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RESUMEN

La extirpaciéon de un ovario, conocido como ovariectomia unilateral (OUL), es un
modelo usado en el analisis de la asimetria funcional entre los ovarios y en el estudio
de las conexiones neurales entre los ovarios y el sistema nervioso central (SNC). La
OUL resulta en el incremento del tamafio del ovario in situ (hipertrofia
compensadora ovarica) (HCO) y en el nimero de ovocitos liberados por el ovario in
situ (ovulacién compensadora) (OC). Esta respuesta se ha explicado por cambios
hormonales hipofisarios y mecanismos neuroendocrinos.

Con el fin de analizar la participacion del NOS sobre la regulacion de la respuesta
ovarica en ratas con ovariectomia unilateral, en el presente estudio evalué, los
efectos agudos y sub-agudos de la seccion del NOS en la rata prepuber con OUL
sobre el inicio de la pubertad, las concentraciones en suero de progesterona (P4),
testosterona (T), estradiol (Ez), hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), asi como la respuesta compensadora del ovario (HCO y OC). Para
lo cual se utilice ratas juveniles de 32 dias de edad de la cepa CII-ZV sometidas a la
ovariectomia unilateral derecha (OUL-D), seguida de la seccion del NOS izquierdo o a
la ovariectomia unilateral izquierda (OUL-I) seguida de la seccion del NOS derecho.
Como grupos de comparacion utilice animales con OUL-D o OUL-I seguida de la
operacion simulada contralateral y animales con operacion simulada derecha (OSD)
o izquierda (OSI) seguida de la seccion del NOS contralateral. Los diferentes grupos
fueron sacrificados a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas o al presentar el primer estro
vaginal (PEV).

Los resultados muestran que en el dia del primer estro vaginal, en la rata con OUL-D
la seccion del NOS izquierdo en el ovario in situ, result6 en el aumento del nimero de
ovocitos liberados y en la OC, mientras que en la rata con OUL-I la seccion del NOS
derecho resulté en la disminucion de la tasa de animales ovulantes. La hipertrofia
compensadora de la génada in situ denervada se observa a partir de las 72 horas
post-cirugia.

(1]
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En comparacién con el grupo con OUL-D+0SI, la concentracién de P4 en ratas con
OUL-D+SNOI result6 en mayor concentracion de la hormona en los animales
sacrificados a los 30 minutos, 1 6 5 horas después de la cirugia. Las modificaciones
en las concentraciones de T y E» dependieron del tiempo transcurrido entre la
cirugia y la autopsia. Las concentraciones de FSH fueron mayores a partir de las 5
horas y hasta el PEV.

En ratas con OUL-I+SNOD, los cambios en las concentraciones P4, Ty E2 dependieron
del tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia en comparacién con OUL-
[+0SD.

Los resultados obtenidos en el presente estudio soportan la idea de la regulacién que
ejerce el NOS en la rata juvenil hemiovariectomizada, sobre la secreciéon de
hormonas esteroides, depende del nervio seccionado, del ovario in situ y del tiempo
de evolucidn.

w
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ABSTRACT

Unilateral ovariectomy (ULO) is an experimental tool used in the analysis of the
functional asymmetry between the ovaries, as well as the study of neural
connections between the ovaries and central nervous system (CNS). The ULO results
in the increase of the size of the in situ ovary (compensatory ovarian hypertrophy)
(COH) and the number of ova shed by the in situ ovary (compensatory ovulation)
(CO). These effects have been explained as resulting from pituitary hormonal
changes and neuroendocrine mechanisms.

In order to analyze the participation of the superior ovarian nerve (SON) on the
regulation of ovarian function in unilateral ovariectomized rats, in the present study
I evaluated the acute and sub-acute effects of the SON section in prepubertal rats in
the onset of puberty, progesterone (p4), testosterone (t), estradiol (e2), follicle
stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) serum levels, CO and COH. For
this purpose, juvenile female rats of the CII-ZV strain were subjected to right
unilateral ovariectomy (R-ULO) followed by the section of the left SON or left
unilateral ovariectomy (L-ULO) followed by the section of the right SON. For
comparison groups I used groups of animals with R-ULO or L-OULO followed of the
contralateral laparotomy and rats with right (R-LAP) or left (L-LAP) laparotomy
followed of the contralateral section of the SON. All groups of animals were
sacrificed 30 minutes, 1, 5, 48 or 72 hours after surgery or on the day of first vaginal
estrus (FVE).

The results showed that the section of the left SON to rats with R-ULO performed on
the day of FVE, the left ovary released more ova (CO) than rats with R-ULO. In rats
with L-ULO the section of the Right SON resulted in decrease of ovulation rate. The
COH in the denervated ovary occurred 72 hours after surgery.
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In R-ULO+L-SON group, the P4 levels were higher than in R-ULO+L-LAP treated
animals sacrificed 30 m, 1 or 5 h after surgery. The modifications in T and E2
concentrations depended on the time elapsed between surgery and autopsy. Five,
48, 72 hours after surgery and at the FVE, the levels of FSH were higher.

In R-ULO+L-SON treated animals, the changes in P4, T and E2 levels, compared to L-
ULO+R-LAP treated animals, depended on the time elapsed between surgery and
autopsy.

The results obtained in present study support the idea that the regulation exerted by
the SON in hemiovariectomized rats on the steroid hormone secretion depends on
the sectioned nerve, the in situ ovary and time elapsed between surgery and
autopsy.
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INTRODUCCION

La ovulaciéon y la esteroidogénesis (produccion de hormonas esteroides como
progesterona, testosterona y estradiol) estan bajo control hormonal y neural del eje

hipotalamo-hipo6fisis-ovario.

El ovario posee tanto inervacién intrinseca, como extrinseca. La primera se
conforma de ganglios, algunos de los cuales son catecolaminérgicos (Dees y col,
1995; D’ Albora y col,, 2002). La extrinseca esta conformada por fibras simpaticas,
parasimpaticas y sensoriales derivadas de neuronas que se encuentran en el sistema
nervioso periférico y hacen multisinapsis con el sistema nervioso central (SNC)

(Klein y Burden, 1988; Gerendai y col., 1998).

La inervacion simpatica llega al ovario por medio del plexo ovarico (PO), que
viaja a lo largo de la arteria ovarica y por el Nervio Ovarico Superior (NOS), que se
encuentra asociado al ligamento suspensorio (Lawrence y Burden, 1980; Dissen y

Ojeda, 1999).

La inervacion simpatica y parasimpatica modulan la respuesta del foliculo a
las gonadotropinas y de esta manera, se regula la secrecién de hormonas esteroides
y la ovulaciéon (Lawrence y Burden, 1980; Aguado y Ojeda, 1984a, b; Morales y col.,,
1993, 1998, 2007; Chavez y Dominguez, 1994; De Bortoli y col, 1998, 2000;
Gerendai y col.,, 2000; Sosa y col., 2000, 2004; Delgado y col., 2004, 2006).

La ovariectomia unilateral (eliminaciéon de una gonada) es un modelo
experimental, frecuentemente usado para analizar la existencia de asimetria
funcional entre los ovarios (Dominguez y col., 2003; Morales y col.,, 2007) y para
estudiar las conexiones neurales entre los ovarios y el sistema nervioso central

(Trujillo y col., 2004).
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La extirpacién de un ovario, resulta en dos fenémenos: 1) en la hipertrofia
compensadora ovarica (HCO), que hace referencia al aumento de peso del ovario
remanente (Burden y Lawrence, 1977; Trkulja y Lackovic, 2001; Trkulja y col,
2004), y 2) la ovulaciéon compensadora (OC), que es la liberacién de un numero de
ovocitos semejante a lo que ovularian ambos ovarios en una rata intacta (Chavez y
Dominguez, 1994; Trujillo y col., 2004). Ambos fen6menos son modulados por la
inervaciéon que reciben las géonadas (Chavez y col,, 1987; Burden y Lawrence 1977;

Chavez y Dominguez, 1994; Morales y col.,, 2011).

Debido a que en el animal juvenil hemiovariectomizado no se tienen reportes
de la regulacién inmediata que ejerce el NOS en las funciones del ovario, en el
presente estudio se analizaron los efectos agudos y sub-agudos de la seccién del NOS
en la rata juvenil con ovariectomia unilateral, sobre la secrecion de hormonas

esteroides y gonadotropinas, asi como la respuesta compensadora del ovario.
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MARCO TEORICO

La capacidad reproductora es en esencia uno de los ejes primordiales sobre los que
se mueve la evolucién de los seres vivos. Para asegurar en mayor medida el éxito
reproductivo, los animales presentan épocas de celo, en las cuales por medio de
olores, marcas, feromonas, etc., saben cuando ocurre la ovulacion en las hembras y
asi aseguran que después de la realizacion de la cépula tendra lugar la fecundacion
del 6vulo y consiguientemente el nacimiento de nuevos seres, logrando su
continuidad en el tiempo (Pefia, 1998). Entre especies la ovulacién es un proceso

especifico y basico para la supervivencia.
EL OVARIO

Los ovarios tienen dos funciones: la produccion de hormonas esteroides
(progesterona, androgenos y estrogenos), protéicas (activina e inhibina) y la
gametogénesis (produccién y liberacion de ovocitos viables capaces de ser
fecundados) (Peters y McNatty, 1980). Estas funciones dependen de la interaccion
entre las gonadotropinas y los factores ovaricos intrinsecos, a su vez el control de la
secrecion de gonadotropinas depende de la interaccién entre el eje hipotalamo-

hipéfisis-ovario y probablemente la glandula adrenal (Dominguez y col., 2003).



L 4

L

En la rata, los ovarios estan situados cerca de los rifiones a lo largo del borde

del musculo lateral y se encuentran rodeados de grasa. Es un o6rgano

extremadamente vascularizado (Yao y Bahr, 1999). Durante la etapa adulta la

superficie del ovario es nodular y se encuentra cubierta por una capa

monoestratificada de células cubicas o poliédricas, llamada epitelio germinal

(Burden, 1985).

El ovario esta formado por:

>

La corteza: Es la zona mas externa del ovario, se encuentra revestida por el
epitelio germinal y contiene los foliculos que se encuentran en diversas fases de
desarrollo, algunos presentan signos tipicos de atresia, se encuentran incluidos
en el estroma, el cual esta formado por elementos de tejido conjuntivo como los
fibroblastos y células del musculo liso, mismas que regulan la contraccion de los
vasos sanguineos (Yao y Bahr, 1999; Silverthorn, 2008; Carlson, 2009) (Figura 1).
La médula: Es la parte mas interna del ovario (Figura 1), 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. La corteza y la médula se contintian de forma imperceptible sin
que exista entre ellas una separacién visible (Fawcett, 1995; Yao y Bahr, 1999).

El hilio ovarico: Es la via por la cual las fibras nerviosas, los vasos sanguineos y
linfaticos entran y salen del ovario. El hilio se continda con la médula (Figura 1).
Las células hiliares son células redondas u ovaladas, con citoplasma granuloso y

eosindfilo (Stevens, 1999; Yao y Bahr, 1999; Silverthorn, 2008; Carlson, 2009).
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El ovario esta constituido por un tejido en constante transformacion, formado
por tres compartimentos que interactian de forma altamente integrada para
cumplir con las funciones del ovario (Yen y col, 2001). Los compartimentos que
constituyen el ovario son:

1.- El folicular: Donde se lleva a cabo el proceso de foliculogénesis
(Tresguerres, 2003). Formado por los foliculos primordiales y en diferentes fases de

desarrollo.

2.-El luteal: Tras la ovulacidn, los foliculos se reorganizan para convertirse en
los cuerpos ldteos. El cuerpo lateo se origina a partir de células de la granulosa
murales las cuales sufren cambios morfoldgicos conocidos como luteinizacion
(inclusiones lipidicas y aumento en el diametro de las células), la cual da un aspecto
amarillento. Estas células, junto con las células teco-intersticiales circundantes y la
invasion por la vascularizacién se entremezclan para originar el cuerpo luteo
(Guyton y Hall, 2001; Yen y col.,, 2001). La comunicacion entre las células luteas esta

dada por las uniones de hendidura (Krishna y col., 1986).

La regulacion del cuerpo luteo esta a cargo de la hormona luteinizante (LH) y
del factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-I), el cual se encarga de
promover la produccién de estrégenos y progesterona en las células luteinicas
humanas (Chun y col,, 1996; Johnson y col.,, 1996). Se han localizado receptores a
estrogenos y progesterona en el cuerpo luteo por lo que se ha postulado que estas

hormonas también regulan la funcién del cuerpo luteo (Dinarello, 1984).

Después de que el cuerpo luteo involuciona espontaneamente, es reemplazado
por una cicatriz avascular, formado por fibras de colageno abundantes conocida
como cuerpo albicans. El cuerpo luteo secreta grandes cantidades de progesterona

(Yeny col.,, 2001).
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3.- El intersticial: Se forma de las células de la teca de aquellos foliculos que
van a la atresia. Secreta andrégenos, principalmente androstenediona vy
testosterona, en respuesta al estimulo de la LH (Sanchez-Criado, 1999). La glandula
intersticial se compone de cuatro clases principales de células, que se clasifican por

sus caracteristicas y posicion en el ovario en:

» Células Intersticiales Primarias: Constituyen una poblacién transitoria de
células productoras de andrdégenos localizada en el compartimiento medular

del ovario fetal (Yeh y Adashi, 2001).

» Células Teco-intersticiales: Son el componente principal de la glandula
intersticial que produce andrégenos (Yen y col.,, 2001), tras su diferenciaciéon
(adquisicion de receptores a la LH), originan la teca interna y externa de los

foliculos (Sanchez-Criado, 1999).

» Células Intersticiales Secundarias. Cuando los foliculos degeneran y van a la
atresia, las células teco-intersticiales se transforman en células intersticiales
secundarias las cuales mantienen su actividad esteroidogénica y son el blanco

de la inervacién noradrenérgica (Sanchez-Criado, 1999; Yeh y Adashi, 2001).

» Células Intersticiales Hiliares. Constituyen el hilio ovarico y se encuentran
asociadas con fibras nerviosas simpaticas no mielinizadas (Yeh y Adashi,

2001).
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Figura 1. Esquema que muestra las partes del ovario (corteza, médula e hilio), asi como los compartimentos
ovaricos: compartimento folicular, luteal e intersticial (Tomado y modificado de Arechavaleta-Velasco y col,,
2009).

DESARROLLO FOLICULAR

La foliculogénesis se define como el proceso que comprende el crecimiento y la
maduracion de los foliculos, dicho proceso no se detiene y culmina en la ovulacién o
en la atresia. La seleccion del o los foliculos que van a ovular es diferente en cada una
de las especies estudiadas. La mayoria de los foliculos terminan en la atresia,
proceso degenerativo que sufren la mayoria de los foliculos presentes en el ovario de
los vertebrados, mamiferos y no mamiferos (Ryan y Lee, 1976), el cual puede
presentarse en cualquier etapa del desarrollo folicular siendo mas frecuente en los

foliculos antrales (Dominguez y col., 1991; Hirshfield, 1991; Tresguerres, 2003).
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El foliculo es la unidad andtomo-funcional del ovario (Yen y col,, 2001) y esta
constituido por un ovocito | rodeado por células de la granulosa, la membrana basal que
separa a las células de la granulosa de los otros componentes del foliculo, y las células de
la teca interna que rodean a la membrana basal (Freeman, 1994; Gore-Langton y
Armstrong, 1994). Ademas de las células de la granulosa y las de la teca interna, el
foliculo esta rodeado por un complejo sistema de fibras de colageno, células del tejido

conectivo, fibras musculares lisas las cuales forman la teca externa (Richards, 1978).

En la mujer, la foliculogénesis se inicia durante el periodo fetal después de la
semana 16 de gestacion (Yen y col,, 2001). En la rata dicho proceso comienza poco
después del nacimiento (24 horas de vida) y la poblacion total de foliculos queda

establecida 48 horas después del nacimiento (Malamed y col., 1992).

Los estadios por los cuales pasan los foliculos permiten clasificarlos en:

foliculos primordiales, primarios, secundarios y preovulatorios o de Gradf.

Foliculos primordiales. En la mujer los foliculos primordiales se observan en
el ovario fetal a partir de la semana 22 de gestacion (Picton y col,, 1999) y en la rata
después del nacimiento. Este foliculo es la unidad reproductiva fundamental del
ovario y estd formado por un ovocito de alrededor de 25 pm de didmetro detenido
en la etapa diploteno de la profase meiética, rodeado por la membrana basal y por
fuera de ella una unica capa de células precursoras de las células de la granulosa
(células foliculares), que acompafian al foliculo desde su formacion (Figura 2). Estos
foliculos se encuentran principalmente en la periferia de la corteza por debajo de la
tunica albuginea (Italo y Pineda, 1988). Son los mas numerosos y constituyen la
reserva de foliculos en reposo que durante la vida reproductiva van disminuyendo
como resultado de dos procesos, la atresia o su reclutamiento a la fase de

crecimiento (Van Voorhis, 1999).
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Foliculos primarios o preantrales. El proceso de transformacién del foliculo
primordial en primario, implica el aumento del volumen del ovocito que casi triplica
su tamafio inicial, debido a la sintesis de ADN y proteinas (Figura 2)(Italo y Pineda,
1988).

Los foliculos primarios se aproximan a la médula ovarica y poseen un
didmetro de alrededor de 200 um, que comienza a aproximarse a la médula ovarica
para iniciar la formacién de las células de la teca, las células foliculares pierden su
configuracion epitelial aplanada, apareciendo inicialmente con morfologia cilindrica,
y proliferan hasta formar dos o tres capas de células de la granulosa por estimulos
de la hormona estimulante del foliculo (FSH) y de los estrogenos, los cuales actian
sinérgicamente (efecto mitogénico) (Dominguez y col., 1991). El ovocito y las células
de la granulosa adyacentes quedan separados por una estrecha hendidura en la que
se proyectan microvellosidades. En este espacio o hendidura se acumula un material
amorfo que se condensa gradualmente formando la zona pelicida, una capa
glucoproteica (Fawcett, 1995; Geneser, 2000).

Foliculos secundarios o antrales. En la figura 2 se observan los foliculos
secundarios, los cuales estan conformados de varias capas de células de la granulosa
las cuales se caracterizan por no tener aporte vascular directo, presentar abundante
reticulo endoplasmico rugoso y mitocondrias, ademas de estar interconectadas por
extensas uniones de hendidura, lo cual resulta en un extenso sincitio integrado y
funcional (Amsterdam y col.,, 1981; Dominguez y col., 1991). Durante esta etapa se
forman espacios entre estas células por acumulacion del liquido folicular, en el cual
se encuentran FSH, LH, prolactina, estrégenos, progesterona y noradrenalina
(Dominguez y col, 1991) y reciben el nombre de cuerpos de Call-Exner, que al
fusionarse entre si, forman un espacio amplio dentro de la granulosa, llamando antro
folicular. Al mismo tiempo, el compartimiento tecal se diferencia en una teca interna

y una externa (Ross y col., 2005).
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La teca interna adquiere una rica vascularizacién y sus células tienen la
capacidad de sintetizar hormonas esteroides, mientras que la teca externa mantiene
su naturaleza de tejido conectivo con células musculares lisas (Freeman, 1994;

Fawcett, 1995; Silverthorn, 2008).

Foliculos de Graaf o preovulatorios. Su tamafio aumenta considerablemente
debido a la acumulacién rapida de liquido folicular y alcanzan un didmetro mayor a
500 pum, caracterizados por la presencia del cumulo oéforo y la corona radiada
(Figura 2), los cuales se forman a partir de células de la granulosa y proporcionan
nutrientes asi como numerosos factores necesarios para el crecimiento del ovocito
(Gore-Langton y Armstrong, 1994). El ovocito junto con el cimulo od6foro es
desplazado de modo gradual hacia una posicidn excéntrica de la cavidad folicular
(Sanchez-Criado, 1999; Goldfien y Monroe, 2000). Las células de la granulosa de
estos foliculos presentan receptores a LH y alta producciéon de inhibina. En este

estadio del desarrollo es cuando el foliculo es capaz de ovular (Geneser, 2000).

Se caracterizan por una baja tasa mitética de las células de la granulosa y altas
concentraciones de hormonas en el fluido folicular, donde la sintesis de
progesterona es estimulada por la LH, la prolactina y la noradrenalina, la cual actia
como mensajero a nivel central, informando que el foliculo ha alcanzado su maximo
nivel de maduracién y que esta en condiciones de ovular (Zsolnai y col., 1982; Hsueh

y col., 1983).
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Células de la pregranulosa Foliculo primordial

Células de lagranulosa Foliculo primario

Membrana pellcida Foliculo secundario

Células de la teca
Cumulo oo6foro
Foliculo de De Graaf

Células de la granulosa

Antro

Figura 2. Crecimiento y desarrollo del foliculo. (Tomado y modificado de Arechavaleta-Velasco y col.,, 2009).

LA OVULACION

El crecimiento y diferenciacién folicular culmina con la salida del ovocito secundario
u ovocito en fase II del foliculo de Graff, a este proceso se le conoce como ovulacion

(Dominguez y col., 1991).

Para que se lleve a cabo la ovulacién se necesita que se de el aumento y la
disminucion brusca en la concentracion de LH. El aumento en la liberacion de LH es
precedido por el aumento de estradiol en plasma, lo cual es estimulado por la FSH y

LH a nivel folicular (Dominguez y col., 1991).
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La ovulacion es considerada como el resultado de un proceso inflamatorio
localizado, ya que antes de que se produzca la salida del ovocito del foliculo de Graff
se produce un edema en la teca interna, muerte celular y aumentan las

prostaglandinas en el area (Dominguez y col., 1991).

Dentro de los cambios que deben de ocurrir en la pared del foliculo y en las

células de la teca y granulosa para que se lleve a cabo la ovulacion estan:

1) La desaparicion de los desmosomas que presentan las células de la granulosa
y de la teca, asi como la degradacion de las fibras colagenas, provocada por la
fibrinolisina sintetizada por las células de la granulosa (Dominguez y col,, 1991). La
desaparicion de los desmosomas y los nexos entre las células de la granulosa trae
como consecuencia la disminucion de la concentracion de estrégenos en el licor
folicular y aumento de la progesterona (Espey y col, 1981; Driancourt y Cahill,

1984).

Las células de la teca liberan enzimas proteoliticas, que causan la disolucién
de la matriz coldgena de un punto de la pared folicular con el consiguiente
debilitamiento, lo que forma una pequefia protuberancia que recibe el nombre de
estigma (una pequefia zona en el centro de la capsula folicular de la superficie del

ovario) (Guyton, 1989; Arias, 2003).

2) Simultaneamente se produce el crecimiento rapido de nuevos vasos
sanguineos en el interior de la pared del foliculo, y al mismo tiempo aumenta la
produccion de prostaglandinas, lipoxinas, kininas, el factor de activacion plaquetaria
y otros agentes vasoactivos que provocan la dilatacidon de los capilares de la teca
interna y de la pared del foliculo, lo cual trae consigo que el tamafno del foliculo

incremente al cuadruple (Lawrence y Espey, 1999; Guyton y Hall 2001).

12
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El ovario es una fuente importante de prostaglandinas entre ellas la PG-E2 y la
PG-F2a (Axel y col, 1977), las cuales tienen accion diferente y complementaria en la
ovulacion. La PG-E2 actda sobre el tejido conjuntivo de la teca, provocando la lisis
del colageno, lo que facilita la ruptura del foliculo (Thebault y col., 1983). Por otro
lado, la PG-F2a estimula las contracciones ovaricas (Botella, 1987). Ademas las
prostaglandinas modulan la accion intracelular de la LH mediante su accion sobre el

AMPc (MacNatty y col.,, 1982; Rhodes y col., 1985).

Los factores antes mencionados producen trasudacion de plasma al interior
del foliculo, que también contribuye a que éste aumente de tamafo. Finalmente, la
combinacion del aumento de tamafio del foliculo con la degeneracién simultanea del

estigma hace que el foliculo se rompa con la consecuente expulsiéon del ovocito.

En la mujer la liberacion del ovocito se da en la mitad del ciclo menstrual, es
decir, el dia 14 de un ciclo de 28 dias (Ross y col., 1997). En la rata, el ciclo estral es
de cuatro o cinco dias y la ovulacion se produce en el dia del estro vaginal (Ojeda y
Urbanski, 1994). Para que ocurra la ovulacién en la rata, se requiere que el foliculo
que va a llegar a ovular, se exponga por los menos a cuatro picos preovulatorios de
gonadotropinas, de tal forma que después de tres o cuatro ciclos estrales ocurre la

ovulacién (Dominguez y col.,, 1991).

13
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ESTEROIDOGENESIS

Los principales esteroides sexuales producidos en el ovario son el estradiol y la
progesterona, aunque también se producen pequefias cantidades de estrona,
androstenediona, testosterona y varias hormonas no esteroides, como la inhibina,

activina y la relaxina (Tresguerres y col.,, 2003).

Todas las hormonas esteroides derivan del colesterol. El colesterol posee una
estructura formada por tres anillos ciclohexano y un anillo ciclopentano, que
fusionados se denomina nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno. Tal estructura
posee grupos metilo en el C-10y C-13, un grupo hidroxilo en el C-3 del anillo A, una
cadena alifatica ramificada de 8 carbonos en la posicion C-17 del anillo D y una

insaturacion entre el C-5 y C-6 (Baynes y Dominiczak, 2006).

El colesterol utilizado para la producciéon de hormonas esteroides se obtiene

principalmente de tres fuentes (Brown, 1999; Tresguerres y col., 2003).

1) Del que circula en la sangre unido a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) o
alta densidad (HDL) y que es captado por un receptor en la superficie celular
(Yoshinaga, 1999).

2) El que se sintetiza de novo en las mitocondrias del ovario a partir de acetil
coenzima A (Berne y col., 1999).

3) El que se libera de los ésteres de colesterol almacenados en las gotas lipidicas

(Yoshinaga, 1999).

La fuente principal de colesterol utilizado por el ovario deriva de la captacién
del colesterol lipoprotéico, concretamente de las lipoproteinas LDL (Brown y
Goldstein, 1976). Las lipoproteinas se unen a receptores especificos de membrana y
los complejos lipoproteina-receptor ingresan a las células por endocitosis (Anderson

y col,, 1977; Goldstein y col., 1979).
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Para la sintesis de esteroides, las vesiculas endociticas se fusionan con los
lisosomas, en los que se hidrolizan los esteres de colesterol LDL y liberan el
colesterol (Brown y col., 1975). El colesterol libre es reesterificado y almacenado en
el citoplasma en gotas lipidicas. Cuando se necesita colesterol, los ésteres son
hidrolizados y transportados a la mitocondria donde comienza la sintesis de
esteroides (Yeh y Adashi, 2001). La proteina implicada en el transporte de colesterol
al interior de la mitocondria, es la proteina trasportadora o reguladora de la

esteroidogénesis (StAR) ( Yoshinaga, 1999).

Las sefiales para iniciar la sintesis de hormonas esteroides proceden de la
presencia de la LH, que al unirse a su receptor en la membrana activa la sintesis

intracelular de AMPc, que actia como segundo mensajero (Pedernera, 1993).

El primer paso de la sintesis de las hormonas esteroides es la conversion del
colesterol (esteroide de 27 carbonos) a pregnenolona (esteroide de 21 carbonos), la
cual comienza en la membrana interna de las mitocondrias. La reduccién del nimero
de carbonos se produce por oxidaciones catalizadas por enzimas de la familia de los
citocromos P450 (Hinshelwoold, 1999; Van Voorhis, 1999). La enzima que actda en
primer lugar es la P450scc (desmolasa), es decir la enzima que corta la cadena
lateral de 6 carbonos del colesterol, produciendo acido isocaproico y pregnenolona
(Brow, 1999). La P450scc se ha encontrado en los foliculos y cuerpos liteos de
diferentes especies entre ellas humanos, gatas y ratas. El sistema enzimatico que
media la transformacion es complejo, incluyendo tres enzimas, el citocromo P450scc
propiamente dicho, una segunda proteina, la adenoxina, y una flavoproteina
(NADPH: adenoxin reductasa), ademas de fosfolipidos que crean la interaccion entre
el colesterol y las enzimas. El proceso consume NADPH+H, y oxigeno molecular y

ocurre sin liberacion de productos intermediarios (Pedernera, 1993).

15



. 4
L 4

RUTA A4 Y A5 DE LA ESTEROIDOGENESIS

Las dos rutas metabdlicas de la pregnenolona son llamadas ruta A4 6 A5 y hacen
referencia al namero del carbono de la molécula esteroide que presenta el doble

enlace (Figura 3) (Van Voorhis, 1999).

Una vez sintetizada la pregnenolona en las células de la teca interna del ovario, esta

puede tomar dos rutas diferentes:

1.- La ruta A4 o de las cetonas, es la via de la enzima 3B3-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3p3- HSD), que se encarga de la conversion de pregnenolona a
progesterona, por lo general esta ruta se presenta en el cuerpo luteo (Brown, 1999;
Van Voorhis, 1999). Esta via la toman aquellas moléculas esteroides que tienen el

enlace de insaturacion en el C-4 y un grupo ceto en el C-3.

La pregnenolona se convierte a progesterona por accion de la 33-HSD, la cual
provoca una deshidrogenacion del grupo hidroxilo convirtiéndolo en cetona
(carbono-3), ademas se produce una isomerizaciéon del doble enlace presente en la

pregnenolona cambiandolo de posicion del carbono 5 al 4.

La progesterona formada viaja a torrente sanguineo para cumplir con sus
funciones o por medio del complejo enzimatico P450c17, es convertida a 17-

hidroxiprogesterona.
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2.- La ruta A5, conduce a la sintesis de andrdégenos y estrogenos por medio de

la via del citocromo P450, 17 hidroxilasa, 17,20 liasa (P450c17). La P450c17 se

localiza en el reticulo endoplasmico de las células esteroidogénicas y es responsable

de la conversion de pregnenolona a dehidroepiandrosterona (DHEA). Por lo general

esta ruta se presenta en los foliculos (Van Voorhis, 1999; Tresguerres, 2003). Esta

via la toman aquellas moléculas esteroides que tienen el doble enlace en la posicion

C-5 y un grupo hidroxilo en el C-3.
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Figura 3. Ruta A4 y A5 de la esteroidogénesis (Tomado y Modificado de Yoshinaga, 1999).
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BIOSINTESIS DE ESTROGENOS

En la figura 4 se esquematiza La “teoria de la doble célula-doble hormona” que
implica la cooperacion de las células de la granulosa y las células tecales con las
gonadotropinas (FSH y LH) en la sintesis de estrégenos (Falck, 1959; Adashi y col.,,
1994; Hillier y col., 1994).

Las células de la teca interna tienen las enzimas (17 a-hidroxilasa y 17,20-
desmolasa) que les  permiten sintetizar ~ andrégenos, como la
dehidroepiandrosterona y androstenediona a partir de la pregnenolona y
progesterona respectivamente. El paso limitante en la biosintesis de los androgenos
es la expresion del complejo P450c17, el cual es estimulado por la LH (Van Voorhis,

1999; Yen y col., 2001).

Las células de la granulosa constituyen el sitio primario de la aromatizacion
(implica la pérdida del grupo metilo en el carbono-19 y la eliminacién esteroido-
especifica de los hidrogenos 1B y 23 del anillo A del precursor androgénico), ademas
son el principal sitio de biosintesis estrogénica en el foliculo preovulatorio
dominante. Esto sugiere que los andrégenos, principalmente la androstenediona,
producida por las células tecales dependientes de LH, son el principal sustrato de la
sintesis de estrégenos en células de la granulosa dependientes de FSH (Yen y col,,

2001).

Los andrégenos, androstenediona y testosterona, atraviesan la membrana
basal y son incorporados al citoplasma de las células de la granulosa. En las células
de la granulosa la FSH se une a su receptor y aumenta la transcripcién del gen de la
aromatasa, la enzima especifica en la sintesis de estradiol, lo que posibilita que los
andrégenos sean aromatizados a estréogenos (Figura 4) (Pedernera, 1993; Gore-
Langton y Armstrong, 1994). La accion de la FSH y LH es mediada por el sistema
adenilato ciclasa (AMPc) (Yoshinaga, 1999).
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BIOSINTESIS DE ESTROGENOS “TEORIA DE LA DOBLE CELULA-
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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” (Modificado de Adashi y Hsueh, 1981; Gore-Langton y Armstrong, 1994).
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ETAPAS DEL DESARROLLO POSTNATAL DE LA RATA

La rata nace con un estado de inmadurez, equivalente a los 150 dias de gestaciéon
humana (5 meses) (Ojeda y col., 1980). El desarrollo de los mecanismos que
participan en la regulacion de la pubertad se producen en un lapso de cinco semanas
en ese tiempo el peso corporal aumenta 15 veces y la longitud del cuerpo tres veces

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

Tomando en consideracién parametros morfologicos vy fisiolégicos
relacionados con los diferentes componentes del eje hipotalamo-hipéfisis-génadas,
Ojeda y colaboradores (1980) propusieron una clasificacion de las etapas del
desarrollo postnatal de la rata hembra, que abarca desde el nacimiento hasta la

apertura vaginal.

Con base en su propuesta el desarrollo prepuberal de la rata hembra se divide

en cuatro etapas:

1) Neonatal: Esta etapa abarca desde el nacimiento, hasta el dia 7 de vida y se
caracteriza por la insensibilidad del ovario a las gonadotropinas (Peter, 1970). El
crecimiento folicular se inicia de forma independiente a las gonadotropinas. La
retroalimentacion del estradiol no se establece claramente debido a la elevada
concentracién plasmatica de la a-feto proteina, que se une fuertemente a los
estrogenos tornandolos bioldégicamente inactivos (Raynaud, 1973).

La concentracion sérica de FSH empieza a aumentar y la de LH se mantiene igual
(Dohler y Wuttke, 1974) (Figura 5). Al final de esta etapa se hace evidente la
respuesta esteroidogénica del ovario a las gonadotopinas, debido a que entre el
cuarto y quinto dia comienzan a formarse los receptores de la FSH y dos dias mas
tarde los de la LH (Lamprecht y col., 1976; Becu-Villalobos y Lacau-Mengido,
1990). La FSH al unirse a su receptor, estimula la sintesis de aromatasas y por

ello la produccién de estradiol a partir de la testosterona.
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2)

3)

L

La concentracion de prolactina es baja desde el nacimiento, esta hormona es un
factor luteotréfico importante, capaz de mantener altas concentraciones de
receptores ovaricos a LH previamente inducidos por la FSH, también se ha
descrito que tiene accién a nivel hipotalamico aumentando la tasa de recambio de

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

Infantil: Esta etapa abarca del dia 8 al 21 de vida. Esta caracterizada por el
aumento en la concentracién de FSH, que alcanza su maxima concentracion a los
12 dias de edad y declina gradualmente a partir del dia 15, por la presencia de
elevaciones esporadicas de la concentracidon de la LH especialmente en las horas
de la tarde (Figura 5). A medida que finaliza esta etapa, las elevaciones
esporadicas dejan de producirse y la concentracion tiende a disminuir (Dohler y
Wuttke, 1974; Mackinnon y col., 1976; Wuttke y col., 1980). El aumento en la FSH
estimula el crecimiento de los foliculos que van a llegar a ovular en la pubertad
(Hage y col., 1978; Ojeda y col., 1980).

Juvenil: Esta etapa abarca de los 22 a los 32 dias de vida. A partir de esta etapa la
concentraciéon de FSH ha disminuido sensiblemente y en su comienzo las
concentraciones de LH son bajas y constantes (Figura 5). A nivel ovarico se
observa un aumento en el nimero de receptores a LH (Smith-White y Ojeda,
1981) que junto con el patron de secrecion pulsatil de la LH se traduce en una
mayor esteroidogénesis. Hacia el final del periodo la concentracion basal de LH es
mayor que en las etapas anteriores, asi como la amplitud de los pulsos que se
producen durante la tarde, lo que establece un ritmo de secrecién circadiano
(Andrew y Ojeda, 1981; Meijs-Roelofs y col., 1983; Urbanski y Ojeda, 1983). Este
hecho parece estar dirigido por el hipotalamo y no por los esteroides circulantes.
El aumento gradual de la concentracién de prolactina y la hormona de
crecimiento (GH) facilita la accién estimuladora de las gonadotropinas (Ojeda y

col., 1986).
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4) Peripuberal: Esta etapa inicia en el dia 33 de vida y culmina con la primera
ovulacion. En esta etapa se establece clara y regularmente el ritmo circadiano de
LH, aumenta la frecuencia de sus pulsos de secrecién lo que estimula el aumento
en la produccion de estradiol por parte de los ovarios. En el ovario se observa un
numero maximo de receptores para FSH y LH, lo que se traduce en una maxima

respuesta esteroidogénica de la gonada (Ojeda y Urbanski, 1988).

En esta etapa las concentraciones de estradiol, progesterona y testosterona son
mayores que en las etapas anteriores. Las concentraciones elevadas de los
esteroides estimulan la liberacion de GnRH por parte del hipotalamo, la cual
actua sobre la adenohipéfisis y estimula la liberacién de FSH y LH, los que ejercen
su funcidn sobre el ovario que resulta en la primera ovulacion (Becu-Villalobos y

Lacau-Mengido, 1990) (Figura 5).

Ritmo circadiano de LH

Picos de LH desincronizados Pico preovulatorio

PM minipicosf
deLH

FSH
LH

NEONATAL INFANTIL JUVENIL PREPUBER PUBERTAD
(AN,PTE,PTA,PE,PD)

0 1 2 3 4 5 6 7

Semanas de vida

Figura 5: Secrecién de LH y FSH a lo largo del desarrollo de la rata hembra. La pubertad se divide en 5 fases
(Anaestro (AN), Proestro Temprano (PTE), Proestro Tardio (PTA), Primer Estro (PE) y Primer Diestro (PD)).
(Tomado Modificado de Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990).
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LA PUBERTAD EN LA RATA

La pubertad se define como la etapa biolégica en la que el individuo pasa de la
inmadurez, a la madurez sexual (Ramirez, 1973; Ramaley, 1980). En esta etapa se
produce la maduracidon anatémica y fisiolégica del eje hipotalamo-hip6fisis-génada.
El inicio de la pubertad depende de la informaciéon genética particular de cada
individuo y de factores externos como la nutricién, los estimulos sociales, el
fotoperiodo, la temperatura ambiental y las feromonas (Ramirez, 1973; Becu-

Villalobos y Lacau-Mengido, 1990; Ojeda y Urbanski, 1994).

En la actualidad se han identificado varios genes que actian como reguladores
de transcripcion del proceso puberal (Ojeda, 2006). Entre ellos encontramos al Oct-2
por sus siglas en inglés (octamer transcription factor), es un regulador
trasncripcional de la familia “POU-domain” de genes “homeobox” (Treacy y
Rosenfeld, 1992), cuando se impide su expresion con oligodeoxinucledtidos
“antisentido” retrasa el inicio de la pubertad (Ojeda y col., 1999). Otro gen es el TTF-
1 por sus siglas en inglés (Thyroid transcription factor-1), es necesario para la
morfogénesis del diencéfalo; la delecién condicionada del gen TTF-1 en los
subconjuntos de neuronas del hipotalamo donde normalmente se expresa, resulta en
retraso puberal, la interrupcion del ciclo estrogénico y disminucion en la capacidad
reproductiva (Mastronardi y col.,, 2004). Por ultimo el gen EAP-I por sus siglas en
inglés (Enhanced At Puberty) codifica una proteina, que se expresa en grupos de
neuronas implicadas en la estimulaciéon e inhibicién de la secrecién de GnRH.
Cuando se impide la expresién del EAP-1 en el hipotalamo con ARNis, se retrasa la

pubertad y se interrumpe el ciclo estrogénico (Heger y col., 2005).
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Dependiendo de la cepa, en la rata hembra desde el nacimiento hasta alcanzar
la pubertad transcurren entre 35 y 40 dias. En la rata y en el ratén hembra el inicio
de la pubertad se asocia con la apertura vaginal (Critchlow y Bar-sela, 1967). El
signo exterior que sefiala el comienzo de la funcién reproductora es la apertura
vaginal, la cual ocurre el dia posterior a las elevaciones bruscas en la concentracion
de gonadotropinas y el frotis vaginal muestra células cornificadas tipicas del primer
estro (Becu-Villalobos y Lacau-Mengido, 1990). A diferencia de lo que pasa en el
hamster en donde la primera ovulaciéon ocurre dias antes a la apertura vaginal

(Smith y Stetson, 1980).

Conforme la rata se acerca a la pubertad se producen una serie de cambios a
nivel del eje hipotalamo-hipofisis-ovario. En el hipotalamo se incrementa la
secrecion de la GnRH, que estimula la secrecién de LH y FSH por la hipdfisis (en
donde sélo se necesita una tercera parte de lo que secreta la rata adulta), que tiene
como resultado final un aumento en la secrecidon de estrogenos por parte de los

ovarios (Foster y Ebling, 1999).

Segun Ojeda y Urbansky (1994) en la rata, la serie de eventos que culmina con la
apertura vaginal y la primera ovulacion se caracteriza por cambios morfolégicos y
fisiolégicos en el ttero, los ovarios y la vagina que son indicativos de que estd por

iniciarse la pubertad. La etapa puberal se divide en las siguientes fases:

1) Anaestro: Esta fase de la pubertad es considerada como parte del periodo juvenil
tardio porque los animales tienen de 30-32 dias de edad (Ojeda y col., 1980).
Corresponde a la fase en la cual hay un incremento en el nimero de receptores a
LH, el dtero es pequefio con un peso menor a 110 mg y no contiene fluido

intrauterino. La vagina se mantiene cerrada y no hay signos de ovulacion.

24



L 4

L

2) Proestro temprano: Los animales presentan un utero grande con un peso entre

3)

120-190 mg lo cual se debe a la presencia de liquido intrauterino, la vagina adn

se mantiene cerrada.

Proestro tardio: Esta fase corresponde al dia del primer proestro. Los animales
presentan el utero balonado, es decir con bastante fluido intrauterino lo que hace
que este organo alcance el peso maximo mayor a 200 mg. En los ovarios se
observan foliculos preovulatorios. En la tarde de ese dia se observa la maxima
concentracion de estrdgenos, lo que estimula la secrecion de GnRH, por ende el
pico preovulatorio de las gonadotropinas las cuales estimulan la maduracion final

de los foliculos y la ovulacién. La vagina alin permanece cerrada.

4) El primer estro: El GUtero es pequefio y no presenta fluido. Se presenta el dia de la

primera ovulacion, por lo cual se encuentran cuerpos luteos recién formados, se
produce la canalizacién de la vagina y en la citologia vaginal se observan células

cornificadas.

5) Primer diestro: Es la ultima fase de la pubertad, la cual se presenta 1 6 2 dias

después del estro, se caracteriza por la presencia de cuerpos lateos maduros,

ademas en la citologia vaginal predominan los leucocitos.
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OVARIECTOMIA UNILATERAL

En el estudio de los mecanismos de regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-
ovario se han utilizado diversos modelos experimentales. Entre ellos se encuentra la
ovariectomia unilateral (eliminacién de una génada), en donde se han estudiado los

cambios que se producen a nivel hormonal (Morales y col., 2007).

La ovariectomia unilateral (OUL), es un modelo experimental, frecuentemente
usado para analizar la existencia de asimetria funcional entre los ovarios
(Dominguez y col, 2003; Morales y col, 2007) y para estudiar las conexiones
neurales entre los ovarios y el sistema nervioso central (Trujillo y col.,, 2004). La
extirpacion de un ovario, resulta tanto en el aumento de peso del ovario remanente,
fenomeno denominado hipertrofia compensadora del ovario (HCO) (Burden y
Lawrence, 1977; Trkulja y col,, 2001, 2004), como en la liberaciéon de un mayor
numero de ovocitos, semejante a los que ovularian ambos ovarios en una rata intacta

ovulacion compensadora (OC) (Chavez y Dominguez, 1994; Trujillo y col., 2004).

El fenomeno de HCO se ha explicado como resultado de la eliminacion de una
fuente importante de esteroides como lo es el ovario, lo que se traduce en
modificaciones en el eje hipotalamo-hipoéfisis-ovario, donde la hipéfisis libera mayor
cantidad de FSH y de LH (Butcher, 1977) las cuales estimulan al ovario remanente e
inducen el crecimiento folicular, disminuyen el porcentaje de atresia folicular y
generan la liberacion de un mayor niumero de ovocitos (Peppler y Greenwald,

1970).
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La respuesta compensadora del ovario no sélo se ha explicado por las
variaciones hormonales, sino también por mecanismos neuroendocrinos, donde la
inervacion del ovario modula la respuesta del ovario remanente a las
gonadotropinas (Burden y Lawrence, 1977; Gerendai y col, 1978; Flores y col,

1990).

En la rata adulta, en respuesta a la OUL se presentan mayores
concentraciones séricas de gonadotropinas. Hay quienes sefialan que tanto la FSH
como la LH se incrementan cuatro horas posteriores a la OUL (De Greef y col., 1975;
Ackland y col.,, 1990), mientras que otros mencionan que la elevacién es mayor para

la FSH que para la LH, cinco horas post-cirugia (Welschen y Dullaart, 1974).

Butcher (1977) observa que la concentracion de progesterona en la rata
adulta hemiovariectomizada, resulta en una mayor concentraciéon de la hormona 2
horas posteriores a la cirugia, mientras que la concentracion de estradiol en el
metaestro disminuye una hora después, con un aumento significativo a las 22 horas
post-operacion, por lo que el autor sugiere que en este modelo experimental la
concentracion de progesterona depende del tiempo transcurrido entre la cirugia y la
autopsia. Contradictoriamente, Gerendai y colaboradores (1995) no observaron
cambios en la concentracion de progesterona nueve dias después de la ovariectomia
sin embargo, en este estudio no se consider6 la etapa del ciclo estral en la que se

realizo el estudio.
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Barco y colaboradores en 2003 reportaron, que una hora después de la OUL
realizada en el dia del estro, la concentraciéon de progesterona y estradiol en suero
no depende del ovario extirpado. Cuando la OUL se realiza en el dia del diestro 1,
diestro 2 o proestro, las concentraciones de progesterona, testosterona y estradiol
variaron en funcién del ovario extirpado y del dia del ciclo estral en el que se realizé
el estudio. Estos resultados indican que la respuesta asimétrica de los ovarios esta

en funcion del dia del ciclo estral (Flores y col., 2005, 2006; Cruz y col., 2006).

En la rata prepuber con ovariectomia derecha, el ovario remanente (in situ)
compensa el nimero de ovocitos liberados en el primero y segundo estro vaginal. En
el animal adulto con OUL, la FSH estimula el reclutamiento de foliculos antrales
pequefios. Los autores sugieren que este reclutamiento podria explicar la ovulacion
compensadora que se observé en la rata puber. De igual manera, postulan que la
actividad del ovario in situ no solo se duplica, sino que el organismo establece un
nuevo balance entre las gonadotropinas y las funciones del ovario para que se llegue

a la homeostasis (Meijs-Roelofs y col., 1984).

A partir de resultados previos en los que se realizé la OUL en la rata prepuber,
se ha sugerido que la capacidad de cada ovario en las funciones ovaricas
compensatorias (OC y la HCO), asi como su capacidad para la liberacién de
hormonas es diferente por el ovario izquierdo y derecho, ademas depende de la edad

del animal en el cual se practica la OUL (Morales y col., 2007).
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INERVACION OVARICA

El ovario posee tanto inervacién intrinseca, como extrinseca. La primera se
conforma de ganglios, algunos de los cuales son catecolaminérgicos (Dees y col,
1995; D’ Albora y col, 2002). Las neuronas positivas a tirosina hidroxilasa se
localizan en la corteza y médula del ovario. En la rata la presencia de neuronas
intraovaricas depende de la cepa de rata estudiada, ya que algunas neuronas fueron
identificadas en la cepa Wistar, pero no en la Long-Evans y Sprague-Dawley
(D’Albora y col., 2000). La extrinseca estd conformada por fibras simpaticas,
parasimpaticas y sensoriales derivadas de neuronas que se encuentran en el sistema
nervioso periférico y hacen multisinapsis con el SNC (Klein y Burden, 1988;
Gerendai y col, 1998). Las fibras nerviosas que llegan al ovario, inervan los
diferentes compartimentos ovaricos incluyendo vasos sanguineos, glandula

intersticial y foliculos en crecimiento (Owman y col., 1992; Dissen y Ojeda, 1999).

En la rata, la inervacion ovarica simpatica proviene de la porcion toracica T11 al
segmento lumbar L4 de la médula espinal y hace sinapsis con los ganglios celiaco y
mesentérico superior (Dissen y Ojeda, 1999). Este tipo de inervacion llega al ovario
por medio del plexo ovarico (PO), que viaja a lo largo de la arteria ovarica y por el
Nervio Ovarico Superior (NOS) que se encuentra asociado al ligamento suspensorio

(Figura 6) (Lawrence y Burden, 1980; Dissen y Ojeda, 1999).

PLEXO OVARICO (PO): El plexo ovarico viaja a lo largo de la arteria ovérica, esta
constituido en su mayoria por fibras de naturaleza sensorial, las cuales tienen una
distribucion perivascular y se encuentran mas relacionadas con el flujo sanguineo
(Lawrence y Burden, 1980; Burden, 1985). Las fibras del PO transportan
neurotransmisores como la sustancia P (SP) y el péptido relacionado con el gen que
codifica para la sintesis de calcitonina (CGRP) (Klein y Burden, 1988; Dees y col,
1995).
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NERVIO OVARICO SUPERIOR (NOS): Se origina en el ganglio celiaco mesentérico
superior y esta asociado con el ligamento suspensorio. Sus fibras penetran al ovario
por medio del hilio, inervan células de la glandula intersticial, células de la teca

interna y vasos sanguineos (Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1980).

El NOS esta formado por fibras de naturaleza noradrenérgica, vipérgicas y
otras que liberan el neuropéptido Y (NPY) (Burden, 1978; Lawrence y Burden, 1980;
Ojeda y Lara, 1989). La noradrenalina (NA), el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y
el NPY participan en la regulacién de la sintesis de las hormonas esteroides ovaricas

(Lawrence y Burden, 1980).
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Figura 6. Esquema que muestra la inervacion simpatica del ovario conformada por el nervio ovarico superior
(NOS) y el plexo ovarico (Tomado y Modificado de Lawrence y Burden, 1980).

Los neurotransmisores que viajan por el NOS participan en diversas funciones

ovaricas entre ellas tenemos que:
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Las fibras que contienen el VIP se distribuyen en el tejido intersticial del
ovario de la rata y se encuentran asociadas con las células de la teca y con los
foliculos en desarrollo (Davoren y Hsueh, 1985). En células de la granulosa de
ovarios de ratas fetales o neonatales, el VIP estimula la actividad de las aromatasas,
lo que resulta en una mayor sintesis de estradiol (Ahmed y col., 1986). Debido a que
en los primeros cuatro dias de vida, el ovario no presenta receptores a
gonadotropinas, se ha propuesto que el VIP podria ser uno de los factores que inicia

la diferenciacion de los foliculos (George y Ojeda, 1987).

El NPY estimula la liberacion NA (Ferruz y col., 1992), la cual modula el efecto
estimulante de las gonadotropinas sobre la secrecién de esteroides (Hsueh y col,
1984). Las catecolaminas estimulan la esteroidogénesis ovarica via la activacidon de
los receptores B-adrenérgicos, lo que se traduce en una mayor sintesis de
progesterona por parte de las células de la granulosa y luteales (Aguado y Ojeda,
1984a), y a su vez en una mayor secrecion de androgenos por parte de las células de

la teca.

EFECTOS DE LA DENERVACION SIMPATICA SOBRE LAS FUNCIONES
OVARICAS

Evidencias experimentales apoyan la idea de que la HCO y las funciones del
ovario como son la ovulacidn, el desarrollo folicular y la esteroidogénesis ovarica
son moduladas por dos vias neurales; 1) la inervacion simpatica, por la via del NOS y
del PO; 2) y la inervacién parasimpatica, a través del nervio vago (Lawrence y
Burden, 1980; Aguado y Ojeda, 1984a,b; Morales y col., 1993, 1998, 2007; Chavez y
Dominguez, 1994; De Bortoli y col.,, 1998, 2000; Gerendai y col., 2000; Sosa y col,
2000, 2004; Delgado y col., 2004, 2006).
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En la rata adulta la seccion bilateral del NOS, provoca la disminucién del 50%
del contenido de NA ovarica (Lawrence y Burden, 1980). Un resultado semejante se
observa cuando la seccidn del nervio se realiza en la rata prepuber, donde la caida de
la amina es del 60%, acompanada por el incremento en el nimero de receptores (-
adrenérgicos y el descenso agudo de la concentracién de progesterona, sin que se
observen modificaciones en el inicio de la pubertad y la primera ovulacion (Aguado

y Ojeda, 1984a).

Aguado y Ojeda (1984b) mostraron en ratas adultas que la seccién bilateral
del NOS realizada en la mafana del proestro, resulta en el descenso de la
concentraciéon de progesterona y estrégenos minutos después de la seccidn,
disminucion que se acompafia de una caida en la concentraciéon de NA ovarica. Estos
resultados han sido interpretados como que el NOS facilita la secrecion de esteroides

por el ovario.

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que tanto en la rata adulta,
como en la prepuber la secciéon bilateral del NOS no modifica la cuota ovulatoria
espontanea (Chavez y col.,, 1991; Morales y col,, 1993). Cuando se realiza la seccién
unilateral del nervio, la gonada denervada libera un nimero menor de ovocitos. Este
tipo de seccion realizada en la rata prepuber provoca que en la génada intacta se
presente una respuesta compensadora semejante a lo que ocurre en el animal
hemicastrado (Morales y col., 1993). Forneris y Aguado (2002) describieron que en
la rata de 4 dias de edad (neonata) la seccion bilateral del NOS retrasa la edad de
apertura vaginal y la del primer estro. Los autores sugieren que se debe a la
disminuciéon en la concentracion de estradiol. Cuando estos animales son
sacrificados en la etapa de prepuber, puber o adulta, las concentraciones de FSH
aumentan significativamente, mientras que las de LH no se modifican. Los autores
postulan que durante la etapa neonatal informacién que transcurre por el NOS es

fundamental para que se de la regulacion de la funcién ovarica en el animal adulto.
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Estudios realizados in vitro utilizando el sistema Ganglio Celiaco-NOS-Ovario
Izquierdo, muestran que la estimulacién del ganglio con agentes colinérgicos y
adrenérgicos estimulan la liberacién de progesterona por parte del ovario y que los
resultados varian dependiendo del dia del ciclo estral en el que se obtienen los

ovarios (Sosay col., 2000, 2004).

Recientemente mostramos los efectos agudos y sub-agudos (30’, 1, 5, 48,72 h
y el primer estro vaginal (PEV)) de seccionar el NOS, en donde observamos que en la
rata juvenil y puber el nervio ovarico superior izquierdo se encuentra mas
comprometido con la secrecién de testosterona y modula de forma estimulante la
secrecion de estradiol, mientras que el NOS derecho actda inhibiendo la secrecion de
dicha hormona. Estas variaciones encontradas en la regulacion de las hormonas
esteroides podrian deberse a la cantidad de neurotransmisores que viajan por los
nervios (izquierdo y derecho), los cuales se encuentran modulando la

esteroidogénesis (Vieyra, 2007).

La estimulacion eléctrica del NOS en la rata adulta en el dia del estro vaginal,
provoca la disminucion en la secrecion ovarica de estradiol, sin cambios cuando se
realiza la estimulaciéon del PO. Los autores postulan que la informacién simpatica
que viaja por el NOS tiene un rol inhibitorio en la secrecidn de estradiol (Kagitani y

col., 2008).

Zhang y colaboradores (2010) describieron que en la rata neonata de 2 dias
de edad, la seccion bilateral del NOS disminuye el nimero y tamafio de los foliculos
ovaricos, aumenta la atresia folicular e incrementa las concentraciones de estradiol,
sin que se modifique la de progesterona cuando los efectos son evaluados en la rata
puber y adulta. Los autores postulan que la inervacién simpatica del ovario aportada
por el NOS, es necesaria en la regulacion del desarrollo folicular y de la funcién del

ovario.
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MODELO DEL ANIMAL HEMIOVARIECTOMIZADO SEGUIDO DE
LA DENERVACION SIMPATICA DEL OVARIO IN SITU

En el estudio de los mecanismos que regulan la ovulacién, asociada con la
hipertrofia compensadora del ovario, se ha utilizado el modelo de la rata
hemiovariectomizada con seccion unilateral del NOS o seccién uni o bilateral del

nervio vago (Chavez y col.,, 1987; Trkulja y Lackovic, 2001; Morales y col., 2007).

La regulacién de las funciones ovaricas por el nervio vago izquierdo es
diferente al derecho. En la rata adulta, la ovariectomia unilateral derecha (OUL-D)
seguida de la seccidon del vago izquierdo, resulta en el incremento en la tasa de
animales ovulantes, en la hipertrofia y la ovulacion compensadora, esta respuesta se
invierte cuando el ovario derecho fue el in situ. Con estos resultados los autores
concluyeron que en el animal hemiovariectomizado, las funciones del ovario

dependen del vago seccionado y del ovario remanente (Chavez y col., 1987).

Trkulja y Lackovic (2001) mostraron que en la rata adulta la vagotomia
bilateral bloquea la HCO siempre y cuando se realice inmediatamente después de la
ovariectomia unilateral, ya que cuando han transcurrido mas de cuatro horas, dicho

efecto desaparece.

En la rata ovariectomizada del lado derecho a los 28 6 32 dias de edad la
seccion del nervio vago izquierdo resulto en la disminucion en el porcentaje de HCO
y del nimero de animales que ovularon al primer estro vaginal. Cuando el ovario
extirpado fue el izquierdo y se seccion6 el vago derecho, la ovulacién compensadora
fue mayor (Morales y col, 2007). La secrecion de progesterona, testosterona y
estradiol dependi6 del nervio seccionado, del ovario in situ y de la edad del animal
cuando se realizé la cirugia. Estos resultados permitieron sugerir que en la rata
prepuber con ovariectomia unilateral, el nervio vago regula de manera asimétrica la
secrecion de hormonas esteroides, y varia con la edad del animal (Morales y col,,

2007).
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En la mayoria de los estudios relacionados con el NOS, las evaluacién han sido
en periodos largos y frecuentemente se ha utilizado a la rata adulta (Burden y

Lawrence, 1977; Chavez y col., 1987; Chavez y Dominguez, 1994).

En ratas de 16 6 32 dias de edad la OUL-izquierda, acompafiada de la seccién
del NOS derecho, result6 en una disminuciéon de la proporcién de animales
ovulantes, donde s6lo lo hizo el 30%, mientras que el 64% de los animales ovulan
cuando el ovario extirpado es el derecho y se secciona el nervio ovarico izquierdo.
Con estos resultados se ha sugerido que el proceso ovulatorio es modulado de
manera asimétrica por la informacién neural que transcurre por el NOS (Morales y

col,, 1993).

En la rata adulta ovariectomizada, la seccién del NOS inhibe la ovulacién
compensadora ovarica, mientras que la hipertrofia compensadora se presenta de
manera asimétrica y depende del dia del ciclo estral de la rata (Chavez y Dominguez,

1994).
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PLANTEAMIENTO DELPROBLEMA

Las funciones del ovario, esteroidogénesis y ovulacion son reguladas por el control
hormonal del eje hipotalamo-hipéfisis y por la inervacion simpatica aportada por el
NOS. En ratas con ambos ovarios, el NOS regula de manera diferencial la
esteroidogénesis ovarica, lo cual depende de la edad del animal y del momento en el

que se realiza la denervacion.

En el animal juvenil hemiovariectomizado no existen estudios que
demuestren de que forma el NOS regula de forma inmediata la esteroidogénesis
ovarica y si la capacidad de adaptaciéon del ovario remanente depende o no de la
inervacion simpatica. Por ello, en el presente estudio se analiz6, en el modelo del
animal juvenil con ovariectomia unilateral, los efectos agudos o sub-agudos de la
seccion del NOS del ovario remanente, en la regulacién de la secrecion de
progesterona, testosterona, estradiol, FSH y LH que pudieran explicar el inicio de la

pubertad y la primer ovulacidn.
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HIPOTESIS

Dado que la secrecién de las hormonas esteroides ovarica es regulada por la
inervacion extrinseca e intrinseca de las gonadas en forma asimétrica, y que la
extirpacion de un ovario resulta en la alteracion de la informacion nerviosa que
recibe el SNC, particularmente el hipotadlamo, entonces la eliminaciéon de Ila
informacion simpatica que transcurre por el NOS en animales con la extirpacion de
uno de los ovarios, modificara la secrecién ovarica, lo cual dependera del nervio

seccionado, del ovario in situ y del tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos agudos y sub-agudos de la seccién unilateral del nervio ovarico

superior en ratas juveniles con ovariectomia unilateral sobre las funciones ovaricas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar los efectos agudos y sub-agudos de la seccion unilateral del NOS en
ratas juveniles con ovariectomia unilateral, sobre la concentracion de

progesterona, testosterona y 17f3-estradiol.

2. Estudiar los efectos agudos y sub-agudos de la seccién unilateral del NOS en
ratas juveniles con ovariectomia unilateral, sobre la concentracién de LH y

FSH.

3. Estudiar los efectos agudos y sub-agudos de la secciéon unilateral del NOS en
ratas juveniles con ovariectomia unilateral, sobre la hipertrofia y ovulacion

compensadora.

4. Estudiar los efectos de la seccion unilateral del NOS en ratas
hemiovariectomizadas, sobre el inicio de la pubertad y la ovulaciéon

espontanea.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas hembras prepuberes de la cepa CIIZ-V mantenidas bajo
condiciones controladas de iluminacion 14 h de luz por 10 h de oscuridad (luces
encendidas de 05:00 a 19:00 h) y temperatura 22+ 2°2C. En todos los casos se siguio
lo establecido por la Ley Mexicana de Protecciéon Animal para el uso de Animales de
Experimentacion. El Subcomité del Posgrado en Ciencias Bioldgicas de la UNAM
aprobod el protocolo experimental. Al nacimiento, las crias fueron colocadas en
camadas de 6 individuos por caja, cinco hembras y un macho, con agua y alimento ad
libitum y con libre acceso a la madre hasta el momento del destete (24 dias). A los 32
dias de edad las hembras se asignaron al azar a uno de los siguientes grupos

experimentales conformados de 8 a 10 animales por grupo.

GRUPOS EXPERIMENTALES

» Grupo Testigo Absoluto (TA)

Se conformd6 por grupos de 10 ratas intactas sacrificadas a los mismos tiempos

que los grupos experimentales.
» Grupo con operacion simulada izquierda (OSI) o derecha (0OSD)

Ratas de 32 dias de edad fueron anestesiadas con éter etilico, se les practico una
incision dorso-lateral del lado derecho o izquierdo de aproximadamente 1 cm que
abarcé piel y musculo (laparotomia), sin tocar 6rganos internos. Terminada la
laparotomia se suturd la herida, las ratas permanecieron por un lapso de 10 minutos
en cajas separadas para su restablecimiento, pasado el tiempo fueron colocadas en

sus cajas de origen.
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» Grupos con operacion simulada seguida de la seccion del NOS

Las ratas fueron anestesiadas con éter etilico y se les practicé una operaciéon
simulada derecha (0OSD), inmediatamente después se identific6 el ligamento
suspensorio del ovario izquierdo y se secciond el nervio ovdrico superior izquierdo
(SNOI) aproximadamente a una distancia de un cm del ovario. El ovario fue retornado

a la cavidad abdominal y se sutur6 la herida (Figura 7).

A otro grupo de ratas se les practicé una operacion simulada izquierda (OSI),
inmediatamente después se seccioné el nervio ovdrico superior derecho (SNOD). El

ovario fue retornado a la cavidad abdominal y se suturd la herida.

Figura 7. Esquema que muestra el lugar en donde se realiz6 la seccién del nervio ovarico superior izquierdo
(SNOI). Ligamento suspensorio (LS); Ganglio celiaco (GC) (Tomado y Modificado de Klein y Burden, 1988).

» Grupos con ovariectomia unilateral seguida de la operacion simulada

Las ratas fueron anestesiadas con éter etilico y se les practicé una incision dorso-
lateral de aproximadamente 1 cm, que abarcé piel y musculo por donde se
exteriorizé el ovario derecho y se procedi6 a su extirpacién (ovariectomia unilateral
derecha, OUL-D), inmediatamente después del lado contralateral se realiz6 una
operacion simulada izquierda (OSI). Terminada la cirugia se suturo la herida (Figura

8).
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A otro grupo de ratas se le extirp6 el ovario izquierdo (ovariectomia unilateral
izquierda, OUL-I), inmediatamente después del lado contralateral, se realiz6 una

operacion simulada derecha (OSD). Terminada la cirugia se suturd la herida.

NOS
derecho

¥ Ovario
derecho
extirpado

Figura 8. Esquema que muestra la extirpaciéon del ovario derecho (OUL-D). Ligamento suspensorio (LS);
Ganglio celiaco (GC) (Tomado y Modificado de Klein y Burden, 1988).

» Grupos con ovariectomia unilateral seguida de la seccion del NOS en el

ovario in situ

A ratas anestesiadas con éter etilico se les practico la OUL-D o la OUL-], siguiendo
la metodologia previamente descrita. En el mismo acto quirurgico, se identifico el
ligamento suspensorio del ovario izquierdo y se secciond el nervio ovdrico superior
izquierdo (SNOI) o derecho (SNOD). Terminada la cirugia se procedié a suturar la

herida (Figura 9).

NOS
izquierdo

Ovario
izquierdo
remanente

Figura 9. Esquema que muestra la extirpacion del ovario derecho (OUL-D) seguida de la seccidn del nervio
ovarico superior izquierdo (SNOI). Ligamento suspensorio (LS); Ganglio celiaco (GC) (Tomado y Modificado
de Klein y Burden, 1988).
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PROCEDIMIENTO DE AUTOPSIA

Los animales control y experimental fueron pesados y sacrificados por decapitaciéon
a los 30 minutos, 1, 5, 48 6 72 horas post-cirugia y en la mafiana del dia del primer

estro vaginal (PEV).

Se colect6 la sangre del tronco del animal y se centrifugé a 3,000 gravedades
(xg) durante 15 minutos. Se separ6 el suero y se almacen6 a -20°C hasta el momento
de la cuantificacion de progesterona, testosterona, estradiol, LH y FSH por
radioinmunoanalisis (RIA). En aquellos grupos de animales sacrificados en el PEV, se
disecaron los oviductos y se busco la presencia de ovocitos, los cuales fueron
contados con la ayuda de un microscopio estereoscdpico. Se disecaron y pesaron los

ovarios y el utero

CUANTIFICACION DE HORMONAS ESTEROIDES

Las concentraciones en suero de progesterona, testosterona, y estradiol fueron
cuantificadas por RIA de fase so6lida, mediante estuches comerciales Coat-A-Count
(Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). En tubos de polipropileno que ya
contienen el anticuerpo especifico: anti-progesterona o anti-estradiol se adiciond
100ul de la muestra problema, en el caso de los tubos que contenian anti-
testosterona se adicion6 50ul de la muestra. En todos los casos, se adicioné 1 ml de
la hormona marcada con 1125, Para facilitar la reaccién, la mezcla se agit6 en un
vortex durante un minuto y se incub6 durante 3 horas a temperatura ambiente.
Luego se decanto el sobrenadante y se determiné la cantidad de radiactividad con la
ayuda de un contador de rayos gamma modelo Cobra 5005, (Packard). Mediante una
curva estandar se calcul6 la concentracién de hormona en la muestra problema. La
concentracion de progesterona se expreso en ng/ml, mientras que la de testosterona

y estradiol en pg/ml en suero.
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Los coeficientes de variacion intra e interespecificos fueron 8.35% y 9.45%
para progesterona, 9.65% y 10.2% para testosterona y 8.12% y 9.28% para
estradiol. La sensibilidad del analisis fue de 0.02 ng/ml para progesterona, de 4

ng/ml para testosterona y de 8 pg/ml para estradiol.
CUANTIFICACION DE HORMONAS PROTEICAS (FSHY LH)

Las mediciones de FSH y LH se realizaron por RIA de doble anticuerpo. Se procedi6
de la siguiente manera: a 100 ul de suero problema se le afiadieron 100 ul de
hormona marcada con [125, posteriormente se le adicion6 el anticuerpo contra FSH o
LH respectivamente. Con la finalidad de realizar las curvas patrén se utilizaron los
estandares para LH (rLH-RP2) o para FSH (rFSH-RP2) segln sea el caso. Después se

incub6 a temperatura ambiente por 24 horas.

A continuacion se agregaron 100 ul del segundo anticuerpo suplementado con
suero normal de conejo y se incubé durante dos horas, posteriormente los tubos se
centrifugaron a 3000 gravedades (xg) a 4 2C por 40 minutos, el sobrenadante fue
decantado, se secaron las paredes de cada tubo y fueron analizadas en un contador

gamma Cobra 5005 (Packard USA)-

Las concentraciones de FSH y LH se expresaron en ng/ml de suero. Los
coeficientes de variacion inter e intraespecificos fueron 5.1% y 6.5% para LHy 4% y
7.9% para FSH. La sensibilidad del analisis fue de 0.02 ng/ml para LH y de 0.1 ng/ml
para FSH

La cuantificacion de las concentraciones de hormonas se realiz6 en el
Laboratorio de Hormonas Esteroides y Protéicas del Departamento de Biologia de La
Reproduccién, del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador

Zubiran”.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del peso corporal, el peso de érganos (ovarios y utero), las
concentraciones de hormonas esteroides y de gonadotropinas fueron analizados por
un Andlisis de Varianza Multifactorial (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey. La
edad de apertura vaginal, del PEV y el nimero de ovocitos liberados, la hipertrofia
compensadora y la ovulacién compensadora se analizaron por la prueba de Kruskal-
Wallis, seguida de la prueba de Dunn’s o de U de Mann-Whitney. La tasa de animales
ovulantes (nimero de animales que ovulan/ el nimero total de animales) se analizé
por la prueba exacta de Fisher para proporciones o de Ji 2. Se consideraron como
estadisticamente significativas aquellas diferencias cuya probabilidad fue igual o
menor a 0.05. Cuando se realizd la comparacion entre dos grupos se utilizd la prueba

“t” de Student.

La Hipertrofia Compensadora del ovario in situ (HCO) fue calculada de acuerdo a la
metodologia descrita previamente por Morales y col,, 1993; y Chavez y Dominguez,
1994.

La HCO se calculd de forma diferente, dependiendo del tiempo de evolucidn:

En los animales sacrificados en tiempos cortos (agudos), es decir 30 min, 1 6 5 horas,

se aplicaron las siguientes formulas:

%HCO= A-B X 100 donde,
‘B

A = el peso del ovario in situ de animales con OUL-D o OUL-I seguida de la

seccion contralateral del NOS.

B = la media del peso del ovario extirpado de animales con OUL-D o OUL-I
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En los animales sacrificados en tiempos largos (sub-agudos), es decir 48, 72 horas o

al PEV, se aplicaron de la siguiente manera:

%IHCO= A-B X 100 donde,
‘B

Para el calculo de la HCO de los grupos OUL-D+SNOI o OUL-I+SNOD se considero:

A = el peso del ovario in situ

B = la media del peso del ovario izquierdo o derecho de sus grupos de
comparacion (0OSD+SNOI o OSI+SNOD).

Para el calculo de la HCO de los grupos OUL-D+0SI o OUL-I+0SD, se considero:

A = el peso del ovario in situ

B = la media del peso del ovario izquierdo o derecho de animales con operacion

simulada bilateral (OSB).
En el calculo de la ovulacién compensadora del ovario in situ (OC) de animales

sacrificados al PEV, se aplico la siguiente formula:

%0C= A-B X 100 donde,
‘B

Para el calculo de la OC de los grupos con OUL-D+0SI o OUL-I+0SD se considero:

A = el nimero de ovocitos liberados por el ovario in situ

B = la media del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho

de animales con operacion simulada bilateral (OSB).

Para el calculo de la OC de los grupos OUL-D+SNOI o OUL-I+SNOD se considero:

A = el nimero de ovocitos liberados por el ovario in situ

B = la media del namero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho

de sus grupos de comparacion (OSD+SNOI o OSI+SNOD).
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

EFECTOS DE LA SECCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR EN LA
RATA CON OPERACION SIMULADA SOBRE EL INICIO DE LA
PUBERTAD Y LAS FUNCIONES OVARICAS

En este apartado se analiz6 en la rata juvenil sometida a una laparotomia la
participacion del NOS (izquierdo y derecho), en la secrecién de hormonas esteroides

y de gonadotropinas al inicio de la pubertad.
INICIO DE LA PUBERTAD

La sola operacion simulada derecha o izquierda o combinada con la seccién del NOS
contralateral, no modificé el peso corporal de los animales sacrificados al primer
estro vaginal. La operacion simulada derecha retras6 la edad del primer estro
vaginal, comparada con el grupo testigo absoluto, sin cambios en la edad de apertura
vaginal, mientras que la operacion simulada izquierda no modificé dichos
parametros. En el animal con operacion simulada derecha o izquierda seguida de la
seccion del NOS contralateral no se modificé el inicio de la pubertad, el nimero de

ovocitos liberados, ni la tasa de animales ovulantes (TAO) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Media * e.e.m del peso corporal (mg), de la edad de apertura vaginal (EAV),
primer estro vaginal (PEV) y nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o
derecho de ratas testigo absoluto (TA), con operacion simulada derecha (OSD) o izquierda (OSI)
seguida o no de la seccién contralateral del NOS, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas al
primer estro vaginal (PEV).

Peso Edad de Primer Numero de ovocitos

GRUPOS (n) Corporal Apertura Estro liberados por ovario Total TAO

(mg) Vaginal Vaginal Izquierdo | Derecho
TA 10 | 116.3%6.5 | 36.5£0.4 37.4+0.6 3.5£0.3 4.2%0.5 7.7£0.6 | 8/10
0sD 10 | 111.0+5.0 | 38.0+0.8 | 40.2x1.2e 4.1+0.7 4.8+0.4 8.0£1.0 | 9/10
OSD+SNOI | 10 | 115.0#2.4 | 38.1x0.5 39.5+0.7 4.5+0.4 3.2+0.6 7.2¥0.8 | 8/10
0SI 10 | 109.0%6.0 | 37.2+0.6 38.0+0.9 5.1+1.0 4.7£0.5 9.2+1.6 | 8/10
0SI+SNOD 6 106.0£2.5 | 37.6%1.2 39+0.6 3.5£0.5 4.3+0.3 6.7£0.5 4/6

4p<0.05 vs. TA (ANDEVA seguida de Tukey).

HORMONAS ESTEROIDES Y GONADOTROPINAS

En los animales con operacién simulada derecha o izquierda, sacrificados al primer
estro vaginal, la concentraciéon de progesterona y estradiol en suero disminuy6

respecto al testigo absoluto (Cuadro 2).

La operacién simulada derecha result6 en una mayor concentracion de
testosterona y menor de FSH, mientras que la operaciéon simulada izquierda

aumento la secrecion de LH (Cuadro 2).

En el animal con operacion simulada mas la seccion del NOS izquierdo o
derecho disminuy6 la concentracion de testosterona y aumenté la de FSH, respecto
a su grupo con operacion simulada. La seccién del NOS derecho en la rata con
operacion simulada izquierda provocé el aumento en la concentracion de

progesterona y disminucion en la LH (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Media * e.e.m de la concentracion de progesterona (P.), testosterona (T), estradiol
(E2), FSH y LH en suero de ratas testigo absoluto (TA), con operacidn simulada derecha (0OSD) o
izquierda (OSI) seguida o no de la seccién contralateral del NOS, realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas al primer estro vaginal (PEV).

GRUPOS ESTEROIDES GONADOTROPINAS
P, T E: FSH LH
(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
TA 8.6:1.0 14.0¢22 | 43.736 7.1%2.0 0.40+0.08
0SD 39+0.5e | 35.0%49e | 155+1.6e | 0.6:0.2e 0.46+0.06

OSD+SNOI 3.5£0.6 10.2+1.7 * 12.5%£1.9 5.5+0.8 * 0.51+0.05

0SI 4.4+09 o« 19.6+3.0 15.8+2.2 ¢ 3.7x1.2 0.71+0.06 ¢

OSI+SNOD 8.7+1.6 * 9.2+2.8* 17.6x3.1 12.3£3.2* 0.22+0.02 *

op < 0.05 vs. TA; *p < 0.05 vs. su respectiva operacién simulada derecha (OSD) o izquierda (OSI)
(ANDEVA seguida de Tukey).

MASA OVARICA

En ratas con operacién simulada unilateral sacrificadas 48 horas posteriores a la

cirugia, la masa ovarica fue mayor que el grupo testigo absoluto (Cuadro 3).

Con respecto al grupo con operacion simulada derecha, en la rata con con
seccion del NOS izquierdo, la masa ovarica fue mayor a los 30 minutos, a la hora o al

primer estro vaginal, y fue menor a las 48 horas post-cirugia (Cuadro 3).

Una hora después de la seccion del NOS derecho en el animal con OSI, la masa
ovarica fue mayor que el grupo con OS], efecto inverso se observd a las 48 horas

(Cuadro 3).
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Cuadro 3. Media * e.e.m de la masa ovdrica de ratas testigo absoluto (TA), con operacién simulada
derecha (OSD) o izquierda (OSI) seguida o no de la seccién contralateral del NOS, realizada a los 32
dias de edad y autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro
vaginal (PEV).

MASA OVARICA (mg)
AGUDOS SUB-AGUDOS
GRUPOS 30° 1h 5h 48 h 72h PEV
TA 20.6+2.1 | 20.6£2.1 | 18.0+1.1 | 13.3x1.2 | 20.0+1.7 | 26.9+2.3
0SD 17.4+1.1 | 18.6+1.1 | 21.5+1.4e | 19.0+0.7 | 27.4+1.1

17.3%0.3
OSD+SNOI | 271 7+0.9% | 22.1+0.8% | 18.1£0.6 | 15.6+1.3* | 21.3+1.0 | 34.4+2.0%

0SI 17.9+0.6 | 183%1.0 | 20.2+1.1 | 25.0+1.3e | 18.4%1.2 | 29.6+1.8

OSI+SNOD | 1g7+12 | 27.7#0.4* | 19.4+1.1 | 154+1.2% | 23.0+2.3 | 31.8+5.4

op < 0.05 vs. TA; *p < 0.05 vs. su respectiva operacion simulada derecha (0SD) o izquierda (OSI)
(ANDEVA seguida de Tukey).
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PESO DEL UTERO

En las hembras con operacion simulada derecha, sacrificadas al primer estro vaginal,
el peso del utero fue menor que el grupo testigo absoluto. Con la OSI, el peso del

utero fue mayor a las 72 horas post-cirugia (Cuadro 4).

La seccién del NOS izquierdo en el animal con OSD, resulté en un mayor peso
del utero que el grupo con OSD, cuando los animales fueron sacrificados al primer
estro vaginal. En los animales con OSI la seccion del NOS derecho result6 en un
aumento del peso del utero a la hora post-cirugia, y fue menor a las 48 horas,
respecto a su grupo de comparacion (Cuadro 4).

Cuadro 4. Media + e.e.m del peso humedo del ttero (mg) de ratas testigo absoluto (TA), con
operacion simulada derecha (0OSD) o izquierda (OSI) seguida o no de la secciéon contralateral del

NOS, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-
cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

PESO HUMEDO DEL UTERO ( mg)
AGUDOS SUB-AGUDOS
GRUPOS 30 1h 5h 48 h 72h PEV
TA 58.5+5.2 | 58.56+5.2 | 57.92+55 | 83.6+12.9 | 71.9+6.6 | 150.6+8.5
0SD 54.6+3.4 | 652483 | 61.6#8.4 | 50.4#3.7 | 651%10.2 | 124+7.5¢
OSD+SNOI | 64.9+4.0 | 57.3+4.1 | 37.127.1 | 48.7+6.24 | 62.4+4.2 | 150+9.0*
0SI 55.3+6.3 | 49.0+4.1 | 72.7+7.0 | 81.4+5.1<% | 141+11.0e< | 145.9+8.5
OSI+SNOD | 56.7+3.6 | 94.5+9.2% | 58.5+10.6 | 51.6+3.6* | 114.2+16.6 | 139.2+9.8

op <0.05vs. TA; *p < 0.05 vs. su respectiva operacion simulada derecha (OSD) o izquierda (OSI);
<p<0.05 vs. OSD (ANDEVA seguida de Tukey).
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EXPERIMENTO 2

EFECTOS DE LA SECCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR EN LA
RATA CON OVARIECTOMIA UNILATERAL SOBRE EL INICIO DE LA
PUBERTAD Y LAS FUNCIONES OVARICAS

En este experimento, se estudio el papel del NOS en la rata juvenil con un solo ovario
sobre la secrecion de hormonas ovaricas y de gonadotropinas al inicio de la

pubertad, asi como la respuesta compensadora del ovario in situ.
INICIO DE LA PUBERTAD

En las ratas con OUL seguida de la seccion del nervio ovarico superior o de la

operacion simulada no se modificé el peso corporal (Cuadro 5).

En los animales con ovariectomia derecha o izquierda la seccidon del nervio
ovarico superior no modificé la edad de apertura vaginal, ni la edad del primer estro
(Cuadro 5). En las ratas con OUL seguidas de la operacién simulada o de la seccién
del NOS, el ovario in situ liberé un nimero mayor de ovocitos, en comparacién con el
ovario denervado de los animales con operacion simulada (Cuadro 6). En la rata con
ovariectomia unilateral derecha la seccion del NOS izquierdo aumenté el nimero de
ovocitos liberados por el ovario in situ en comparacién con OUL-D+0SI (Cuadro 6).
La seccién del NOS derecho en la rata con OUL-I disminuyé el nimero de animales

ovulantes, sin modificaciones en el nimero de ovocitos liberados (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Media * e.e.m del peso corporal (mg), de la edad de apertura vaginal (EAV), primer
estro vaginal (PEV), de ratas testigo absoluto (TA) o con operacion simulada derecha (OSD) o
izquierda (OSI) seguida de la seccidn contralateral del NOS o ratas con ovariectomia derecha (OUL-
D) o izquierda (OUL-I) seguida de la operacién simulada contralateral o de la secciéon del NOS
contralateral, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas al primer estro vaginal (PEV).

Peso Edad de
Edad del
GRUPOS corporal (n) apertura
primer estro
(mg) vaginal
TA 116.3+6.5 10 36.5+0.4 37.4+0.6
0SD+SNOI 115.0+2.4 10 38.1+0.5 39.5+0.7
OUL-D+0SI 111.445.3 10 38.7+0.6 40.6+0.9
OUL-D+SNOI 117.7+2.6 9 38.5+0.8 39.3+1.0
0SI+SNOD 106.0+2.5 6 37.6+1.2 39+0.6
OUL-I+0SD 114.5+6.5 10 38.9+0.4 39.7+0.8
OUL-I+SNOD 105.0+4.6 10 38.3+x0.9 38.4+1.3

Cuadro 6. Media * e.e.m del nimero de ovocitos liberados por el ovario izquierdo o derecho y
tasa de animales ovulantes (TAO), de ratas testigo absoluto (TA) o con operacion simulada
derecha (OSD) o izquierda (OSI) seguida de la seccién contralateral del NOS o ratas con
ovariectomia derecha (OUL-D) o izquierda (OUL-I) seguida de la operacién simulada contralateral o
de la seccion del NOS contralateral, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas al primer estro
vaginal (PEV).

NG tos i
GRUPOS umero de ovocitos liberados Total TAO
Izquierdo derecho

TA 3.5+0.3 4.2+0.5 7.7+0.6 8/10
0SD+SNOI 4.5+0.4 3.2+0.6 7.2+0.8 8/10
OUL-D+0SI 8.1+0.9 - 8.1+0.9 6/10
OUL-D+SNOI 10.5+0.5 * - 10.5+0.5 9/9
OSI+SNOD 3.5+0.5 4.3+0.3 6.7+0.5 4/6
OUL-I+0SD - 8.3+0.8 8.3+0.8 9/10

OUL-I+SNOD - 8.0+1.3 8.0+1.3 5/10e

*p < 0.05 vs. OUL-D+O0SI (Prueba “t” Student); ¢p<0.05 vs. OUL-I +0SD ( Ji. Cuadrada).
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HORMONAS ESTEROIDES

La seccion del NOS izquierdo en el animal con OUL-D no modificé la concentraciéon
de progesterona, testosterona y estradiol al primer estro vaginal. Mientras que la
seccion del NOS derecho en la rata con OUL-I ocasion6 el aumento de la
concentracion de progesterona y disminucion en la concentracion de testosterona

en comparacion con su grupo con OUL-I+0OSD (Cuadro 7).

En la rata con OUL-I+SNOD, la concentracién de progesterona y estradiol fue
mayor que en los animales hemiovariectomizados con secciéon del NOS izquierdo

(Cuadro 7).

Cuadro 7. Media + e.e.m. de la concentracion de progesterona (P4), testosterona (T) y estradiol
(E2) en suero de ratas testigo absoluto (TA) o con operacién simulada derecha (OSD) o izquierda
(OSI) seguida de la seccidn contralateral del NOS o ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) o
izquierda (OUL-I) seguida de la operacién simulada contralateral o de la seccion del NOS
contralateral, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas al primer estro vaginal (PEV).

*p < 0.05 vs. OUL-1+0SD; % p<0.05 vs. OUL-D+SNOI (Prueba ANDEVA seguida de Tukey).

PRIMER ESTRO VAGINAL
CONCENTRACION DE HORMONAS ESTEROIDES
GRUPOS P4 (ng/ml) T (pg/ml) E; (pg/ml)
TA 8.6x1.0 14.0+2.2 43.7£3.6
OSD+SNOI 3.5£0.6 10.2+1.7 12.5%¥1.9
OUL-D+0SI 3.1+0.5 8.1£2.0 19.5%£1.9
OUL-D+SNOI 3.8+0.3 15.2+3.0 13.2+2.1
OSI+SNOD 8.7£1.6 9.2+2.8 17.6+£3.1
OUL-I+0SD 3.3£0.6 17.0£1.7 17.5+1.8
OUL-I+SNOD 5.8+0.7*« 10.6+2.0* 24.1+3.7+
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GONADOTROPINAS

Respecto a su grupo con operacion simulada, la seccién del NOS izquierdo en la rata
con OUL-D aumento la concentracion de FSH, sin modificar la de LH. En la rata con
OUL-I la seccién del NOS derecho no modifico la concentracién de FSH, mientras que
disminuyé la de LH (Cuadro 8). La concentraciéon de FSH en los animales con el
ovario izquierdo in situ denervado (OUL-D+SNOI), fue mayor que el grupo con OSD
seguido de la seccion del NOS izquierdo. En el grupo con OUL-I+SNOD, Ia
concentracién de LH fue menor, en comparaciéon con el grupo con OUL-D seguida de
la seccion del NOS izquierdo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Media * e.e.m. de la concentracion de FSH y LH en suero de ratas testigo absoluto (TA)
o con operacion simulada derecha (OSD) o izquierda (OSI) seguida de la seccién contralateral del
NOS o ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) o izquierda (OUL-I) seguida de la operacion

simulada contralateral o de la seccion del NOS contralateral, realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas al primer estro vaginal (PEV).

PRIMER ESTRO VAGINAL
CONCENTRACION DE GONADOTROPINAS
GRUPOS FSH (ng/ml) LH (ng/ml)
TA 7.1+2.0 0.40+0.08
OSD+SNOI 5.5%0.8 0.51+0.05
OUL-D+0SI 7.8+1.4 0.48+0.07
OUL-D+SNOI 11.0£0.5%e 0.42+0.05
OSI+SNOD 12.3+3.2 0.22+0.02
OUL-I+0SD 13.5%3.0 0.48+0.08
OUL-I+SNOD 14.3+2.6 0.19+0.02*<

*p < 0.05 vs. su respectivo grupo con ovariectomia unilateral seguido de la operacién simulada
contralateral; ep<0.05 vs. OSD+SNOI; <p<0.05 vs. OUL-D+SNOI (Prueba ANDEVA seguida de
Tukey).
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PESO DE OVARIOS

A los 30 minutos post-operacion, el peso del ovario izquierdo in situ de animales con
OUL-D seguida de la seccion del NOS izquierdo fue menor que su grupo con
operacion simulada (Cuadro 9). La operacion simulada derecha en ratas con OUL-I
provoco la disminucion del peso del ovario remante a las 48 horas. En los animales
sacrificados a las 72 horas post-cirugia el peso del ovario remanente de los animales
con OUL-D u OUL-I fue mayor, independientemente del nervio seccionado. En las
ratas con OUL-D seguida de la seccion del NOS izquierdo el peso del ovario izquierdo

in situ fue mayor al primer estro vaginal (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Media * e.em. del peso de ovario izquierdo o derecho de ratas con ovariectomia
derecha (OUL-D) o izquierda (OUL-I) seguida de la operacién simulada contralateral o de la secciéon
del NOS contralateral, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72
horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

PESO DE OVARIOS (mg)
AGUDOS SUB-AGUDOS
GRUPOS Ovario Ovario Ovario Ovario
izquierdo derecho izquierdo derecho
in situ in situ in situ in situ
30 MINUTOS 48 HORAS

OUL-D+0SI 12.6+0.7 _ 11.9+0.9 _

OUL-D+SNOI 10.3+0.4* _ 11.9+0.7 _
OUL-I+0SD 11.6+0.8 6.5:x0.5¢
OUL-I+SNOD 11.0+£0.4 11.6+0.9

1 HORA 72 HORAS

OUL-D+0SI 10.2+0.6 _ 11.5+1.0 _

OUL-D+SNOI 10.7+0.4 _ 16.6+1.3* _
OUL-I+0SD 9.6+0.4 10.3£0.7
OUL-I+SNOD 10.7+0.4 17.8+1.2*
5 HORAS PRIMER ESTRO VAGINAL

OUL-D+0SI 8.4+0.4 _ 17.9+1.8 _

OUL-D+SNOI 8.5+0.6 _ 23.3+1.1* _
OUL-I+0SD 7.4+0.5 18.1+1.4
OUL-I+SNOD 7.9+0.6 17.5%£1.3

*p < 0.05 vs. su respectivo grupo con ovariectomia unilateral seguido de la operacién simulada
contralateral; #p < 0.05 vs. OUL-I+SNOD (Prueba “t” de Student).
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La seccion del NOS izquierdo en el animal con OUL-D resulté en el aumento del peso

del Utero a la hora, 72 horas post-cirugia o al presentar el primer estro vaginal, en

comparacion con su grupo con operacion simulada (Cuadro 10).

La OUL-I+SNOD resulté en un mayor peso del Utero cuando los animales

fueron sacrificados alas 5,48 6 72 horas post-cirugia en comparacién con su grupo

con operacion simulada (Cuadro 10).

Cuadro 10. Media * e.e.m. del peso himedo del atero (mg) de ratas testigo absoluto (TA) o con
operacion simulada derecha (0SD) o izquierda (OSI) seguida de la seccién contralateral del NOS o
ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) o izquierda (OUL-I) seguida de la operacién simulada
contralateral o de la seccion del NOS contralateral, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas a
los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).

PESO HUMEDO DEL UTERO (mg)
AGUDOS SUB-AGUDOS
GRUPOS 30 1h 5h 48 h 72h PEV

TA 585452 | 585652 | 57.92#55 | 83.6+12.9 | 71.9%6.6 | 150.6%8.5
OSD+SNOI | g49+40 | 57.3+4.1 37.127.1 | 48.7¢6.24 | 62.4+42 | 149.7:9.0
OUL-D+0SI | g15+70 | 53.2¢3.1 47.0£48 | 71.5t58 | 90.6£10.4 | 132.7+8.2
OUL-D+SNOI | ¢g 4480 | 66.4£3.7% | 48273 | 65.4%7.2 | 132+9.5*e | 152%3.6*
OSI+SNOD 56.7+3.6 94.5+9.2 58.5+10.6 51.6%3.6 114.2+16.6 | 139.2+9.8
OUL-I+0SD | ¢55+42 | 53.6%6.6 30.8+3.1 | 34.0%2.3 67.5£9.8 | 140.5:6.6
OUL-I+SNOD | 541436 | 714%9.9 | 459+6.5% | 49.8+4.9* | 96.8+6.8* | 128.0%8.1

*p < 0.05 vs. su respectivo grupo con ovariectomia unilateral seguido de la operacion simulada
contralateral . #p < 0.05 vs. OSD + SNOI (Prueba ANDEVA seguido de Tukey).
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RESPUESTA COMPENSADORA DEL OVARIO IN SITU

PORCENTAJE DE HIPERTROFIA COMPENSADORA OVARICA (HCO)

En la Figura 10 se puede observar que 30 minutos, 1 6 5 horas después de la
cirugia, el ovario remanente no aumentd su peso, independientemente del ovario

extirpado y del nervio seccionado.

A las 48 horas después de la cirugia, se observo una ganancia en peso similar
entre los ovarios remanentes denervados, 72 horas después de la cirugia, el ovario
in situ con la seccidn del NOS izquierdo o derecho aument6 su peso, en comparaciéon

con su grupo con operacion simulada (Figura 10).

Al primer estro vaginal, el porcentaje de hipertrofia compensadora de
animales con OUL-I seguida de la secciéon del NOS derecho fue menor que en
animales con OUL-D seguida de la seccion del NOS izquierdo (OUL-I+SNOD 22.8+5.5
vs. OUL-D+SNOI 41.7 +5.6 p<0.05).
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Figura 10. Media * e.e.m. del porcentaje de hipertrofia compensadora del ovario in situ de
ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) o izquierda (OUL-I) seguida de la operacién simulada
contralateral o de la seccion del NOS, realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas 307, 1, 5, 48, 72
horas post-cirugia 6 al presentar el primer estro vaginal.
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*p<0.05 vs. su respectivo grupo son OUL seguida de la seccién del NOS en el ovario in situ (Prueba
de Kruskal-Wallis seguida de U de Mann-Whitney).
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PORCENTAJE DE OVULACION COMPENSADORA

En las ratas con OUL-D+SNOI resulté en el aumento de la ovulacion compensadora,
en comparacion con el grupo con OUL-D+O0SI. En el grupo con OUL-I+SNOD no se
modifico el porcentaje de ovulaciéon compensadora al primer estro vaginal (Figura
11). La ovulaciéon compensadora de los animales con OUL-I+OSD fue mayor en

comparacion con OUL-D+0SI (115.2+3.7 vs. 63.0+15.2 p<0.05).

Figura 11. Media * e.e.m de la ovulacién compensadora de ratas con con ovariectomia derecha
(OUL-D) o izquierda (OUL-I) seguida de la operacién simulada contralateral o de la seccién del NOS,
realizada a los 32 dias de edad y autopsiadas al primer estro vaginal (PEV).
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*p<0.05 vs. OUL-D+0SI (Prueba Kruskal-Wallis seguida de Dunn’s).
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EXPERIMENTO 3

EFECTOS DE LA OPERACION SIMULADA EN LA RATA PREPUBER
SOBRE LA CONCENTRACION DE HORMONAS ESTEROIDES Y
GONADOTROPINAS

Dado que en esta tesis las evaluaciones post-cirugia se realizaron en periodos
agudos (30°, 1 y 5 horas post-cirugia) y sub-agudos (48, 72 horas post-cirugia y
PEV), se analiz6 si la sola laparotomia tiene efectos sobre la concentracién de

hormonas esteroides y gonadotropinas.
HORMONAS ESTEROIDES

En ratas con operacion simulada izquierda o derecha sacrificadas a los 30 minutos 6
72 horas después de la cirugia, la concentracion de progesterona aumento, mientras
que al primer estro vaginal disminuyé. Cuando los animales con operacion simulada
derecha fueron sacrificados una hora después de la cirugia la concentracion de la
hormona fue mayor, este mismo efecto se observé 5 horas post-cirugia con la

laparotomia izquierda (Figura 12).

La concentraciéon en suero de testosterona en los grupos con operacion
simulada unilateral sacrificados a los 30 minutos, 1, 5, 6 72 horas después de la
cirugia, fue mayor que en el grupo control. En las ratas con operacién simulada
izquierda sacrificadas a las 48 horas la concentracion de la hormona también fue
mayor, este mismo efecto se observo al primer estro vaginal con la operacion

simulada derecha (Figura 12).

La concentraciéon de estradiol en animales con operacién simulada izquierda
o derecha sacrificados a los 30 minutos, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al presentar el
primer estro vaginal fue menor en comparacién con el testigo absoluto. Una hora

después de la cirugia la concentracion de la hormona fue mayor (Figura 12).
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Figura 12. Media * e.e.m de la concentracion de progesterona (ng/ml), testosterona (pg/ml) y
estradiol (pg/ml) en suero de ratas testigo absoluto (TA), con operacién simulada izquierda (0SI)
o derecha (0OSD), 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 (PEV).
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*p < 0.05 vs. TA (ANDEVA seguida de Tukey).

En linea punteada se representa la concentracion de la hormona correspondiente al grupo de animales testigo
absoluto, sacrificadas en los diferentes tiempos del estudio.
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CONCENTRACION DE GONADOTROPINAS

En los animales con operacién simulada izquierda o derecha sacrificados a las 5
horas después del tratamiento la concentracién de FSH fue menor respecto al grupo
testigo absoluto, el mismo efecto se observo a las 48 horas después de la cirugia o al
presentar el primer estro vaginal cuando se practicé la operacion simulada derecha
(Figura 13).

La concentracion de LH fue mayor en ratas con operacion simulada izquierda
sacrificadas a los 30 minutos o al presentar el primer estro vaginal, mientras que a
las 5 horas la concentracion de la hormona fue menor en comparacion con el testigo
absoluto. La operaciéon simulada derecha ocasioné el aumento en la concentracion

de LH 5 horas después del tratamiento (Figura 13).
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Figura 13. Media * e.e.m de la concentraciéon de FSH (ng/ml) y LH (ng/ml) en suero de ratas
testigo absoluto (TA), con operacién simulada izquierda (OSI) o derecha (OSD), 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
(PEV).
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*p < 0.05 vs. TA (ANDEVA seguida de Tukey).

En linea punteada se representa la concentracién de la hormona correspondiente al grupo de animales testigo
absoluto, sacrificadas en los diferentes tiempos del estudio.
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Debido a que la operaciéon simulada en los tiempos evaluados resulté en cambios en
las concentraciones de hormonas esteroides y de gonadotropinas, los grupos de
animales con operacidn simulada seguida de la seccion del NOS se compararon con
su respectivo grupo con operacién simulada, para observar el efecto del NOS en la
rata con ambos ovarios. Los grupos con ovariectomia unilateral derecha (OUL-D) 6
izquierda (OUL-I) seguida de la seccion del NOS contralateral se compararon con su
grupo con operacidon simulada seguida de la seccion del NOS contralateral, para
observar el efecto del ovario remanente 6 con su grupo de OUL seguida de la
operacion simulada contralateral, para observar los efectos del NOS en la rata con

ovariectomia unilateral.
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EXPERIMENTO 4

EFECTOS DE LA SECCION DEL NERVIO OVARICO SUPERIOR EN LA
RATA PREPUBER CON OPERACION SIMULADA O CON
OVARIECTOMIA UNILATERAL SOBRE LA CONCENTRACION DE
HORMONAS ESTEROIDES Y GONADOTROPINAS

Con este experimento se analizd el efecto de la seccion del NOS en la rata con ambos
ovarios (operacion simulada) o con un solo ovario (ovariectomia unilateral), sobre
las concentraciones de hormonas esteroides y gonadotropinas evaluados en

periodos agudos y sub-agudos.

CONCENTRACION DE PROGESTERONA

En ratas con operacién simulada derecha la seccion del NOS izquierdo aumenté la
concentracion de progesterona 30 minutos 6 72 horas después de la cirugia, a las 5
horas la concentracion de la hormona fue menor (Figura 14, panel superior). La
seccion del NOS derecho en el animal con operacién simulada izquierda result6 en el
aumento de la concentracion de la hormona a los 30 minutos, 48, 72 horas o al
presentar el primer estro vaginal en comparaciéon con la OSI (Figura 15, panel

superior).

La concentracion de progesterona en los animales con el ovario izquierdo in
situ denervado (OUL-D+SNOI), fue mayor a la 1 o 5 horas posteriores a la cirugia,
efecto contrario se observd a las 72 horas, en comparacion con el grupo OSD+SNOI
(Figura 14, panel intermedio). En los animales con OUL-I+SNOD (ovario derecho in
situ denervado), la concentracion del la hormona fue menor a los 30 minutos a las 48
y 72 horas post-cirugia, respecto al grupo con OSI+SNOD (Figura 15, panel

intermedio).
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En el panel inferior de la figura 14 se observa que en las ratas con OUL-D la seccion
del NOS izquierdo aumenté la concentracién de progesterona 30 minutos, 1 y 5

horas después de la cirugia, respecto al grupo con OUL-D+OSI.

En las ratas con OUL-I mas la seccion del NOS derecho resulté en una mayor
concentracion de la hormona a los 30 minutos después de la cirugia y al primer estro
vaginal, mientras que 72 horas posteriores a la cirugia la concentraciéon de

progesterona fue menor (Figura 15, panel inferior).
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Figura 14. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona (P4) en suero de ratas testigo
absoluto (TA) representado en linea punteada, con operacion simulada derecha (OSD) seguida o no
de la seccion del NOS izquierdo (SNOI) o ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) seguida de la
operacion simulada izquierda (OSI) o de la seccidn del NOS izquierdo (SNOI), realizada a los 32 dias
de edad y autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal

(PEV).
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*p<0.05 vs. 0SD; <-p<0.05 vs.0SD + SNOI; p<0.05 vs. OUL-D+0SI. (Prueba ANDEVA seguido de
Tukey).
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Figura 15. Media * e.e.m. de la concentracion de progesterona (P4) en suero de ratas testigo
absoluto (TA) representado en linea punteada, con operacién simulada izquierda (OSI) seguida o no
de la seccion del NOS derecho (SNOD) o ratas con ovariectomia izquierda (OUL-I) seguida de la
operacion simulada derecha (OSD) o de la seccion del NOS derecho (SNOD), realizada a los 32 dias
de edad y autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal

(PEV).
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CONCENTRACION DE TESTOSTERONA

La seccién del NOS izquierdo en la rata operacién simulada derecha disminuyd la
concentracién de testosterona a la 1, 5, 72 horas después de la cirugia o al presentar el
primer estro vaginal en comparacion con la OSD (Figura 16, panel superior). La
concentracion de la hormona fue menor en animales con OSI seguida de la seccion del
NOS derecho sacrificados desde los 30 minutos post-cirugia y hasta el primer estro

vaginal, respecto al grupo con OSI (Figura 17, panel superior).

En el panel intermedio de la figura 16 se muestra, que la concentracion de
testosterona en el animal con el ovario izquierdo in situ (OUL-D+SNOI), fue mayor a los
30 minutos posteriores a la cirugia, en comparaciéon con el grupo OSD + SNOI. En el
grupo con OUL-1+SNOD no se observaron cambios en la concentracion de la hormona

(Figura 17, panel intermedio)

La seccion del NOS izquierdo en el animal con OUL-D result6 en una mayor
concentracion de testosterona a los 30 minutos y 72 horas post-cirugia, efecto inverso se
observa a las 5 horas en comparacion con el grupo OUL-D + OSI (Figura 16, panel

inferior).

En la rata con OUL-I la seccién del NOS derecho resultd en una mayor
concentracion de la hormona a los 30 minutos posteriores a la cirugia, a las 5 horas o
primer estro vaginal la concentracion de testosterona fue menor respecto al grupo con
OUL-1+0SD (Figura 17, panel inferior).
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Figura 16. Media + e.e.m. de la concentracién de testosterona (T) en suero de ratas testigo
absoluto (TA) representado en linea punteada, con operacion simulada derecha (0OSD) seguida o no
de la seccion del NOS izquierdo (SNOI) o ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) seguida de la
operacion simulada izquierda (OSI) o de la seccidn del NOS izquierdo (SNOI), realizada a los 32 dias
de edad y autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal

(PEV).
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Tukey).
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Figura 17. Media + e.e.m. de la concentraciéon de testosterona (T) en suero de ratas testigo
absoluto (TA) representado en linea punteada, con operacién simulada izquierda (OSI) seguida o no
de la seccion del NOS derecho (SNOD) o ratas con ovariectomia izquierda (OUL-I) seguida de la
operacion simulada derecha (OSD) o de la seccion del NOS derecho (SNOD), realizada a los 32 dias
de edad y autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal

(PEV).
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*p<0.05 vs. OSI;#p<0.05 vs. OUL-I+0SD. (Prueba ANDEVA seguido de Tukey).
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CONCENTRACION DE ESTRADIOL

La concentracion de estradiol en los animales con operacion simulada izquierda o
derecha seguida de la seccion contralateral del NOS fue menor en los grupos sacrificados
a la una o 5 horas después del tratamiento, a las 48 horas la concentracion de la hormona
fue mayor (Panel superior de las Figuras 18 y 19). La concentracion de la hormona fue
menor en los animales con OSI+SNOD sacrificados 72 horas post-cirugia en comparacion

con el grupo con OSI (Figura 19, panel superior).

En ratas con el ovario derecho in situ denervado (OUL-I+SNOD) sacrificadas 48
horas después del tratamiento la concentracion de estradiol fue menor que el grupo con
OSI+SNOD (Figura 19, panel intermedio). Mientras que la seccion del NOS-izquierdo no

modifico la concentracion de la hormona (Figura 18, panel intermedio).

En el panel inferior de la figura 18, se puede observar que en el animal con OUL-D
la seccion del NOS izquierdo resultd en una menor concentracion de estradiol a los 30
minutos después de la cirugia o al presentar el primer estro vaginal, una hora post-
tratamiento la concentracion de la hormona fue mayor respecto al grupo con OUL-
D+OSI.

La concentracion de estradiol fue mayor en el grupo con OUL-I seguida de la
seccion del NOS derecho cuando los animales se sacrificaron a los 30 minutos, 5 6 72
horas post-cirugia en comparacion con el grupo con OUL-1+OSD (Figura 19, panel

inferior).
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Figura 18. Media * e.e.m. de la concentracion de estradiol (Ez) en suero de ratas testigo absoluto
(TA) representado en linea punteada, con operaciéon simulada derecha (OSD) seguida o no de la
seccidn del NOS izquierdo (SNOI) o ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) seguida de la operacién
simulada izquierda (OSI) o de la seccién del NOS izquierdo (SNOI), realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).
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* p<0.05 vs. OSD; #p<0.05 vs. OUL-D+0SI. (Prueba ANDEVA seguido de Tukey).
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Figura 19. Media * e.e.m. de la concentracion de estradiol (Ez) en suero de ratas testigo absoluto
(TA) representado en linea punteada, con operacion simulada izquierda (OSI) seguida o no de la
seccidn del NOS derecho (SNOD) o ratas con ovariectomia izquierda (OUL-I) seguida de la operacién
simulada derecha (0SD) o de la secciéon del NOS derecho (SNOD), realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).
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Tukey).
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CONCENTRACION DE FSH

En el panel superior de la Figura 20 y 21 se observa que en los animales con
operaciéon simulada la seccién unilateral del NOS aumenté la concentracién de FSH
cuando fueron sacrificados a los 30 minutos, 1, 5, 48 horas después de la cirugia o al

presentar el primer estro vaginal, respecto a su grupo con operacion simulada.

La concentracién de FSH fue mayor en animales con el ovario izquierdo in situ
denervado (OUL-D+SNOI) sacrificados desde las 5 horas post-cirugia y hasta que
presentaron el primer estro vaginal en comparaciéon con el grupo con OSD+SNOI
(Figura 20, panel intermedio). En animales con el ovario derecho in situ denervado
(OUL-I+SNOD) la concentracion de la hormona fue mayor a los 30 minutos y 5 horas

respecto al grupo con OSI+SNOD (Figura 21, panel intermedio).

La seccién del NOS izquierdo en la rata con OUL-D resultdé en una mayor
concentracion de FSH de los animales sacrificados a las 5, 48, 72 horas post-cirugia o
al presentar el primer estro vaginal respecto al grupo con OUL-D+OSI (Figura 20,

panel inferior).

En el panel inferior de la figura 21 se observa que la concentraciéon de FSH de
animales con OUL-I seguida de la seccion del NOS derecho fue mayor en

comparacion con el grupo con OUL-I+0SD.
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Figura 20. Media + e.e.m. de la concentracion de FSH en suero de ratas testigo absoluto (TA)
representado en linea punteada, con operacion simulada derecha (OSD) seguida o no de la seccién
del NOS izquierdo (SNOI) o ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) seguida de la operacién
simulada izquierda (OSI) o de la seccién del NOS izquierdo (SNOI), realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).
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Figura 21. Media + e.e.m. de la concentracion de FSH en suero de ratas testigo absoluto (TA)
representado en linea punteada, con operacion simulada izquierda (OSI) seguida o no de la seccién
del NOS derecho (SNOD) o ratas con ovariectomia izquierda (OUL-I) seguida de la operacién
simulada derecha (0SD) o de la secciéon del NOS derecho (SNOD), realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).
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CONCENTRACION DE LH

La seccion del NOS izquierdo en ratas con OSD y sacrificadas a las 5 6 72 horas
después de la cirugia resulté en una menor concentracién de LH comparadas con el
grupo con OSD (Figura 22, panel superior). Con la secciéon del NOS derecho en la rata
con OSI se observd una mayor concentracion de la hormona a la hora de la cirugia,
efecto inverso ocurriéo a las 72 horas o al presentarse el primer estro vaginal,

respecto al grupo con OSI (Figura 23, panel superior).

En ratas con el ovario izquierdo in situ denervado (OUL-D+SNOI), la concentracién
de LH es mayor a la hora de la cirugia respecto al grupo con OSD+SNOI (Figura 22,
panel intermedio). Sin que se modificara cuando el ovario in situ fue el derecho

(Figura 23, panel intermedio).

La secciéon del NOS izquierdo en el animal con OUL-D no modific6 las
concentraciones de LH en los tiempos de evaluacion (Figura 22, panel inferior). En el
animal con OUL-I la seccion del NOS derecho resulté en mayor concentracion de la
hormona a la hora post-tratamiento, mientras que al primer estro vaginal se observo
una menor concentracion, respecto al grupo con OUL-I+OSD (Figura 23, panel

inferior).
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Figura 22. Media + e.e.m. de la concentracion de LH en suero de ratas testigo absoluto (TA)
representado en linea punteada, con operacion simulada derecha (OSD) seguida o no de la seccién
del NOS izquierdo (SNOI) o ratas con ovariectomia derecha (OUL-D) seguida de la operacién
simulada izquierda (OSI) o de la seccién del NOS izquierdo (SNOI), realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).
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Figura 23. Media + e.e.m. de la concentracion de LH en suero de ratas testigo absoluto (TA)
representado en linea punteada, con operacion simulada izquierda (OSI) seguida o no de la seccién
del NOS derecho (SNOD) o ratas con ovariectomia izquierda (OUL-I) seguida de la operacién
simulada derecha (0SD) o de la secciéon del NOS derecho (SNOD), realizada a los 32 dias de edad y
autopsiadas a los 30 minutos, 1, 5, 48, 72 horas post-cirugia o al primer estro vaginal (PEV).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que en la rata juvenil
hemiovariectomizada, el NOS modula de manera asimétrica los procesos
ovulatorios, la secrecion de P4, T, Ez, FSH y LH depende del nervio seccionado, del

ovario extirpado, asi como del tiempo transcurrido entre la cirugia y la autopsia.

Los efectos de la laparotomia dependieron del lado en el que se realiz6 la
incision y del periodo en el que se evaluaron. Trabajos previos de nuestro grupo,
han mostrado que en la rata adulta, la laparotomia resulta en una activacion de la via
neural que llega del peritoneo a los ovarios y adrenales, la cual regula la secrecién de
hormonas ovaricas y que ademas la respuesta depende del dia del ciclo estral y de la
hora del dia en el que se realice la laparotomia (Barco y col, 2003; Flores y col,,

2005; Cruz y col., 2006; Ramirez, 2011).

La transicion de un estado prepuberal a uno puberal, implica cambios en la
funcion del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonada (Meza-Herrera, 2008). El proceso de
canalizacion de la vagina se ha explicado por el aumento en la concentraciéon de
estradiol (Ojeda y col,, 1983) o de testosterona (Becu-Lacau Villalobos y Mengido,
1999), que a nivel de vagina producen hinchazoén y una hiperemia en la membrana
vaginal, provocando la reabsorcion de ésta y su canalizacién (Ojeda y col., 1990). En
nuestros animales la laparotomia unilateral, resulté en una menor concentracion de
estradiol y mayor de testosterona, estos cambios hormonales no modificaron la edad
de apertura vaginal, resultados que nos permiten sugerir que el inicio de la pubertad

no depende exclusivamente del ambiente hormonal.
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Se ha mostrado que la apertura vaginal y el primer estro son eventos
independientes. En el hamster la apertura vaginal ocurre varios dias antes de la
primera ovulacion (Smith y Stetson, 1980) y en la rata la primera ovulacion se puede
presentar dias después de la apertura vaginal (Ojeda y Urbansky, 1994). La
laparotomia unilateral retras6 la aparicién del primer estro vaginal, lo cual puede
ser atribuido al estrés post-operacién que sufrieron estos animales que se tradujo en
la alteracion de la concentracion del factor liberador de corticotropina (CFR) o de la
hormona liberadora de corticotropina (ACTH), las cuales inhiben el eje reproductivo.
El CRF es un factor que actta inhibiendo la secrecién de GnRH a nivel hipotalamico,
lo cual se traduce en una inhibiciéon en la secrecion de gonadotropinas por la
hipéfisis, dando como resultado alteraciones en la primera ovulacién y en la edad del

primer estro vaginal (Kinsey-Jones y col., 2010).

Ademas de los factores hormonales, la inervacidn ovarica es otro componente
que participa en los mecanismos que culminan con el inicio de la pubertad (Aguado

y Ojeda 1984a; Morales y col., 1993; 2004; Moran y col., 2003).

En la rata juvenil, la eliminacién de la informacion neural parasimpatica por la
seccion uni o bilateral del nervio vago (Ojeda y col., 1983; Morales y col,, 2004) o la
denervacion sensorial por la administracion de capsaicina al tercer dia de
nacimiento (Moran y col., 2003), resulta en el retraso del inicio de la pubertad, que

se acompaia de la disminucion en la concentracion de estradiol circulante.

Se ha propuesto que la inervaciéon simpatica, aportada por el NOS, es esencial
s6lo durante la etapa neonatal para que se produzca toda la serie de eventos que
culminan con el inicio de la pubertad. En la rata infantil o juvenil la seccion bilateral
o unilateral del NOS no altera el inicio de la pubertad (Aguado y Ojeda, 1984a;
Morales y col,, 1993), mientras que, en la rata neonata la seccion bilateral del nervio
la retrasa, sin cambios en la concentracién plasmatica de estradiol (Forneris y

Aguado, 2002). Los resultados del presente estudio muestran que en el animal
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hemiovariectomizado, la seccién del NOS de la génada in situ no modifica el inicio de
la pubertad, atin y cuando haya disminuido la concentracién de testosterona. Lo cual
nos permite postular que el ovario in situ es capaz de mantener el ambiente
hormonal adecuado que se requiere para la canalizacion de la vagina. Se ha
reportado que la extirpacién de uno de los ovarios no modifica la edad de apertura

vaginal (Meijs-Roelfos, 1984; Morales y col., 2011).

Estudios realizados en los aflos 80" mostraron que en la rata prepuber la
seccion bilateral del NOS no modifica la cuota ovulatoria (Aguado y Ojeda 1984a;
Selstam y col., 1985). Sin embargo, cuando se realiza la seccidn unilateral del NOS en
ratas de 16 a 28 dias de edad, disminuye la respuesta ovulatoria por parte del ovario
denervado, repuesta que no se produce si la denervacion se realiza a los 32 dias de
edad (Morales y col., 1993). Estos resultados permiten sefialar que la modulacién
que ejerce el NOS en la respuesta ovulatoria, va a depender de la maduraciéon del
animal. Interpretacion se ve apoyada por los resultados del presente estudio, donde
en la rata de 32 dias de edad la seccién del NOS, realizada inmediatamente a la
laparotomia contralateral, no modific6 la respuesta ovulatoria al primer estro

vaginal.

La modulacion que ejerce el NOS en la ovulacion es diferente en el modelo del
animal hemiovariectomizado. Cuando se extirpa el ovario derecho, el NOS izquierdo
regula la ovulacion de manera inhibitoria, mientras que cuando se elimina la gobnada
izquierda el NOS derecho la modula de manera estimulante. Estos resultados son
parcialmente semejantes a lo reportado para el animal adulto, donde el NOS derecho
modula de manera estimulante la ovulacién y la seccion del NOS izquierdo no la

modifica (Chavez y Dominguez, 1994).
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Los cambios en la respuesta ovulatoria después de haber realizado la
hemiovariectomia seguida de la seccién del NOS pueden ser atribuidos a la falta de
un ovario, a la eliminacion parcial de la informacién neural, a un cambio en el flujo

sanguineo o a la combinacion de estos factores.

Si bien se ha reportado que en la rata adulta la seccion bilateral del NOS no
modifica el flujo sanguineo (Aguado y Ojeda, 1984b), recientemente el grupo de
Zackrisson (2000) mostr6 que la ligadura de la arteria ovarica o uterina reduce el
porcentaje de ovulaciéon que se acompafia de la disminucion en el flujo sanguineo y
de una menor concentracion de progesterona. Los autores han interpretado estos
resultados como respuesta a una disminucion en el flujo sanguineo, sin descartar
que al momento de realizar la ligadura se produzca la estimulacion de los nervios

ovaricos.

La ovulacion compensadora es regulada por la inervacién sensorial o
simpatica del ovario (Chavez y Dominguez, 1994; Morales y col., 1998; Trujillo y col.,,
2004) y depende de la edad en la cual se realiza la ovariectomia unilateral (Morales
y col., 1993, 2007; Moran y col., 2003). En la rata adulta hemiovariectomizada, el
NOS derecho modula de manera estimulante la ovulacion compensadora (Chavez y
Dominguez, 1994). Esta respuesta difiere a lo que observamos en el presente
estudio, donde el NOS izquierdo la modula de manera inhibitoria. Por lo que
proponemos que la regulacién que ejerce el NOS en el ovario in situ, depende del

estado endocrino del animal.

El Utero presenta receptores a estrégenos (Yen y col., 2001; Brauer, 2008;
Latini y col,, 2008) y progesterona (Ohta y col., 1993; Brauer, 2008) cuyo nimero
varia a lo largo de la vida del animal y su funcién es modular la acciéon de los
esteroides ovaricos en el tejido uterino (Zoubina y col., 1998). Aun cuando el utero
es un érgano blanco de los estrégenos, no siempre se encuentra una correlacion

entre el peso del 6rgano y la concentracion del esteroide. En el presente estudio
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observamos que en las hembras laparotomizadas o hemiovariectomizadas
sometidas a la seccién del NOS, el peso del utero aumenta, en ocasiones éste
aumento coincide con una mayor concentracion de estradiol, mientras que en otros

la concentracion de la hormona es menor.

El aumento en el peso del utero se registré inmediatamente después de la
cirugia, efecto que puede ser atribuido a un proceso inflamatorio agudo, ya que se ha
reportado que este tipo de inflamaciéon ocurre de manera inmediata a una lesién o
cirugia habitualmente en el transcurso de las primeras dos horas (Robbins y Cotran,

2006).

El aumento en el peso del utero que se present6 después de las 48 horas post-
cirugia, puede ser atribuido a cambios en el flujo sanguineo que a su vez pudo
inducir mayor acumulacién de sangre. El cambio en el flujo puede ser atribuido; 1) a
la estimulacién indirecta de las fibras simpaticas del dtero, provocada por la seccion
del NOS, ya que se ha reportado que la inervaciéon simpatica del Utero tiene un
origen similar a la del ovario, a partir de los ganglios celiaco, mesentérico inferior y
el paracervical (Brauer, 2008) y esta asociada con vasos sanguineos, tejido conectivo
y muscular (Haase y col, 1997); 2) a un aumento en la densidad de las fibras
simpaticas del utero, inducido por la extirpaciéon de uno de los ovarios, tal y como se

ha reportado que ocurre en el animal ovariectomizado (McKercher y col., 1973).

Previamente se ha mostrado que en la rata adulta hemiovariectomizada, la
secrecion de hormonas esteroides por parte de los ovarios es asimétrica (Barco y
col,, 2003; Flores y col.,, 2005; Cruz y col,, 2006), donde la inervacién simpatica del

ovario modula dichos efectos (Dominguez y col., 2003).

En el presente estudio mostramos que en la rata laparotomizada seguida de la
seccion unilateral del NOS, el nervio izquierdo regula la secreciéon de progesterona
en funcion del tiempo transcurrido, mientras que el derecho, la modula de manera

inhibitoria, independientemente de si se evalia en un periodo agudo o sub-agudo.
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Cuando se extirpa el ovario derecho, el efecto diferencial que se observa por el NOS
izquierdo se pierde, siendo ahora la modulacién de tipo inhibitorio durante el
periodo agudo. Cuando en el animal hemiovariectomizado del ovario izquierdo se
secciona el NOS derecho, la modulaciéon que ejerce ahora el nervio depende del

tiempo transcurrido durante el periodo sub-agudo.

Previamente se postulé que en la rata adulta en el dia del proestro, el NOS
modula la secrecién de progesterona de manera estimulante (Aguado y Ojeda,
1984b) mientras que, en la rata prepuber va a depender de la edad del animal
(Moran y col,, 2000). Por estudios in vitro se postula que el NOS izquierdo regula de
manera inhibitoria la secreciéon de progesterona en ratas prepuberes y puberes
(Delgado y col, 2004; 2006; Delgado y col., 2010). En el presente estudio, los
cambios observados en la concentracion de progesterona sugieren que ante la
seccion del NOS se produce una estimulacién masiva de las fibras simpaticas que
provocaria la liberacion de NA y VIP, los cuales podrian actuar de la siguiente
manera:

La NA ejerce un efecto inhibitorio en la liberacion de progesterona, ya que en
la rata en diestro 1 o diestro2 la inyeccion intracerebroventricular de NA induce
disminucion en la concentracion de la hormona en la vena ovarica (De Bortoli y col,,
1998). En ovarios de ratas al primer estro vaginal, la presencia de VIP in vitro tiene
un efecto estimulante en la secrecion de progesterona que también se observa en la

rata adulta en el dia del diestro 2 (Ahmed y col., 1986; Garrazay col., 2004).

La modulacion que ejerce el NOS en el animal hemiovariectomizado depende
del ovario in situ. En un periodo agudo, el NOS-izquierdo modula de manera
inhibitoria la secreciéon de progesterona. Esta respuesta podria ser atribuida a la
comunicacion que existe entre la glandula adrenal y los ovarios, donde ambas
glandulas reciben inervacidon simpatica originada del ganglio celiaco mesentérico

superior (GCMS) (Morales y col., 2011; Téth y col.,, 2008). Por tanto el incremento en
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la concentracién de progesterona puede ser de origen adrenal, en apoyo a esta idea,
se ha mostrado que en la rata adulta en el dia del diestro 2, proestro y estro la
principal fuente de progesterona son las adrenales (Barco y col.,, 2003; Flores y col.,,

2005).

En un periodo sub-agudo, en el animal con ovariectomia izquierda, el NOS-
derecho modula la secrecién de progesterona de una manera diferencial
Previamente mostramos que en la rata prepuber, el ovario izquierdo y derecho
tienen la misma capacidad de secretar progesterona (Morales y col, 2011). Los
resultados del presente estudio indican que la sintesis de progesterona depende de

la inervacién simpatica.

Las células de la teca, inervadas por el NOS, secretan como producto principal
androstenediona (Erickson y col.,, 1985). En cultivo de células teco-intersticiales en
presencia de hCG, la adicién de un agente catecolaminérgico amplifica la accién de la
gonadotropina, lo que resulta en un incremento en la sintesis de androégenos
(testosterona y androstenediona) (Dyer y Erickson, 1985). De igual manera, la
inyeccion intracerebroventricular de NA, en la rata adulta en el diestro 2, incrementa
la concentracién de androstenediona en los ovarios denervados e incubados en
presencia de LH. Estos resultados llevaron a los autores a postular que el NOS
modula de manera inhibitoria la liberacion de la hormona y el efecto depende de la

presencia de gonadotropinas (De Bortoli y col., 2000).

Cuando se realiza la seccion bilateral del NOS en la rata neonata y sus efectos
son evaluados en la etapa prepuberal, el NOS modula de manera inhibitoria la
secrecion de andrdégenos, mientras que lo hace de manera estimulante a la pubertad
(Forneris y Aguado, 2002). En la rata laparotomizada la seccién del NOS resulté en la
disminucion de la concentracidn de testosterona, tanto en el periodo agudo como en
el sub-agudo. Resultados que nos permiten sugerir que en dias previos al inicio de la

pubertad, el NOS regula de manera estimulante la secrecion de testosterona.
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En la rata adulta hemiovariectomizada, la secreciéon de hormonas esteroides
por los ovarios se produce de manera asimétrica y varia a lo largo del ciclo estral
(Barco y col,, 2003; Flores y col,, 2006). En el presente estudio se muestra que en la
rata juvenil hemiovariectomizada, la modulacién que ejerce el NOS en la secrecion
de testosterona depende del tiempo de evolucién. Es posible que los cambios
observados en las concentraciones de testosterona de estos animales se deban a que
cada ovario in situ, presenta una capacidad diferente para sintetizar activina e
inhibina. En apoyo a esta interpretacion, se sabe que la concentracién de éstas
hormonas proteicas varian en funcion del estado de desarrollo del foliculo, donde el
foliculo inmaduro sintetiza predominantemente activina, lo que se traduce en una
menor secrecion de androgenos, mientras que el foliculo preovulatorio sintetiza
inhibina, lo incrementa la secrecion de andrégenos (Hillier, 1991; Philip y Claire,

2001).

Dado que a nivel de ganglio celiaco se localizan los somas de las fibras del NOS
y fibras provenientes del nervio vago (Berthoud y Powley, 1996), no podemos
descartar que en la rata juvenil hemiovariectomizada, ante la falta de la informacién
aportada por el NOS, el nervio vago participe en la regulaciéon de la secrecion de
testosterona. Se ha reportado que en la rata prepuber con ovariectomia unilateral, el
nervio vago regula de forma asimétrica la secrecidon de la hormona, la cual depende

del nervio seccionado y varia con la edad del animal (Morales y col.,, 2007).

Los resultados del presente estudio muestran que en un periodo agudo, la FSH
regula a la baja la secrecion de estradiol, mientras que en el periodo sub-agudo la
secrecion de la hormona parece depender mas de la integridad de la inervacion

ovarica.
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Son varios los trabajos que sefialan que el papel del NOS en la secrecién de
estradiol depende del estado end6crino del animal (Moran y col., 2000, 2009; Vieyra,
2007). En la rata adulta en el dia del proestro, el NOS modula de manera estimulante
la secrecién de estradiol, ya que la seccién bilateral del nervio o la estimulacion
eléctrica del NOS, resulta en la disminucién de la concentraciéon de la hormona
(Aguado y Ojeda, 1984b; Kagitani y col., 2008), sin embargo, cuando la denervacién
se realiza en la rata neonata y sus efectos son evaluados en la etapa prepuber, puber
o0 adulta, la concentracion de la hormona aumenta (Forneris y Aguado, 2002; Zhang y
col, 2010). Este comportamiento diferencial, también lo observamos cuando
analizamos los efectos de la seccion del NOS en un periodo sub-agudo. De igual
manera, en la rata juvenil hemiovariectomizada, el papel que juega el NOS en la

regulacion de estradiol, depende del ovario in situ o del periodo de evolucidn.

En la rata hemiovariectomizada, la respuesta en la secrecidn de estradiol, a la
seccion del NOS depende del ovario in situ. Esta asimetria podria deberse a que en la
rata, la gonada derecha recibe fibras provenientes del ganglio celiaco izquierdo y
derecho, mientras que la gonada izquierda, sélo recibe del ganglio izquierdo (Moran
y col., 2009), lo cual lleva a pensar que, el ovario derecho tiene mayores conexiones
neurales con centros superiores que el izquierdo. Klein y Burden (1988) mostraron
que el ovario derecho de la rata adulta, posee mayor inervacion simpatica que el
ovario izquierdo. Esta diferencia en el nimero de fibras podria explicar el hecho de
que el ovario derecho tiene mayor capacidad de secretar estradiol (Morales y col,,

2011).

Estudios realizados por Forneris y Aguado en el 2002 mostraron que en la
rata de 4 dias de edad, el NOS modula de manera estimulante la secreciéon de FSH,
cuando los efectos fueron evaluados en la etapa prepuberal, puberal o adulta.
Nuestros resultados muestran que en la rata juvenil laparotomizada el NOS modula

de manera inhibitoria la secrecion de FSH ya que en los diversos tiempos de
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evaluacion la concentracién de la hormona fue mayor. La discrepancia entre estos
estudios podria deberse al momento en el que se realizé la denervacion, ya que en el

estudio anterior fue en la etapa neonata y en nuestro caso al final de la etapa juvenil.

Se ha reportado que en la rata adulta hemiovariectomizada las
concentraciones de gonadotropinas aumentan a las 5 horas después de la
extirpacion del ovario (Welschen y Dullaar, 1974; De Greff y col, 1975). En el
presente estudio se muestra que en la rata prepuber con ovariectomia unilateral la
seccién del NOS izquierdo resulté en el aumento de las concentraciones de FSH
desde las 5 horas después de la cirugia, manteniéndose hasta el primer estro vaginal.
Por lo que podemos sugerir que en la rata hemiovariectomizada, el NOS izquierdo

regula de manera inhibitoria la secrecién de FSH.

La seccidn bilateral del NOS en la rata neonata (Forneris y Aguado, 2002) o
juvenil (Aguado y Ojeda, 1984a) no modifica la concentracién de LH cuando sus
efectos son evaluados en la etapa prepuberal, puberal o adulta. Mientras que en la
rata adulta el NOS modula de manera estimulante la secrecion de LH (Ramirez,
2011). En el presente estudio mostramos que la en la rata laparotomizada, la seccién
del NOS derecho resulté en una disminucion de la concentracién de LH en tiempos
sub-agudos de evaluacion, indicAndonos que el NOS regula de manera estimulante la
secrecion de la hormona. Dichos efectos podrian explicarse por el aumento en la
concentracion de progesterona, la cual podrian estar actuando a nivel de hipotalamo

regulando la secreciéon de gonadotropinas.

La hipertrofia compensadora ovarica que se produce después de la
extirpacion de un ovario, se habia explicado por cambios en las concentraciones de
gonadotropinas por la hipoéfisis y la de esteroides por los ovarios (Butcher, 1977).
Nuestros resultados muestran, que en la rata hemiovariectomizada sometida a la
seccion del NOS, la hipertrofia compensadora que se presenta en las primeras 48
horas post-cirugia es de la misma magnitud que cuando el ovario remanente
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mantiene intacta su inervacién. Sin embargo, conforme el animal se acerca a la
pubertad, el NOS tiene un papel relevante en la regulacién de dicho proceso. Con
base en nuestros resultados, planteamos que la ganancia en el peso ovarico puede
ser regulado por dos vias: 1) cuando seccionamos el NOS-izquierdo, depende del
aumento en la concentracion de FSH, que se produce desde las primeras 5 horas
post-cirugia. Tal y como se ha reportado que ocurre cuando se realiza la
ovariectomia unilateral en la rata adulta (Burden y Lawrence 1977; Ackland y col,,
1990; Flores y col,, 1990). 2) cuando seccionamos el NOS-derecho, la hipertrofia no
se correlaciona con las concentraciones de gonadotropinas, lo que nos permite
sugerir que depende de la inervacion simpatica, tal y como ya se ha postulado
(Flores y col,, 1990). Previamente se ha mostrado que en la rata adulta la hipertrofia
compensadora es asimétrica y depende de la integridad del nervio ovarico superior
(Chavez y Dominguez, 1994), mientras que en la prepuber depende del tiempo de
evaluacion (Morales y col., 1993). No descartamos la participacion del nervio vago
en este proceso, ya que se sabe que la vagotomia bilateral o la vagotomia izquierda
bloquea la HCO (Burden y Lawrence, 1977; Morales y col., 2007), si esta se realiza
inmediatamente a la ovariectomia y no la modifica si se realiza 4.5 horas después

(Trkulja y Lackovic, 2001).

En resumen, los resultados del presente estudio muestran que en la rata
juvenil hemiovariectomizada, la regulacion que ejerce el NOS sobre las
concentraciones séricas de hormonas esteroides y gonadotropinas depende del
nervio seccionado, del ovario in situ y del tiempo de evolucidon, mientras que los

procesos compensatorios son regulados de manera inhibitoria por parte del NOS.
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En el presente modelo se resumen los efectos de la seccidon del nervio ovarico superior izquierdo
(NOS-I) (en color verde) en la rata juvenil con ovariectomia unilateral derecha (OUL-D) a los 32 dias
de edad y evaluados en tiempos agudos y sub-agudos post-denervacion, sobre la concentracion de
progesterona (P.), testosterona (T), estradiol (E:), de la hormona foliculo estimulante (FSH), la
hormona luteinizante (LH) en suero, el nimero de ovocitos liberados y la ovulacién compensadora
(OC). Donde la flecha #ndica incremento en la concentracion de las hormonas, el signo (=) indica
variaciones en la concentracién de hormonas a lo largo de los tiempos evaluados, el signo (%)

INSITU

muestra que no hubo cambios significativos. Como se observa en el modelo, en la rata juvenil con
OUL-D, el NOS izquierdo regula de manera inmediata la concentracién de hormonas esteroides,
siendo inhibitoria para la de P4, y diferencial para la de T y Ez, mientras que la de FSH es regulada
de forma inhibitoria en el periodo sub-agudo, sugiriéndonos que la informacién nerviosa del
ovario in situ, llega a centros hipotalamicos regulando la secrecion de gonadotropinas a nivel
hipotalamico y por tanto la secrecién de esteroides.
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En el presente modelo se resumen los efectos de la seccion del nervio ovarico superior derecho
(NOS-D) (en color morado) en la rata juvenil con ovariectomia unilateral izquierda (OUL-I) a los 32
dias de edad y evaluados en tiempos agudos y sub-agudos post-denervacidn, sobre la concentraciéon
de progesterona (P4), testosterona (T), estradiol (E2), de la hormona foliculo estimulante (FSH),
hormona luteinizante (LH) en suero, el nimero de ovocitos liberados y la ovulacién compensadora
(OC). Donde el signo (=) muestra que no hubo cambios significativos, el signo (#) indica variaciones
en la concentracion de hormonas a lo largo de los tiempos evaluados. Como se observa en el modelo,
en la rata juvenil con OUL-I, el NOS derecho regula de manera diferencial en el periodo sub-agudo
la concentracién de P4, y E2 y no participa en la regulacion de la secrecion de T, FSH y LH.
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CONCLUSIONES

En la rata laparotomizada, la regulacidon que ejerce el NOS en el periodo agudo sobre
la secrecién de progesterona, depende del tiempo de evolucion, mientras que en el
periodo sub-agudo el NOS regula de manera inhibitoria la secreciéon de la hormona.
La regulacion de testosterona en ambos periodos, por el NOS es estimulante. La
regulacién en la secrecion de estradiol en el periodo agudo es estimulante, mientras

que en el sub-agudo depende del tiempo de evolucion.

En la rata laparotomizada, el NOS regula de forma inhibitoria las concentraciones de
FSH tanto en el periodo agudo como en el su-agudo, mientras que la de LH es

regulada de forma estimulante sélo en el periodo sub-agudo.

En la rata juvenil con OUL, el NOS izquierdo modula de manera inhibitoria la
secrecion de progesterona en el periodo agudo, mientras que la de FSH es regula de
la misma forma en el periodo sub-agudo, la regulacion de testosterona y estradiol

depende del tiempo de evolucidn.

En la rata juvenil con OUL, el NOS derecho modula de manera diferencial la secrecion
de progesterona en el periodo sub-agudo, este mismo comportamiento es observado
en la secrecién de testosterona en el periodo agudo. La regulaciéon de estradiol por

del NOS se da de forma inhibitoria en ambos periodos.
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En la rata juvenil hemiovariectomizada, los procesos compensatorios del ovario son
regulados de forma inhibitoria por parte del NOS. La ovulacion compensadora es
modulada por el NOS izquierdo, mientras que el fenémeno de HCO no depende del

nervio seccionado.

En conjunto, los resultados indican que en la rata juvenil hemiovariectomizada, la
regulaciéon que ejerce el NOS sobre la concentracion de hormonas esteroides,
depende del nervio seccionado, del ovario in situ y del tiempo de evolucion, en
donde las concentraciones de gonadotropinas y la respuesta compensadora del

ovario son reguladas de forma inhibitoria por parte del NOS.
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