la tarde que es
independiente del control esteroideo (Urbanski y Ojeda, 1987). Cuando aumenta la
concentracién de LH, el ovario secreta una mayor cantidad de estradiol. Estos
estrégenos establecen una retroalimentacion positiva a nivel del hipotalamo y la
hipdfisis, regulando la secrecion de las gonadotropinas (Prieto y Velazquez, 2002).
En el ovario se observa un nimero maximo de receptores para FSH y LH, lo que se
traduce en una maxima respuesta esteroidogénica del ovario. Consecuentemente
aumentan las concentraciones de progesterona, estradiol y testosterona (este ultimo
responsable de estimular la canalizacion de la vagina) (Mathews y col., 1987). Las
concentraciones altas de esteroides afectan el hipotdlamo y cuando llega a
concentraciones adecuadas comienza la descarga de GnRH que culmina con el
“pico” de gonadotropinas y la consecuente primera ovulacion (Becu-Villalobos y
Lacau-Mengido, 1990).

La pubertad es la etapa de transicion de inmadurez a la madurez sexual
(Ojeda y Urbanski, 1994), momento en que el animal comienza a ser fértil: el macho
produce espermatozoides maduros y la hembra empieza a ovular (Goldman, 1981).

En la rata hembra el Unico signo exterior que sefiala el comienzo de la
funcion reproductora es la canalizacion de la vagina, la que normalmente permanece
cerrada en ratas inmaduras. La apertura vaginal generalmente ocurre el dia posterior
a la elevacion brusca de las gonadotropinas y los frotis vaginales muestran celulas
correspondientes a un primer estro (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). Es
una etapa muy critica en cuanto a la regulacion de las gonadotropinas (Becu-
Villalobos y Lacau-Mengido, 1990) y de la creciente madurez del sistema

hipotalamo-hipdéfisis-ovario (Berne y col., 1999).
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ESTEROIDOGENESIS

Los esteroides son derivados del colesterol (Figura 3). Las células productoras de

esteroides obtienen el colesterol de tres fuentes:

a) el colesterol almacenado en el ovario en forma esterificada

b) la sintesis de novo a partir de acetato

c) del colesterol plasmatico, que viaja en forma de lipoproteinas (Dominguez,
1997).

En los roedores, el colesterol viaja unido principalmente a lipoproteinas de
alta densidad, mientras que en primates humanos y no humanos, lo hacen ligado a

lipoproteinas de baja densidad (Dominguez, 1997).

Colesterol

H
CH, cHy O
OH
Progesterona Testosterona Estriol
Hon
@igjgna @igjgadlol

Figura 3. Formula quimica de las principales hormonas esteroides derivadas del
colesterol, las cuales mantienen el nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno tipico
de los esteroides (Tomado y modificado de Guyton y Hall, 2001).
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El paso limitante de colesterol a esteroides es la ruptura de la ligadura C,-C,,
por efecto de un complejo multienzimatico [P-450scc (20,22-desmolasa) que
cataliza la eliminacion de la cadena lateral del colesterol] (Berne y col., 1999),
localizado en la cara matricial de la membrana interna de la mitocondria y es
estimulado por la LH, lo que da como resultado a la pregnenolona o progesterona
(Dominguez, 1997) (Figura 3).

El proceso de biosintesis de hormonas esteroides en el ovario ha sido
explicado por la teoria de la “doble célula-doble hormona” (Tresguerres, 2003)
(Figura 4).

La teca interna desarrolla receptores especificos para LH, pero no para FSH.
La LH al unirse a su receptor y via un segundo mensajero (AMPc), estimula la
biosintesis de andrégenos (androstenediona y testosterona) en el reticulo
endoplasmico liso, al incrementar la actividad de la 17a-hidroxilasa/C17-20 liasa,
gue metaboliza la progesterona en androstenediona. Los androgenos difunden al
compartimiento plasmatico o bien al compartimiento de células granulosas del

foliculo, donde son aromatizados a estrégenos (Yoshinaga, 1999).

Las células de la granulosa de todos los foliculos tienen receptores para FSH,
la glicoproteina al unirse a su receptor y a través de un segundo mensajero (AMPc),
induce la actividad de la enzima aromatasa P450, que es fundamental para la
transformacion de los andrdgenos a estrogenos (Figura 4). El estradiol incrementa a
si mismo el nimero de sus receptores asi como los de FSH y ésta a su vez induce la

formacion de receptores a LH (Yoshinaga, 1999).
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Figura 4. Biosintesis de hormonas esteroides en el ovario explicado a través de la
“teoria de la doble célula-doble hormona”. En la célula de la teca la LH estimula la
sintesis de andrdgenos a partir de colesterol y en la célula de la granulosa la FSH
estimula la actividad del complejo enzimatico aromatasa que cataliza la conversion de
andrdgenos a estradiol (Modificado de Adashi, 1991; Gore-Langton y Armstrong,
1994).

17



Marco Tedrico

ASIMETRIA NEUROENDOCRINA

Las primeras evidencias que llevaron a considerar la existencia de una asimetria
funcional fueron dadas por Marc Dax y mas tarde por Paul Broca en el cerebro
humano (Springer y Deutsh, 1985), lo que llevo a plantear el concepto de
dominancia cerebral, partiendo de la idea de que ambos hemisferios tenian la misma
complejidad pero funciones diferentes, es decir, que cada hemisferio domina la
realizacion de funciones especificas. Se pensO que la asimetria era una propiedad
distintiva de una especie en particular, cuando el modelo de estudio era el humano
(Gerendai y Halasz, 1997).

En los afios 70’s se observd que ciertas conductas llevadas a cabo durante el
canto de algunas aves, son controladas por el cerebro y el nervio hipogloso del lado
izquierdo (Nottebohm, 1977). En la rata, los aspectos emocionales y de orientacion

espacial son controlados por el hemisferio derecho (Donnenberg, 1981).

Algunas de las asimetrias, morfologicas, neuroquimicas, fisioldgicas,
patologicas y conductuales son diferentes entre la hembra y el macho, dependen de
la edad del animal y de la especie, lo que hace suponer que las hormonas sexuales
son elementos importantes en el establecimiento de estas diferencias entre el lado
izquierdo y derecho del cerebro (Gerendai y Halasz, 1997). En los roedores macho
algunas areas corticales son mas anchas del lado derecho que del izquierdo, mientras
que en la hembra sucede lo contrario; este patron puede ser modificado por cambios
en la concentracion plasmatica de hormonas gonadales durante la etapa postnatal
(Diamond y col., 1981).
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En la rata de cuatro dias de vida, el contenido de receptores a estrogenos en la
corteza cerebral es asimétrico: en el macho hay mas receptores del lado izquierdo,
mientras que en la hembra sucede lo contrario (Sandhu y col., 1986). Esta diferente
cantidad de receptores y los efectos de las hormonas gonadales en esta etapa de la
vida del animal, pueden generar un efecto asimétrico en el establecimiento de

patrones fisiologicos y de conducta en la etapa adulta (Cruz y col., 2001).

La primera observacion que mostrd la existencia de una asimetria
hipotalamica de tipo neuroendocrino fue dada por Gerendai y colaboradores (1978),
al mostrar que en el lado derecho del hipotdlamo medio basal (HMB) de la rata
hembra adulta, la concentracion de GnRH es el doble que la del lado izquierdo. El
contenido asimétrico de GnRH en el HMB pareceria ser resultado de una diferencia
en la sintesis de esta proteina en uno y otro lado del area predptica e hipotalamica
anterior (PO-AHA), pero ademés esta expresion cambia durante el ciclo estral
(Bakalkin y col., 1984).

ASIMETRIA MORFOLOGICA Y FUNCIONAL DE LAS GONADAS

Diversas evidencias han mostrado que los 6rganos pares endocrinos presentan
asimetria, la cual puede ser observadas en humanos y animales silvestres

(Dominguez y col., 2003).

Es bien conocido que en las aves solo el ovario y el oviducto izquierdo son
funcionales, mientras que la gonada derecha se reduce a una capa de tejido
localizado por debajo de la vena cava. La extirpacion del ovario izquierdo provoca
que la gonada derecha se desarrolle y se diferencie en una glandula semejante a un

testiculo, donde se pueden observar espermatozoides (Benoit, 1932).
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En los mamiferos poli-ovulantes, se ha observado que los ovarios tienen
diferente capacidad ovulatoria (Dominguez y col., 2003). Por ejemplo en los
murciélagos, la ovulacion ocurre predominantemente en la gonada derecha; el
ovario contralateral tiene la capacidad de funcionar, sélo si se extirpa el ovario
dominante (Blejer y Ehteshami, 1981); en la rata adulta, el ovario izquierdo libera
mas ovocitos que el derecho (Dominguez y col., 1989, 2003); en el raton, el ovario

derecho libera mas ovocitos que el izquierdo (Brown y col., 1992).

La sangre venosa del testiculo derecho llega directamente a la vena cava
inferior, y la del testiculo izquierdo entra en la vena renal izquierda (Gerendai y
Halasz, 1997). En humanos, el testiculo izquierdo es mas pesado que el derecho, sin
embargo no se ha reportado diferencias entre el peso y localizacion de los ovarios en
muchas especies (Gerendai y Halasz, 2001). Mittwoch (1975) report6 que el ovario

derecho se desarrolla mas tempranamente que el izquierdo.

En ambos, humano y rata la glandula adrenal izquierda pesa mas que la
derecha, en tanto que el I6bulo derecho de la tiroides esta mas vascularizado que el

izquierdo (Gerendai y Halasz, 2001).

Los 6rganos pares reciben distinta informacion nerviosa (Gerendai y Halasz,
1997). Por estudios histologicos se ha demostrado que existe asimetria en la
poblacion de somas eferentes por el nervio ovarico superior y del plexo ovarico,
donde el ovario derecho recibe un mayor nimero de células motoras del ganglio
celiaco-mesentérico superior, que el izquierdo (Klein y Burden, 1988). Toth y
colaboradores (2007) mostraron gque existen mas neuronas a nivel supra-espinal que

se proyectan hacia el ovario izquierdo que al derecho.
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Las diferencias en las capacidades secretoras por parte de los érganos pares
(ovarios y adrenales) son explicadas con base en la modulacion que ejerce la
inervacion sobre los efectos de las hormonas secretadas por la hipofisis (Cruz y col.,
2001; Gerendai y Halasz, 2001; Barco y col., 2003; Dominguez y col., 2003; Flores
y col., 2006).

EFECTOS ASIMETRICOS DE LA OVARIECTOMIA UNILATERAL

En el estudio de los mecanismos de regulacion del complejo hipotalamo-hipofisis-
ovario se han utilizado diversos modelos experimentales. De los méas usados son la
rata castrada (eliminacion de las dos gonadas) o con ovariectomia unilateral
(eliminacion de una génada). En ambos modelos, se han estudiado los cambios que
se producen a nivel hormonal. Especificamente la ovariectomia unilateral es un
modelo experimental, frecuentemente usado para analizar la existencia de asimetria

entre los ovarios (Dominguez y col., 2003).

La extirpacion de un drgano par, resulta en el aumento de peso y
compensacion de la capacidad funcional en el 6rgano remanente. A éste fendmeno
se le conoce como hipertrofia compensadora (Burden y Lawrence, 1977). Entre los
organos en los cuales se produce la hipertrofia compensadora, estan las adrenales
(Engeland y Dallman, 1967), los testiculos, la tiroides, los rifiones y los ovarios
(Welschen, 1970; Burden y Lawrence, 1977; Morales y col., 1993, 2007; Chavez y
Dominguez, 1994; Riboni, 2002a,b).
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La respuesta compensadora del ovario consiste en el aumento en peso del
organo remanente (Burden y Lawrence, 1977; Trkulja y col., 2001, 2004) vy la
liberacion de un numero de ovocitos similar al que ovulan ambos ovarios en un
animal intacto (ovulacion compensadora) (Meijs-Roelofs y col., 1982, 1984;
Chavez y Dominguez, 1994; Trujillo y col., 2004; Ricardo, 2005).

El fendmeno compensador del ovario habia sido explicado como el resultado
de la eliminacion de una fuente de esteroides, lo que altera el balance hormonal
entre el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. En respuesta a este fenomeno, la hipoéfisis
libera mayor cantidad de gonadotropinas, especificamente FSH 6-18 horas despues
de la ovariectomia unilateral en la rata adulta (Butcher, 1977), las cuales estimulan
al ovario remanente e inducen el crecimiento folicular y la liberacion de un mayor

namero de ovocitos.

Chéavez y colaboradores (1987) observaron que en la rata adulta, la
ovariectomia izquierda o derecha resultaba en una ganancia en peso similar entre los
ovarios remanentes y un nimero de ovocitos similar entre ambos ovarios. El proceso
de hipertrofia compensadora depende del ovario remanente y del dia del ciclo estral

en que se realiza la cirugia (Chavez y Dominguez, 1994).

Meijs-Roelofs y colaboradores (1982, 1984) mostraron en ratas prepuberes,
que la ovariectomia derecha resultaba en una compensacion del nUmero de ovocitos
liberados al primer y segundo estro vaginal. Estas evidencias fueron consistentes con
lo observado en el animal adulto con ovariectomia unilateral, donde la FSH estimula
el reclutamiento de un mayor namero de foliculos antrales pequefios. Este resultado
es interpretado como evidencia de que la actividad del ovario remanente no solo se
duplica, sino que involucra también el establecimiento de un nuevo balance entre las

gonadotropinas y las funciones del ovario.
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A partir de resultados previos en ratas con ovariectomia unilateral, se sugiere
que en la rata prepaber, los mecanismos que regulan la ovulacion y la hipertrofia
compensadora del ovario no dependen de la gonada in situ ni de la edad en que se
practica la ovariectomia unilateral, cuando los animales son sacrificados al primer

estro vaginal (Ricardo, 2005).

En otros roedores como la cobaya preplber, la ovariectomia unilateral
produce adelanto en la edad de apertura vaginal en animales con el ovario derecho in
situ y una HCO significativamente mayor cuando la génada in situ es la izquierda
(Riboni, 2002a). En la rata prepuber, la extirpacion unilateral del ovario no modifica
el inicio de la pubertad (Morales y col., 1993, 2007; Bolafios, 2005).

Otro parametro que es modificado por la ovariectomia unilateral es la tasa de
animales ovulantes. En la rata adulta, la extirpacion del ovario derecho resulta en
una menor tasa de animales ovulantes, lo cual no es modificado si se extirpa el
ovario izquierdo. Con estos resultados se ha sugerido que el ovario derecho es méas
eficiente para mantener la ovulacion (Chéavez y col., 1987). En cambio, en el animal
juvenil con ovariectomia unilateral estudiado en el dia del primer estro vaginal, el

ovario derecho tiene menor capacidad ovulatoria que el izquierdo (Ricardo, 2005).

En la rata adulta con ovariectomia unilateral realizada en el dia del estro, el
ovario izquierdo sintetiza la misma cantidad de progesterona y estradiol que el
derecho una hora después del tratamiento (Barco y col., 2003). Sin embargo cuando
la cirugia se realizo en el dia del proestro, diestro 1 o diestro 2, las cantidades de
progesterona (Flores y col., 2005), testosterona (Flores y col., 2006) y estradiol
(Cruz y col., 2006) variaron en funcién del ovario extirpado y del dia del ciclo estral
en que se estudiaron los animales, indicando una habilidad asimétrica de los ovarios

en la secrecién de hormonas esteroides.
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Estas respuestas difieren a lo reportado para la cobaya prepuber, donde el
ovario izquierdo tiene una mayor capacidad para sintetizar progesterona que el
derecho, pero sintetizan una cantidad semejante de estradiol 24-48 horas despues de
la apertura vaginal (Riboni, 2002a). Bolafios (2005) mostr6 que al primer estro
vaginal, la ovariectomia unilateral realizada al final de la etapa juvenil, el ovario
derecho sintetiza mas estradiol y progesterona que el izquierdo, mientras que la

testosterona se sintetiza de manera similar.

A partir de los resultados antes mencionados, se ha sugerido que en el animal
con ovariectomia unilateral la respuesta de cada gdnada es diferente, varia con la
edad y con el dia del ciclo estral en que se realiza la cirugia, asi como de la especie

utilizada en el estudio.

PARTICIPACION DE LA INERVACION EXTRINSECA EN LAS FUNCIONES
REPRODUCTIVAS DE LA RATA CON OVARIECTOMIA UNILATERAL

En afios recientes se han sumado las evidencias que apoyan la existencia de una via
neural entre las gonadas y el sistema nervioso central, donde el cerebro participa en
la modulacion de las funciones reproductivas. Algunos autores han propuesto que la
hipertrofia compensadora de los 6rganos endocrinos en respuesta a la extirpacion de
uno de ellos, es debido a la participacion de un mecanismo neural junto con un
hormonal (Engeland y Dallman, 1967; Burden y Lawrence, 1977; Flores y col.,
1990; Morales y col., 1993, 2007; Chavez y Dominguez, 1994 Gerendai y col.,
1997; Riboni 2002a, b; Barco y col., 2003; Bolafios, 2005; Ricardo, 2005).
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Existen numerosas evidencias que indican que el sistema nervioso central
envia sefiales neurales a los ovarios a través del nervio ovarico superior (via
simpética), el cual modula la respuesta de los foliculos a las gonadotropinas
(Morales y col., 1998). Mientras que la informacion que se genera en el ovario es
enviada al sistema nervioso central, via el nervio vago (via sensorial) (Dominguez y
col., 2003; Morales y col., 2004, 2007; Trujillo y col., 2004).

En el modelo de la rata prepUber con extirpacion unilateral del ovario, la
seccion unilateral del nervio ovarico superior induce un decremento en la tasa de
animales ovulantes, por lo que se ha sugerido que el proceso ovulatorio es modulado
de manera estimulante por la informacién neural que transcurre por este nervio
(Morales y col., 1993).

Burden y Lawrence (1977) sefialan que la hipertrofia compensadora depende
de la integridad del nervio vago, ya que en la rata adulta con ovariectomia unilateral
la vagotomia bilateral resulta en el blogueo de la hipertrofia compensadora. A
diferencia de lo encontrado en la etapa juvenil de la rata, donde la seccion de ambos
troncos vagales no modifica la respuesta compensadora del ovario in situ (Ricardo
2005).

De forma similar, la seccion unilateral del nervio vago en la rata de 28 dias de
edad, no modifica la HCO, sin embargo al final de la etapa juvenil (32 dias de edad),
el vago derecho regula de manera diferencial la hipertrofia compensadora y tal
respuesta va a depender del ovario remanente, sugiriendo que los ovarios responden

diferente ante la vagotomia unilateral (Ricardo, 2005).
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Chavez y colaboradores (1987) mostraron que el seccionar el nervio vago
izquierdo y dejar in situ a la gonada izquierda resulta en un incremento en la tasa de
animales ovulantes, de la hipertrofia y ovulacion compensadora. Cuando el ovario in
situ es el derecho, los tres pardmetros decrecieron. Si se secciona el nervio vago
derecho se produce un decremento en la hipertrofia compensadora,
independientemente del ovario extirpado. Con estos resultados concluyen que en la
rata hembra adulta, el efecto de la vagotomia depende del vago seccionado y del

ovario remanente.

Trujillo y colaboradores (2004) mostraron que en la rata con ovariectomia
unilateral tratada con capsaicina (farmaco que destruye permanentemente las fibras
sensoriales) en cada dia del ciclo estral, las concentraciones de progesterona no se
modificaron y las de estradiol incrementaron, pero dependieron del ovario in situ,
por lo que este trabajo sugiere que la inervacion sensorial participa en la regulacion
de la sintesis de hormonas esteroides y depende del ovario extirpado y del ciclo

estral.

En la rata prepuber con ovariectomia unilateral la participacion del nervio
vago en la regulacion de la sintesis de hormonas ovaricas es asimétrica, depende del

ovario in situ y de la edad del animal (Bolafios, 2005; Morales y col., 2007).
Con estos antecedentes es evidente la participacion de la inervacion

extrinseca en las funciones ovaricas, las cuales parecen regular de forma diferente

dependiendo de la edad del animal en estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por las evidencias anteriores se desprende que en la rata con ovariectomia unilateral,
la respuesta compensadora depende no soélo de las hormonas hipofisiarias y
gonadales, sino también de la inervacion extrinseca que recibe el ovario. Sin
embargo, al momento desconocemos si en la rata juvenil se producen alteraciones
inmediatas en la concentracion sérica de hormonas esteroides, en respuesta a la
ovariectomia unilateral y si ésta depende del ovario extirpado. Por lo que en el
presente estudio se analizara el efecto de la ovariectomia izquierda o derecha,
realizada a los 32 dias de edad sobre la concentracion de hormonas esteroides y la

respuesta compensadora del ovario en tiempos cortos de evolucion.
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Hipotesis

HIPOTESIS

En la rata juvenil la extirpacién de uno de los ovarios resultara en una caida
inmediata de la concentracion sérica de hormonas esteroides, tal respuesta va a
depender del ovario extirpado y del tiempo de evolucion, mientras la hipertrofia y
ovulacion compensadora no dependeran de la génada in situ, pero si del tiempo de

evolucion post-cirugia.
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OBJETIVO
Analizar en la rata prepuber de 32 dias de edad con ovariectomia unilateral, la

sintesis de hormonas esteroides y la respuesta compensadora por parte del ovario in

situ.

PARTICULARES

v Analizar el efecto agudo de la extirpacion del ovario izquierdo o derecho,

sobre la concentracion de progesterona, testosterona y estradiol.

v Analizar el efecto agudo de la ovariectomia izquierda o derecha, sobre el
inicio de la pubertad espontéanea.

v" Analizar el efecto agudo de la ovariectomia unilateral en la rata juvenil de 32

dias de edad sobre la hipertrofia y ovulacion compensadora del ovario.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras prefiadas, de la cepa ClI-ZV, mantenidas en condiciones
convencionales de bioterio, en fotoperiodo controlado de 14 horas de luz-10 horas

de oscuridad (luces encendidas de 05:00 a 19:00 horas) y temperatura de 22+2 °C.

En todos los casos se siguio lo establecido por la Ley Mexicana de Proteccion
Animal para el Uso de Animales de Experimentacion. Las crias fueron separadas al
nacimiento en camadas de cinco hembras y un macho. Los animales se destetaron a
los 21 dias de edad y a partir de ese momento tuvieron libre acceso al agua y al
alimento. Al llegar a los 32 dias de edad los animales se distribuyeron al azar en

alguno de los siguientes grupos experimentales:

Hembras con Ovariectomia Unilateral

Las intervenciones quirargicas fueron realizadas bajo anestesia con éter, se pesaron
los animales y una vez anestesiados se les practicO una incision dorso lateral de
aproximadamente 1cm., que abarcé piel y musculo, por donde se exteriorizo el
ovario unido al utero. En un grupo de animales se les extirpé el ovario izquierdo
(OUL-1) y en otro, el ovario derecho (OUL-D). Después de la extirpacion se retornd

el atero a la cavidad abdominal y se suturé la herida.

Hembras con Operacion Simulada
Como grupos de comparacion se incluyeron animales con operacion simulada
izquierda (OSI) o derecha (OSD), en los que se les practico una incision dorso

lateral de piel y muasculo y se suturd la herida.
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Grupo Testigo Absoluto
Como grupo testigo absoluto (TA) se utilizaron animales sin ninguna manipulacion
quirargica, que fueron autopsiados en las mismas edades que los grupos

experimentales.

PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los grupos de animales que fueron sometidos a los diferentes tratamientos
quirurgicos fueron autopsiados a los 30°, 1, 5, 48, 72 hrs. post-cirugia y otros al

presentar el primer estro vaginal.

A partir del dia en que se realiz6 la cirugia, en algunos grupos de animales se
reviso diariamente la presencia de canalizacion de la vagina como indicador del
inicio de la pubertad. Cuando ésta ocurrid, se tomaron frotis vaginales diariamente y
los animales se sacrificaron en la mafiana del dia que presentaron el primer estro

vaginal.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion, se colecté la sangre
del tronco y se dejé coagular a temperatura ambiente, la muestra se centrifugo a
3000 rpm durante 15 minutos y el suero se dividid en alicuotas, que fueron
conservadas a —20 °C, en las cuales se cuantifico la concentracion de progesterona,

testosterona y estradiol por radioinmunoanalisis (RIA).

A la autopsia se disecaron y pesaron en la balanza de precision el ovario
remanente, el Utero y las adrenales. En los animales sacrificados en el dia del primer
estro vaginal, se extrajeron los oviductos, donde se buscé la presencia de ovocitos,

los que fueron contados con la ayuda de un microscopio estereoscopico.
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CUANTIFICACION HORMONAL POR RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

La cuantificacién de hormonas esteroides (progesterona, testosterona y estradiol) se
realizo por RIA de fase solida, con estuches comerciales (Coat-A-Count, USA), que

consisten de tubos de polipropileno impregnados con anticuerpos especificos: anti-

125 125 125
I I I

progesterona-1"°, anti-testosterona-1"=> o anti-estradiol-1"=> y calibradores para la
realizacion de la curva patron de cada hormona. En el caso de progesterona y
estradiol, a cada tubo se le adicionaron 100ul de suero problema mas 1 ml de la

hormona radioactiva (1'%

), para la testosterona se adiciond 50 pl del suero. Los
tubos se agitaron en un vortex durante un minuto y se incubaron a temperatura
ambiente durante tres horas; la muestra fue decantada, se retir6 el sobrenadante y los
tubos se colocaron en un contador de centelleo gama modelo Cobra 5005,
Packard™ para la determinacién de la concentracion de la hormona en la muestra
problema, en funcion de las cuentas por minuto y de la curva de calibracion. La
concentracion de progesterona se expreso en ng/ml y la de testosterona y estradiol

en pg/ml de suero.

Los coeficientes intra e interespecificos fueron:

Hormona Intra Inter.
Progesterona (P,) 8.35 9.45
Testosterona (T) 9.65 10.2
Estradiol (Ey) 8.12 9.28

La cuantificacion de las hormonas esteroides se realizé en el Laboratorio de
Hormonas Esteroides del Departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.
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CALCULO DE LA TASA DE ANIMALES OVULANTES

El célculo de la Tasa de Animales Ovulantes de los grupos sacrificados al primer

estro vaginal, se realiz6 mediante la siguiente férmula:

TAO =__Numero de animales que ovulan X 100
NUmero total de animales por grupo

CALCULO DE LA RESPUESTA COMPENSADORA DEL OVARIO

La Hipertrofia Compensadora del Ovario in situ (HCO); se calculé de manera
diferente para el animal juvenil sacrificado en tiempos cortos de evolucion y para el

animal puber sacrificado al primer estro vaginal.

++ Para los animales sacrificados a los 30 min., 1, 5, 48 y 72 horas, la formula

fue la siguiente:

% HCO =a-b X100 donde,
b

a= el peso del ovario in situ del animal con ovariectomia izquierda o derecha.
b= la media del peso del ovario extirpado de animales ovariectomizados del lado

izquierdo o derecho.
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+ Para los animales sacrificados al primer estro, se realizd de la siguiente

manera.

% HCO=A-B X100 donde,
B

A= el peso del ovario in situ de animales ovariectomizados del lado izquierdo o
derecho.
B= la media del peso del ovario de animales con operacion simulada del lado

izquierdo o derecho.

La Ovulacion Compensadora del ovario in situ se calculd por la siguiente

formula;

% OC=A-B X100 donde,
B
A= el nimero de ovocitos liberados del ovario in situ de animales con ovariectomia
izquierda o derecha, sacrificados al primer estro vaginal.
B= la media del nimero de ovocitos liberados del ovario de animales con operacién

simulada del lado izquierdo o derecho, sacrificados al primer estro vaginal.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la edad de apertura vaginal, edad del primer estro vaginal, el
namero de ovocitos liberados, la hipertrofia compensadora y ovulacion
compensadora fueron analizados por la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba de U de Mann-Whitney. El peso corporal, de los ovarios, del Utero, las
adrenales y las concentraciones seéricas de hormonas esteroides se analizaron por una
prueba de analisis de varianza multifactorial (ANDEVA), seguida por la prueba de
Tukey. La tasa de animales ovulantes se analizé con la prueba de Fisher o de Ji%.

Solo cuando se compararon dos grupos se utilizo la prueba de “t” de Student.

En todos los casos se consider6 como diferencia estadisticamente

significativa aquella cuya probabilidad fuera menor o igual a 0.05.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1.

EFECTOS DE LA OPERACION SIMULADA IZQUIERDA O DERECHA
SOBRE EL INICIO DE LA PUBERTAD, LA OVULACION, EL PESO DE
ORGANOS Y LA CONCENTRACION DE HORMONAS ESTEROIDES

Inicio de la Pubertad

En comparacion con el grupo testigo absoluto, la operacion simulada izquierda o
derecha no modificé el peso corporal al primer estro vaginal, pero se observo un

retraso en la edad de apertura vaginal y del primer estro (Cuadro 1).

Cuadro 1. Media + e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal y del primer
estro vaginal de animales testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda
(OSI) o derecha (OSD) realizada a los 32 dias de edad y sacrificados al primer estro
vaginal.

Edad del
Primer Estro

Edad de

Peso Apertura

Corporal

(9)

Vaginal
(dias)

Vaginal
(dias)

105.4+2.5

33.6x£0.4

34.9+0.5

98.3+4.0

37.2+0.6%

38.1+0.9¢

107.4+3.8

38.0+0.8%

40.2+1.2%

%p<0.05 vs. TA (Kruskal Wallis seguida por la prueba de U-Mann Whitney)
#p<0.05vs. TA (prueba “t” de Student)
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Resultados

La operacion simulada izquierda o derecha, no modificé el nimero de ovocitos

liberados por cada ovario, ni la tasa de animales ovulantes en el dia del primer estro

vaginal (Cuadro 2).

Cuadro 2. Media * e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o
derecho y tasa de animales ovulantes (TAO) de hembras testigo absoluto (TA), con
operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD) realizada a los 32 dias de edad y

sacrificadas al primer estro vaginal.

Ovocitos liberados por
Ovario

lzquierdo

Derecho

4.2+0.4

5.0+0.5

5.1+1.2

4.7+0.5

4.1+0.7

Peso de Organos

4.8+0.4

Los resultados obtenidos de los pesos de ovarios, Utero y adrenales se muestran en

los Cuadros 3y 4.
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Cuadro 3. Media * e.e.m. del peso de los ovarios izquierdo, derecho y ambos ovarios
(mg/100g de peso corporal) de animales testigo absoluto (TA), con operacion simulada
izquierda (OSI) o derecha (OSD) realizada a los 32 dias de edad y sacrificados a los 30
minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal.

Ovario Ovario Masa
lzquierdo Derecho Ovérica

Evolucién

11.0+1.2 10.9+1.0 20.8+2.0
30 minutos 11.7+0.6 10.4+0.5 22.1+1.0
11.1+0.4 10.7£0.5 21.0+0.8

11.0+1.2 10.9+1.0 20.8+2.0
11.0+0.6 10.1+0.5 20.6+0.8
9.4+0.5 10.2+0.5 19.9+0.9

10.5+1.1 11.8+0.5 22.3+2.0
5 horas 10.1+0.2 10.1+0.5 20.6x0.7
10.4+0.6 11.2+0.4 21.4+0.8

12.5+0.5 11.5+0.7 23.9+1.3
48 horas 13.0+0.9 13.4+0.7 25.0+1.6
12.1+0.9 11.9+1.0 23.9+1.3

10.5+1.0 10.5+0.8 19.6+1.4
72 horas 10.2+0.7 8.8+0.5 18.8+1.0
9.8+0.5 8.2+0.5 19.0+0.6

13.5+0.5 13.2+0.6 25.8+0.7
12.9+0.8 13.6+0.9 26.6+1.3
13.5+0.7 12.9+0.6 26.5+1.0
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Cuadro 4. Media = e.e.m. del peso del Utero y masa adrenal (mg/100g de peso
corporal) de animales testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI) o
derecha (OSD) realizada a los 32 dias de edad y sacrificados a los 30 minutos, 1, 5, 48,
72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

Tiempo )
de Utero
Evolucion

Masa
Adrenal

67.1+4.7 23.1+0.7
30 minutos 68.3+8.0 21.7+0.8
64.2+3.0 22.5+1.0

67.1+4.7 23.1+0.7
59.9+3.3 22.9+0.6

77.8+3.94 19.7+1.7

74.1+4.2 26.6+1.2
67.916.3 20.1+0.5v
77.0£7.1 21.3+0.8%

68.7+4.2 18.6+0.7
48 horas 83.6+5.0v 24.5+0.9v
50.7+3.6v4 22.4+0.7v

81.0+4.4 20.9+1.6
136.8+10.5v 21.4+0.8
58.4+5.0v4 22.9+2.2

134.4+6. 22.9+0.6
129.8+6.1 20.8+1.0
123.4+5.5 21.6+0.9

vp<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
#p<0.05 vs. OSI (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Concentracion de Hormonas Esteroides

En los animales con operacion simulada sacrificados a los 30° y una hora despues de
la cirugia, la concentracion de progesterona fue mayor que en el grupo testigo y
menor cuando los animales fueron sacrificados a las 5 0 72 horas después del

tratamiento (Figura 5).

En los grupos con operacion simulada sacrificados a los 30°, 1 o 72 horas
después de la cirugia, la concentracion de testosterona fue mayor que en los
animales controles. En los animales con laparotomia izquierda, sacrificados a las 48
horas la concentracion de la hormona tambien fue mayor que en los controles. En
los animales con la operacion simulada derecha sacrificados a las 5 horas, la
concentracion de testosterona fue menor que en los testigo. Lo mismo ocurrio en
aquellos animales con operacion simulada izquierda, sacrificados al primer estro

vaginal (Figura 5).

En el grupo con laparotomia unilateral sacrificado una hora después de la
cirugia, la concentraciéon de estradiol fue mayor, y menor en los animales
sacrificados a las 48 horas o al primer estro vaginal que el grupo testigo. En los
animales con laparotomia derecha sacrificados 30’ después de la cirugia, la
concentracién de la hormona fue menor que el grupo testigo. En el grupo sacrificado
a las 5 horas, la concentracion de estradiol fue mayor en los animales con operacion

simulada izquierda que en los controles (Figura 5).

No se observaron diferencias significativas en la concentracion de
progesterona entre los animales con operacion simulada derecha e izquierda. En
cambio, tanto la concentracion de testosterona como la de estradiol presentaron
diferencias significativas que dependieron del lado en que se realizé la cirugia y del

lapso entre la cirugia y la autopsia (Figura 6).
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Figura 5. Media + e.e.m. de la concentracién sérica de progesterona, testosterona y
estradiol de ratas testigo absoluto (TA), con operacion simulada izquierda (OSI)
o derecha (OSD) realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas a los 30°, 1, 5, 48, 72

horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

Progesterona

72 PEV

Testosterona

72 PEV

Estradiol

%p<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Figura 6. Media + e.e.m. de la concentracién sérica de progesterona, testosterona y
estradiol de ratas con operacién simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD) realizada
a los 32 dias de edad y sacrificadas a los 30°, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer

estro vaginal (PEV).

Progesterona

Testosterona

Estradiol

%*p<0.05 vs. OSI (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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EXPERIMENTO 2.

EFECTOS DE LA OVARIECTOMIA 1ZQUIERDA O DERECHA SOBRE EL
INICIO DE LA PUBERTAD, LA OVULACION, EL PESO DE ORGANOS,
LA CONCENTRACION DE HORMONAS ESTEROIDES Y LA RESPUESTA
COMPENSADORA DEL OVARIO

Inicio de la Pubertad

En comparacidn con su respectivo grupo con operacion simulada, la ovariectomia
izquierda o derecha no modificé la edad de apertura vaginal ni la edad del primer
estro. En los animales con ovariectomia izquierda sacrificados el dia del primer

estro vaginal, el peso corporal fue mayor que en el grupo control (Cuadro 5).

Cuadro 5. Media + e.e.m. del peso corporal, edad de apertura vaginal y del primer
estro vaginal de animales con operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD),
con ovariectomia izquierda (OUL-1) o derecha (OUL-D), realizada a los 32 dias de
edad y sacrificados al primer estro vaginal.

Edad de Edad del
Apertura |Primer Estro

Peso

Cor(pg)ral Vaginal Vaginal
9 (dias) (dias)

98.3+4.0 37.2+0.6 38.1+0.9
108.3+1.8% | 37.5+0.64 39.5+0.60
107.4+3.8 38.0+0.8 40.2+1.2
102.7+2.3 | 37.0+0.44 39.1+0.94

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

La extirpacion del ovario izquierdo o derecho, incremento el nimero de ovocitos
liberados por el ovario in situ, sin modificar la proporcion de hembras que ovularon

al primer estro vaginal (Cuadro 6).

Cuadro 6. Media + e.e.m. del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o
derecho y tasa de animales ovulantes (TAO) de hembras, con operacién simulada
izquierda (OSI) o derecha (OSD), con ovariectomia izquierda (OUL-I) o derecha
(OUL-D), realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas al primer estro vaginal.

Ovocitos liberados por
Ovario

lzquierdo Derecho

5.1+1.2 4.7+0.5

- 8.5+1.0%
4.1+0.7 4.8+0.4
7.7+1.2% -

%p<0.05 vs. su grupo con OS (prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de U de
Mann-Whitney)

Peso de Organos

Los resultados obtenidos de los pesos de ovarios, Utero y adrenales se muestran en
los Cuadros 7 y 8. En los animales en los que se extirpé el ovario izquierdo y se
sacrificaron a las 72 horas o al primer estro vaginal, mostraron un mayor peso del
ovario remanente, efecto inverso se registr6 a las 5 horas. Cuando el ovario
extirpado fue el derecho el incremento fue significativo una hora después de la

ovariectomia o al dia del primer estro (Cuadro?7).

En el grupo con ovariectomia izquierda y sacrificados a las 48 horas post-

cirugia o en el dia del primer estro, el peso del Gtero fue menor que en los animales
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con operacion simulada, efecto contrario ocurrid en los animales con ovariectomia

derecha sacrificados a las 48 o 72 horas (Cuadro 8).

Cuadro 7. Media + e.e.m. del peso de los ovarios izquierdo o derecho (mg/100g de peso
corporal) de animales con operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD), con
ovariectomia izquierda (OUL-1) o derecha (OUL-D), realizada a los 32 dias de edad y
sacrificados a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal.

Tiempo Ovario Ovario
de Grupo n )
Evolucion lzquierdo Derecho
oSl 10 11.7+0.6 10.4+0.5
: OUL-I I - 11.1+0.8
30 minutos OSD 9 11.10.4 10.7£0.5
OUL-D 9 11.2+0.4 -
OSl 7 11.0+0.6 10.1+0.5
1 hora OUL-I 7 - 10.1+0.9
OSD 9 9.4+0.5 10.2+0.5
OUL-D 8 11.3+0.3% -
OSl 7 10.1+0.2 10.1+0.5
5 horas OUL-I 9 - 8.8£0.2%
OSD 8 10.4+0.6 11.2+0.4
OUL-D 8 10.8+0.7 -
oSl 9 13.0+£0.9 13.4+0.7
48 horas OUL-I 8 - 11.5+0.8
OSD 8 12.1+0.9 11.9+1.0
OUL-D 7 13.0+0.9 -
oSl 7 9.8+0.7 8.8+0.5
79 horas OUL-I 8 - 12.920.7%
OSD 7 9.8+0.5 8.2+0.5
OUL-D 7 10.5%£1.0 -
oSl 6 12.9+0.8 13.6x0.9
PEV OUL-I 16 - 17.6£0.5%
OSD 8 13.5+0.7 12.9+0.6
OUL-D 12 16.8+1.0% -

%p<0.05 vs. su grupo con OS (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Cuadro 8. Media = e.e.m. del peso del Utero y masa adrenal (mg/100g de peso
corporal) de animales con operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD), con
ovariectomia izquierda (OUL-1) o derecha (OUL-D), realizada a los 32 dias de edad y
sacrificados a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal
(PEV).

Masa
Adrenal

Utero

Evolucioén

66.7+7.2 21.7+0.8
57.2+4.0 25.5+1.0%
64.2+3.0 22.5+1.0
65.0+6.4 22.7+0.9

30 minutos

59.9+3.3 22.9+0.6
72.4+10.8 23.3+0.9
77.8%+3.9 19.7+1.7
88.7+10.5 23.5+¢1.5

67.916.3 20.1+0.5
55.2+3.7 23.2+0.7%
77.0+7.1 21.3+0.8
70.2+7.2 21.1+0.5v

5 horas

83.6+5.0 24.5+0.9
62.9+4. 7% 25.4+1.3
50.7+3.6 22.4+0.7
84.4+7.84% 25.8+1.14

48 horas

137.9+9.0 21.4+0.7
129.0+10.8 24.2+1.3
58.4+5.0 22.9+2.2
108.2+8.1% 22.8+1.3

72 horas

129.8+6.1 20.8+1.0
107.0+4.8% 22.2+0.6
123.4+5.5 21.6+0.9
132.1+4.0v 23.2+1.3

#p<0.05 vs. su grupo con OS (prueba “t” de Student)
vp<0.05 vs. OUL-I (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Concentracion de Hormonas Esteroides

En los animales con ovariectomia unilateral sacrificados una hora después de la
cirugia, la concentracion de progesterona fue mayor que la del grupo con
laparotomia y menor en los animales sacrificados a las 5 horas post-tratamiento. Con
la ovariectomia izquierda, en los animales sacrificados en el dia del primer estro
vaginal, la concentracion de la hormona fue menor respecto al grupo con

laparotomia (Figura 7).

La extirpacion del ovario izquierdo en los animales sacrificados a las 48 o0 72
horas después de la cirugia, resulté en una menor concentracion de testosterona
que en los animales con operacion simulada izquierda. Lo mismo se observé en los
animales con ovariectomia derecha sacrificados una, 72 horas o al primer estro
vaginal, mientras que fue mayor en el grupo sacrificado 48 horas después de la

cirugia (Figura 8).

En el grupo con ovariectomia izquierda sacrificado a la hora o 72 horas post-
cirugia, la concentracion de estradiol fue menor que en el grupo con operacion
simulada. Este efecto se invirtio a las 48 horas y el dia del primer estro vaginal. En
los animales que se extirpd el ovario derecho la concentracion de la hormona fue

significativamente menor una hora después de la cirugia (Figura 9).
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Figura 7. Media + e.e.m. de la concentracidn sérica de progesterona de ratas con
operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD), con ovariectomia izquierda
(OUL-1) o derecha (OUL-D), realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas a los 30’, 1,
5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

Progesterona

oSl
ClouL-l

%p<0.05 vs. su grupo con OS (prueba “t” de Student)
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Figura 8. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de testosterona de ratas con
operaciéon simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD), con ovariectomia izquierda
(OUL-I) o derecha (OUL-D), realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas a los 30’, 1,

5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

Testosterona

%p<0.05 vs. su grupo con OS (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas a los 30’, 1, 5, 48, 72

Figura 9. Media * e.e.m. de la concentracion sérica de estradiol de ratas con operacion
horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD), con ovariectomia izquierda (OUL-I) o

derecha (OUL-D) ,

Estradiol

%*p<0.05 vs. su grupo con OS (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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En los animales sacrificados al primer estro vaginal los animales con ovario
derecho in situ presentaron menor concentracion de progesterona que los que

mantuvieron el ovario izquierdo (Figura 10).

En los animales con el ovario derecho in situ, sacrificados a los 30’ después
de la cirugia, la concentracion de testosterona fue significativamente mayor que en

los que tenian el ovario izquierdo, y menor en los sacrificados a las 48 horas.
En los animales con el ovario derecho in situ sacrificados una, 5, 72 horas

post-cirugia o al primer estro vaginal, la concentracién de estradiol fue mayor que

en los grupos con el ovario izquierdo in situ (Figura 10).
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Figura 10. Media + e.e.m. de la concentracion sérica de progesterona, testosterona y
estradiol de ratas con ovariectomia unilateral izquierda (OUL-I) o derecha (OUL-D),
realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas a los 30’, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o

al primer estro vaginal (PEV).

Progesterona

5 48

~EeEl T
72 PEV

Testosterona

s,

Estradiol

*

Wl

1 5 48 7

\
[] Izquierdo in situ

Ovario .
] Derecho in situ

%p<0.05 vs. ovario izquierdo in situ (ANDEVA seguida por la prueba de Tukey)
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Porcentaje de Ovulaciéon Compensadora del Ovario

El porcentaje de ovulacion compensadora de los animales con ovariectomia
unilateral y sacrificados al presentar el primer estro vaginal no dependio del ovario

remanente (Cuadro 9).

Cuadro 9. Media + e.e.m del porcentaje de ovulacion compensadora del ovario in situ
(OC) de ratas hembra con ovariectomia izquierda (OUL-I) o derecha (OUL-D)
realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas al primer estro vaginal.

% OC

Ovario in situ

Izquierdo Derecho

- 129.3+7.9

142.1+13.9 -

Porcentaje de Hipertrofia Compensadora del Ovario

En el cuadro 10, se puede observar que a los 30 o 5 horas después de la cirugia, el
ovario remanente no registr0 aumento de peso, independientemente del ovario
extirpado. Este mismo efecto se presentd a la hora cuando el ovario in situ fue el

derecho.

A las 48 horas de evolucion, el porcentaje de hipertrofia compensadora del
ovario izquierdo fue mayor que en el derecho. A las 72 horas o al primer estro
vaginal, se observO una ganancia en peso similar entre los ovarios remanentes
(Cuadro 10).
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Cuadro 10. Media = e.e.m del porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario in
situ (HCO) de ratas hembra con ovariectomia izquierda (OUL-I) o derecha (OUL-D)
realizada a los 32 dias de edad y sacrificadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-
cirugia o al primer estro vaginal.

% HCO

Ovario Ovario
lzquierdo Derecho
in situ in situ

30 minutos post-ci

9 -4.5+4.1 -

1 hora post-cirugia

- 9
10.0+3.7 -

oras post-cirugia

- 9
-5.2+6.4 -

48 horas post-cirugia

: : 9
7 | 48.1+10.4% | -

72 horas post-cirugia

- 9
32.9+10.6 -

imer estro vag

26.4+7.6
%p<0.05 vs. OUL-1 (prueba de U de Mann-Whitney)
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DISCUSION

En la rata juvenil la extirpacion de uno de los ovarios, modifica de manera aguda la
concentracion de hormonas esteroides, donde la capacidad de sintetizar progesterona
y testosterona es similar entre los ovarios izquierdo o derecho. Sin embargo, las
modificaciones en la concentracion de progesterona dependen del tiempo
transcurrido entre la cirugia y la autopsia. En tanto que el ovario derecho es mas
eficiente en la sintesis de estradiol. La ovulacion e hipertrofia compensadora no

dependen del ovario extirpado, pero si del tiempo de evolucion.

En el presente estudio se observd que la operacion simulada resultd en un
retraso del inicio de la pubertad, lo cual podria estar relacionado con la
concentracion de estradiol observada al primer estro vaginal, hecho similar al
observado por Morales y colaboradores (2007). El estrés quirargico causado por la
perforacién del peritoneo modifica las concentraciones de hormonas ovéricas (Barco
y col., 2003; Bolafios, 2005; Flores y col., 2005b; Cruz y col., 2006; Dominguez y
col., 2006), por lo que no descartamos la posibilidad de que el estrés quirdrgico sea
el responsable del retraso en los procesos que culminan con la canalizacion de la

vagina.

Al parecer, los cambios inmediatos que se suscitan sobre las concentraciones
de las hormonas ovéricas por efecto de la laparotomia, no se traducen en una
modificacion de la respuesta ovulatoria al primer estro vaginal, la cual fue similar a
la de los animales testigo. Esta respuesta también se observa en el animal adulto
sometido a la perforacion del peritoneo en el dia del proestro y sacrificados 24 horas
después de la cirugia (estro) (Flores y col., 2005a) y en la rata juvenil sacrificada al

primer estro vaginal (Morales y col., 1993; Ricardo, 2005).
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Los cambios en la masa adrenal de los animales sometidos a una operacion
simulada, podrian reflejar las variaciones en las concentraciones de progesterona
presentes en estos animales. Esta interpretacion apoyaria la hipétesis de Barco y
colaboradores (2003), quienes plantean la existencia de una conexion directa de la

inervacion del peritoneo con las adrenales, la cual modula la esteroidogénesis.

Butcher (1977), mostré que en el animal adulto la laparotomia realizada en el
dia del metaestro, el aumento en las concentraciones de progesterona solo se observa
en tiempos cortos de evolucion. Flores y colaboradores, (2005b) describen el
aumento en la concentracion de progesterona una hora después de la perforacion del
peritoneo cuando la cirugia se realiza en el dia del diestro 1, diestro 2 o proestro. Un
hecho similar se observd en el presente estudio, ademas de que los cambios
dependen del tiempo de evolucion. Tomando en su conjunto estas evidencias,
proponemos que la respuesta al estrés quirargico producido por la operacion

simulada, sobre la sintesis de progesterona es similar en el animal juvenil y adulto.

En la rata adulta la perforacion del peritoneo izquierdo modifica las
concentraciones plasmaticas de testosterona una hora post-laparotomia, mientras que
la perforacion del lado derecho no la modifica (Dominguez y col., 2006; Flores y
col., 2006). Este hecho no se observo que en la rata juvenil, lo que indica que los
mecanismos de regulacion en la sintesis de testosterona frente al estrés causado por

la perforacion peritoneal son diferentes en el animal adulto y juvenil.
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Butcher en 1977 mostr6 que dos horas despues de haber realizado dos
incisiones dorso laterales, se produce un incremento en la concentracion de estrona
de casi cuatro veces, respecto a la concentracion del animal testigo y sugiere que la
glandula adrenal es la responsable del incremento ya que el pre-tratamiento con
dexametasona, bloqueador de la hormona adenocorticotropina, normaliza la
concentracién de la hormona. De igual manera, una incision ventral resulta en
aumento tanto de las concentraciones plasmaticas de estrona como de estradiol.
Estas evidencias permiten sugerir que el estrés quirdrgico realizado por una u otra
cirugia (dorsal o ventral) ejercen efectos en la secrecion de hormonas esteroides

como ya ha sido reportado (Dominguez y col., 2006).

Cruz y colaboradores (2006) muestran que la laparotomia izquierda
disminuye significativamente la concentracion de estradiol una hora después de la
cirugia, mientras que con la laparotomia derecha las variaciones en la concentracion
de la hormona dependen del dia del ciclo estral en que se realiza el tratamiento. En
el presente estudio, la operacion simulada unilateral modifica la concentracion de
estradiol lo que depende del tiempo de evolucion post cirugia, por lo que sugerimos
que son diferentes los mecanismos que regulan la secrecion de estradiol en el animal

juvenil y el adulto frente a una laparotomia.

Segun Tanaka y colaboradores (2002), el peritoneo visceral que cubre el Utero
recibe la mayor parte de su inervacién por el nervio vago proveniente del ganglio
nodoso y de las fibras del ganglio de la raiz dorsal que pasan a través del tronco
simpatico. Esta conexion neural podria explicar el hecho de que al realizar una
incision en el peritoneo se produzcan cambios en la sensibilidad del dtero a las
hormonas ovaricas lo que podria reflejarse en el peso del organo. Por ello, las
variaciones en el peso del Gtero registrados en respuesta a una laparotomia
unilateral, pueden ser explicados por un cambio en la modulacion que ejerce la

inervacion del érgano.
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Desde la década de los 80’s se reporté que en la rata preplber la extirpacion
del ovario derecho no modifica la edad de la apertura vaginal (Meijs-Roelofs y col.,
1984). Los resultados del presente estudios muestran que la extirpacion de uno u
otro ovario no modifica la edad de apertura vaginal, ain cuando se presenta una
mayor concentracion de estradiol con la extirpacidn del ovario izquierdo, sugiriendo
que los eventos que conducen a la canalizacion de la vagina no dependen
exclusivamente de las concentraciones de estradiol, como ya habia sido propuesto
por nuestro laboratorio (Morales y col., 1993, 2007; Bolafios, 2005).

En la rata adulta con ovariectomia unilateral sacrificada en el dia del estro, la
tasa de animales ovulantes disminuyd cuando el ovario in situ fue el izquierdo
(Chavez y col., 1987), sin embargo, en este trabajo no se especifica en que dia del
ciclo estral se realiz6 el tratamiento. Posteriormente, cuando los animales son
sometidos a la ovariectomia unilateral en el dia del proestro y sacrificados a los 6 0
20 dias post-cirugia, el numero de animales que ovulan no se modifica (Chavez y
Dominguez, 1994). En el presente estudio, la ovariectomia izquierda o derecha no
modifico la proporcion de animales que ovulan al presentar el primer estro vaginal,
por lo que este pardmetro no depende del ovario extirpado. Esta respuesta tambien
se presenta en la cobaya prepuber con extirpacion unilateral del ovario (Riboni,
2002Db).

Butcher (1977) mostré que la ovariectomia unilateral en la rata adulta resulta
en una rapida (2 horas) secrecion de progesterona y estrona por la adrenal, este
incremento retorna a concentraciones normales, 11 horas después de la cirugia.
Estas evidencias nos permiten sugerir que en la rata juvenil, la glandula adrenal
podria estar contribuyendo a mantener una homeostasis en el sistema, lo que
reflejaria un aumento en la masa adrenal inmediatamente después de la extirpacion

de un ovario.
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En la rata adulta, la densidad de fibras simpéticas y sensoriales que inervan el
utero varian en relacion al dia del ciclo estral y estas variaciones podrian estar
asociadas con cambios en las concentraciones de hormonas esteroides (Zoubina y
col., 1998). De igual manera, el utero es inervado por fibras sensoriales aferentes
que provienen del nervio vago las cuales presentan receptores a estrogenos Collins y
col., 1999). En animales sometidos a ovariectomia derecha (ovario izquierdo in situ)
realizada a los 28 dias de edad el peso del utero es mayor que en el grupo con
operacién simulada, lo cual es explicado por un aumento en la concentracion de
estradiol en el dia del primer estro vaginal (Ricardo, 2005). En el presente estudio, el
extirpar el ovario izquierdo a los 32 dias de edad, resultdé en un menor peso del Utero
en los animales sacrificados al primer estro vaginal, mientras que la respuesta se
invirtié cuando se eliminé la gbnada derecha. Debido a que los efectos encontrados
en este estudio sobre el peso del Utero no pueden ser explicados solamente por
modificaciones en las concentraciones de estradiol, sugerimos que en el animal con
ovariectomia unilateral estamos evaluado el efecto no s6lo de eliminar un ovario,
sino también las fibras nerviosas que llegaban a esta gonada, las que ademas parecen
regular de manera diferente el crecimiento del utero, dependiendo de la edad en que

se estudia a los animales.

Con las evidencias anteriores (Zoubina y col., 1998; Collins y col., 1999) y
nuestros resultados, proponemos que en el modelo del animal con ovariectomia
unilateral se modifica el balance hormonal y la regulacion que ejerce la inervacion
sobre los 6rganos inervados. De modo que cuando se extirpa el ovario izquierdo, se
modifica la sensibilidad del Gtero a los estrogenos, inhibiendo la mitosis en el
miometrio por la falta de estradiol, lo que resulta en un menor peso del érgano,

efecto contrario ocurre en los animales con la extirpacién del ovario derecho.
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Desde la década de los 70’s Butcher (1977) describio que en la rata adulta la
ovariectomia unilateral resulta en una mayor concentracion de progesterona 2 horas
después de la cirugia y luego la concentracion de la hormona disminuye y se
mantiene sin cambios desde las 11 hasta las 22 horas. En la rata adulta con
ovariectomia unilateral en el dia del estro y sacrificados una hora después del
tratamiento, el ovario izquierdo in situ sintetiza una mayor cantidad de progesterona
que el derecho (Barco y col, 2003). Esta asimetria se pierde cuando los animales son
sometidos a la extirpacion unilateral del ovario en el dia del proestro y sacrificados

24 horas después de la cirugia (Flores y col., 2005a).

En nuestro estudio, la concentracion de progesterona no dependi6 del ovario
extirpado cuando los animales fueron sacrificados en las primeras 72 horas después
de la cirugia, mientras que en los animales sacrificados el dia del primer estro
vaginal, la concentracion de la hormona fue menor en los animales con el ovario
derecho in situ. Por ello, sugerimos que al inicio de la pubertad existe una respuesta
asimétrica en la regulacion de la secrecion de progesterona, donde el ovario
izquierdo es mas eficiente que el derecho. Esta respuesta asimétrica también se
presenta en la fase folicular de la cobaya con ovariectomia unilateral, que ocurre

entre las 24 y 48 horas después de la apertura vaginal (Riboni, 2002a).

En la rata adulta la extirpacion de ambos ovarios en el dia del diestro 2 o
proestro resulta en una disminucion de la concentracion de testosterona, una hora
después de la cirugia (Flores y col., 2006), mientras que el extirpar una o ambas
adrenales, no modificd la concentracion de la hormona. Estos resultados fueron
interpretados por los autores como prueba de que los ovarios son la principal fuente
de testosterona y la contribucion por las adrenales es moderada, tal y como postulan
Sthal y colaborados (1991). La ovariectomia unilateral en la rata juvenil provocé

una menor concentracion de la hormona, lo que dependié del tiempo de evolucion,
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por lo que los mecanismos implicados en la regulacion de la secrecion de
testosterona serian semejantes en la rata peripuber y adulta. La asimetria en la
concentracién de testosterona observada en las hembras sacrificadas a los 30” o 48

horas de evolucidn, no tiene, en estos momentos una explicacion adecuada.

La ovariectomia unilateral en ratas adultas en metaestro provoca disminucion
en la concentracion de estradiol a la hora y entre las 12 y las 54 horas después de la
cirugia, con un aumento significativo a las 22 horas post-operacién (Butcher, 1977).
En la rata en estro, la capacidad de los ovarios para sintetizar estradiol no depende
del ovario remanente cuando los animales son sacrificados una hora después de la
cirugia (Barco y col., 2003). Resultados similares se observan en la cobaya prepuber
con extirpaciéon unilateral del ovario en los animales sacrificados 24-48 horas
después de la apertura vaginal (Riboni, 2002a). En el presente estudio, la extirpacién
del ovario izquierdo o derecho resultdé en disminucion de la concentracion de
estradiol una hora después de la cirugia. Sin embargo se observo una respuesta
asimétrica por parte de las gonadas, donde el ovario derecho presenta una mayor
capacidad de sintesis de estradiol que el izquierdo, semejante a lo reportado en el
animal prepUber con ovariectomia unilateral sacrificado en el dia del primer estro
vaginal (Bolanos, 2005; Morales y col.,, 2007). Es posible que la respuesta
asimétrica por parte de los ovarios remanentes (izquierdo o derecho) dependa de la
inervacion simpatica y sensorial que se elimina al extirpar el ovario (Morales y col.,
1993, 2007; Riboni, 2002a, b; Barco y col., 2003; Dominguez y col., 2003; Flores y
col., 2006), o incluso que la modulacién que ejerce la inervacion sobre la regulacién
de la sintesis de la hormona sea diferente por el nimero de fibras que recibe cada
gonada. En apoyo a esta hipotesis Klein y Burden (1988) mostraron que el ovario

derecho de la rata adulta posee mas inervacion simpatica que el izquierdo.
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El fendmeno compensador que se produce después de la extirpacion de un
ovario, se habia explicado por cambios en la secrecion de gonadotropinas por la
hipdfisis y la de esteroides por los ovarios (Butcher, 1977). Posteriormente, se
sugirié que el nervio vago era el mediador del incremento agudo en la concentracion
de FSH y LH observado 5 horas después de la ovariectomia unilateral, donde la
integridad del nervio vago era indispensable para el desarrollo de la hipertrofia

compensadora del ovario (Burden y Lawrence, 1977).

El estudio de Butcher (1977) mostr6 que en la rata adulta la extirpacion
unilateral del ovario resultaba en el crecimiento compensador del ovario remanente,
evaluado 54 horas después del tratamiento (dia del estro). Cuando la ovariectomia
derecha se realizo en el dia del diestro 1 o 2, la hipertrofia se observé a partir de las
72 después de cirugia (Flores y col., 1990). Nuestros resultados muestran que la
gonada remanente recién empieza a presentar un incremento en peso 48 horas
después de la cirugia, y que el ovario izquierdo tiene una mayor capacidad para
crecer que el derecho. Esta asimetria lleva a pensar que el ovario izquierdo presenta

una mayor sensibilidad a la FSH que el derecho.

A pesar de que en el presente estudio no se midieron las concentraciones de
gonadotropinas, hay evidencias de que en respuesta a la extirpacion de un ovario se
producen cambios inmediatos en las concentraciones séricas de gonadotropinas las
cuales desaparecen posteriormente. En la rata adulta, la concentracion de FSH
aumenta 5 horas después de la extirpacion de uno de los ovarios (Burden y
Lawrence, 1977), mientras que Butcher (1977) encuentra que el incremento se
produce desde las 6 hasta las 18 horas después de la cirugia. En el caso de la coneja
el aumento fue observado después de las 48 horas post-cirugia (Fleming y col.,
1984). Aln cuando en varios modelos se ha indicado que después de la extirpacion
de un ovario se produce incremento en la concentracion de las gonadotropinas,

resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado que la hipertrofia y
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ovulacién compensadora no se acompafian de un incremento en la concentracion de
FSH y LH, lo que es atribuido a la existencia de informacion que proviene de los
ovarios y es llevada al hipotdlamo a través de una via nerviosa, la cual es necesaria

para el control de la FSH (Flores y col., 1990).

La inervacion extrinseca del ovario regula la hipertrofia compensadora en la
rata prepuber (Morales y col., 1993, 2007; Bolafios, 2005; Ricardo, 2005) y adulta
(Chavez y Dominguez, 1994), asi como en la cobaya prepuber (Riboni 2002a, b);
donde el nervio ovarico superior y el nervio vago estarian participando en los

mecanismos que regulan la respuesta de los ovarios a las gonadotropinas.

Con estas evidencias y nuestros resultados proponemos que ante cambios
agudos en la sintesis de hormonas esteroides provocado por la ovariectomia
unilateral, las modificaciones agudas en las concentraciones de FSH y LH son
debidas a la falta de la informacion nerviosa que transcurre por el nervio ovarico
superior y el nervio vago (Lawrence y Burden, 1977; Morales y col., 1993; Riboni,
2002a, b; Ricardo, 2005; Bolafios, 2005).

La ovariectomia derecha provoca aumento en la acumulacion de AMPc
(monofosfato de adenosin ciclico) en el tejido del ovario remanente 15° después de
la cirugia, y retorno a las concentraciones normales a las 5 horas. Este resultado es
interpretado como prueba de la existencia de una sefial que llega al ovario in situ
ocasionando tal acumulacion, donde el nervio vago podria estar participando en la
transmision de esa sefial, ya que la acumulacion de AMPc fue inhibida por la
vagotomia bilateral previa a la hemiovariectomia (Trkulja y Lackovic, 2001). Es
posible que la ganancia en peso del ovario remanente observado en nuestros
animales se explique por cambios en las concentraciones de hormonas esteroides,
gonadotropinas o por cambios en el segundo mensajero (AMPc), regulados por las

vias neurales que arriban a las gbnadas. La ganancia en peso del ovario remanente
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también se ha atribuido a un incremento en el nimero de foliculos preovulatorios
(Ricardo, 2005), similar a lo que sucede en otros roedores como en la coneja, 48

horas después de la hemiovariectomia (Fleming y col., 1984).

La ovulacion compensadora observada en los animales con ovariectomia
unilateral fue similar para ambos ovarios, donde la cuota de ovocitos liberados por el
ovario in situ fue semejante al liberado por ambos ovarios de un animal testigo, tal y
como sucede el animal con ovariectomia unilateral realizada al inicio o al final de la
etapa juvenil (Ricardo, 2005; Morales y col., 2007) y adulto (Chavez y col., 1987;
Chavez y Dominguez, 1994).

En el modelo de la rata prepuber con ovariectomia unilateral, se postula que
la ovulacion es regulada por varias vias neurales que incluyen el nervio vago y el
nervio ovarico superior (Morales y col., 1993, 2007; Ricardo, 2005). En la rata
adulta, la inervacidn noradrenérgica es necesaria para la iniciacion de la ovulacién
compensadora en periodos cortos (6 dias) mientras que en periodos largos (20 dias)
participa otro proceso homeostatico (Chavez y Dominguez, 1994). Por lo anterior,
proponemos que la inervacion del ovario regula de manera diferente la ovulacion

compensadora en el animal juvenil y el adulto.

Con nuestros resultados apoyamos la idea de que la ovulacién compensadora
es un fendmeno regulado por la inervacion ovarica, la cual modula la accion de las
gonadotropinas en los foliculos en desarrollo incrementando el reclutamiento de
foliculos pequefios y por tanto un decremento en la atresia folicular (Fleming y col.,
1984; Meijs-Roelofs y col., 1984; Ricardo, 2005), y que los efectos provocados por
la ovariectomia unilateral en la etapa juvenil nos permiten confirmar que adn no se
ha establecido una respuesta compensadora asimétrica como la observada en la
etapa adulta (Flores y col., 1990; Trujillo y col., 2004).
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En resumen, en el animal juvenil la respuesta compensadora del ovario in situ
depende de la inervacion que se elimina cuando extirpamos un ovario y de la que se
queda con el ovario remanente, la cual depende del tiempo entre la cirugia y la
autopsia. Mientras que la capacidad de sintetizar progesterona y testosterona es
similar entre los ovarios izquierdo o derecho, sin embargo la progesterona depende
del tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia, en tanto que el ovario derecho

es mas eficiente en la sintesis de estradiol.
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MODELOS
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Figura 11. En este modelo se presentan los efectos agudos de la ovariectomia derecha
comparados con la operacién simulada derecha realizadas en ratas de 32 dias de edad y
sacrificadas en varios tiempos de evolucion (307, 1, 5, 48 o 72 horas) o al primer estro vaginal;
sobre la masa adrenal (MA), utero (U), concentracién sérica de progesterona [P,],
testosterona [T] y estradiol [E;], edad de apertura vaginal (EAV), edad de primer estro
vaginal (EPEV), tasa de animales ovulantes (TAQO) y nimero de ovocitos liberados (Ovocitos)
del ovario. Donde los signos de igual (=) indican no diferencias, los signos de diferente (#)
muestra que los efectos son diferenciales y las flechas sefialan disminuciones (¥) o incrementos
(1) en la mayoria de los tiempos de evolucién, disminuciones ({) o incrementos () en uno de
los tiempos de evolucidn, en los pardmetros evaluados.
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OVARIECTOMIA IZQUIERDA

OPERACION
VS. SIMULADA
- IZQUIERDA

| |
N - -

Ovario Derecho
in situ

30’-5 hrs. 48-72 hrs. Al primer estro
vaginal

MA
U
[P4]
[T]
[E:] +

EAV
EPEV
TAO
Ovocitos

SN NI
- || « <« |

el e

- |l

Figura 12. En este modelo se presentan los efectos agudos de la ovariectomia izquierda
comparados con la operacién simulada izquierda realizadas en ratas de 32 dias de edad y
sacrificadas en varios tiempos de evolucién (30°, 1, 5, 48 0 72 horas) o al primer estro vaginal,
sobre la masa adrenal (MA), utero (U), concentracién sérica de progesterona [P,],
testosterona [T] y estradiol [E,], edad de apertura vaginal (EAV), edad del primer estro
vaginal (EPEV), tasa de animales ovulantes (TAO) y nimero de ovocitos liberados (Ovocitos)
del ovario. Donde los signos de igual (=) indican no diferencias, los signos de diferente (#)
muestra que los efectos son diferenciales, las flechas sefialan disminuciones (¥) o incrementos
() en la mayoria de los tiempos de evolucion, disminuciones (4) o incrementos (%) en uno de
los tiempos de evolucion, en los parametros evaluados.
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Figura 13. En este modelo se presentan los efectos agudos de la ovariectomia izquierda
comparados con la ovariectomia derecha realizadas en ratas de 32 dias de edad, sacrificadas
en varios tiempos de evolucién (30 min., 1, 5, 48 0 72 horas) o al primer estro vaginal; sobre la
edad de apertura vaginal (EAV), edad del primer estro vaginal (EPEV), masa adrenal (MA),
atero (U), concentracién sérica de progesterona [P,], testosterona [T] y estradiol [E;], tasa de
animales ovulantes (TAO), hipertrofia (HCO) y ovulacion (OC) compensadora del ovario in
situ. Donde los signos de igual (=) indican no diferencias, los signos de diferente (#) muestra
que los efectos son diferenciales y las flechas sefialan disminuciones (¥) o incrementos (1)
en la mayoria de los tiempos de evolucion, disminuciones (4) o incrementos (1) en uno de los
tiempos de evolucidn, en los parametros evaluados.
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PERSPECTIVAS

Analizar en el animal juvenil con ovariectomia unilateral, el papel del nervio
ovarico superior y del nervio vago en la regulacion de la secrecion de las
hormonas ovaricas en los mismos tiempos de evolucion utilizados en el presente

estudio.

Para descartar la participacion de las adrenales en la secrecion de las hormonas
ovaricas, se pretende utilizar el modelo del animal con ovariectomia unilateral

sometido a una adrenalectomia unilateral o bilateral.

Otra posibilidad para descartar la participacion de las adrenales consistiria en

realizar la colecta de la sangre a partir de la vena ovarica que sale de cada ovario.
En respuesta a la ovariectomia unilateral se present0 una ovulacion

compensadora, para analizar si todos estos Ovulos son viables se pretende

realizar la prueba de fertilidad.
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CONCLUSIONES

La operacién simulada izquierda o derecha realizada en la rata juvenil resulta
en un retraso del inicio de la pubertad, la que se acomparia en modificaciones

inmediatas en las concentraciones de hormonas esteroides.

La laparotomia unilateral no modifica la respuesta ovulatoria en el animal

juvenil.

En el animal prepuber con ovariectomia unilateral, el peso del Gtero tiende a
disminuir cuando la génada izquierda es extirpada, efecto contrario cuando la

gbnada derecha es removida.

La secrecion de progesterona en el animal con ovariectomia unilateral no
depende del ovario in situ, pero varia en funcién del tiempo transcurrido entre
la cirugia y la autopsia, mientras que al inicio de la pubertad la secrecion de

la hormona es asimétrica.
La ovariectomia izquierda o derecha practicada a los 32 dias de edad produce

cambios inmediatos en la esteroidogénesis ovarica, donde el ovario derecho

tiene una mayor capacidad de sintesis de estradiol que el izquierdo.
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v" La hipertrofia compensadora del ovario remanente es similar entre los ovarios
independientemente del ovario extirpado y del tiempo de evolucion post-
cirugia, donde la ganancia en peso va en aumento conforme el animal se

acerca a la pubertad.

v La ovulacién compensadora del ovario in situ en la rata juvenil no depende

del ovario extirpado.
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PERSPECTIVAS

Analizar en el animal juvenil con ovariectomia unilateral, el papel del nervio
ovarico superior y del nervio vago en la regulacion de la secrecion de las
hormonas ovaricas en los mismos tiempos de evolucion utilizados en el presente

estudio.

Para descartar la participacion de las adrenales en la secrecion de las hormonas
ovaricas, se pretende utilizar el modelo del animal con ovariectomia unilateral

sometido a una adrenalectomia unilateral o bilateral.

Otra posibilidad para descartar la participacion de las adrenales consistiria en

realizar la colecta de la sangre a partir de la vena ovarica que sale de cada ovario.
En respuesta a la ovariectomia unilateral se present0 una ovulacion

compensadora, para analizar si todos estos Ovulos son viables se pretende

realizar la prueba de fertilidad.
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